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Abreviaturas

ABREVIATURAS

4C Is6topo radiactivo carbono 14

AA Aminoacido

3AT 3-aminotriazol

ADN Acido desoxirribonucleico

AGS a-glucén sintasa

ARN Acido ribonucleico

ATP Adenosina 5'-trifosfato

ARF Factor de ADP-ribosilacion (ADP-ribosylation factor)

Arp Proteinas relacionadas con la actina (Actin- related protein)

BH Dominio con homologia a la region Breakpoint cluster. (Breakpoint cluster region-Homology)
BGS B-glucan sintasa

bp pares de bases

BSA Albumina sérica bovina (Bovine Seric Albumin)

CDK Quinasa dependiente de ciclina (Cyclin Dependent Kinase)

CFP Proteina azul fluorescente (Cyan Fluorescent Protein)

Ci Curio

CRIB Dominio de unién a Cdc42/Rac (Cdc42/Rac Interactive Binding)

CWI Ruta MAPK de integridad de pared celular (Cell Wall Integrity)

DAD Dominio de autoinhibicién de la proteina Diaphanous de Drosophila melanogaster (Diaphanous Autoin-
hibitory Domain).

DEP Dominio con homologia a Disheveled, EGL-10 y Plecstrina (Disheveled, EGL-10, Pleckstrin)
DH Dominio con homologia a Dbl (Dbl Homology)

DIC Contraste diferencial

DID Dominio de inhibicién de la proteina Diaphanous de Drosophila melanogaster (Diaphanous Inhibitory Do-
main).

DMSO Dimetil Sulféxido

D.O. Densidad 6ptica

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilén diamino tetra-acético

EGFP Variante de la proteina verde fluorescente (Enhanced Green Fluorescent Protein)

EGTA Acido etilén glicol bis tetra-acético

ENTH Dominio con homologia a la regién N-terminal de la proteina epsina (epsin N-terminal homology)
FCH Dominio con homologia a FER-CIP4 (FER-CIP4 Homology)

GAP Proteina activadora de la actividad GTPasica (GTPase Activating Protein)

GDI Inhibidor de la disociacion de GDP (GDP Dissociation Inhibitor)

GDP Guanosina 5’-difosfato (Guanosine 5° diphosphate)

GEF Factor intercambiador de nucledtidos de guanina (Guanine Nucleotide Exchange Factor)
GFP Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

GST Glutation S transferasa

GTP Guanosina 5'-trifosfato (Guanosine 5 triphosphate)

GluTD Dominio glucanosil-transferasa (Glucanosyl-Tranferase-Domain)

HA Epitopo procedente de la hemaglutinina del virus humano de la gripe



Abreviaturas

HRP Peroxidasa de rabano (Horseradish Peroxidase)

IQGAP Familia de proteinas con dominios 1Q (de unién a calmodulina) y GAP
IPTG Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido

kb Kilobase

kDa Kilodalton

Lat A Latrunculina A

LB Medio rico para E. coli (Luria-Bertani)

MAP Proteina activada por mitégeno

MAPK Quinasa activada por mitdgenos (Mitogen-Activated Protein Kinase)
MAPKK MAPK quinasa activada por mitégenos (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase)
MAPKKK MAPKK quinasa activada por mitégenos (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase)
MBC Metil Benzimidazol Carbamato

Mb Megabase

MEA Medio agar extracto de malta (Malt Extract Agar)

min Minutos

MM Medio minimo para S. pombe

MTOC Centro Organizador de Mirotubulos (Microtubule Organizer Centre)
NETO Comienzo del crecimiento por el polo celular nuevo (New End Take Off)
NP-40 Nonidet P-40

OE. Sobreexpresion de un gen (OverExpresion)

OETO Comienzo del crecimiento por el polo celular antiguo (Old End Take Off)
ORF Fase de lectura abierta (Open Reading Frame)

PAK Proteina quinasa activadas por p-21(p21-Activated Kinase)

PBS Tampon fosfato salino (Phosphate-Buffered Saline)

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

PH Dominio con homologia a Plecstrina (Pleckstrin Homology)

PIPES Piperazina bis (acido 2-etanosulfonico)

PMSF Fluoruro de ortometil fenil sulfonilo

PVDF Fluoruro de polivinilideno

PX Dominio PhoX (PhoX domain)

RBD Dominio de union a RhoA (RhoA Binding Domain)

RE Reticulo Endoplasmatico

RFP Proteina roja fluorescente (Red Fluorescent Protein)

rpm revoluciones por minuto

SAPK Proteina quinasa activada por estrés (Stress-activated protein kinase)
SDS Dodecil sulfato sddico

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
SH3 Dominio con homologia a Src3 (Sr3 Homology)

SNARE Soluble N-ethylmaleimide -sensitive fusion attachment protein receptors
SP Septo primario

SPB Cuerpo polar del huso (Spindle Pole Body)

SS Septo secundario

SYN Dominio Sintasa (Synthase)

TAE Tampon Tris-Acético EDTA

TBST Tampon Tris salino con Tween-20 (Tris-Buffered Saline Tween-20)



Abreviaturas

TCA Acido Tricloroacético

TGL Dominio Transglicosidasa (Transglycosylase)

TRIS Tris-(hidroximetilamino)-metano

UDP Uridina 5’-difosfato

UV Ultravioleta

vic Viable en presencia de inmusupresor e ion cloro( Viable in the presence of Immunosuppressant and Chlori-
de ion)

WT Estirpe silvestre (Wild Type)

YES Medio rico para S. pombe (Yeast Extract + Suplements)

YEPD Medio rico para S. cerevisiae (Yeast Extract Peptone Dextrose)
YFP Proteina amarilla fluorescente (Yellow Fluorescent Protein)

YNB Medio minimo para S. cerevisiae (Yeast Nitrogen Base)
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Introduccion

1. Morfologia y crecimiento polarizado

1.1. La levadura de fisidn Schizosaccharomyces pombe

El organismo modelo utilizado para este trabajo ha sido la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe. Esta levadura, aislada a partir de la cerveza que se fabrica-
ba en el Este de Africa, fue descrita por primera vez por Lindner en 1893. De hecho, el tér-
mino pombe en swahili significa cerveza (Figura 1). No obstante, la mayoria de las cepas
usadas en el laboratorio derivan de una cepa aislada a partir de un zumo de uva con eleva-

das cantidades de sulfuro, en el sur de Francia en 1921 por A. Osterwalder. Posteriormen-

te, en los afios cuarenta, fue Urs Leupold quien

caracterizo esta levadura vy utilizo este organismo 1P R §
tudi St LK TY ¢ R
ara estudios genéticos. 0
En las ultimas décadas, esta levadura se ha A a‘E °YLR b
utilizado en investigacion basica como modelo A @ g

para la realizacién de estudios de polaridad, mor- * N I a
fogénesis, citoquinesis y ciclo celular ya que su F 5 5 N
~ e s ,_._.'. 0 an
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Figura 1. Dibujo descriptivo de la mor-

morfoldgicos, con tamafo celular aberrante o con fologia de S. pombe realizado por

. L, . . Lindner. Tomado de http://www-

patron de division diferente al de la cepa silvestre rcf.usc.edu/~forsburg/history/
lindner2.html.

(Chang, 2001).

1.2. Ciclo de vida de S. pombe

S. pombe es un microorganismo haplodiplobionte con 13,8 Mb de ADN, que codifica
4.824 genes englobados en tres cromosomas.

Las células de S. pombe en crecimiento vegetativo tienen morfologia cilindrica, con un
tamano de unos 3-4 pm de diametro y una longitud de 7-8 um al comenzar el ciclo celular y
de 12-15 ym antes del proceso de division celular. Estas células crecen apicalmente, acti-
vando el crecimiento de uno o de los dos polos, dependiendo del momento del ciclo en el
gue se encuentren. Al comienzo del ciclo celular, las células activan el crecimiento Unica-
mente en el polo heredado de la célula madre (polo antiguo; OETO, Old End Take Off).
Posteriormente, al inicio de la fase G2, se activa el crecimiento del polo originado como
consecuencia de la divisidon celular anterior (polo nuevo), en el proceso denominado NETO

(New End Take Off) y, como consecuencia de ello, las células adquieren un patrén de cre-
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cimiento bipolar. Este proceso es dependiente del tamafio celular
(Mitchison and Nurse, 1985). Cuando la célula entra en mitosis, se detiene el crecimiento
de los polos, y se dirige a la region central de la célula, donde se ensambla un anillo de ac-
tomiosina. Al final de la mitosis, los nucleos se separan. Tras este proceso, tiene lugar la
contraccion del anillo de actomiosina, que esta coordinada con la adicion de nuevas mem-
branas y sintesis de material de pared celular, que permitira la formacién de un septo. Se-
guidamente por accion de enzimas degradativas se produce la separacion fisica de las dos
células hijas (Figura 2).

La fase haploide es la que normalmente predomina en el ciclo biolégico de S. pombe y
presenta dos tipos sexuales denominados h* y h. Cuando dos células haploides de tipo
sexual opuesto se encuentran en un medio pobre en nutrientes, comienza el proceso de
conjugacion. Primero tiene lugar la formacion del shmoo o proyeccion de conjugacion, pos-
teriormente la fusién de las células y por ultimo se forma el zigoto mediante la fusién de los
nucleos o cariogamia. Normalmente, los zigotos diploides sufren meiosis, y los cuatro nu-
cleos resultantes son rodeados de membrana y pared celular dando lugar a un asca con
cuatro ascosporas (Figura 2). Cuando las condiciones del medio son las adecuadas, la es-
pora forma un tubo germinativo, y, finalmente, da lugar a una célula haploide. El zigoto pue-
de mantener un ciclo vegetativo diploide si se transfiere a un medio rico en nutrientes
(Figura 2).

> 0000 «
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células
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cariogamia ’
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Figura 2. Representacion esquematica del ciclo biolégico de S. pombe. Se muestran tanto
las fases haploides y diploides, como la generacion de ascas zigoéticas y azigdticas.
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1.3. Citoesqueleto y morfogénesis

A lo largo del ciclo de vida de S. pombe, se producen una serie de cambios en el ci-
toesqueleto de microtubulos y de actina, importantes para llevar a cabo los procesos de
crecimiento polarizado, mitosis, citoquinesis y pared celular. Ademas estos cambios estan

intimamente ligados a la progresién del ciclo celular (Figura 3).

1.3.1. El citoesqueleto de microtubulos

El citoesqueleto de microtubu-

los es imprescindible para el man- Cuerpo polar del huso . Microtubulos
peaniag T Sttty
tenimiento de la polaridad y para el NETO @—p
L i Eje de % ' o’ Ejede
control de la posicion del nucleo crecimiento Actina Nucleo crecimiento
(Chang, 2001; Hayles and Nurse, i Ce
MITOSIS g :
2001; Verde, 1998). s A .
. ; Huso intranuclear
Los microtubulos durante la 8 i _
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tranuclear y en células en interfase Nﬂg'eo Anillo de actomiosina
ijo
se organizan en 4 o 5 haces anti- S
CITOQUINESIS | e W
paralelos que recorren el eje longi- H

Septo

tudinal de la célula (Hagan, 1998;
Hagan and Hyams, 1988). Estos

haces presentan dos extremos: el

positivo (+) y el negativo (-). El ex- | ogro - @ >

tremo (+) se situa préximo al polo

celular y el (-) hacia el nucleo. Es- Figura 3. Modificaciones del citoesqueleto de microtubu-
) i ) los y el de actina a lo largo del ciclo de vida de S. pom-
tos haces de microtubulos comien- be. Figura adaptada de Hayles and Nurse,2001.

zan en la membrana nuclear y cre-
cen por su extremo (+) hasta contactar con el cortex de la célula, sufriendo posteriormente
catastrofe (Drummond and Cross, 2000; Tran et al., 2001).

En S. pombe los microtubulos son necesarios para mantener la forma celular y esta-
blecer el eje longitudinal de crecimiento. El tratamiento con compuestos inhibidores de los
microtubulos o mutaciones en los genes de la tubulina, causan defectos en la localizacion
del crecimiento dando lugar a células curvadas o ramificadas (Hirata et al., 1998;
Radcliffe et al., 1998; Sawin and Nurse, 1998).

El estudio de cepas afectadas en la forma celular ha permitido la identificacion de va-

rias moléculas necesarias para el establecimiento del crecimiento polarizado y manteni-
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miento del eje longitudinal de crecimiento en S. pombe (Hayles and Nurse, 2001). Se ha
descrito que los microtubulos transportan de manera polarizada estas proteinas implicadas
en el marcaje de los puntos de crecimiento activos de la célula, como son Tea1l, Tea2,
Tea3, Tea4, Tip1, o Pom1 (Mata and Nurse, 1997; Browning et al., 2000;
Arellano et al, 2002; Martin et al, 2005, Brunner and Nurse, 2000;
Bahler and Pringle, 1998b). Tea1, es una proteina con similitud a las proteinas Kelch de
Drosophila y Ezrina de mamiferos y fundamental para marcar los sitios de crecimiento de la
célula en S. pombe. Las células carentes de tea?” tienen defectos en NETO por lo que son
mayoritariamente monopolares. Si bien, en determinadas circunstancias estas células ad-
quieren forma de “T” estableciendo nuevos puntos de crecimiento (Mata and Nurse, 1997).
Tea2, es una quinesina que participa en el transporte de Tea1 a lo largo de los microtubu-
los hacia el extremo (+) de los mismos (Browning et al., 2003; Browning et al., 2000). Tip1
es una proteina similar a CLIP-170 que viaja junto con Tea1 por los microtibulos y es ne-
cesaria para que éstos no sufran catastrofe en zonas del cértex inadecuadas
(Brunner and Nurse, 2000). Para depositar correctamente a Tea1 en los polos celulares,
ademas de las proteinas Tea2 y Tip1 es necesaria una molécula denominada Mod5. Esta
proteina esta asociada a la membrana mediante un grupo farnesilo e interacciona con Tea1
para que ésta se localice de manera adecuada en los extremos celulares al soltarse de los
microtubulos (Snaith and Sawin, 2003). En células silvestres, Tea1 se encuentra localizada
en ambos polos de la célula de manera independiente al patrén de crecimiento celular
(monopolar o bipolar). Se han propuesto dos mecanismos distintos de regulacién de la lo-
calizacion de Tea1 en el polo de crecimiento o en el polo que no esta creciendo. Cuando
Tea1l se localiza en el polo de no crecimiento, Tea3, una proteina relacionada estructural-

mente con Tea1, mantiene la localiza-

cion de Teal en este extremo
(Arellano et al., 2002; Snaith and Sa-

win, 2003). En el polo de crecimiento,

Tea3 no ejerceria esta regulacién y

seria Tea4, una proteina con un do-
minio SH3, la que ademas de interac-
cionar con Teal serviria de puente

para poner en contacto a Teal y

For3, la formina responsable de la

Figura 4. Modelo para la regulacién de la polaridad
celular por los microtiubulos en S. pombe. Figura

definitiva del Crecimiento polarizado adapatada de Martin et al., 2005 y Martin et al., 2007.

formacion de cables de actina y en

(Martin et al.,, 2005) (Figura 4).



Introduccion

El mecanismo por el cual Tea1 activa el crecimiento polarizado actualmente se desconoce,
pero se ha sugerido que la unién de Tea1 con Tea4 y For3 podria facilitar la formacioén de
un complejo con un activador para la formina que podria ser Cdc42 (Martin et al., 2007).
Se ha propuesto que Pom1 podria actuar por debajo de Tea1, conectando la sefializacion
de los microtubulos con la actina y asi emprender el crecimiento polarizado. Pom1 es una
quinasa necesaria para el mantenimiento de simetria durante el crecimiento y la division
celular (Bahler and Pringle, 1998b). Es transportada a los polos por los microtubulos y ne-
cesita a Tea1 y Tea4 para localizarse correctamente. Las células pom7A son monopolares
y ademas tienen mal posicionado el septo de division (Celton-Morizur et al., 2006;
Padte et al., 2006). (Figura 4)

Otra proteina que participa en la localizacion del crecimiento polarizado y es transpor-
tada por los microtubulos es Bud6, una proteina que interacciona con la actina, con Tealy
con For3 (Feierbach et al., 2004; Glynn et al., 2001). La cepa bud6A es parcialmente mono-
polar, presenta una deslocalizacion parcial de For3 y tiene un citoesqueleto de actina con

cables mas débiles que las células silvestres (Feierbach et al., 2004).

1.3.2. El citoesqueleto de actina

El citoesqueleto de actina tiene un papel muy importante en el inicio del crecimiento
polarizado. Se ha demostrado con ensayos de regeneracion de protoplastos, que este pro-
ceso se inhibe cuando llevamos a cabo el experimento en presencia de citocalasina D (un
inhibidor de la polimerizacion de la actina) (Kobori et al., 1989).

En S. pombe el citoesqueleto de actina se organiza en tres estructuras bien definidas:
parches de actina y cables de actina durante interfase y anillo contractil de actomiosina du-

rante la division celular.

1.3.2.1. Los parches de actina

Los parches de actina son filamentos cortos y ramificados de actina
(Moseley and Goode, 2006). El complejo Arp2/3 (actin-related-protein) junto con las protei-
nas activadoras Wsp1 y la miosina Myo1 (Sirotkin et al., 2005), son los encargados de re-
gular la polimerizacion de los parches, y son fundamentales para la integridad y movilidad
de los mismos. Ademas de estas proteinas existen otros factores implicados en la regula-
cion de los parches de actina: la profilina, que es una proteina de union a actina implicada
en la polimerizacién y nucleacion de los filamentos de actina; la coronina, que esta asocia-
da a los parches, y determina la extension de los filamentos de actina; y la cofilina, que se
une a estos filamentos e induce la ruptura de los mismos (Humphries et al., 2002;
Moseley and Goode, 2006).
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Los parches de actina se han relacionado con procesos endociticos, ya que muchos
componentes de los parches fueron identificados en screenings de mutantes deficientes en
endocitosis (Moseley and Goode, 2006) y colocalizan con componentes de vesiculas endo-
citicas (Liu et al., 2006). De todos modos, no se puede excluir una posible funcion de los
parches de actina en exocitosis, ya que algunos mutantes de componentes de los parches

muestran acumulaciones de vesiculas post-Golgi (Moseley and Goode, 2006).
1.3.2.2. Los cables de actina

Los cables de actina estan formados por filamentos cortos de actina que se organizan
en haces polarizados a lo largo de la célula. La polimerizacion de los cables es indepen-
diente del complejo Arp2/3 (Moseley and Goode, 2006) y depende de la formina For3 y de
la tropomiosina Cdc8 (Feierbach and Chang, 2001; Martin and Chang, 2006), una proteina
que estabiliza los filamentos de actina e influye en su interaccion con las miosinas
(Balasubramanian et al., 1992; Skoumpla et al., 2007).

For3 es la formina de S. pombe responsable de la formacion de cables de actina en
interfase (Feierbach and Chang, 2001; Sawin, 2002). Al igual que otras forminas, For3 po-
see un mecanismo de autoinhibicion a través de la interaccion de sus dominios DID y DAD
(Martin et al., 2007). Recientemente se ha demostrado que la GTPasa Cdc42 y la proteina
Bud6 son necesarias para eliminar esta autoinhibicion y conseguir que la formina se locali-
ce y se active correctamente en los polos celulares (Martin et al., 2007).

Los cables que sintetiza For3 no son esenciales para la célula, ya que la cepa for3A es
viable. Sin embargo, estos cables son importantes para el crecimiento polarizado, porque
promueven junto con las miosinas de clase V, los movimientos de las vesiculas secretoras
que proporcionan los materiales necesarios para las zonas de crecimiento activo
(Motegi et al., 2001; Mulvihill et al., 2006).

Las miosinas de clase V son proteinas motoras que se asocian a los filamentos de ac-
tina y estan implicadas en el transporte de vesiculas. En S. pombe existen dos miosinas de
clase V, denominadas Myo51 y Myo52. Esta ultima esta implicada en la localizacién y an-
claje a la membrana de las vesiculas que transportan material para la sintesis de la pared
celular (Mulvihill et al., 2006).

Ademas de For3, en la levadura de fisidn existen otras dos forminas, Fus1 y Cdc12.
Fus1 esta relacionada con el proceso de fusion celular durante la conjugacion
(Petersen et al., 1998) y Cdc12 es esencial en la nucleacion de actina del anillo de actomio-

sina durante la division celular (Chang et al., 1997).
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1.3.2.3. El anillo de actomiosina

Es una estructura esencial para la division celular que esta formada por filamentos de

actina y miosina de tipo Il (Balasubramanian et al., 2004). Se ensambla en la regién media

de la célula y tiene la capacidad de contraerse coordinadamente con el proceso de citoqui-

nesis.

1.4. Secrecidén polarizada

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

bien regulada para que a través de las vesiculas de secrecidn se incorpore nuevo material

de membrana (lipidico y proteico) en las zonas de crecimiento activo de la célula. Este pro-

ceso se denomina exocitosis e implica varios pasos:

A

Generacion de vesiculas en el reticulo endoplasmatico que contienen protei-
nas que, cuando alcanzan el plegamiento correcto, son transportadas al apa-
rato de Golgi donde tiene lugar la maduracion de las mismas.

Transporte de las vesiculas desde el aparato de Golgi a la membrana plasma-
tica. Se produce a través de los cables de actina y las miosinas de clase V
gue actuan como motor. Las vesiculas se transportan hacia las regiones de
membrana donde se produce el crecimiento activo de la célula.

Interacciéon de las vesiculas de secrecion con la membrana plasmatica. En
este proceso interviene el complejo del exocisto que se describira a continua-
cion.

Fusién de las membranas de las vesiculas con la membrana plasmatica y ex-
portacion de los materiales necesarios para el crecimiento activo. En este pro-
ceso participan las proteinas que forman el complejo SNARE
(Jahn and Scheller, 2006). Estos complejos se denominan v-SNAREs
(proteinas localizadas en la membrana de las vesiculas) y t-SNARE (proteinas
localizadas en la membrana plasmatica). La interaccién especifica de v-
SNARE con t-SNARE permite que cada clase de vesicula se fusione especifi-

camente al lugar adecuado de la membrana.

1.4.1. El exocisto

Es un complejo multiproteico, conservado a lo largo de la evolucién e involucrado en el

transporte y fusion de vesiculas procedentes del aparato de Golgi en sitios concretos de la

membrana plasmatica (Hsu et al., 1999; Hsu et al., 2004). La actividad de este complejo la
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controlan GTPasas de la familia Ral, Rab y Rho (Lipschutz and Mostov, 2002;
Novick and Guo, 2002). En S. pombe el exocisto esta formado por cinco subunidades que
interaccionan fisicamente entre si: Sec6, Sec8, Sec10, Sec15 y Exo70 (Wang et al., 2002).
Todas, excepto la subunidad Exo70, son esenciales. Las cepas mutantes termosensibles
en estas proteinas son defectuosos en la degradacion del septo y la falta de actividad de

este complejo provoca un defecto de secrecién.
1.5. Endocitosis

Se ha propuesto que la endocitosis es un proceso que compensa la exocitosis
(Pruyne and Bretscher, 2000). Por tanto, ambos procesos parecen estar relacionados y son
necesarios para un crecimiento polarizado. El papel de la endocitosis en el crecimiento po-
larizado de S. pombe es menos evidente que en el crecimiento apical de hongos filamento-
sos (Abenza et al., 2009). Sin embargo, es previsible que sea importante para el reciclaje

de proteinas y lipidos en las zonas de crecimiento activo (Gachet and Hyams, 2005).
2. La pared celular

La pared celular es una estructura externa a la membrana plasmatica que poseen las
plantas, los hongos y las bacterias. Esta compuesta fundamentalmente por polimeros de
glucosa de estructura fibrilar y para estos organismos es vital ya que les permite soportar la
presion osmotica originada por la elevada concentracidon de sustancias disueltas en el inter-
ior celular y actua de barrera protectora ante dafios producidos por el medio externo. Ade-
mas, esta estructura juega un papel muy importante en el proceso de morfogénesis ya que
al eliminar la pared mediante un tratamiento enzimatico, las células pierden su forma y ad-
quieren una morfologia esférica (Osumi, 1998a).

El estudio de la pared celular fungica es importante a nivel terapéutico, para la busque-
da de nuevas dianas que permitan el desarrollo de farmacos con actividad antifungica. La
gran importancia de la pared en este campo reside en que esta ausente en células superio-
res y es vital para los hongos y levaduras. El conocimiento detallado de esta estructura per-
mitiria utilizar nuevas vias terapéuticas en el campo de las infecciones fungicas.

Ademas, la pared celular es importante en estudios de morfogénesis y polaridad celu-
lar ya que, a pesar de la rigidez causada por los polimeros fibrilares, es muy dinamica y
sufre numerosos cambios de composicion y estructura durante el crecimiento y las distintas
etapas de vida de los hongos y levaduras. Para que se puedan llevar a cabo las modifica-
ciones de la pared, manteniendo la integridad celular, es necesaria una coordinacién fina

entre el ciclo celular, el crecimiento y la biosintesis/degradacion de la pared celular.
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2.1. Composicion de la pared celular

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

La pared celular de S. pombe, al microscopio electrénico de transmision, se observa
como una estructura trilaminar, con dos capas externas densas a los electrones y una capa
interna menos densa compuesta principalmente por a y B-glucanos (Humbel et al., 2001;
Osumi, 1998b) (Figura 5A). El a-(1,3)-glucano se ha situado en regiones adyacentes a la
membrana celular (Sugawara et al., 2003). Usando lectinas especificas, el galactomanano
se localizdé en las dos capas mas densas a los electrones (Horisberger and Rouvet-

Vauthey, 1985). El septo de divisidn esta muy organizado y presenta una capa interna me-

A

‘galactomanano J a glucano
8 B (1,6) glucano @D B (1,3) glucano

membrana plasmatica

Figura 5. Ultraestructura de la pared celular de S. pombe.

A) La pared lateral consta de tres capas. La capa interna es menos densa a los electrones y esta formada
por a y B glucanos, y las capas mas externas las componen fundamentalmente galactomananos.

B) Ultraestructura del septo de division. La capa menos densa a los electrones es el septo primario (SP) y
las capas que se encuentran a ambos lados del septo primario son los septos secundarios (SS).

9
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nos densa a los electrones denominada septo primario, que esta compuesta fundamental-
mente por -(1,3)-glucano y a ambos lados se sitian los dos septos secundarios de com-

posicion similar a la pared celular (Humbel et al., 2001; Sugawara et al., 2003) (Figura 5B).
2.2. Biosintesis y regulacion de la pared celular

2.2.1. B-glucano

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

A. B-(1,3)-glucano lineal: Lo componen monémeros lineales de B-(1,3)-glucano y es
exclusivo del septo primario (Humbel et al., 2001). (Figura 6)

B. B-(1,3)-glucano con ramificaciones B-(1,6): Es el componente mas abundante de
los B-glucanos y lo componen cadenas lineales con residuos de glucosa unidos por
enlaces B-(1,3) y con ramificaciones laterales mediante enlaces 3-(1,6). Este polime-
ro es el primer polisacarido que se deposita en la nueva pared en formacion durante
la regeneracién de protoplastos (Osumi, 1998a). Su localizacién se extiende por toda
la pared celular y en el septo tanto primario como secundario (Humbel et al., 2001).
(Figura 6)

C. B-(1,6)-glucano muy ramificado: Esta constituido por monémeros de D-glucosa
unidos por enlaces B-(1,6) que contienen frecuentes ramificaciones en B-(1,3)
(Manners and Meyer, 1977). Es un componente minoritario en la pared celular y re-
cientemente se le ha denominado diglucano (Magnelli et al., 2005). Este polisacarido
se distribuye por toda la pared celular, situdandose mas préximo a la capa de galacto-

manano externa (Humbel et al., 2001). (Figura 6)

La enzima responsable de la biosintesis del 3-(1,3)-glucano de la pared celular es la
denominada [B-(1,3)-glucan sintasa (BGS) (UDP-glucosa: f-(1,3)-D-glucano-3-B-D-
glucosiltranferasa, E.C. 2.4.1.34). En S. pombe se han identificado cuatro genes que podri-
an codificar subunidades cataliticas del complejo B-glucan sintasa: bgs1®, bgs2®, bgs3* y
bgs4® (bgs de B-glucan synthase). Todos ellos son esenciales en distintos momentos del
ciclo de vida de la levadura de fision (Cortés et al.,, 2005; Cortés et al., 2002;
Liu et al., 2000; Liu et al., 1999; Martin et al., 2003; Martin et al., 2000a). Las proteinas Bgs
son proteinas transmembranales de elevado peso molecular (aproximadamente 200 kDa) y

que presentan similitud con Fks1 y Fks2, las [B-glucan sintasas descritas en

10
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S. cerevisiae (Mazur et al., 1995). La B-(1,3)-glucan sintasa tiene ademas una subunidad

reguladora constituida por la GTPasa Rho1 (Arellano et al., 1996).

Figura 6. Inmunolocalizacion de los distintos tipos de B-glucano de la pared celular de S. pombe. Se
desarrollaron anticuerpos especificos contra 3-(1,3)-glucano lineal (A), 3-(1,3)-glucano ramificado en -(1,6)
(B) y B-(1,6)-glucano muy ramificado (C). Los anticuerpos se conjugaron con oro coloidal para detectarlos al
microscopio electrénico de transmision (Imagenes tomadas de Humbel et al., 2001).

2.2.2. a-glucano

El a-glucano es un polimero de unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1,3) (los
mas abundantes) con una pequena proporcién de enlaces a-(1,4) (Manners and Meyer,
1977). En S. pombe constituye casi un tercio de la pared (28 %) (Magnelli et al., 2005) y es
un polimero importante en la morfogénesis celular, ya que existen mutantes con menor
contenido de a-glucano que adquieren forma redonda (Grin et al., 2005). Al igual que el
B-glucano, el a-glucano desempena una importante funcién en la generacién de estructuras
fibrilares, puesto que mutantes defectuosos en la biosintesis del a-glucano son incapaces
de desarrollar los haces de glucano durante la regeneracion de protoplastos, aunque si lle-
gan a formar fibrillas (Horisberger and Rouvet-Vauthey, 1985; Konomi et al., 2003).

La enzima responsable de la biosintesis del a-glucano de la pared celular, denominada
a-glucan sintasa (AGS), s6lo se ha caracterizado parcialmente. Se han identificado varios
genes en S. pombe que codifican posibles subunidades cataliticas de la a-glucan sintasa
(AGS), denominados mok1*, mok11*, mok12*, mok13" y mok14*. De todos ellos, solo
mok1" es esencial en crecimiento vegetativo. mok11*, mok12*, mok13" y mok14" no son
esenciales pero estan implicados en el proceso de esporulacién, concretamente durante la

maduracion de las esporas (Garcia et al., 2006b).
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La proteina Mok1 es una proteina integral de membrana de 272 kDa y 2.410 aminoaci-
dos. Existen varias evidencias de que Mok1 sea una de las enzimas implicadas en la bio-
sintesis del a-glucano. EI mutante termosensible mok1-664 tiene reducida su pared celular,
concretamente el a-glucano, a temperatura restrictiva. Por otro lado, la sobreexpresién de
Mok1 es letal y causa un aumento de a-glucano en la célula. (Katayama et al., 1999). Mok1
muestra similitud con proteinas involucradas en el metabolismo del glucdégeno
(Hochstenbach et al., 1998; Katayama et al., 1999) y contiene cinco dominios estructurales

enumerados desde la region N-terminal a la C-terminal:

A. Una secuencia sefial, que conduce a la proteina hacia la via secretora.

B. Dominio extracelular (TGL) de unos 1.000 aminoacidos, que presenta
homologia con las a-amilasas (enzimas que catalizan la hidrélisis de enla-
ces a-(1,4) o a-(1,6)).

C. Region transmembrana de unos 20 aminoacidos, que hace de conexion
entre los dominios intracelular y extracelular.

D. Dominio intracelular (SYN) de aproximadamente 1.000 aminoacidos, que
muestra homologia con las glucdgeno-sintasas bacterianas y las almidon-
sintasas vegetales.

E. Dominio transmembrana, de unos 400 aminoacidos. Contiene 12 motivos
que atraviesan la membrana plasmatica.

El dominio intracelular produciria cadenas de a-glucano. Estos polimeros se transpor-
tarian a través de la membrana gracias a su dominio transmembrana, que actuaria como
un poro. Cuando el a-glucano se localizase en la zona exterior, seria el dominio extracelu-
lar el que conectaria las cadenas de a-glucano con los demas componentes de la pared
celular. Por tanto, esta posible enzima realizaria tres funciones: sintesis, transporte y remo-
delacién del a-glucano (Hochstenbach et al., 1998).

Recientemente se ha descrito que el dominio intracelular es capaz de sintetizar
a-(1,4)-glucano, ya que la ausencia de mok1" o mutaciones en este dominio producen un
descenso de este polimero, mientras que la sobreexpresion de la proteina completa o del
dominio SYN provoca una acumulacion de a-(1,4)-glucano (Vos et al., 2007). Estos investi-
gadores proponen un nuevo modelo, en el que existiria una enzima no identificada hasta el
momento que seria la responsable de la sintesis de la fraccién a-(1,3)-glucano. El
a-(1,4)-glucano lo sintetizaria el dominio SYN y este polisacarido serviria de cebador para
la elongacion llevada a cabo por otra hipotética y desconocida a-(1,3)-glucan sintasa. Una
vez sintetizado todo el conjunto, éste se transportaria a través de la membrana mediante el
dominio transmembrana de Mok1. Posteriormente, cuando ya se localizara en la zona ex-

tracelular, entonces se llevaria a cabo la remodelacién del polimero por el dominio TGL de
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Mok1. Esto daria lugar al a-glucano maduro que estaria preparado para incorporarse al re-
sto de componentes de la pared celular (Vos et al., 2007).

Mok1 se localiza en los polos de crecimiento y en el septo y esta localizacién es de-
pendiente de actina (Katayama et al., 1999; Konomi et al., 2003). La GTPasa Rho2 y la qui-
nasa Pck2 participan en la regulacion y localizacién de Mok1 en los polos celulares
(Calonge et al., 2000; Duran and Pérez, 2004; Katayama et al., 1999). La cepa mutante
doble rho2A mok1-664 presenta letalidad sintética, de manera similar a pck2A mok1-664.
La sobreexpresién de mok1* es letal en células silvestres y deja de serlo en las células
rho2A, donde ademas la cantidad de a-glucano disminuye respecto a la sobreexpresion de
mok1® en las células silvestres (Calonge et al., 2000). Rho2 regula la biosintesis del
a-glucano exclusivamente a través de Pck2, a diferencia de Rho1 que regula la biosintesis
del B-glucano de manera dual, directamente o a través de Pck2 y Pck1
(Arellano et al., 1999a; Calonge et al., 2000; Sayers et al., 2000). Rho1 también regula la
biosintesis del a-glucano ya que la sobreexpresiéon de esta GTPasa causa un aumento
general de la pared (Arellano et al., 1996). Sin embargo no se sabe nada sobre como

ejerce esta regulacion.
2.2.3. Galactomanano

El galactomanano de la pared de S. pombe representa del 9 al 14 % del total de los
azucares de la pared celular. Son polimeros de naturaleza glicoproteica que se encuentran
formados por un nucleo central de residuos de manosa unidos por enlaces a-(1,6) y con
cadenas laterales de manosa con enlaces a-(1,2) terminadas por un resto de galactosa en
los extremos no reductores (Bush et al, 1974; Horisberger et al., 1978;
Magnelli et al., 2005). También se ha encontrado una pequefia cantidad de galactosa situa-
da en posicion no terminal (Horisberger and Vonlanthen, 1977). El galactomanano se aso-
cia covalentemente con proteinas de la pared mediante enlaces N- y O-glicosidicos. Poste-
riormente estas proteinas asociadas son liberadas al espacio periplasmatico y son atrapa-
das en la matriz de glucanos de la pared celular (Gemmill and Trimble, 2004). Los estudios
con lectinas han permitido localizar el galactomanano en la superficie mas externa y en las
proximidades de la membrana plasmatica (Horisberger and Rouvet-Vauthey, 1985) .

La glicosilacion de las proteinas de la pared celular se produce en el reticulo endoplas-
mico (RE) y en el aparato de Golgi. En el RE se anaden los polisacaridos de manosa, ca-
denas cortas unidas a residuos de serina/treonina mediante enlaces O-glicosidicos o cade-
nas mas largas que se unen a residuos de asparragina mediante enlaces N-glicosidicos. La
adicién de galactosa y la modificacion de las cadenas de manosa se produce posteriormen-

te en el aparato de Golgi (Gemmill and Trimble, 2004).
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Recientemente se han caracterizado varios genes oma (oma1’, oma2'y oma4®) que
codifican O-manosil-transferasas en S. pombe. La falta de actividad de estas proteinas pro-
voca en la célula un descenso de O-manosilacién que hace que se produzcan defectos
graves en la pared celular y en la formacién del septo (Willer et al., 2005). También se han
identificado otros genes implicados en la glicosilacion de las proteinas de la pared celular,
como Gmd3. Las células carentes de esta proteina presentan un descenso de residuos de

manosa y galactosa en la superficie de las galactomanoproteinas (Umeda et al., 2000).

2.3. Remodelacion de la pared celular: glucanosil-transferasas, a y 3

glucanasas

La pared celular es una estructura muy dinamica ya que para que tenga lugar un co-
rrecto crecimiento celular se tiene que producir continuamente nueva sintesis y degrada-
cion de los componentes de la pared. Ademas, una vez sintetizados los polimeros, estos
deben unirse entre si para aumentar la rigidez y cohesion de la pared. En este proceso de
remodelacion de la pared intervienen, entre otras, las proteinas Gas. Son proteinas modu-
lares que poseen un dominio catalitico GIuTD (Glucanosyl-Tranferase Domain) y tienen
actividad  glucosiltransferasa implicada en la remodelacion del B-glucano
(Popolo and Vai, 1999). En S. pombe existen 4 genes denominado gas1’, gas2®, gas4’y
gas5’ que codifican para este tipo de proteinas. Recientemente, se ha descrito que Gas4
estd involucrada en la maduracién de la pared de la ascospora y en su viabilidad
(Medina-Redondo et al., 2008).

Respecto a las enzimas que participan en la degradacién de la pared, en la levadura
de fisibn se han identificado dos tipos de actividades glucanasas: una actividad
endo-a-glucanasa llevada a cabo por las proteinas Agn1 y Agn2 y una actividad
endo-B-glucanasa llevada a cabo por las proteinas Eng1 y Eng2. Agn1 es la glucanasa res-
ponsable de la digestion del a-glucano de la pared lateral necesaria para la separacion de
las células hijas al final de la division celular (Alonso-Nufez et al, 2005;
Dekker et al., 2004; Garcia et al., 2005) y Agn2 es necesaria para que las ascosporas se
liberen del asca y se diseminen libremente (Dekker et al., 2004; Dekker et al., 2007). Por
otro lado, Eng1 y Eng2 son endo-B-(1,3)-glucanasas que hidrolizan exclusivamente
B-(1,3)-glucano lineal. Eng1 participa en la separacion celular, degradando el septo prima-
rio, que contiene mayoritariamente este polimero (Martin-Cuadrado et al., 2003;
Martin-Cuadrado et al., 2008; Martin-Cuadrado et al., 2005). Recientemente se ha descrito
que Eng2, junto con Agn2, esta implicada en la degradacion de la pared del asca, favore-

ciendo su liberacién (Encinar del Dedo et al., 2009).
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3. Las GTPasas de la familia Rho

Las GTPasas de la familia Rho constituyen un subgrupo de la superfamilia de las pro-
teinas G pequenas. Son moléculas monoméricas con una masa molecular que puede va-
riar entre 20 y 40 kDa. Estan altamente conservadas en todos los eucariotas donde partici-
pan en funciones importantes dentro de la célula como la regulacion de los citoesqueletos
de actina y microtubulos, la regulacién de la polaridad celular, del trafico de vesiculas, del
ciclo celular y de la expresion génica, etc. (Bustelo et al., 2007; Jaffe and Hall, 2005).

Estas proteinas tienen la capacidad de unir nucleétidos de guanina (GDP o GTP) y
ademas poseen actividad GTPasica intrinseca, que permite hidrolizar el GTP al que se en-
cuentran unidas, dando lugar a GDP y fosfato inorganico (Bourne et al., 1991).

La subfamilia Rho (Ras homologous) esta constituida por al menos 20 miembros, pero
los mas estudiados son RhoA, Rac1 y Cdc42. RhoA participa en la formacién de fibras de
estrés de actina y en el ensamblaje de focos de adhesiéon. Rac1 promueve la formacion de
lamelipodios y el ruffling de la membrana y Cdc42 activa la formacion de filopodios. Estos
estudios han permitido implicar a las proteinas Rho en la regulacion de la polaridad, motili-
dad, morfogénesis, endocitosis, exocitosis e interacciones célula-célula y célula-matriz ex-
tracelular. Dado la extensa variedad de procesos en los que se ven implicadas, estas molé-
culas necesitan estar finamente reguladas por un gran numero de factores
(Wennerberg et al., 2005).

3.1. Modificaciones postraduccionales de las proteinas Rho

Las proteinas G de pequefio tamafio molecular necesitan determinados cambios pos-
traduccionales para dirigirse y anclarse a las estructuras membranosas donde van a des-
empenfar sus funciones. En general estos cambios tienen lugar en el extremo C-terminal de
estas proteinas y consisten en la incorporacion de grupos isoprenoides seguida de una pro-
teolisis que da lugar a un incremento de la lipofilia de estas proteinas y permite una mejor
asociacion con las membranas de la célula. Estos cambios estructurales varian dependien-

do de la secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de cada proteina G:

A. Si el extremo C-terminal es Cys-A-A-X, siendo A un aminoacido alifatico y X
un aminoacido cualquiera, se produce la incorporacién de un grupo farnesilo
en la cisteina por la farnesiltransferasa |, posteriormente se produce la proteo-
lisis del grupo A-A-X y la carboximetilacion de la cisteina (Wennerberg et al.,
2005).

B. Si el extremo C-terminal es Cys-A-A-Leu, la cisteina es geranilgeranilada por
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la geranilgeraniltransferasa | y posteriormente carboximetilada tras la proteoli-
sis de los tres ultimos aminoacidos (Wennerberg et al., 2005).

C. Siel extremo C-terminal es Cys-X-Cys o Cys-Cys, las dos cisteinas son gera-

nilgeraniladas por la geranilgeraniltransferasa Il. Esta modificacion sucede en

la subfamilia de las proteinas Rab (Wennerberg et al., 2005).

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

C-terminal que facilitan su anclaje a la membrana.

3.2. Regulacién de las proteinas Rho

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

Membrana Plasmatica

Citosol

Figura 7. Regulacién de las proteinas Rho. Las proteinas con actividad GEF favorecen el intercambio de
GDP por GTP y activan a las proteinas Rho, permitiendo la unién a sus efectores. Las proteinas con activi-
dad GAP inactivan a las proteinas Rho estimulando la actividad GTPasica intrinseca de éstas. Los factores
GDI se unen a la forma prenilada inactiva (unida a GDP) de las GTPasas y las secuestran en el citosol.
Figura adaptada de Nature Reviews in Molecular Cell Biology 2; 887-897 (2001).
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A. Las proteinas GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor)

Son proteinas que al interaccionar con las GTPasas provocan un cambio conformacio-
nal que favorece la unién del GTP (Figura 7). Estos GEFs interaccionan con la forma unida
a GDP de la GTPasa y provocan la disociacion del nucleétido que, posteriormente, es sus-
tituido por GTP (Vetter and Wittinghofer, 2001). El sitio de unién de nucleétidos de guanina
se situa entre los switch | y switch Il de las proteinas Rho. Estas regiones, junto con el
P-loop (region de union al fosfato), interaccionan con los fosfatos y con el ibn magnesio,
que son moléculas imprescindibles para que la unién entre el nucleétido y la GTPasa sea
de alta afinidad (Vetter and Wittinghofer, 2001). La unién del GEF a la proteina Rho induce
cambios conformacionales en las regiones switch y en el P-loop que bloquean el sitio de
unién al magnesio. Esto hace que la interaccién con los fosfatos se debilite y facilita que se
libere el nucledtido permitiendo la entrada a otro nucleétido nuevo. En general, las protei-
nas Rho presentan una afinidad similar por el GDP y el GTP, y las proteinas GEF no favo-
recen la uniéon de uno o de otro. La union del GTP se produce porque la concentracién de
este nucledtido en la célula es diez veces superior a la de GDP. Las proteinas GEF despla-
zan al nucledtido unido y posteriormente el nuevo nucleétido desplaza a las proteinas GEF
(Bos et al., 2007).

B. Las proteinas GDI (GDP Dissociation Inhibitor)

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

negativos sélo actuan sobre proteinas de la familia Rho y Rab (Figura 7).

C. Las proteinas con actividad GAP (GTPase Activating Protein)

Son proteinas activadoras de la actividad GTPasica intrinseca de la proteina G. Favo-
recen la hidrélisis del GTP a GDP haciéndola mas eficiente y promoviendo que la GTPasa
se encuentre en estado inactivo (Figura 7).

Aunque las proteinas G son denominadas GTPasas, la reaccién de hidrolisis del GTP
es poco eficiente y necesitan la interaccién con una GAP que acelere dicha reaccion varias
ordenes de magnitud.

Gracias a estudios estructurales y biofisicos se ha podido esclarecer el mecanismo de
la reaccion de catalisis de las proteinas con actividad GAP en la hidrdlisis de GTP. Se ha

observado una molécula de agua correctamente posicionada frente al fosfato y del GTP en
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Figura 8. Mecanismo de accion de las RhoGAPs.

A) Representaciéon esquematica de la hidrdlisis del GTP mediante ataque nucleofilico de una molécula de
agua.

B) Representacion de la estabilizacion que realiza el residuo de Arginina de la proteina con actividad GAP y
la glutamina de la proteina Rho, para posicionar correctamente la molécula de agua, necesaria para que se
produzca la hidrolisis de GTP. Se muestra también la estabilizacién llevada a cabo por la Arginina en el
estado de transicion. Fotografias tomadas de Bos et al., 2007.

la estructura cristalografica del complejo Ras con GppNHp (analogo no hidrolizable de
GTP). Esta molécula de agua va a realizar un ataque nucleofilico al fosfato y del GTP y por

lo tanto lo convierte en GDP. La funcién

de la proteina con actividad GAP en
esta reaccion consiste en permitir la
correcta orientaciéon de la molécula de
agua y en estabilizar el estado de tran-
sicion (Bos et al., 2007). (Figura 8)

Las proteinas con actividad GAP

para las diferentes proteinas G no es-
tan conservadas y aumentan la activi- -—U
dad GTPasica intrinseca de distintas
maneras (Bos et al., 2007). Las GAPs
de las GTPasas Rho se definen por la

presencia del dominio RhoGAP alta-
) Figura 9. Estructura tridimensional del dominio
mente conservado (Figura 9). Este do- RhoGAP. Imagen tomada de la pagina Web
www.smart.embl-heidelberg.de

minio consta de unos 150 aminoacidos
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y es diferente al médulo GAP

Cdc42 Cdc42GAP

de otros reguladores negativos
para las GTPasas Ras, Ran o
ARF, pero es suficiente para la
unién a proteinas Rho activas y
para acelerar su actividad
GTPasica (Moon and Zheng,
2003).

La esencia de las RhoGAP
es el dominio RhoGAP. Este

dominio consiste en nueve a-

hélices y un residuo de Arginina

altamente conservado. El domi-

Figura 10. Mecanismo de interaccion de las RhoGAP con
las GTPasas Rho. Estructura cristalografica de Cdc42GAP
los switch Iy Il y el P-loop de interaccionando con la GTPasa Cdc42 unida a GMP-PNP
(analogo del GTP no hidrolizable). Se representan los switch |y
las proteinas Rho, que es lo Il'y el P-loop que constituye el sitio de union a GTP de la protei-
na Rho y donde la proteina con actividad GAP interacciona para
que constituye el sitio de unién favorecer el proceso de hidrélisis. Imagen tomada de Moon y

Zh t al., 2003.
de GTP (Moon and Zheng, engeta

nio RhoGAP interacciona con

2003) (Figura 9y 10).

Estudios cristalograficos en los que se compara la posicion de una Cdc42GAP con la
GTPasa unida a un analogo no hidrolizable del GTP (GMPPPNP) o unida a GDP, muestran
un cambio de rotacion de 20° de la proteina Rho con respecto a la proteina con actividad
GAP. Estos cambios conformacionales pueden ayudar a la Arginina conservada a introdu-
cirse en el sitio activo de la proteina Rho y estabilizar el proceso de hidrdlisis de GTP du-
rante la formacion del denominado estado transicional (Figura 8). De hecho, estas modifi-
caciones permiten a la Arginina interaccionar con el glutamico o la glutamina de la GTPasa,
que es responsable del posicionamiento de la molécula de agua necesaria para que se pro-
duzca la catdlisis. La estabilizacién que realiza la Arginina en el residuo del glutamico o glu-
tamina de la GTPasa, limita la libertad de la molécula de agua y puede asi reducir la barre-

ra energética para la hidrodlisis del GTP (Moon and Zheng, 2003). (Figura 8)

3.3. Funciones de las RhoGAPs

En humanos se ha estimado que existen 80 RhoGAP que regulan a 20 miembros de
las GTPasas Rho. Esta sobreabundancia de reguladores negativos sugiere que cada
RhoGAP puede regular especificamente una o varias funciones de una o varias GTPasas
Rho. A continuacion se citan algunos ejemplos del papel de RhoGAPs en distintos proce-

SOS.
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3.3.1. Morfogénesis y polaridad

Los reguladores de las proteinas Rho tiene un papel clave en la morfogénesis. Asi, la
proteina p190, una de las primeras proteinas con actividad GAP identificadas, esta implica-
da en el crecimiento y orientacion del axén y en la morfogénesis neuronal
(Brouns et al., 2000; Brouns et al., 2001). p190 puede ser un importante regulador de la
reorganizacion de actina mediada por RhoA en los conos de crecimiento neuronales
(Brouns et al., 2001). Este posible papel se ha observado en estudios de inhibicién de la
expresion de p190 mediante la utilizacion de ARNs de interferencia en Drosophila, donde el
bloqueo de p190 lleva a la retracciéon del axén, afectando a la ruta de RhoA y al efector
Drok, la quinasa de la cadena ligera reguladora de la miosina (Billuart et al., 2001). Otra
GAP implicada en la morfogénesis neuronal es RacGAP50C. Esta proteina de Drosophila
forma un complejo con la quinesina denominada Pavarotti (Pav) y, ademas de su papel en
citoquinesis, este complejo es necesario para la regulacion de la morfogénesis en neuronas
post-mitéticas. La distribuciéon de este complejo contribuye a la regulacion espacial de la
GTPasa Rac, que es esencial en el crecimiento axonal. La localizacion de RacGAP50C
puede regular negativamente a Rac y restringir el crecimiento del axén, ya que la elimina-
cion de la actividad GAP de RacGAP50C, produce un crecimiento axonal exagerado. Por
tanto, RacGAP50C actua como GAP de la GTPasa Rac, limitando el crecimiento del axén
en neuromas post-mitéticas (Goldstein et al., 2005).

Ademas de en la morfogénesis, las GAPs también son importantes en otros procesos
de polaridad celular. Recientemente, se ha descrito que la proteina con actividad GAP

p190-A participa en la direccionalidad de la migracion de la célula (Jiang et al., 2008).

3.3.2. Crecimiento celular y diferenciacién

Un ejemplo de GAP que regula el crecimiento celular y la diferenciacion es p190-B.
Los ratones carentes de esta proteina manifiestan una severa reducciéon del tamano del
timo y defectos en el cerebro como menos conexiones neuronales y una corteza cerebral
mas delgada. Ademas, el tamafio de los ratones es un 30 % mas pequeno. Por tanto
p190-B tiene una funciéon en la diferenciacion del timo y del cerebro y en la determinacion

del tamario del animal (Moon and Zheng, 2003).

3.3.3. Endocitosis

La Oligophrenina-1 es una GAP que esta implicada en la regulacion del sistema ner-
vioso y recientemente se ha involucrado en procesos endociticos. Los ratones carentes de

la Oligophrenina-1 presentan defectos importantes en la endocitosis mediada por clatrina y
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sufren una reduccion de la plasticidad sinaptica. Parece que este efecto puede ser debido a
la desregulacion que se produce en la via de senalizacion RHOA-ROCK en este modelo de
ratén, ya que al inhibir farmacoldégicamente esta via, se produce una recuperacion de los

defectos endociticos y de la plasticidad neuronal en estos ratones (Khelfaoui et al., 2009).
3.3.4. Supresion de tumores

Las GTPasas Rho estan involucradas en muchos aspectos de la tumorogénesis. Exis-
ten algunas proteinas con actividad GAP que pueden tener un papel en supresion tumoral.
DCL1 es un potencial supresor tumoral y regula negativamente a RhoA y Cdc42. DCL1 de
rata aparece delecionado en el 44 % de los carcinomas hepatocelulares
(Yuan et al., 1998). Varios estudios demuestran que la reintroduccion de DCL1 en lineas
celulares de cancer de higado provoca un descenso del crecimiento tumoral de las mismas
(Kim et al., 2009). Recientemente se ha descrito que RalGAP1 y RalGAP2 forman comple-
jos proteicos con caracteristicas estructurales y cataliticas similares al complejo supresor

de tumores esclerosis tuberosa (Shirakawa et al., 2009).

3.4. Mecanismos de regulacion de las RhoGAPs

La actividad de cada RhoGAP debe ser finamente regulada en el espacio y en el tiem-
po para que las proteinas Rho no estén continuamente inactivas (Moon and Zheng, 2003).

Las proteinas con actividad GAP pueden regular a una unica GTPasa y favorecer es-
pecificamente su actividad GTPa&sica en un proceso concreto o regular a varias de estas
proteinas G en multiples procesos a la vez. Para realizar esta delicada y compleja funcion,
estas proteinas a su vez deben de estar muy reguladas. A continuacién se detallan ejem-

plos de diferentes tipos de regulacién de las proteinas con actividad GAP:
3.4.1. Regulacion por fosforilaciéon

Existen varios datos que indican que la actividad GAP puede ser regulada por protei-
nas quinasas. Un ejemplo es la regulaciéon de p190 por las quinasas Src (Tirosina quina-
sas). Estas quinasas fosforilan a p190 en dos residuos de tirosina cercanos al dominio
RhoGAP. Una vez que p190 esta fosforilado, recluta mediante uno de los residuos de Tyr-P
a la GAP p120Ras. Esta interaccion activa la funcién GAP de p190, causando ruptura de
las fibras de estrés de actina, reduccién de adhesiones focales y pérdida de adhesion a la
fibronectina, efectos claros de bajos niveles de RhoA activa (Moon and Zheng, 2003). Ade-
mas, se ha identificado una fosfatasa, LMW-PTP (Low Molecular Weight Protein-Tyrosine

Phosphatase) que puede funcionar como regulador negativo de p190. Las quinasas Src
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fosforilan a LMW-PTP y aumentan significativamente su actividad fosfatasa para que inacti-
ve a p190 en determinados momentos. De esta manera, se consigue una adecuada regula-
cion para p190 por mecanismos de  fosforilacion y  desfosforilacion
(Moon and Zheng, 2003).

Otro ejemplo de regulacion por fosforilacion es el de Bem2 y Bem3 de S. cerevisiae.
Estas GAPs son hiperfosforiladas durante la emergencia de la yema por la quinasa Cdc28.
Esta fosforilacion inhibe sus actividades GAP in vivo. Bem2 y Bem3 regulan negativamente
a la GTPasa Cdc42 durante G1 y su inactivaciéon por la quinasa Cdc28/CIn2 contribuye a
activar especificamente a Cdc42 en la emergencia de la yema para promover la polimeriza-

cion de actina (Knaus et al., 2007).
3.4.2. Regulacién por la union a lipidos

Rga1 y Rga2 son dos GAPs de Cdc42 en S. cerevisiae que son reguladas por fosfolipi-
dos de membrana. Se ha descrito que la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina estimulan
la actividad GAP de Rga1 y Rga2, mientras que el fosfatidilinositol (4,5) bifosfato la inhibe.
Mediante la distribucion de estos fosfolipidos en las membrana se puede regular la localiza-
cion de Cdc42 activa en el sitio de crecimiento mediante la activacién o desactivacion de
estas GAPs (Saito et al., 2007).

Otro ejemplo de regulacion por lipidos es el de Rgd1. Esta proteina tiene actividad
GAP sobre Rho3 y Rho4 en la levadura de gemacion. Los fosfatidilinositoles regulan el re-
clutamiento de Rgd1 a las membranas a través de su dominio FCH y estimulan especifica-
mente la actividad GAP de Rgd1 (Prouzet-Mauleon et al., 2008).

3.4.3. Regulacién por interaccién proteina-proteina

CdGAP es una proteina con un dominio RhoGAP en su extremo N-terminal y una re-
gion de multiples dominios ricos en prolina en su extremo C-terminal. CdGAP regula negati-
vamente a Cdc42 y Rac1 e interacciona directamente a través de su region intermedia con
los dominios SH3 de la intersectina, una proteina scaffold endocitica que contiene cinco
dominios SH3. La unién con la intersectina inhibe la actividad GAP de CdGAP in vitro e
in vivo. Esto sugiere que la interaccion con esta proteina puede inducir cambios conforma-
cionales en CdGAP, impidiendo al dominio GAP realizar su funcion (Moon and Zheng,
2003).
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4. GTPasas de la familia Rho, polaridad y biosintesis de pared

en levaduras

Estudios realizados en distintos hongos y levaduras, principalmente en S. cerevisiae y
S. pombe, indican que las GTPasas de la familia Rho participan en la regulacion de la pola-
ridad, la morfogénesis, la secrecion, la citoquinesis y la biosintesis de la pared celular de
estos organismos. Por tanto, las funciones de estas proteinas, en lo que se refiere a la re-
gulacion del citoesqueleto celular, estan altamente conservadas desde mamiferos hasta
levaduras y, ademas, en hongos ejercen directamente un papel activador de las enzimas

responsables de la biosintesis de la pared celular.
4.1. Las proteinas Rho en S. cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae posee seis GTPasas de la familia Rho, denominadas
Rho1-5 y Cdc42. Todas ellas se localizan en la membrana plasmatica y desempefan dis-

tintas funciones en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular (Levin, 2005).
4.1.1. La GTPasa Rho1

Es una proteina esencial para esta levadura y controla la ruta MAPK de integridad de
pared celular (CWI), activa a la quinasa Pkc1 (protein kinase C) y a las 3-(1,3)-glucan sinta-
sas (Fks1 y Fks2) y desempefia un papel importante en la organizacion del citoesqueleto
de actina y la secrecion polarizada (Cabib et al., 1998; Levin, 2005). Esta GTPasa se locali-
za en las areas de crecimiento polarizado de manera dependiente del citoesqueleto de acti-
na (Ayscough et al., 1999; Qadota et al., 1996; Yamochi et al., 1994).

Rho1 es homéloga a RhoA de mamiferos y su ciclo GDP/GTP esta regulado por pro-
teinas GEF y GAP. Bem2, Sac7, Bag7 y Lrg1 son proteinas con actividad GAP descritas
para la GTPasa Rho1 (Cid et al., 1998; Martin et al., 2000b; Peterson et al., 1994;
Roumanie et al., 2001; Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 2002; Watanabe et al., 2001).
Bem2 tiene un dominio RhoGAP que es precedido de un dominio PH. Las cepas mutantes
de BEM?2, al igual que las cepas mutantes de RHO1, tienen defectos de pared celular y la
sobreexpresion de BEM?Z2 regula negativamente la ruta de integridad de pared celular
(Cid et al., 1998; Schmidt et al., 2002). Lrg1 es una proteina con actividad GAP con un do-
minio RhoGAP en su extremo C-terminal y tres dominios LIM en su extremo N-terminal.
Sac7 fue identificada por primera vez como supresora de la termosensibilidad de una cepa
mutante de actina act7-4 (Dunn and Shortle, 1990). Esta proteina tiene un solo dominio

RhoGAP. La delecién de SAC7 suprime la termosensibilidad de una cepa mutante de
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TOR2, que regula la ruta MAPK de integridad de pared y la organizacion de actina
(Park and Bi, 2007). Bag7 contiene un unico dominio RhoGAP. La deleciéon de BAGY no
presenta fenotipo aparente y la sobreexpresion de esta GAP suprime la sensibilidad al frio
de sac7A, sugiriendo que Sac7 y Bag7 realizan funciones redundantes, probablemente, en
la organizacion de actina (Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 2002). Todas estas proteinas
con actividad GAP realizan funciones especificas y diferenciales en los procesos regulados
por Rho1. Lrg1 es la proteina encargada de regular negativamente a Rho1 en la biosintesis
del B-(1,3)-glucano (Watanabe et al., 2001). Ademas, se ha implicado en procesos de fu-
sién celular y de separacién de la célula madre y la célula hija (Fitch et al., 2004;
Svarovsky and Palecek, 2005). Bem2 y Sac7 son las unicas GAPs que regulan a través de
Rho1 la ruta MAPK de integridad de pared celular (Martin et al, 2000b;
Schmidt et al., 2002). Por otro lado, Bag7 y Sac7 realizan funciones en la regulacién del
citoesqueleto de actina (Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 2002).

Rho1 es activada por las proteinas GEF Rom1, Rom2 y Tus1 (Ozaki et al., 1996;
Schmelzle et al., 2002). Rom1, Rom2 tienen funciones redundantes en la regulacién de
Rho1 y probablemente en la de la GTPasa Rho2. La cepa carente de ambos GEFs es letal
y la sobreexpresion de TUST no recupera la viabilidad (Schmelzle et al., 2002). Tus1 es
necesario para la activacion de Rho1 en respuesta a defectos en la pared celular. Las célu-
las carentes de TUST son termosensibles y este defecto se suprime con la sobreproduc-
cion de componentes de la ruta MAPK de integridad de pared (Schmelzle et al., 2002).Tus1
Yy, en menor medida, Rom2 estan implicados en la localizacién y activacion de Rho1 nece-
sarias para la citoquinesis (Yoshida et al., 2009; Yoshida et al., 2006). La regulacion de
ambas proteinas GEF se ejerce mediante su fosforilacion por la quinasa Cdc5/Polo.

El efecto antagdnico de la regulacién de Rho1 por proteinas GEF y GAP se demuestra
por el hecho de que S. cerevisiae puede sobrevivir en ausencia de GEF si ademas se eli-
minan las proteinas con actividad GAP Lrg1 y Sac7 (Yoshida et al., 2009).

Ademas de GEFs y GAPs, en Saccharomyces cerevisiae existe un RhoGDI denomina-
do Rdi1. Esta proteina se asocia a Rho1, Cdc42 y Rho4. Rdi1 extrae a Rho1 y Cdc42 de
las membranas y forma complejos solubles con estas proteinas en el citoplasma de forma
dependiente de la quinasa Cla4, una proteina transmisora de la sefal de Cdc42
(Tiedje et al., 2008). Aunque la delecién de RDI1 no presenta fenotipos aparentes, reciente-
mente se ha implicado en la regulacion del crecimiento pseudohifal y en la salida de mito-
sis, a través de su regulacién negativa de la GTPasa Cdc42 (Tiedje et al., 2008). Por otro
lado, la regulacion que Rdi1 ejerce sobre la GTPasa Rho4 es diferente a la de Rho1 y
Cdc42. Rdi1 extrae a Rho4 de la membrana para degradarla por las vias del proteasoma y

proteasas vacuolares y este proceso es dependiente de Ygk3, homodloga a la quinasa de la
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glucégeno sintasa 33 (Tiedje et al., 2008).

Se ha descrito que Rho1 en su forma activa interacciona con distintas proteinas de la
levadura de gemacion: la quinasa Pkc1; las B-(1,3)-glucan sintasas, Fks1 y Fks2; las formi-
nas Bni1 y Bnr1; el factor transcripcional Skn7 y el componente del exocisto Sec3. Todas
estas proteinas participan en la biosintesis de la pared celular, en la polarizacion del citoes-
queleto de actina y en la exocitosis (Levin, 2005). Se sabe que GTP-Rho1 interacciona di-
rectamente con Fks1 y Fks2 activandolas (Drgonova et al., 1996; Mazur and Baginsky,
1996; Qadota et al., 1996) y que aunque puede interaccionar directamente con Bni1, lo
hace a través de Pkc1 (Dong et al., 2003).

Respecto a la interaccion con Pkc1, se sabe que Rho1 favorece la activacion de la qui-
nasa, probablemente, mediada por Pkh1 y Pkh2 (Schmelzle et al., 2002). Tras su activa-

cion, Pkc1 transmite la senal a la ruta MAPK de integridad de la pared celular. Esta ruta

Wsc1 Wsc2 Wsc3 Mid2 Mti1

Membrana plasmatica
(T 1 T (1 A (i
L1111 111 51 1 A

Citosol

Citoesqueleto
de actina

Transcripcion de genes de
pared celular Fks1, Fks2 y
Chs3

Figura 11. Ruta MAP kinasa de integridad celular en S. cerevisiae. Los sensores de superficie Wsc1-3,
Mid2 y Mtl1 detectan dafios en la pared celular y transmiten la sefial y activan a la GTPasa Rho1 a través
de sus proteinas GEF (Rom1/2 y Tus1). Rho1 activa a Pkc1 y ésta fosforila a Bck1, desencadenando la
activacion del médulo de MAPK Bck1-Mkk1/2-Mpk1. Cuando Mpk1 esta fosforilada activa a los factores de
transcripcion RIm1 y Swi4/6 para desencadenar la transcripcion de genes relacionados con la biosintesis
de pared. Ademas Rho1 también estimula la sintesis de -glucano, directamente como subunidad regula-
dora de las B-glucan sintasas Fks1 y Fks2, la nucleacion de cables de actina, regulando a las forminas Bni1
y Bnr1, y la exocitosis, a través de la interaccion de Sec3. (Figura adaptada de Levin et al., 2005.)
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MAPK es una de las cinco que existen en la levadura de gemacion y regula la respuesta a
estrés de la pared celular. La componen unos sensores de superficie celular (Wsc1-3),
Mid2 y Mtl1, la GTPasa Rho1 y sus reguladores: GAPs (Bem2 y Sac7) y GEFs (Rom1/2 y
Tus1), la quinasa Pkc1 y el médulo de MAPK: Bck1 (MAPKKK), Mkk1/2 (MAPKKSs) y Mpk1/
Stl2 (MAPK). (Figura 11)

Varios estudios bioquimicos y genéticos han establecido que los sensores de superfi-
cie detectan dafios en la pared celular y transmiten la sefal a las proteinas GEF de Rho1.
Esta GTPasa a su vez activa a Pkc1 y esta fosforila a Bck1. Esta MAPKKK activa a las
MAPKK Mkk1/2, que fosforilan en residuos de Tirosina y Treonina a Mpk1. Mkk1/2 y Bck1
son proteinas citoplasmaticas. Ademas un pequefo pool de estas quinasas se localiza en
las zonas de crecimiento activo y esta localizacion es dependiente de Spa2, un componen-
te del polarisoma (Levin, 2005). La MAPK Mpk1 se localiza en el citoplasma en condiciones
de no estrés y se desplaza al nucleo rapidamente en respuesta a estrés. Alli activa a los
factores de transcripcion RIm1 y Swi4/6 para producir la transcripcién de genes relaciona-
dos con el control de la progresion del ciclo celular y con la biosintesis de la pared celular
como FKS1*, FKS2"y CHS3" (Levin, 2005; Park and Bi, 2007) (Figura 11).

La pérdida de funcion de las proteinas quinasas de esta ruta provoca un fenotipo de
lisis celular a altas temperaturas, corregible por un estabilizador osmético como el sorbitol.
Ademas, son sensibles a las feromonas y a sustancias que dafan la pared celular como el
calcofluor, el rojo congo, la cafeina y las enzimas liticas. También presentan defectos en la

polarizacién de actina.
4.1.2. La GTPasa Cdc42

Esta GTPasa tiene la funcién principal de establecer el crecimiento polarizado en
S. cerevisiae. Antes de este proceso, es necesario determinar el sitio donde se va a produ-
cir el crecimiento polarizado. Los genes BUD1, BUD2 y BUDS5 codifican una GTPasa Ras,
su GAP y su GEF, respectivamente, y son, junto con las septinas, las proteinas encargadas
de determinar el sitio de gemacion. Una vez elegido el lugar para la emergencia de la ye-
ma, la célula debe polarizar todos los componentes necesarios para la instauracién del cre-
cimiento en dicho punto (Sheu et al., 2000) y ello implica: la polimerizacién de actina, la
orientacion del citoesqueleto de microtubulos hacia esa region, el ensamblaje del anillo de
septinas y la localizacién de un grupo de proteinas que forman un complejo denominado
polarisoma (Spa2, Bni1, Bud6 etc.) (Pruyne and Bretscher, 2000; Sheu et al., 2000;
Sheu et al., 1998). La pieza clave en el acoplamiento entre el lugar elegido por el complejo
Bud1-Bud2-Bud5 y la emergencia de la yema es la GTPasa Cdc42.

Cdc24 es la unica proteina con actividad GEF especifica para Cdc42 en S. cerevisiae
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(Zheng et al., 1994). La localizacién de Cdc24 alterna entre el nucleo y las zonas de creci-
miento (Nern and Arkowitz, 2000; Toenjes et al., 1999). En el nucleo se mantiene unida a la
proteina Far1 (Nern and Arkowitz, 2000; Shimada et al., 2000). Al comienzo de la fase S se
produce la degradacion de Far1 desencadenada por la quinasa dependiente de ciclina
Cdc28 y la ciclina CIn2 (Gulli et al., 2000). Esto conduce a la relocalizacion de Cdc24 en la
zona de emergencia de la yema, probablemente mediada por su interaccion con GTP-Bud1
(Park et al., 1997; Park et al., 2002). La localizacion de Cdc24 permite la activacion locali-
zada de Cdc42 en la zona de emergencia de la yema. Bem1 es una proteina adaptadora
que podria facilitar el reclutamiento de proteinas implicadas en el establecimiento del creci-
miento polarizado, ya que se une a Cdc24, a Cdc42 activa y a proteinas diana de Cdc42,
como la quinasa de la familia PAK, Cla4 (Bose et al., 2001; Chant, 1994). Ademas, se ha
descrito que Bem1 favorece un circuito de retroalimentacion positivo en el que la activacion
de Cdc42 por Cdc24 reclutaria a Bem1 a la zona de crecimiento y ésta, a su vez, estabili-
zaria a Cdc24, que activaria a Cdc42 en esa region (Butty et al., 2002). Cuando Cdc42 se
localiza en la region de crecimiento, coordina varias actividades celulares como la polariza-
cion del citoesqueleto de actina y la activacion de algunas rutas de sefializacion
(Butty et al., 2002).

Existen varias proteinas efectoras para la GTPasa Cdc42: Ste20 es una quinasa im-
portante para las rutas de filamentacion y respuesta a feromona (Leberer et al., 1992;
Ramer and Davis, 1993; Roberts and Fink, 1994); la quinasa Cla4 desempefia un papel en
la organizacion de septinas y citoquinesis (Benton et al., 1997; Carroll et al., 1998;
Cvrckova et al., 1995; Longtine et al., 1998); Gic1 y Gic2 son dos proteinas implicadas en
la polimerizacion del citoesqueleto de actina y son importantes en la emergencia de la ye-
ma y en respuesta a feromonas (Bi et al., 2000; Brown et al., 1997; Chen et al., 1997); la
formina Bni1 (Evangelista et al., 1997); 1qg1, homdloga en S. cerevisiae a IQGAP de mami-
feros, una proteina adaptadora que participa en la regulacién del citoesqueleto de actina
ejercida por Cdc42 (Osman and Cerione, 1998); Boi1 y Boi2, necesarias para el crecimien-
to polarizado (Bender et al., 1996; McCusker et al., 2007). Ademas, Cdc42 interacciona con
subunidades del complejo del exocisto regulando su activaciéon (Wu et al., 2008).

Para realizar todas estas funciones, Cdc42 debe estar finamente regulada en el tiempo
y en el espacio, tanto por su GEF Cdc24 como por sus GAPs. Cdc24 es estabilizado en la
membrana por la proteina adaptadora Bem1, asi se mantiene activada Cdc42 en los sitios
de crecimiento polarizado (Butty et al., 2002; Irazoqui et al., 2003). Recientemente, se ha
descrito que Bem1 promueve la formacion del complejo entre Cdc24 y la PAK. Andlisis de
cepas mutantes de Bem1 indica que ambos ,GEF y PAK, deben estar unidos a la misma

molécula de Bem1 y una proteina de fusién GEF-PAK puede eliminar la necesidad de
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Bem1 (Kozubowski et al., 2008). Por tanto, el crecimiento polarizado puede establecerse
mediante un complejo que una a GTP-Cdc42 con PAK y promueva la activacion permanen-
te de Cdc42 via GEF. Este complejo, mediante la retroalimentacion positiva, amplificaria la
concentracion de GTP-Cdc42 en el cortex (Kozubowski et al., 2008).

En S. cerevisiae existen cuatro proteinas con actividad GAP que regulan a Cdc42:
Bem2, Bem3, Rgal1 y Rga2. Mediante ensayos in vitro e interacciones en ensayos del do-
ble hibrido se cree que Bem3, Rga1 y Rga2 son GAPs especificas para Cdc42, mientras
que Bem2 tiene actividad GAP para Rho1 y Cdc42 (Park and Bi, 2007). Ninguno de estos
genes es esencial. Bem2 y Bem3 son necesarios para prevenir la activacion prematura de
Cdc42 durante la fase G1 (Knaus et al., 2007). Bem3 tiene el dominio RhoGAP en su extre-
mo C-terminal, un dominio PH y PX en su zona central. Esta proteina con actividad GAP
para Cdc42, podria participar en la regulacién de la morfogénesis, ya que la cepa bem3A
presenta células con morfologia aberrante, hecho que no ocurre con las cepas rgalA y
rga2A. Sin embargo, la cepa mutante triple rga7A bem3A rga2A presenta un incremento en
los defectos morfolégicos con respecto a bem3A, lo que lleva a pensar que Rga1 y Rga2
pueden tener un papel secundario en este proceso (Smith et al., 2002). Bem3 esta también
implicada en la regulacién del crecimiento polarizado durante la conjugacion. En las células
carentes de BEM3 aumenta la frecuencia de formacién de proyecciones cuando se tratan
con altas concentraciones de feromonas (Bidlingmaier and Snyder, 2004). Rga1 y Rga2
presentan cada una, un dominio RhoGAP en su extremo C-terminal y dos dominios LIM en
su extremo N-terminal. Rga1 tiene un papel en crecimiento invasivo. Las células carentes
de RGA1 aumentan su capacidad invasiva, se alargan y tienen un defecto en la seleccion
del sitio de gemacion (Smith et al., 2002). Rga2 también esta implicada en este proceso,
aunque en menor medida que Rga1. Recientemente se ha descrito que Rga2 es un sustra-
to de Pho85 y Cdc28, CDKs especificas de G1 (McCusker et al., 2007; Sopko et al., 2007).
La fosforilacién dependiente de CDK impide la actividad de Rga2 en esta fase del ciclo y
garantiza una correcta activacion de Cdc42 durante el establecimiento de la polaridad celu-
lar en G1 (Sopko et al., 2007).

Los distintos fenotipos de las cepas carentes de RGA1, RGA2 y BEM3 nos lleva a pen-
sar que estas proteinas con actividad GAP regulan diferentes funciones de Cdc42, aunque
hay procesos en los que parece que estas proteinas realizan funciones redundantes. Uno
de ellos es el papel que desempefian en la regulacién de las septinas. Todas ellas estan
implicadas en el ensamblaje inicial del anillo de septinas. Células carentes de estas GAPs
tienen bloqueada o retrasada la formacién del anillo de septinas. Ademas co-localizan con
las septinas tanto en la emergencia de la yema como en la citoquinesis
(Caviston et al., 2003; Gladfelter et al., 2004).
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La localizacion de Bem3 y Rga2 es similar a la de Cdc42. Se encuentran en el sitio de
gemacion, en la punta de la yema y en el cuello de la célula madre. En cambio, la localiza-
cion de Rga1 es un poco diferente, se localiza en el sitio de gemacién, pero en la yema se
sitla en todo el cortex celular. Ademas, en la zona del cuello, Rga1 se localiza en forma de
anillo en las etapas iniciales y se convierte en doble anillo en etapas mas tardias
(Caviston et al., 2003; Park and Bi, 2007). Las diferencias en localizacién de estas protei-
nas pueden contribuir a la regulacién diferencial de la GTPasa Cdc42. Recientemente se
ha descrito que Rga1, a través de su localizacion diferencial con respecto a Rga2 y Bem3,
especificamente impide la activacion de Cdc42 en el sitio de division anterior y esto permite
que el proceso de citoquinesis se realice en una zona adyacente (Tong et al., 2007).

En resumen, las GAPs de Cdc42, desempefian diferentes papeles en unos procesos y

redundantes en otros para regular a esta GTPasa en el crecimiento celular polarizado.

4.1.3. La GTPasa Rho2

Rho2 es una GTPasa no esencial en S. cerevisiae y su funcién ha sido muy poco estu-
diada. Algunos trabajos han mostrado cierta redundancia funcional de Rho2 con Rho1
(Mack et al., 1996; Ozaki et al., 1996; Qadota et al., 1992). Por el momento, se ha descrito
que Bem?2 tiene actividad GAP sobre esta GTPasa y Rom1 y Rom2 pueden actuar como
proteinas GEF de Rho2 (Kim et al., 1994; Madden and Snyder, 1998; Manning et al., 1997;
Ozaki et al., 1996; Schmidt et al., 1997). Rho2 se ha aislado como supresor multicopia de
los defectos de una cepa mutante carente de profilina, pfy7A y se ha implicado a esta
GTPasa en una ruta desconocida que repolarizaria los parches de actina. Esta ruta tendria
como proteinas sensoras a Mid2 y Wsc1, que transmitirian la sefal a las proteinas GEF
Rom1 y Rom2 y éstas activarian a Rho2 para promover la repolarizacién del citoesqueleto
de actina en ausencia o deficiencia de la profilina (Marcoux et al., 2000). Ademas de su
funcién en la organizacion del citoesqueleto de actina, Rho2 parece tener un papel en la
organizacioén del citoesqueleto de microtibulos, ya que la delecion de RHO2 es mas sensi-
ble a benomilo (droga que despolimeriza los microtibulos) y su sobreexpresion suprime la
termosensibilidad de cepas mutantes cik? y kar3. Los genes CIK1 y KAR3 codifican protei-

nas asociadas al citoesqueleto de microtubulos (Manning et al., 1997).

4.1.4. Las GTPasas Rho3 y Rho4

Son GTPasas no esenciales involucradas en el crecimiento polarizado de la levadura
de gemacion. La delecion de RHO3 causa defectos en el crecimiento celular, mientras que
la delecion de RHO4 no presenta fenotipo aparente. La delecién de ambos es letal a 30°C

y la sobreexpresion de RHO4 suprime los defectos de crecimiento de rho3A. Esto nos indi-
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ca que Rho3 y Rho4 tienen funciones redundantes en S. cerevisiae.

Las células rho3A rho4A tienen los parches de actina despolarizados y menos cables
de actina (Adamo et al., 1999; Matsui and Toh, 1992). Rho4 interacciona con Bnr1, una for-
mina similar a Bni1 (Imamura et al., 1997). Rho3 interacciona con la subunidad del exocisto
Exo70 y la miosina de tipo V, Myo2 (Robinson et al., 1999). El mutante rho3%°"" presenta
una acumulacion de vesiculas post-Golgi, preferentemente en la célula hija, sugiriendo un
papel de Rho3 en el transporte y anclaje vesicular (Adamo et al., 1999). Este papel lo apo-
ya el que la sobreexpresion de la GTPasa Rab Sec4 suprima los defectos de crecimiento
de rho3A rho4A.

Hasta el momento sélo se ha descrito una GAP, Rgd1 y ninguna proteina GEF para las
GTPasas Rho3 y Rho4 (Doignon et al., 1999). La delecién de RGD1 produce una acumula-
cidén de estas dos GTPasas en su estado activo (Roumanie et al., 2000). Rgd1 contiene un
dominio RhoGAP en su extremo C-terminal y dominios FCH y DEP, relacionados con aso-

ciacion de membranas, en su extremo N-terminal (Park and Bi, 2007).
4.1.5. La GTPasa Rho5

Rho5 es una proteina no esencial a la que se ha atribuido un papel como regulador
negativo en la ruta MAPK de integridad de pared celular. Las células rho5A tienen activada
esta ruta de integridad (Schmitz et al., 2002). Rgd2 es la unica proteina que presenta activi-
dad GAP in vitro e interacciona por el ensayo de doble hibrido con Rho5
(Roumanie et al., 2001). La GTPasa Rho5 es necesaria para la muerte celular inducida por
H,0, e interacciona con Trr1, una tiorredoxina reductasa que es un componente clave del
sistema antioxidante citoplasmico (Singh et al., 2008). Rho5 esta regulada por Msi1 a tra-
vés de la quinasa Npr1. Estas proteinas actuan suprimiendo la sefial de Rho5 activada me-

diante fosforilacion y ubiquitinacién (Annan et al., 2008).
4.2. Las proteinas Rho en S. pombe

S. pombe contiene en su genoma seis genes que codifican GTPasas de la familia Rho,
denominadas Rho1-5 y Cdc42. Al igual que en S. cerevisiae, s6lo Rho1 y Cdc42 son esen-
ciales (Arellano et al., 1996; Miller and Johnson, 1994).

4.2.1. La GTPasa Rho1

Este gen fue aislado por primera vez de una genoteca de ADNc de S. pombe utilizando
como sonda el ADNc de RhoA. SpRho1 muestra un 73 % y un 67 % de identidad frente a
Rho1 de S. cerevisiae y RhoA de Homo sapiens, respectivamente (Nakano and Mabuchi,
1995).
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La GTPasa Rho1 es esencial y juega un papel fundamental en la regulacion de la bio-
sintesis de pared vy el citoesqueleto de actina (Arellano et al., 1996; Nakano et al., 1997).
Rho1 activa directamente a la enzima B-(1,3)-glucan sintasa (Arellano et al., 1996). Las cé-
lulas que sobreexpresan rho1* poseen una pared mucha mas gruesa y en ocasiones apa-
recen células encadenadas, lo que sugiere un papel de Rho1 en citoquinesis
(Arellano et al., 1999b; Arellano et al., 1997). Cuando se elimina la expresion de rho1*, dis-
minuye la actividad B-(1,3)-glucan sintasa y las células se lisan, fundamentalmente en el
momento de la separacion (Arellano et al., 1999b; Arellano et al., 1997). Recientemente se
ha descrito una proteina denominada PxI1, que tiene un papel en la formacién y contrac-
cion del anillo de actomiosina y modula la actividad de Rho1 (Pinar et al., 2008).

Rho1 esta también implicada en el control de otros procesos morfogenéticos, ya que
su sobreexpresion produce una pérdida completa de la polaridad de la actina
(Arellano et al., 1997). La sobreexpresion del alelo rho1G15V, que codifica una proteina
constitutivamente activa, causa la aparicién de acumulos de actina y la eliminacion de la
expresion de rho1* hace que se desorganice la actina, indicando que esta GTPasa es ne-
cesaria para la polimerizacion de actina y por tanto debe de actuar a través de otras protei-
nas efectoras ademas de la $-(1,3)-glucan sintasa (Arellano et al., 1997).

Se han descritos otras dos proteinas dianas de Rho1 en esta levadura, Pck1 y Pck2,
homologas a Pkc1 de S. cerevisiae. Ambas fueron clonadas por la similitud de la secuencia
que codifica el dominio catalitico con la de otros genes que codifican proteinas de la familia
de las PKCs (Mazzei et al., 1993; Toda et al., 1993). La delecién de cualquiera de los ge-
nes pck1* o pck2" no es letal, pero si lo es la doble delecion, lo que indica que comparten
una funcién esencial (Toda et al., 1993). Las células pck1A presentan un leve fenotipo de
lisis y son sensibles a calcofltor y las células carentes de pck2" presentan defectos morfo-
I6gicos y una pared celular anormalmente delgada (Arellano et al., 1999a). Ademas, la ce-
pa mutante pck2A es muy sensible a la degradacién de enzimas liticas y presenta defectos
en la biosintesis de la pared celular ya que las células son incapaces de regenerar proto-
plastos en un medio estabilizado osmaéticamente (Arellano et al., 1999a; Kobori et al., 1994,
Shiozaki and Russell, 1995; Toda et al., 1996b). Por otra parte, la sobreexpresion de pck2*
es letal y el fenotipo es parecido al que produce la sobreexpresién de rho1G15V
(Arellano et al., 1999a). Todos estos datos indican que Pck1 y Pck2 tienen un papel en el
mantenimiento de la integridad celular.

Rho1 activa la sintesis de pared celular directamente a través de la p-(1,3)-glucan sin-
tasa e indirectamente a través de Pck1 y Pck2. La disminucién de la expresién de una de
estas quinasas en ausencia de la otra provoca una reduccion del 40-50 % de la actividad

B-(1,3)-glucanasica (Arellano et al., 1999a). Sin embargo, la regulaciéon que ambas quina-
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Figura 12. Regulacion de la biosintesis de pared celular a través de las GTPasas Rho1 y Rho2.
Rho1 estimula la sintesis de B-glucano directamente como subunidad reguladora de la $-glucan sintasa
y a través de las proteinas quinasas Pck1 y Pck2 (flechas moradas). Rho2 regula a través de Pck2 la
sintesis de a-glucano y ademas activa la cascada de MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1 (flechas naranjas).

sas realizan en la integridad de la pared es diferente. Pck2 es la quinasa fundamental en la
regulacién de la biosintesis del B-glucano y, como se mencionara mas adelante, del
a-glucano (Arellano et al., 1999a). El papel de Pck1 esta menos estudiado pero podria re-
gular la integridad de pared por una via alternativa a Pck2, que actualmente se desconoce
(Figura 12).

La GTPasa Rho1 se localiza en los puntos de crecimiento activo y en el septo
(Arellano et al., 1997; Nakano et al., 1997). Experimentos realizados en cepas de S. pombe
con el crecimiento polarizado alterado, han demostrado que Rho1 funciona una vez que se
ha definido el area de crecimiento, ya que su localizacién depende del marcador de polari-
dad Tea1 (Arellano et al., 1997).

4.2.1.1. Reguladores de la GTPasa Rho1

Hasta el momento se han identificado tres proteinas GEF de Rho1, denominadas Rgf1,
Rgf2 y Rgf3, (Garcia et al., 2006a; Garcia et al., 2009a; Garcia et al., 2009b;
Morrell-Falvey et al., 2005; Mutoh et al., 2005; Tajadura et al., 2004) tres GAPs, Rga1,
Rga5 y Rga8 (Calonge et al., 2003; Nakano et al., 2001; Yang et al., 2003) y una proteina
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GDI, Rdi1, el unico GDI de S. pombe, que también se une a Rho4 y Cdc42, aunque se des-
conoce el proceso celular en el que participa (Nakano et al., 2003). Es posible que otras
proteinas GEF o GAP de S. pombe, ademas de las descritas, regulen a la GTPasa Rho1.

Rgf1 es necesario para la activacion de Rho1 en la biosintesis de la pared celular, con-
cretamente del B-glucano. Rgf1 también es necesario para que se active el crecimiento en
el polo nuevo durante NETO y actua por encima del médulo de MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1 en
la ruta de integridad celular (Garcia et al., 2006a; Garcia et al., 2009a).

Rgf3 es una proteina esencial y activa a Rho1 especificamente durante el proceso de
citoquinesis (Morrell-Falvey et al., 2005; Mutoh et al., 2005; Tajadura et al., 2004).

Rgf2 es una proteina esencial en el proceso de esporulacion y, ademas, puede coope-
rar con Rgf1 en la regulacion de la biosintesis de la pared durante el crecimiento vegetativo
(Garcia et al., 2009b).

El genoma de S. pombe codifica nueve putativas proteinas con actividad GAP de las

cuales tres regulan a la GTPasa Rho1.

A. Rga1l es una proteina con un dominio RhoGAP en su extremo C-terminal y dos
dominios LIM en su extremo N-terminal. Es el principal regulador negativo de Rho1.
Tiene un papel importante en el crecimiento celular y la morfogénesis, ya que las
células carentes de rga?® son morfoldgicamente aberrantes, los parches de actina
estan deslocalizados y la pared celular presenta un extraordinario engrosamiento.
Ademas cuando se sobreexpresa rga?” se inhibe el crecimiento y las células tienen
defectos morfolégicos. Los datos obtenidos indican una alteracion en los niveles de
actividad de Rho1. Ambas proteinas interaccionan por el ensayo de doble hibrido y

co-localizan en las areas de crecimiento activo y septo (Nakano et al., 2001).

B. Rga5 es un regulador negativo que sélo tiene el dominio RhoGAP. Rga5 tiene
funciones en integridad celular y en citoquinesis ya que la sobreexpresion de rga5"
es letal y las células se lisan. En la cepa rga5A hay una acumulacion de células en
septacioén, apareciendo células multitabicadas a la temperatura de 37°C.

Es una proteina asociada a la membrana que se localiza en las zonas de crecimien-
to activo y en el septo. Tiene actividad GAP especifica in vivo e in vitro para Rho1 y
regula negativamente la actividad -(1,3)-glucan sintasa y la interaccién de la GTPa-
sa Rho1 con Pck1. Ademas, la ausencia de rga5” suprime el defecto de sensibilidad
a calcofluor de la cepa pck1A, por lo que Rga5 puede tener un papel regulador de

Rho1 en la ruta de integridad celular en la que participa Pck1 (Calonge et al., 2003).

C. Rga8 es una proteina que, ademas del dominio RhoGAP, presenta un dominio
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FCH en su extremo N-terminal y un dominio DEP en una region intermedia. Rga8
tiene actividad GAP in vivo para Rho1 pero su papel regulador de esta GTPasa es
una incognita. Entre ambas proteinas existe una interaccién funcional positiva, en
vez de negativa, ya que la sobreexpresion de rga8” agrava los defectos de la sobre-
expresion de rho1”. Por otro lado, Rga8 es fosforilada por Shk1, una quinasa efecto-
ra de Cdc42. Esta GAP parece tener un papel de regulacion negativa del crecimien-
to celular dependiente de Shk1 (Yang et al., 2003).

4.2.2. La GTPasa Rho3

Esta GTPasa no es esencial, aunque la cepa rho3A no crece a 37°C. La delecion de
rho3" se rescata por la sobreexpresion de RHO3 de S. cerevisiae, pero no por la sobreex-
presion de otras proteinas de la familia Rho de S. pombe. Esto indica que Rho3 realiza una
funcién exclusiva y compartida con Rho3 de S. cerevisiae. Esta GTPasa se localiza en la
membrana y esta concentrada en las regiones de crecimiento y de division
(Nakano et al., 2002).

Rho3 se aisl6 como supresor multicopia de la cepa mutante sec8-1 (Wang et al.,
2003a). Las interacciones genéticas de rho3A con componentes del complejo del exocisto
sugieren que esta GTPasa regula la actividad del complejo. Por otra parte, la localizacion
de Rho3 depende de este complejo. Las células carentes de rho3" acumulan vesiculas a
37°C y muestran una secrecion de fosfatasa acida reducida (Wang et al., 2003a). Por todo
ello, se ha propuesto que Rho3 es un modulador de la funcién de este complejo.

Se ha descrito también la interaccién de Rho3 unida a GTP con la formina For3 me-
diante el ensayo de doble hibrido (Nakano et al., 2002), aunque hasta ahora no se ha de-
mostrado que participe en su activacion.

Todos estos datos sugieren que, en S. pombe, Rho3 funciona coordinando procesos
necesarios para la secrecién polarizada.

En cuanto a la regulacion de Rho3, hasta el momento se desconocen reguladores po-

sitivos o negativos para esta GTPasa.
4.2.3. La GTPasa Rho4

Rho4 es la unica GTPasa de la familia Rho que se localiza exclusivamente en la region
de division. No es una proteina esencial y las células carentes de rho4” manifiestan defec-
tos de separacion celular a alta temperatura y acumulan vesiculas alrededor del septo
(Nakano et al., 2003; Santos et al., 2003). La sobreexpresién de rho4* causa lisis, proba-
blemente debido a defectos en la pared, ya que es suprimida por la presencia de un estabi-

lizador osmdético. De hecho, Rho4 regula positivamente la secrecidn y localizacién de las
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enzimas liticas Agn1 y Eng1, necesarias para la degradacion del septo y la separacién de
las dos células hijas (Santos et al., 2005). Todos los datos indican que Rho4 puede tener
una funcién antagénica a Rho1 en la regulacién de la pared celular de S. pombe.

Como en el caso de Rho3, por el momento, no se conocen las proteinas GEF o GAP

que regulan a esta GTPasa.

4.2.4. La GTPasa Rho5

Rho5 es una proteina muy similar a Rho1 (86 % de identidad). Esta GTPasa no es
esencial, la cepa mutante rho5A es indistinguible de la cepa silvestre, sin embargo, en au-
sencia de Rho1 regula la actividad B-glucan sintasa y la organizacion del citoesqueleto de
actina. Esto indica que Rho5 puede realizar las funciones de Rho1 aunque de forma menos
eficiente (Nakano et al., 2005; Rincoén et al., 2006). Se ha demostrado que Rho5 se expre-
sa en fase estacionaria, en condiciones de falta de nutrientes y en los procesos de conjuga-
cion celular (Rincoén et al., 2006). De hecho, la cepa rho5T20N, constitutivamente inactiva,
produce esporas inviables, mientras que las esporas de la cepa rho5G15V, constitutiva-
mente activa, poseen una morfologia aberrante y una menor viabilidad. Esto implica a
Rho5 en el proceso de esporulacion (Rincén et al., 2006).

Es posible que algunas de las proteinas reguladoras de Rho1 pudieran regular a Rho5.

Sin embargo, no se ha descrito ningun regulador especifico para esta GTPasa.
4.2.5. La GTPasa Cdc42

Esta GTPasa es esencial y participa en el control del crecimiento celular polarizado y
en el proceso de morfogénesis en S. pombe (Miller and Johnson, 1994). Cdc42 se localiza
en las membranas internas y en la membrana plasmatica, estando mas concentrado en los
polos de crecimiento y en el septo (Merla and Johnson, 2000).

En S. pombe Cdc42 interacciona en su forma activa con las quinasas Shk1,
(Marcus et al., 1995; Ottilie ef al., 1995), y Shk2 (Sells et al., 1998; Yang et al., 1998), con
la formina For3 (Martin et al., 2007; Nakano et al., 2002) y con Pob1 (Rincén et al., 2009).
Shk1 es una quinasa esencial de la familia PAK, similar a Ste20 y Cla4 de S. cerevisiae, y
necesaria para el crecimiento polarizado, el control del ciclo celular y la citoquinesis
(Marcus et al., 1995; Ottilie et al., 1995; Verde et al., 1995). Shk2 no es esencial y sus fun-
ciones son parcialmente redundantes con las de Shk1 (Sells et al., 1998; Yang et al.,
1998). Hace unos afios se describié como funcion especifica de Shk2 la activacion de la
ruta MAPK formada por el médulo Mkh1-Pek1-Pmk1 ya que se detecté interaccion median-
te ensayo de doble hibrido entre Shk2 y Mkh1 (Merla and Johnson, 2001). Sin embargo, en

estudios posteriores se observo que la activacion de Pmk1 en respuesta a diferentes tipos
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de estrés es independiente de Shk2 (Madrid et al., 2006).

Cdc42 juega un papel esencial en la regulacion del ensamblaje de cables de actina.
Hace unos afos se describid que interacciona en su estado activo con For3, la formina res-
ponsable de la formacion de cables de actina en interfase y homologa a Bni1 de
S. cerevisiae (Feierbach and Chang, 2001; Nakano et al., 2003; Sawin, 2002). Posterior-
mente, se vio que Cdc42 es necesaria para activar y localizar a esta formina (Martin et al.,
2007). La cepa mutante cdc42-1625, con una mutacion puntual en el gen cdc42’, presenta
unos cables de actina muy cortos y For3 no se encuentra correctamente localizada en los
polos celulares (Martin et al., 2007). Recientemente, se ha descrito a Pob1 como una pro-
teina que facilita la localizacién de For3 y su interaccién con Cdc42 para estimular la forma-
cion de cables de actina (Rincén et al., 2009). Pob1, homdloga a las proteinas Boi de
S. cerevisiae, es esencial y esta implicada en el crecimiento polarizado y en la septacion
(Toya et al., 1999). Pob1 se aislé como un supresor de la cepa termosensible cdc42-879.
Pob1 rescata los defectos de cables de actina que tiene esta cepa mutante. Ademas, Pob1
interacciona con Cdc42 activa, lo que indica que puede ser una proteina efectora de esta
GTPasa (Rincon et al., 2009).

4.2.5.1. Los reguladores de la GTPasa Cdc42

Hasta el momento se ha descrito que esta GTPasa esta regulada por dos GEFs, Ral1/
Scd1 y Gefl y una GAP, Rga4 (Coll et al., 2003; Chang et al., 1994; Das et al., 2007;
Fukui and Yamamoto, 1988; Hirota et al., 2003; Tatebe et al., 2008).

Sdc1 es homdloga a Cdc24 de S. cerevisiae y esta implicada en la regulacion del cre-
cimiento apical, ya que las células carentes de scd1” presentan morfologia redonda. Tam-
bién es necesaria para la respuesta sexual ya que scd7A es incapaz de conjugar
(Chang et al., 1994). Scd1 pone en contacto a la GTPasas Ras1 y Cdc42 formando un
complejo macromolecular que incluye, ademas, a la proteina adaptadora Scd2 y a la quina-
sa de la familia PAK Shk1, para regular la morfologia celular y el proceso de conjugacion
(Chang et al., 1999; Chang et al., 1994; Fukui and Yamamoto, 1988). Scd2 es una proteina
adaptadora homoéloga a Bem1 de S. cerevisiae que se une a GTP-Cdc42 y facilita la inter-
accion con su proteina diana Shk1, activando a esta quinasa (Endo et al., 2003).

Gef1 participa en el proceso de citoquinesis y en la transicion de crecimiento monopo-
lar a bipolar. Se localiza fundamentalmente en la region de divisiébn como un anillo que se
contrae durante la citoquinesis, aunque también puede verse en los polos de crecimiento
(Coll et al., 2003). Gefl no interacciona con los componentes de la ruta de Scd1

(Hirota et al., 2003). La eliminacion simultdnea de las dos proteinas GEF es letal, generan-
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do células redondeadas que mimetizan el fenotipo de la delecion de cdc42”. Esto sugiere
que Scd1 y Gef1 activan a esta GTPasa en sus funciones esenciales.

Rga4 es la unica proteina descrita con actividad GAP para Cdc42 (Tatebe et al., 2008).
Esta proteina contiene un dominio RhoGAP en su extremo C-terminal y un dominio LIM en
su extremo N-terminal. Presenta homologia con Rga1 y Rga2 de S. cerevisiae, ambas
proteinas con actividad GAP sobre Cdc42 en esa levadura.

Rga4 tiene un papel en el control del diametro celular, ya que las células carentes de
rga4” son mas anchas y cortas que una cepa silvestre y la sobreproduccion de esta protei-
na provoca estrechamiento en los polos celulares (Das et al., 2007; Tatebe et al., 2008).
Rga4 tiene actividad GAP in vivo para Cdc42 e interacciona con esta GTPasa por co-
inmunoprecipitacion y ensayo de doble hibrido (Tatebe et al., 2008).

Rga4 se localiza en el contorno de la célula, excluida de las zonas de crecimiento.
Pom1 regula la localizacién de Rga4 ya que en las células pom7A esta proteina se localiza
en el polo de no crecimiento en células monopolares (Tatebe et al., 2008). Rga4 es la res-
ponsable del defecto de NETO de las células pom17A, al impedir activarse a Cdc42 en el

polo nuevo (Tatebe et al., 2008).
4.2.6. La GTPasa Rho2

El gen rho2" fue identificado en un screening de genes cuya sobreexpresion causaba
morfologia aberrante. La sobreexpresion de rho2" es letal, causa alteraciones morfoldgicas,
despolarizacion de actina y un incremento de la biosintesis del a-glucano
(Calonge et al., 2000; Hirata et al., 1998). Rho2 es una proteina asociada a la membrana y
se concentra en las areas de crecimiento activo y en el septo (Hirata et al., 1998).

Esta GTPasa en estado activo interacciona con Pck1 y Pck2 en ensayos de doble
hibrido (Arellano et al., 1999a). Sin embargo, solo Pck2 se ha descrito como proteina trans-
misora de la sefal de Rho2 ya que todos los efectos que se observan en la sobreexpresion
de rho2" se suprimen en ausencia de Pck2. En la cepa pck1A los defectos se agravan, por
lo que esta quinasa no parece actuar como una proteina efectora de Rho2
(Calonge et al., 2000). La delecion de rho2* no es letal, pero presenta defectos en la inte-
gridad de pared celular (Hirata et al., 1998). Las células carentes de rho2" tienen defectos
similares a los descritos en la cepa pck2A, una pared mas delgada que las células silves-
tres y mayor sensibilidad al tratamiento con B-glucanasas y con compuestos inhibidores de
la sintesis de pared (aculeacina A y papulacandina B) (Calonge et al., 2000). La sobreex-
presion de pck2" suprime la sensibilidad al tratamiento con B-glucanasas de la cepa rho2A,
confirmando el papel efector que tiene esta quinasa en la ruta de sefalizacion de la GTPa-
sa Rho2 (Calonge et al., 2000) (Figura 12).
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Como se ha mencionado en el apartado 2.2.2, Rho2 y Pck2 estan involucradas en la
regulacién de Mok1, la posible a-glucan sintasa. rho2A y pck2A son sintéticos letales con
mok1-664 y ambas proteinas son necesarias para localizar a la posible a-glucan sintasa en
las areas de crecimiento activo. Ademas, la sobreexpresion de mok1™ es letal en la célula y
produce un incremento exacerbado de a-glucano. Todos estos efectos se corrigen en au-
sencia de Rho2 o Pck2, confirmando el papel de esta GTPasa como activadora de la bio-
sintesis de a-glucano a través de la quinasa Pck2 (Calonge et al., 2000) (Figura 12).

Se ha propuesto que aunque las funciones en la integridad de pared celular de Rho1y
Rho2 son diferentes, debe existir un solapamiento parcial ya que, si bien la sobreexpresién
de rho2" no rescata la letalidad de la delecién de rho1, la sobreexpresion de rho1” rescata
parcialmente la sensibilidad de la cepa rho2A a la aculeacina A (Hirata et al., 1998).

Ademas de su papel en la biosintesis de pared, Rho2 también a través de Pck2 activa
la ruta MAPK formada por el médulo Mkh1-Pek1-Pmk1 (Loewith et al., 2000; Ma et al.,
2006; Sengar et al., 1997; Sugiura et al., 1999; Toda et al., 1996a; Zaitsevskaya-Carter and
Cooper, 1997) (Figura 12).

Una caracteristica que presentan las cepas carentes de los genes implicados en esta
ruta, es su capacidad de antagonizar los efectos de la eliminacion de la calcineurina en la
homeostasis idnica. La calcineurina es una proteina con actividad fosfatasa activable por
calcio y calmodulina. Esta proteina juega un papel fundamental como mediadora en la se-
Aalizacion del calcio. En S. pombe forma un heterodimero compuesto por la subunidad ca-
talitica Ppb1 y la subunidad reguladora Cnb1 (Sio et al., 2005; Sugiura et al., 2003;
Sugiura et al., 1999; Sugiura et al., 1998). La eliminacién de la subunidad catalitica de la
calcineurina, Ppb1, o la inhibicion de su actividad mediante inmunosupresores (como
FK506), produce hipersensibilidad al CI', mientras que la inactivacién simultanea de la ruta
de MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1 suprime este fenotipo.

Basandose en esta interaccion se ha descrito el denominado fenotipo vic (Viable in the
presence of Immunosuppressant and Chloride ion), y se ha visto que todos los mutantes
nulos de los componentes de la cascada de integridad presentan este fenotipo, es decir,
son viables en presencia del inmunosupresor FK506 y altas concentraciones de MgCl,
(Sugiura et al., 1999; Sugiura et al., 1998).

Con el fin de buscar nuevos componentes de la ruta de integridad se realizé un
screening, en busqueda de fenotipos vic (Ma et al., 2006). Se identific6 una cepa mutada
en el gen cpp?” que codifica para la subunidad B de la farnesiltransferasa. En S. pombe,
esta enzima cataliza la modificacion postraduccional de las GTPasas Ras1, Rho2 y Rho3.
Asi se llegd a identificar a Rho2 como un nuevo miembro de la ruta de MAPK

Mkh1-Pek1-Pmk1 ya que rho2A presenta también fenotipo vic. La localizacién de Rho2 en
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la membrana es critica para la funcion de esta GTPasa en esta ruta MAPK y Cpp1 es una
molécula clave controlando espacialmente a la GTPasa Rho2 (Ma et al., 2006).

La sobreexpresion de rho2” deja de ser letal cuando eliminamos Mkh1, Pek1 o Pmk1
de la célula, al igual que ocurre con la sobreexpresion de pck2”, lo cual sitia a Rho2 y Pck2
por encima del moédulo de MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1 en la ruta de integridad celular. Ade-
mas, la sobreexpresién de rho2” o pck2® incrementa en gran medida los niveles de fosfori-
lacion de Pmk1 (Ma et al., 2006). Pck2 interacciona fisicamente con Mkh1, indicando que
esta quinasa puede activar directamente a la MAPKKK y asi transmitir la sefal.

Al igual que ocurre con la biosintesis del a-glucano, Pck1 no es un efector de Rho2 en
la activacion de esta ruta MAPK. A diferencia de rho2A y pck2A, pck1A no presenta fenoti-
po vic y la sobreexpresion de pck1” no aumenta los niveles de fosforilacion de Pmk1
(Ma et al., 2006). Por el contrario, Pck1 tiene un efecto regulador negativo en la ruta de in-
tegridad celular ya que la ausencia de Pck1 provoca una fosforilacion constitutiva de Pmk1
(Barba et al., 2008).

En resumen, Rho2 activa a través de Pck2, la biosintesis del a-glucano y la ruta de
MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1. Hasta el momento de la realizacién de este trabajo doctoral, se

desconocian los reguladores para esta GTPasa.
4.2.6.1. La ruta MAPK de mantenimiento de la integridad celular

En S. pombe existen tres cascadas de MAPKSs: La de respuesta a feromonas, con
Spk1 como MAPK (Toda et al., 1991); la de respuesta a estrés, con Sty1/Spc1 como MAPK
(Shiozaki and Russell, 1995) y la de mantenimiento de la integridad celular con Pmk1/
Spm1 como MAPK.

En la ruta de mantenimiento de la integridad celular se ha identificado una cascada de
MAPKs constituida por las proteinas Mkh1 (MAPKKK), Pek1/Shk1 (MAPKK) y Pmk1/Spm1
(MAPK) (Loewith et al., 2000; Sengar et al., 1997; Sugiura et al., 1999; Toda et al., 1996a;
Zaitsevskaya-Carter and Cooper, 1997) (Figura 13). La eliminacién de cualquiera de estas
quinasas, provoca alteraciones morfoldgicas, células multitabicadas, hipersensibilidad al
i6n potasio y al tratamiento con B-glucanasas y defectos en fusion vacuolar (Bone et al.,
1998; Loewith et al., 2000; Sugiura et al., 1999; Toda et al., 1996a; Zaitsevskaya-Carter
and Cooper, 1997). Todos estos defectos sugieren que esta ruta participa en la biosintesis
de pared celular, citoquinesis, homeostasis idnica y endocitosis.

El médulo MAPK de la ruta de integridad incluye:

A. Mkh1 (Mek Kinase Homolog 1), homdéloga a Bck1 de S. cerevisiae, es la

MAPKKK que en su estado activo fosforila a Pek1 (Sengar et al., 1997) (Figura 13).
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B. Pek1 (pombe mEKT), también denominada Skh1, es la MAPKK de la ruta de inte-
gridad. Es una proteina homéloga a Mkk1 y Mkk2 de S. cerevisiae y se comporta
como un interruptor molecular actuando como un potente regulador negativo de
Pmk1 cuando esta desfosforilada, de tal manera que la ruta carece de actividad ba-
sal, y como activador de Pmk1, cuando esta fosforilada (Sugiura et al., 1999). Este
mecanismo contribuye a que en S. pombe exista una respuesta de “todo o nada” en
esta via de MAPKs (Sugiura et al., 1999), diferenciandose asi de lo que ocurre en
S. cerevisiae donde la ruta de integridad de pared celular esta siempre activa
(Martin et al., 2000b) (Figura 13).

C. Pmk1 (S. pombe MAP kinaset), también denominada Spm1, es homdloga de
Mpk1/Slt2 en S. cerevisiae. Esta quinasa es la MAPK de la ruta de integridad celular
y es fosforilada por Pek1 en los residuos Thr'® y Tyr'®® (Loewith et al., 2000;
Sugiura et al., 1999) (Figura 13).

Pmk1 se localiza en el citoplasma y en el nucleo, mientras que Mkh1 y Pek1 se locali-
zan exclusivamente en el citoplasma. Las tres quinasas se localizan también en la zona de
division celular. A diferencia de lo que ocurre con su ruta homéloga en S. cerevisiae, Pmk1
bajo condiciones de estrés o ausencia de Mkh1 o Pek1 no altera su localizacién subcelular,
por lo que la activacion de esta MAPK ocurrira en el citoplasma o septo y tanto la forma
activa como la inactiva traspasaran la membrana nuclear para transmitir la senal
(Madrid et al., 2006).

Aunque inicialmente se describié que esta cascada de sefalizacién se activaba exclu-
sivamente por altas temperaturas y cloruro de sodio, se ha demostrado que la fosforilacion
de Pmk1 se induce por multiples condiciones de estrés, como estrés hipo o hiperosmdtico,
ausencia de glucosa, dafo a la pared celular o estrés oxidativo. En todos los casos, la acti-
vacion de Pmk1 depende completamente de Mkh1 y Pek1 (Madrid et al., 2006). Sin embar-
go, no todos los tipos de estrés activan la cascada a través de Rho2 y Pck2. Un ejemplo es
la activacion de la ruta por estrés oxidativo (H20,), que es totalmente independiente de
Rho2 y Pck2. Esto indica que deben existir activadores de la ruta, actualmente desconoci-
dos, frente a este tipo de estrés (Barba et al., 2008).

Existe una fosfatasa que desfosforila e inactiva a Pmk1, denominada Pmp1 (S. pombe
MAP kinase phosphatase). Es una fosfatasa de especificidad dual que se une e inactiva in
vivo e in vitro a Pmk1 (Sugiura et al., 1998). Las células carentes de pmp1* son
hipersensibles al ié6n cloruro, presentan una morfologia aberrante y en ocasiones son
multitabicadas (Sugiura et al., 1998) (Figura 13).
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ce un estrés (osmético, térmico, dafio en la pared etc.), una sefial es transmitida probablemente por un

sensor de superficie que activa a Rho2. Esta GTPasa activa a Pck2, que a su vez activa a Mkh1 y con ello
promueve Pmk1 fosforilada en el nicleo. Las fosfatasas Pmp1, Pyp1, Pyp2 y Ptc1 son necesarias para

al médulo de MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1. Se desconoce la activaciéon transcripcional que ,supuestamente,
inactivar a Pmk1, una vez transmitida la sefial.

Figura 13. La ruta de integridad celular en Shizosaccharomyces pombe. Cuando en la célula se produ-
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Ademas de Pmp1, se ha descrito que Sty1, la MAPK de la respuesta a estrés de S.
pombe, es necesaria para la correcta desactivaciéon de Pmk1 en respuesta a estrés osmati-
co (Madrid et al., 2006). Este proceso es dependiente de Atf1, que es el principal factor de
transcripcién fosforilado por Sty1 en respuesta a estrés. Las fosfatasas de tirosina Pyp1 y
Pyp2 y la Serina/Treonina-fosfatasa Ptc1, que son componentes de la ruta de la MAPK
Sty1 y regulan negativamente a esta MAPK, estan también implicadas en la desfosforila-
cion de Pmk1 bajo estrés osmético (Madrid et al., 2007) (Figura 13).

Recientemente, se ha descrito que el factor de trascripcion Atf1 es fosforilado por
Pmk1 en condiciones de dafno en la pared celular (Takada et al., 2007). Estos autores pro-
ponen que la ruta de respuesta a estrés y la de integridad celular convergen en el factor de
transcripciéon Atf1, para activar la expresion de determinados genes que reparen los dafnos
producidos en la pared celular (Takada et al., 2007) (Figura 13). Esta teoria no esta proba-
da, ya que no se ha conseguido ver ninguna activacion transcripcional de genes relaciona-
dos con la pared celular por la activacion de la ruta MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1, como si ocu-

rre en la ruta homologa de S. cerevisiae.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es el estudio de las GAPs, reguladoras negativas de

las GTPasas Rho, y de su papel en distintos procesos celulares.

En concreto, nuestro objetivo ha sido estudiar la proteina Rga2 y la regulacion que
ejerce sobre las GTPasas de la familia Rho. Adicionalmente, hemos estudiado otras posi-

bles RhoGAPs de S. pombe y su relacién con Rga2.
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Estudio de la funcién de la proteina Rga2

1. Analisis estructural de la proteina Rga2

En el genoma de Schizosaccharomyces pombe hay nueve fases de lectura abierta
(ORF) que codifican posibles GAPs (GTPase-Activating Proteins) ya que poseen un domi-
nio RhoGAP altamente conservado. En S. pombe, estas proteinas con dominio RhoGAP se
han denominado proteinas Rga. Dentro del proyecto general del laboratorio, que es el estu-
dio de las proteinas Rho, en este trabajo se decididé abordar el estudio de algunas proteinas
Rga. En primer lugar, se estudié la ORF SPAC26A3.09¢c que codifica la proteina Rga2, una
proteina de 1.275 aminoacidos con una masa molecular de 143,5 kDa.

El analisis detallado de la secuencia proteica de Rga2 que se muestra en la base de

datos del Instituto Sanger ( http://www.genedb.org/genedb/pombe/index.jsp ) revela la pre-

sencia de dos dominios altamente conservados; un dominio RhoGAP en su extremo
C-terminal comprendido entre los aminoacidos 1.083-1.234 y un dominio central PH
(Pleckstrin Homology) comprendido entre los aminoacidos 720-836. En el extremo

N-terminal no se ha detectado ningun dominio conocido (Figura 14).

(720-836) (1.083-1.234)

1.275 AA

Rga2 |

(513-624)(635-741) (927-1.097)

Bem3 E]:.:-: 1.128 AA

Figura 14. Esquema de la estructura de las proteinas Rga2 de S. pombe y Bem3 de S. cerevisiae.
En color rojo se representa el dominio RhoGAP, en verde el dominio PH y en amarillo el dominio PX. Los
numeros a la derecha indican el niumero de aminoacidos de la proteina y los que se encuentran entre
paréntesis son los aminoacidos que comprende cada dominio .

El dominio RhoGAP, de unos 200 aminoacidos, se ha encontrado en todas las protei-
nas que funcionan como GAP de las proteinas Rho y representan un amplio rango de mo-
Iéculas con multiples funciones. Este dominio esta compuesto de nueve hélices alfa y con-
tiene varios aminoacidos muy conservados e importantes para su funcién. Uno de los mas
importantes es la Arg 85, involucrada en la unién a las proteinas G y en potenciar su activi-
dad GTPasica (Barrett et al., 1997). Ademas, este dominio también es conocido como do-
minio BH (Breakpoint cluster region-Homology) porque fue originalmente identificado como
una region homologa al producto del gen ber® (breakpoint cluster region), una molécula im-

plicada en las leucemias mieloides cronicas (Diekmann et al., 1991). Posteriormente, se
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propuso el nombre BH, para englobar a todos los dominios RhoGAP, tanto los que estimu-
lan la actividad GTPasica intrinseca de las GTPasas de la familia Rho como los que care-
cen de esta capacidad pero si interaccionan con estas proteinas G (Musacchio et al.,
1996).

El dominio PH, de unos 100 aminoacidos, fue identificado por primera vez en la protei-
na Plecstrina y se ha encontrado en un gran numero de proteinas relacionadas con la se-
Aalizacion intracelular y con los componentes del citoesqueleto. Se ha propuesto que este
dominio podria interaccionar con fosfolipidos de membrana o residuos de serina o treonina
fosforilados (Gibson et al., 1994). Con frecuencia, los reguladores de proteinas G, como
GEFs y GAPs, presentan este dominio. Se ha descrito que el dominio PH influye en la loca-
lizacion subcelular de algunas proteinas GEF (Rossman et al., 2002).

La proteina homodloga de Rga2 en S. cerevisiae es Bem3, una GAP de la GTPasa
Cdc42 que participa en la regulacion de la organizacion del citoesqueleto y en el manteni-
miento de la polaridad celular (Zheng et al., 1994). Ambas proteinas presentan una identi-
dad del 23 % y ademas tienen en comun su estructura primaria, ya que ambas presentan
los dominios RhoGAP y PH. Ademas, la proteina Bem3 muestra otro motivo adicional que
es el dominio PX (PhoX domain), implicado en sefalizacion celular y trafico vesicular me-

diante la union con fosfoinositoles (Xu et al., 2001) (Figura 14).

2. Rga2 participa en la regulacion morfolégica y en la integridad celular

en S. pombe

Para determinar la funcion del gen rga2”, se llevo a cabo la delecion del mismo y se
sustituyé por las secuencias de los genes ura4® o KanMX6" en una cepa haploide
h™ leu1-32 ura4-D18 tal y como se describe en el apartado 6.8. de Materiales y Métodos.
Mediante PCR se confirmé que la disrupcion del gen rga2* era correcta en ambas cepas.
Las células carentes del gen rga2” fueron capaces de crecer a todas las temperaturas lo
que demuestra que rga2’ no es un gen esencial. Sin embargo, mediante microscopia se
observo que las células rga2A presentan defectos morfoldgicos: las células son mas largas
(16,05um % 2,02 (n=100) versus 14,05um % 1,47 (n=100) en el momento de divisién) y de
menor diametro (3,55um + 0,4 (n=120) versus 3,98um % 0,3 (n=120)) que la cepa silvestre
(Figura 15). Estos datos sugieren que Rga2 es una proteina que puede participar en la re-
gulacién morfolégica. Para corroborar este dato se llevé a cabo su sobreexpresion bajo el
promotor Pnmt, reprimible por tiamina, y se comprobdé que las células que sobreexpresa-
ban rga2” son mas cortas y gruesas que las células silvestres (Figura 15). Estos datos su-
gieren que Rga2 tiene un papel en la regulacién de las dimensiones de la célula, tanto en la

longitud como en el diametro celular.
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En torno al 20 % de las células que sobreexpresaban rga2” sufrieron lisis celular cuan-
do se cultivaron en ausencia de tiamina (represor del promotor nmt1) durante 14 horas. Sin
embargo, la presencia de sorbitol (estabilizador osmético) en el medio de cultivo a una con-
centracion de 1,2 M redujo parcialmente la lisis celular provocada por la sobreexpresion de
rga2*, indicando posibles defectos en la pared celular.

Ademas un 15 % de las células que sobreexpresaban el gen rga2®, presentaban acu-
mulos anormales de calcofluor. Este compuesto fluorescente es un antifungico que se une
a la pared celular y altera el ensamblaje correcto de sus componentes. En S. pombe, se
une y afecta principalmente al B-(1,3)-glucano lineal (Nicholas et al., 1994). Probablemente,

los acumulos de calcofluor estén causados por una pared celular desorganizada. Para

DIC

Calcofluor

Figura 15. Alteraciones en los niveles de rga2* en S. pombe provocan defectos morfolégicos.
Morfologia de células silvestres (wt), células carentes de rga2” (rga2A) y células que sobreexpresan rga2*
(OE. rga2"), transformadas con el plasmido pREP3x-rga2" y cultivadas durante 14 horas en ausencia de tia-
mina a una temperatura de 32°C. En los paneles superiores se muestran micrografias de contraste diferencial
(DIC) y en los paneles inferiores micrografias de fluorescencia de células tefiidas con calcofluor. Las flechas
indican los acumulos anémalos de pared que se tifien con este colorante. Barra: 5um.

comprobar nuestra hipétesis, estudiamos la estructura de la pared de las células que so-
breexpresan rga2” mediante microscopia electronica de transmisién. Estas células presen-
tan una pared celular desorganizada y se observan claramente acumulos de material den-
so a los electrones que, probablemente, coincidan con los acimulos anormales observados
mediante tincion con calcofluor (Figura 16A-B). Ademas, en las células en proceso de divi-
sion, los septos, tanto primario como secundario, son mas engrosados, si los comparamos
con los de una cepa silvestre (Figura 16C). Los mismos estudios demostraron que las cé-

lulas carentes de rga2” tienen también la pared y el septo desorganizados con respecto a
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una estirpe silvestre (Figura 16B-C). Todos estos resultados indicaron que Rga2 no es una
proteina esencial pero participa tanto en la regulacion de la morfologia celular como en la

integridad de la pared celular.

A

wt
OE. rga2*

rga2A

B — C

wit

wt

rga2A
rga2A

OE. rga2*
OE. rga2*

Figura 16. Micrografias al microscopio electrénico de transmision de células que expresan distintos
niveles de rga2".

A) Células silvestres (wt), células carentes de rga2” (rga2A) y células que sobreexpresan rga2” (OE. rga2")
creciendo en fase logaritmica a 32°C, se fijaron con permanganato potasico y se procesaron para analizar-
las mediante microscopia electronica de transmisién. Barra: 1 pym.

B) Micrografias electrénicas que muestran en detalle la pared celular en las distintas cepas. Barra: 0,5 pm.
C) Micrografias electronicas que muestran en detalle el septo en las distintas cepas. Barra: 0,5 ym.

3. La proteina Rga2 se localiza en las zonas de crecimiento y en el septo

Para estudiar la localizacion in vivo de la proteina Rga2, se construy6 una cepa en la
que se fusiond la proteina verde fluorescente (GFP) al extremo C-terminal de la proteina

Rga2, segun el método descrito (Bahler et al., 1998a) (ver el apartado 6.10. de Materiales y
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Métodos). La proteina Rga2-GFP es funcional ya que las células presentan una morfologia

similar a la estirpe silvestre. Cuando observamos las células al microscopio de fluorescen-

cia pudimos comprobar
que la proteina Rga2 se
localiza de forma puntea-
da en los polos y en el

septo. Se observé tam-

Q.
L.
Q
N
©
14

bién mucho fondo de fluo-
rescencia inespecifica en
el citoplasma.

El calcofldor tifie con

Calcofluor

mayor intensidad las zo-

Figura 17. Rga2 se
localiza en los po-
los celulares y en
el septo.

En el panel superior
se muestran micro-
grafias de fluores-
cencia de Rga2-
GFP en los distintos
estadios del ciclo
celular y en el panel
inferior se represen-
tan las mismas célu-
las tefidas con cal-
cofluor.

nas de crecimiento activo

de la célula. Cuando realizamos una tincién con este colorante, observamos que la protei-

na Rga2 se localiza en el polo de crecimiento cuando la célula crece de manera monopolar

y se sitla en ambos polos cuando ya se ha activado el segundo polo (NETO) y la célula

crece de manera bipolar (Figura 17). Estos resultados indican que Rga2 podria formar par-

Rga2
-GFP

mCherry-
PxI1

Mezcla

Figura 18. Co-localizacion de Rga2-GFP y mChe-
rry-PxlI1 en la zona de division celular.
Micrografias de fluorescencia de células que produ-
cen Rga2-GFP y mCherry-PxI1. En el panel superior
se muestra la localizacion de Rga2-GFP en células
con distintos estadios de contraccion del anillo, en el
panel del medio se representa la localizacién de
mCherry-PxI1 en las mismas células y en el panel
inferior la imagen solapada de ambas sefiales de
fluorescencia (mezcla).
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te de un complejo proteico localizado en
las regiones de crecimiento de la célula.
Para estudiar con mas detalle la lo-
calizacién de esta proteina en la zona de
division celular realizamos una co-
localizacion con PxI1, una proteina que
se localiza en el anillo de actomiosina
(Pinar et al., 2008). Para ello la proteina
Pxl1 se fusiond a la proteina Cherry-RFP
en su extremo N-terminal y la proteina
Rga2 se fusiond a la proteina GFP en su
extremo C-terminal y observamos la lo-
calizacién de ambas proteinas en el sep-
to. La proteina Rga2 aparece en la zona
de division después de la proteina PxI1,
siguiendo al anillo de actomiosina mien-
tras se contrae durante la septacion y
permaneciendo en esta zona después

de que la proteina PxI1 desaparece
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(Figura 18). Estos resultados nos indican que en la zona de divisiéon, Rga2 no forma parte
del anillo de actomiosina y, probablemente, se localiza en la membrana que se forma por

detras de él.

4. Analisis del papel de los distintos dominios de la proteina Rga2 en su

funcion y localizacién

Rga2 es una proteina con dos dominios (PH y RhoGAP). Como ya se ha mencionado
en el apartado 1 de Resultados, el dominio PH se ha relacionado con unién a fosfolipidos y
el dominio RhoGAP es el motivo especifico de las proteinas que regulan negativamente a
las GTPasas Rho (Ver Apartado 1 de Resultados).

Nos planteamos estudiar con mas profundidad el posible papel de estos dominios en la
funcién y localizacién de la proteina. Para ello realizamos una serie de cepas en las que,
partiendo de la cepa con la delecion del gen rga2®, llevamos a cabo la integracién de distin-
tos fragmentos truncados del gen bajo el control de su propio promotor. Ademas, en el ex-
tremo C-terminal de los distintos fragmentos de Rga2 se fusioné la proteina GFP para asi
poder observar la localizacion de las distintas proteinas truncadas. Las cepas construidas
fueron las siguientes: Rga2-AGAP-GFP, Rga2-APH-GFP, Rga2-APHAGAP-GFP vy
Rga2-AN-GFP (Figura 19A).

En cada una de las cepas generadas analizamos la localizacion de la proteina y la
morfologia de las células (Figura 19B). La proteina que carece de la region N-terminal
(1-344 aminoacidos) no es capaz de localizarse y como consecuencia no es funcional. Sus
células presentan un fenotipo similar a la cepa mutante rga2A. Por el contrario, la proteina
que carece de la region C-terminal se localiza en los polos, por tanto, sélo la presencia de
la region N-terminal es suficiente para localizar la proteina en los polos celulares. Sin em-
bargo, la morfologia de las células Rga2-APHAGAP-GFP (721-1.275 aminoacidos) y
Rga2-AGAP-GFP (980-1.275 aminoéacidos), era similar a la de la cepa carente del gen
rga2’. Este ultimo resultado nos indica que el dominio GAP es importante para la funcion
de la proteina. En cuanto a la localizacién en la zona de division, ademas de la region
N-terminal, es necesario también el dominio PH ya que en la cepa Rga2-APH-GFP
(721-844 aminoacidos) la proteina se localiza en los polos celulares pero no en el septo. En
esta cepa, la morfologia es similar a la de la cepa silvestre, lo que demuestra que la activi-
dad GAP en los polos es suficiente para una correcta morfologia de las células (Figura
19B). Como resumen de todos estos resultados podemos decir que:

A. La region N-terminal de Rga2 es necesaria para la localizacion de la proteina en los
polos celulares.

B. La region N-terminal y el dominio PH son necesarios para la localizacion de Rga2 en
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la zona de division celular durante el proceso de citoquinesis.
C. El dominio GAP es necesario para la correcta morfologia de la célula.
D. El defecto morfolégico de la delecidon es debido a la falta de funciéon de Rga2 en los

polos celulares y no en el septo.

A
' -
Rga2-AGAP (980-1275 AA) . .
Rga2-APH (721-844 AA) . -:-
Rga2-APHAGAP ( 721-1275 AA):
Rga2-AN (1-344 AA) = {Rnocap}
B

Rga2 Rga2-AGAP Rga2-APH Rga2-APHAGAP Rga2-AN

GFP DIC

Calcofltuor

Figura 19. Analisis de las distintas truncaciones de Rga2-GFP: Rga2-AGAP-GFP, Rga2-APH-GFP,
Rga2-APHAGAP-GFP y Rga2-AN-GFP.

A) Esquema de las distintas truncaciones de la proteina.

B) Micrografias de fluorescencia y de contraste diferencial (DIC) de las cepas transformadas con las distin-
tas construcciones. Las flechas indican células con septo y sin sefial de Rga2-APH-GFP. Barra: 5um.

5. La localizacién de Rga2 depende de marcadores de polaridad

Para ahondar en el estudio de la localizacion de la proteina Rga2 estudiamos si su lo-
calizacion en los polos dependia de marcadores de polaridad como Tea1l o Pom1. Tea1 es
una proteina fundamental para marcar el sitio de crecimiento de la célula (Mata and Nurse,
1997). tea1A tiene un severo defecto en NETO, por lo que la mayoria de las células pre-
sentan un patron monopolar. Pom1 es una quinasa implicada en el crecimiento polarizado
y en citoquinesis (Bahler and Pringle, 1998b). Las células carentes de pom1* también pre-

sentan crecimiento monopolar. Se llevé a cabo la localizaciéon de la proteina Rga2 en las
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cepas mutantes teal’A y pom1A y se observd que la proteina sélo se localizaba en el polo
de crecimiento que se pone de manifiesto por la tincién con calcofltor (Figura 20). Por tan-

to, la localizacion de Rga2 depende de los marcadores de polaridad Tea1 y Pom1.

Rga2-GFP Calcofluor

-
-

Figura 20. Localizaciéon de Rga2-GFP en las cepas mutantes tea1Ay pom17A.
Micrografias de fluorescencia de Rga2-GFP en las cepas mutantes monopolares tea1A y pom1A. En
los paneles de la izquierda se muestra la localizacion de Rga2-GFP y en los de la derecha la tincion

de las células con calcofltor.

6. La localizacién de Rga2 depende del citoesqueleto de actina

Otra cuestidon que nos preguntamos sobre la localizacion de esta proteina, era si de-

A B
coronina-GFP Rga2-GFP tubulina-GFP Rga2-GFP

DMSO

Lat A

@ iy
b ' .

Figura 21. La localizaciéon de Rga2 depende de la polimerizacion de actina.

A) Micrografias de fluorescencia de células produciendo la coronina-GFP (paneles de la izquierda) o Rga2-
GFP (paneles de la derecha) creciendo en fase logaritmica e incubadas durante 10 minutos en presencia de
1 % de DMSO (paneles superiores) o 50uM LatA (paneles inferiores).

B) Micrografias de fluorescencia de células produciendo tubulina-GFP (paneles de la izquierda) o Rga2-GFP
(paneles de la derecha) creciendo en fase logaritmica e incubadas durante 20 minutos en presencia de 1 %

de DMSO (paneles superiores) o 25 ug/ml de MBC (paneles inferiores).
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pendia de algun tipo de citoesqueleto de la célula. Para ello, se llevé a cabo la localizacién
de Rga2 en presencia de Latrunculina A (Lat A), una droga que inhibe la polimerizacién de
actina. Como control para ver el efecto de la Latrunculina A, usamos la cepa con la protei-
na coronina marcada con la proteina GFP (Crn1-GFP), esta proteina esta asociada a la
F-actina y se usa como marcador de los parches de F-actina (Pelham and Chang, 2002;
Pelham and Chang, 2001). A los diez minutos del tratamiento con Latrunculina A, se obser-
vd que la coronina se habia deslocalizado totalmente, al igual que la proteina Rga2 que
también habia perdido su localizacion en los polos y en la zona de divisién y aparecia como
puntos discretos en el citoplasma (Figura 21A). Por otro lado, se observé la localizacién de
la proteina Rga2 en presencia de metil benzimidazol carbamato (MBC), una droga que des-
polimeriza los microtubulos. Como control se utilizé una cepa en la que la tubulina esta
marcada con GFP. Después de 20 minutos de tratamiento, la proteina Rga2 se localiz6

perfectamente en los polos de la célula a pesar de que la tubulina estaba despolimerizada
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Figura 22. Rga2-GFP se deslocaliza en las cepas mutantes termosensibles cdc3-319y cdc8-117.

A) Microscopia de fluorescencia de células creciendo en fase logaritmica que producen Rga2-GFP en la cepa
silvestre, en cdc3-319 y en cdc8-117 a la temperatura de 25°C (paneles superiores) o 36°C (paneles inferio-
res). Barra: 5um.

B) Niveles de Rga2-GFP en la cepa silvestre, en cdc3-379 y en cdc8-117 a la temperatura de 25°C (paneles
superiores) o 36°C (paneles inferiores). El analisis se realizé mediante Western blot de extractos celulares. Se
muestran los marcadores de masa molecular.
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(Figura 21B). Estos datos indican que Rga2 depende del citoesqueleto de actina pero no
de los microtubulos para localizarse en los polos celulares.

Para corroborar la localizacion dependiente de actina de Rga2, se llevé a cabo el estu-
dio de la localizacién de esta proteina en las cepas mutantes termosensibles cdc3-3719 y
cdc8-117. Estas cepas estan afectadas en las proteinas profilina y tropomiosina, respecti-
vamente. La profilina es una proteina de unién a actina implicada en la polimerizacién y
nucleacion de la F-actina en el anillo de actomiosina (Nurse et al., 1976) y la tropomiosina
es una proteina que se une lateralmente a filamentos de actina y los estabiliza
(Moseley and Goode, 2006). Rga2 se deslocalizé en ambos mutantes incluso a temperatu-
ra permisiva (25°C) (Figura 22A). Para comprobar que la deslocalizacién de la proteina no
era debida a la degradacion de la misma, se analizaron los niveles de la proteina Rga2 me-
diante SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-GFP y se observé que la
cantidad de Rga2 no variaba en ninguna de las cepas mutantes ni a la temperatura permi-

siva ni a la restrictiva (Figura 22B).

7. Rga2 se localiza en una fraccion subcelular que solapa con la protei-

na de membrana plasmatica Pma1

Para determinar si Rga2 era una proteina de la membrana plasmatica o de otro tipo de
membranas, se realizd un fraccionamiento subcelular mediante centrifugacién en gradiente
de sacarosa. Extractos celulares de una cepa que lleva Rga2-HA y SPAC1B2.03c-GFP se
sometieron a un gradiente continuo de sacarosa del 10-65 % a una velocidad de 25.000
rom durante 20 horas a 4°C (ver Apartado 10 de Materiales y Métodos). Se recogieron 34
fracciones desde la parte mas densa a la menos densa del gradiente y en ellas se analizo
la presencia de la proteina Rga2-HA mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anti-
cuerpos anti-HA. Como marcadores se utilizaron las siguientes proteinas de localizacion
subcelular conocida: SPAC1B2.03c que codifica una proteina de la membrana del reticulo
endoplasmatico (Aslett and Wood, 2006; Matsuyama et al., 2006), Pma1, una ATPasa loca-
lizada en la membrana plasmatica (Ghislain et al., 1987) y Pep12, una proteina SNARE de
endosomas (Becherer et al., 1996; Takegawa et al., 2003; Kienle et al., 2009). Como se
observa en la figura 23A, Rga2 se encuentra en las fracciones 1 a la 16, que corresponden
a las fracciones de la membrana plasmatica (Pma1) y endosomas (Pep12). Para delimitar
con mas detalle la localizacion subcelular de Rga2, volvimos a correr las fracciones, pero
en este caso de dos en dos y observamos que se localiza de manera similar a Pma1
(Figura 23B). Por tanto, sugerimos que esta proteina se localiza en la membrana plasmati-

ca.
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Figura 23. Rga2-HA se localiza en la membrana plasmatica. Fraccionamiento subcelular en gradiente de
sacarosa (10-65 %) de células que producen Rga2-HA y SPAC1B2.03c-GFP.

A) Analisis mediante SDS-PAGE y Western blot de las fracciones 1-34 del gradiente. Las membranas se re-
velaron con anticuerpos anti-HA, anti-Pma1 (marcador de membrana plasmatica), anti-Pep12 (marcador de
endosomas) y anti-GFP (marcador de reticulo endoplasmico). Los nimeros situados a la derecha de los pa-
neles indican la masa molecular de las proteinas en kDa.

B) Analisis mediante SDS-PAGE y Western blot de las fracciones 1 a 15.

8. Rga2 tiene actividad GAP especifica para la GTPasa Rho2

8.1. Rga2 tiene actividad GAP in vivo e in vitro especifica para la GTPasa Rho2

Para determinar el posible papel de Rga2 como GAP de alguna de las GTPasas de la
familia Rho decidimos llevar a cabo la valoracién de la actividad GAP in vivo mediante en-
sayos de pull-down, en los que se determina la cantidad de la GTPasa Rho activa, es decir,
unida a GTP. Las cantidades de Rho1-5 activas que existen en la célula se analiza median-
te su precipitacion con bolas de glutation-sefarosa unidas a GST-C21RBD (RhoA Binding
Domain), el dominio de unién a RhoA de la proteina de células animales denominada rote-
quina. (Coll et al., 2003; Reid et al., 1996; Ren et al., 1999). Para determinar la cantidad de
Cdc42 activa se utilizan también bolas de glutation-sefarosa unidas a la proteina de fusion
GST-CRIB (Cdc42/Rac Interactive Binding), que contiene el dominio de la proteina Pak2
que se une a Cdc42 activa (Manser et al., 1998). Los dominios RBD y CRIB sélo se unen a
las proteinas Rho cuando se encuentran en su forma activa (unidas a GTP). Por lo tanto,

mediante la utilizacién de GTPasas marcadas con el epitopo HA, podemos medir la frac-
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cion de las distintas GTPasas que se encuentran unidas a GTP (ver apartado 7.5 de Mate-
riales y Métodos). Asi, analizamos los niveles de cada proteina Rho unida a GTP en la ce-
pa que sobreexpresaba rga2” y los comparamos con los niveles en la cepa silvestre. Para
ello, se transformaron las células con los plasmidos pREP4X-rga2” o pREP4X (Control) y
con cada uno de los siguientes plasmidos: pREP3X-HA-rho1*, pREP3X-HA-rho2",
pREP3X-HA-rho3" pREP3X-HA-rho4*, pREP3X-HA-rho5" y pREP3X-HA-cdc42®, que pro-
ducian cada una de las GTPasas marcadas con el epitopo HA.

Una vez obtenidas las distintas cepas transformantes, se incubaron durante 14 horas a
32°C en medio minimo y en ausencia de tiamina (represor del promotor nmt1 de los plasmi-

dos pREP) para permitir la expresién de los distintos genes. Posteriormente, se obtuvieron
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Figura 24. Rga2 tiene actividad GAP in vivo sobre la GTPasa Rho2.

A) Western blot realizado con extractos de células transformadas con pREP4X-rga2* y pREP3X-HA-rho1",
PREP3X-HA-rho2", pREP3X-HA-rho3*, pREP3X-HA-rho4", pREP3X-HA-rho5" o pREP3X-HA-cdc42". Las
proteinas Rho activas se precipitaron con GST-C21RBD (HA-Rho1-5) o GST-CRIB (HA-Cdc42) y se detec-
taron mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA (panel inferior). La cantidad total
de HA-Rho se determind en extractos celulares totales mediante SDS-PAGE y Western blot y revelado con
anti-HA (panel superior).

B) Western blot realizado con extractos de la cepa silvestre (wt) y rga2A que expresan HA-rho2", HA-rho1
0 HA-cdc42" a niveles enddgenos. Las proteinas Rho activas se precipitaron con GST-C21RBD (HA-Rho2
y HA-Rho1) o GST-CRIB (HA-Cdc42) y se detectaron mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anti-
cuerpos anti-HA (panel central). La cantidad total HA-Rho se determind mediante SDS-PAGE y Western
blot revelando con anticuerpos anti-HA y corresponde a los niveles en el extracto celular inicial (panel su-
perior). Como control de carga se analizaron los mismos extractos anteriores utilizando anticuerpos
anti-actina (panel inferior). La cuantificacion de cada experimento, en la que se compara la cantidad de
GTPasa unida a GTP frente a la cantidad total de cada GTPasa, se representa en la parte inferior de la
figura.

+
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los extractos celulares y una parte de los mismos se incubé durante 3 horas con bolas de
glutation-sefarosa que estaban unidas a GST-C21RBD (Rho1-5) o a GST-CRIB (Cdc42).
Las proteinas Rho activas presentes en los extractos se unen al péptido C21RBD o CRIB y
precipitan junto con las bolas de glutation-sefarosa. La cantidad de cada una de las protei-
nas Rho unidas a estas bolas se analizé mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando
anticuerpos anti-HA. La cantidad total de cada GTPasa se determiné directamente por
SDS-PAGE y Western blot con anticuerpos anti-HA a partir de los extractos celulares origi-
nales. Como se puede ver en la figura 24A, cuando sobreexpresamos rga2’ se observa
una importante reduccion en los niveles de Rho2 activa, si lo comparamos con la cepa sil-
vestre. En el resto de las proteinas Rho no se aprecian diferencias significativas en sus ni-
veles activos entre la cepa silvestre y la cepa que sobreexpresa rga2*. Para comprobar es-
te resultado se construyeron cepas en las que el gen HA-rho2" estéa integrado en su locus,
bajo el control de su propio promotor, y se analizé la cantidad de Rho2 activa tanto en una
cepa silvestre como en la cepa rga2A. Como control, también analizamos la cantidad endoé-
gena de Rho1 activa y Cdc42 activa en células carentes de rga2” y en células silvestres.
Estos experimentos pusieron de manifiesto que en la cepa rga2A existia un aumento de los
niveles de Rho2 activa con respecto a la cepa silvestre (Figura 24B). Como era de esperar,
estos resultados eran opuestos a los datos de la cepa que sobreexpresa rga2”, indicando
que Rga2 regula negativamente la actividad de la GTPasa Rho2 in vivo. En el caso de la
GTPasa Rho1, sus niveles activos no se vieron alterados por la ausencia de la proteina
Rga2 (Figura 24B). Sorprendentemente, en la cepa rga2A se observé un descenso en los
niveles de la GTPasa Cdc42 activa, respecto a la estirpe silvestre, sugiriendo que Rga2
también actua regulando positivamente a la GTPasa Cdc42 bien de forma directa o
indirecta (Figura 24B).

Nos llam¢ la atencion el hecho de que de forma reproducible la cantidad total de la pro-
teina Rho2 en la cepa rga2A fuese siempre menor que en una estirpe silvestre (Figura
24B). Para comprobar que era un efecto especifico sobre la GTPasa, se analiz6 la cantidad
de actina en los diferentes experimentos y se pudo observar que los niveles no variaban
en las distintas cepas (Figura 24B). Con este control pudimos afirmar que habia menos
cantidad total de la GTPasa Rho2 en las células carentes del gen rga2*, concretamente un
68 % si lo comparamos con una estirpe silvestre. Una posible explicacion a esta observa-
cion seria la degradacion de la GTPasa Rho2 una vez activada.

Para confirmar que la proteina Rga2 tenia actividad GAP especifica sobre la GTPasa
Rho2, llevamos a cabo ensayos in vitro de la actividad GTPasica de la proteina Rga2 frente
a la GTPasa Rho2 y al resto de las proteinas Rho. Los genes rho1”, rho2*, rho3", rho4",

cdc42" y rga2” fueron clonados, mediante PCR, utilizando oligonucleétidos adecuados, en
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fase con la secuencia codificante de la proteina GST en el vector pPREPKZ (Shiozaki and
Russell, 1995). Los plasmidos obtenidos se utilizaron para transformar S. pombe y a partir
de los extractos celulares de las células transformadas, se purificaron por afinidad con bo-
las de glutation-sefarosa las proteinas hibridas GST, GST-Rho1, GST-Rho2, GST-Rho3,
GST-Rho4, GST-Cdc42 y GST-Rga2. La utilizacion de **yP-GTP permite medir in vitro la
actividad GTPasica de las proteinas GST-Rho1, GST-Rho2, GST-Rho3, GST-Rho4,
GST-Cdc42 bien en presencia de GST o de GST-Rga2 (ver apartado 8 de Materiales y Mé-
todos). En la figura 25 se demuestra que la presencia de GST-Rga2 en la reaccion con la
proteina hibrida GST-Rho2 fue capaz de aumentar la velocidad de hidrdlisis del *>yP-GTP
causada por la GTPasa Rho2, ya que la radiactividad disminuyé considerablemente res-
pecto a la reaccién control sin Rga2. En los experimentos realizados con las demas protei-
nas Rho no se apreciaron cambios significativos en la actividad GTPasica cuando la reac-
cion se hizo en presencia de GST-Rga2 (Figura 25). Por lo tanto, con todos estos resulta-
dos podemos afirmar que Rga2 es una GAP especifica tanto in vitro como in vivo de la

GTPasa Rho2, y actia regulandola negativamente en la levadura de fisién.
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Figura 25. Rga2 estimula especificamente la actividad GTPasica de Rho2 in vitro.

Las proteinas purificadas GST-Rho2, GST-Cdc42, GST-Rho1, GST-Rho3 y GST-Rho4 fueron incubadas
con **yP-GTP, como describimos en el apartado 8 de Materiales y Métodos. Posteriormente se afiadio GST
o GST-Rga2 mezclado con buffer de reaccion y a continuacién se cogieron alicuotas cada dos minutos. La
cantidad de radiactividad unida a la GTPasa se determiné mediante filtracion y se midié en un contador de
centelleo. Los valores representados son la media de tres experimentos independientes y las barras de
error indican la desviacion estandar.
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8.2. Rga2 interacciona fisicamente con la GTPasa Rho2

El siguiente paso fue confirmar la existencia de una relacién directa in vivo entre la pro-
teina Rga2 y la GTPasa Rho2. Para ello, se llevaron a cabo experimentos de
co-inmunoprecipitacion a partir de extractos de células que producian la proteina Rga2 fu-
sionada a trece copias del epitopo Myc, bajo el control de su propio promotor, y la proteina
Rho2, fusionada al epitopo HA, y expresada también bajo el control de su promotor endo-
geno. Ademas, como controles, se llevaron a cabo ensayos de co-inmunoprecipitacion de
Rga2 con las proteinas Cdc42 o Rho1, ambas fusionadas al epitopo HA. Se incubaron los
extractos de las distintas cepas con anticuerpos policlonales anti-Myc vy tras realizar la in-
munoprecipitacién con bolas de proteina A-sefarosa, las proteinas se analizaron mediante
SDS-PAGE y Western blot empleando anticuerpos anti-HA y anti-Myc para detectar la pre-
sencia de Rho2 y Rga2, respectivamente. Como se puede observar en la figura 26, se de-
tecté una banda especifica correspondiente a HA-Rho2 cuando inmunoprecipitamos la pro-
teina Rga2-13Myc, sugiriendo que ambas proteinas interaccionan in vivo. En cuanto al en-
sayo de co-inmunoprecipitacién con la GTPasa Cdc42, se observd una banda débil corres-
pondiente a HA-Cdc42 en los inmunoprecipitados con anticuerpos anti-Myc, en células que
producian Rga2-13Myc y HA-Cdc42, indicando que estas dos proteinas podrian interaccio-
nar (Figura 26). En el ensayo de co-inmunoprecipitacion de Rga2 con Rho1, no se aprecio

ninguna interaccion (Figura 26).

Rga2-Myc + + - Rga2-Myc + + - Rga2-Myc *+ + -
HA-Rho2 + - + HACdca2 + - + HA-Rhot + - +
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Figura 26. Co-inmunoprecipitacion de Rga2 con las GTPasas Rho2, Cdc42 y Rho1. Extractos de células
que expresan rga2’-13Myc y HA-rho2", HA-cdc42" o HA-rho1" bajo el control de sus respectivos promotores,
se incubaron con proteina A-sefarosa unida a anticuerpos policlonales anti-Myc. Los precipitados fueron de-
tectados mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA o anti-Myc (paneles inferiores).
Para determinar los niveles totales de Rga2-13Myc y HA-Rho2, HA-Cdc42 o HA-Rho1, los extractos celulares
se analizaron por SDS-PAGE y Western blot con anticuerpos anti-Myc (panel superior) o anti-HA (segundo
panel). Como control negativo se usaron extractos de células donde sdélo una de las proteinas estaba marca-
da con epitopo.
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9. Rga2 regula negativamente la biosintesis de la pared celular

9.1. Analisis del papel de Rga2 en la integridad de la pared celular

Se ha descrito
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lacion de la biosintesis del a-glucano de la pared celular (Calonge et al., 2000) y en la acti-
vaciéon de la ruta MAPK (Mkh1-Pek1-Pmk1) de integridad celular (Ma et al., 2006). Para
estudiar el posible papel de la proteina Rga2 en la regulacién de la GTPasa Rho2, lo prime-
ro que analizamos fue el efecto de esta GAP en la integridad de la pared celular. Se ha
descrito que la cepa rho2A es muy sensible al tratamiento con Zymoliasa 100T (Calonge et
al., 2000). La Zymoliasa 100T es un complejo enzimatico que incluye B-glucanasas y es
capaz de degradar el 3-(1,3)-glucano de la pared de levaduras. Se analizé el efecto de la
Zymoliasa 100T en la cepa rga2A y observamos que es mas resistente que la estirpe sil-
vestre (Figura 27). Este dato concuerda con el hecho de que Rga2 sea un regulador negati-
vo de la GTPasa Rho2 ya que en la cepa rga2A hay mas cantidad de GTP-Rho2 y por
tanto mas a-glucano. La mayor cantidad de este polimero podria conferir a las células ma-
yor resistencia frente a la degradacién de B-glucano. Sin embargo, la cepa del doble mu-
tante rho2A rga2A se comporta igual que la cepa rgaZ2A en el tratamiento a este compuesto
(Figura 27). Este dato nos sugiere que Rga2 participa en la regulacion de la sintesis de la
pared celular no sélo como regulador negativo de Rho2, sino en otras vias que actualmente

desconocemos.
9.2. Las células rga2A presentan defectos en la composicion de la pared celular

Para analizar la funcion de Rga2 en la regulacién de la biosintesis de la pared celular,
determinamos la composicion de la pared celular en las células que sobreexpresaban rga2*
y en células carentes del gen rga2* en comparacion con células silvestres. La incorporacion
de "C-glucosa en los distintos polimeros de pared (B-glucano, a-glucano y manano) se de-
terminé tal y como se describe en el apartado 9 de Materiales y Métodos. Como se observa

en la figura 28 en las células rga2A se produjo un incremento significativo de la cantidad de
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Figura 28. Composicion de la pared celular de cepas con diferentes niveles de la proteina Rga2.
Células crecidas durante 14 horas sin tiamina a la temperatura de 32°C, se incubaron 6 horas con
“C-glucosa y posteriormente se realizé el fraccionamiento y analisis de la pared celular como se describe
en el apartado 9 de Materiales y Métodos. En la gréafica se representan los niveles relativos de incorpora-
cion de "C-glucosa en cada uno de los polimeros que forman la pared celular en la cepa silvestre (wt),
rga2A y en las células transformadas con el plasmido de sobreexpresion pREP3X-rga2” (OE. rga2®). Los
valores representados son la media de tres experimentos independientes. Las barras de error representan
la desviacion estandar de la incorporacion de 14C-glucosa en la pared. La tabla representa los valores nu-
méricos medios y la desviacion estandar expresados como porcentajes del total de "*C-glucosa incorporada
en cada uno de los polimeros de los tres experimentos independientes realizados en cada cepa.

glucosa incorporada en el total de pared celular (35,3 + 2,9 % en las células silvestres fren-
te a 42,1 £ 3,1 % en las células rga2A). Se detectd un incremento en todos los polimeros
de la pared pero el que mas aumenté fue el a-glucano, con un incremento del 24 %. Por el
contrario, las células que sobreexpresaron rga2* mostraron un descenso en la cantidad de
glucosa incorporada en la pared celular (35,3 + 2,9 % en las células silvestres frente a
27,1 + 1,4 % en las células que sobreexpresaron rga2*). También fue la cantidad de
a-glucano la que sufrié un mayor descenso, especificamente un 30 %.

Todos estos resultados indican que Rga2 esta regulando negativamente la biosintesis
de la pared celular, particularmente la del a-glucano.

Como mencionamos en el Apartado 2 de Resultados, en torno a un 15 % de las célu-
las que sobreexpresan rga2” muestran acumulos anormales de calcofluor y un 15-20 % de
lisis celular (Figuras 15y 16). Sin embargo, cuando se sobreexpresé el gen rga2” en la ce-
pa rho2A observamos una importante reduccién de estos acumulos (14 % en células silves-
tres frente a 4 % en células rho2A) y de la lisis celular (18 % en células silvestres a 5 % en
células rho2A). Estos datos sugieren que los defectos en integridad celular causados por la

sobreexpresion de rga2” son mediados, al menos parcialmente, por la GTPasa Rho2.
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9.3. La delecién del gen rga2” suprime parcialmente los defectos de la cepa mutante

termosensible mok1-664

Dado los resultados obtenidos en el fraccionamiento celular, nos propusimos estudiar
la relacién funcional entre Rga2 y la probable a-glucan sintasa, Mok1, que esta regulada
por la quinasa Pck2 (Katayama et al., 1999) y por la GTPasa Rho2 (Calonge et al., 2000).
Mok1 es una proteina esencial. Existe una cepa mutante termosensible mok1-664, con una
mutacién puntual en el aminoacido 876 de la proteina Mok1, que es incapaz de crecer a
36°C. A esta temperatura, las células mutantes adoptan una morfologia aberrante y se li-
san, a menos que se encuentre presente en el medio de cultivo un estabilizador osmético
(Katayama et al., 1999). Se construyé la cepa rga2A mok1-664 y se comparo su crecimien-
to a distintas temperaturas con la cepa del mutante mok7-664. Como se puede ver en la
figura 29A, la cepa mok1-664 presenta un defecto de crecimiento a 32°C, mientras que la
cepa rga2A mok1-664 es capaz de crecer mejor a esta temperatura. Ademas, las células
rga2A mok1-664 presentan una morfologia mas parecida a una estirpe silvestre que la ce-
pa mok1-664 (Figura 29B). Sin embargo, la delecion de rga2” no es suficiente para corregir
la termosensibilidad de la cepa mutante mok1-664 (Figura 29A). Por tanto, rga2A suprime
parcialmente los defectos de la cepa mok1-664. Esto se podria deber a que en las células
rga2A hay mayores niveles de Rho2 activa que compensan parcialmente la menor activi-

dad de Mok1 encargada de la sintesis del a-glucano, que es un polimero esencial para la

A 2°C

rga2A
mok1-664

Figura 29. Supresion parcial del fenotipo de la cepa mutante mok7-664 por la ausencia de Rga2 en la
célula.

A) Crecimiento en placa de las cepas silvestre (wt), rga2A, mok1-664 y rga2A mok1-664. A partir de cultivos
en medio liquido creciendo en fase exponencial, se concentraron las muestras hasta obtener una suspen-
sion celular de D.O. 4, y posteriormente se realizaron diluciones V4 seriadas. Se depositaron 3 ul en placas
de medio minimo suplementado con todos los aminoacidos que se incubaron a las temperaturas indicadas
durante 2-4 dias.

B) Micrografias de contraste diferencial de las cepas rga2A, mok1-664 y rga2A mok1-664 creciendo en fase
logaritmica temprana en medio minimo suplementado con todos los aminoacidos a 32°C. Barra: 5 ym.
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supervivencia de la levadura. Todos estos datos corroboran que Rga2 actia como GAP de

Rho2 y participa en la regulacion de la biosintesis del a-glucano de la pared celular.
9.4. Papel de Rga2 en la interaccién de Rho2 con la quinasa Pck2

Se ha descrito que Rho1 y Rho2 unidas a GTP interaccionan con las quinasas Pck1y
Pck2 y se ha demostrado que Rho1 activa es capaz de estabilizar a estas quinasas
(Arellano et al., 1999a; Sayers et al., 2000). La quinasa Pck2 es el unico efector conocido
de la GTPasa Rho2 y una posibilidad es que la activacion de Rho2, de forma analoga a la
de Rho1, produzca una estabilizacion de la quinasa (Calonge et al., 2000; Ma et al., 2006).

Con el fin de estudiar si Rga2 regula negativamente la interaccion Rho2-Pck2, se reali-
zaron experimentos en los que se determinaron los niveles de la quinasa Pck2 en células
carentes de rga2’. Se construyd la cepa P41nmt1-HA-pck2" rga2A que carece del gen

rga2’ y tiene el gen pck2" bajo el control de un promotor inducible (nmt41). Las células se

A

Pnmt41-HA-pck2 Pnmt41-HA-pck2 rga2A

0 30 60 90 O 30 60 90 C- min

1"s - ‘Mm Pck2

42 — [ ——— ——— | o tina
B wt rga2da wt wt
GFP-Rho2 + F + -
HA-Pck2 + + - +
Blot: anti-HA |sssss s —

Blot: anti-GFP [ss— ——— =

IP: anti-GFP E
Blot: anti-HA I T

Figura 30. Rga2 regula negativamente la interaccién Rho2-Pck2.

A) Estabilidad de la quinasa Pck2 en las cepas silvestre y rga2A. Los extractos celulares de las cepas sil-
vestre y rga2A que expresan P41nmt-HA-pck2" se obtuvieron después de incubar las células en medio
minimo durante 14 horas y a continuacion afadir la tiamina que reprime el promotor nmt. Se recogieron
muestras cada 30 minutos. Los niveles de HA-Pck2 se determinaron por SDS-PAGE y Western blot usan-
do anticuerpos monoclonales anti-HA (panel superior). Como control de carga se utilizaron anticuerpos
que reconocen la actina (panel inferior). Los niumeros situados a la izquierda de la figura indican las masas
moleculares de Pck2 y actina en kDa. El simbolo C- indica la cepa control.

B) Co-inmunoprecipitacion de Rho2 y Pck2 en la cepa silvestre (wt) y rga2A. Los extractos de las células
silvestres y rga2A que producen tanto GFP-Rho2 como HA-Pck2 se inmunoprecipitaron con anticuerpos
policlonales anti-GFP y se revelaron con anticuerpos monoclonales anti-HA (panel inferior). La cantidad
total de proteina HA-Pck2 o GFP-Rho2 en los extractos celulares se determin6é mediante SDS-PAGE y
Western blot utilizando anticuerpos anti-HA (panel superior) o anti-GFP (panel central), respectivamente.
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incubaron durante 14 horas en ausencia de tiamina para inducir la expresion del gen pck2”.
Posteriormente, se afadié tiamina al medio, reprimiendo de esta manera la expresion de la
quinasa y se tomaron muestras a intervalos de 30 minutos. Los niveles de HA-Pck2 se de-
tectaron mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA. En las células
silvestres se observé una disminucion de los niveles de HA-Pck2 a partir de los 30 minutos
mientras que en las células rga2A la desaparicién de la proteina Pck2 fue mucho mas lenta
y a los 90 minutos todavia habia niveles detectables de la quinasa (Figura 30A). Este resul-
tado indica que la proteina Rga2 regula negativamente la estabilidad de Pck2, probable-
mente a través de su regulacién negativa sobre la GTPasa Rho2.

Para demostrar que el efecto de Rga2 sobre Pck2 se debia a su actividad GAP sobre
Rho2, se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitacién entre las proteinas Rho2 vy
Pck2 en presencia y ausencia de Rga2. GFP-Rho2 se inmunoprecipitdé con anticuerpos
anti-GFP en extractos celulares de las cepas: GFP-rho2" HA-pck2" y GFP-rho2" HA-pck2*
rga2A. Posteriormente tanto los inmunoprecipitados como los extractos celulares se anali-
zaron mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA y anti-GFP. Co-
mo se observa en la figura 30B la interaccién entre las proteinas Rho2 y Pck2 es mucho
mas fuerte en ausencia de Rga2. Estos resultados indican que Rga2 regula negativamente
la interaccién Rho2-Pck2 y concuerdan con el hecho de que en la cepa rga2A los niveles
de Rho2 activa son mas altos, y esto incrementa la interaccion de Rho2 con su efector
Pck2.

10. Rga2 regula negativamente a la GTPasa Rho2 en la ruta MAPK de
integridad celular (Mkh1-Pek1-Pmk1)

10.1. Los genes rho2' y mkh1" son epistaticos sobre rga2*

Como hemos mencionado anteriormente, la GTPasa Rho2 unida a GTP interacciona
con la quinasa Pck2 y activa la ruta MAPK de integridad celular (Ma et al., 2006). Actual-
mente en S. pombe se conocen tres rutas MAPK: la cascada de respuesta a estrés
(SAPK), la ruta activada por feromonas y la ruta de integridad celular. Esta ultima estd com-
puesta por el modulo de quinasas formado por Mkh1 (MAPKKK), Pek1/Shk1 (MAPKK) y
Pmk1/Spm1 (MAPK) (Loewith et al., 2000; Sengar et al., 1997; Sugiura et al., 1999;
Toda et al., 1996a; Zaitsevskaya-Carter and Cooper, 1997). Esta ruta se activa en respues-
ta a multiples condiciones de estrés (Madrid et al., 2006) y esta implicada en el manteni-
miento de la integridad celular, citoquinesis, homeostasis iénica y fusién vacuolar. La dis-
rupcion de cualquiera de los componentes del médulo de MAPKs produce células con hi-

persensibilidad al potasio y a las enzimas (-(1,3)-glucanasas y con defectos en fusion va-
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cuolar (Bone et al., 1998;
Loewith et al., 2000; Sugiura
et al, 1999; Toda et al.,
1996a; Zaitsevskaya-Carter

Caspofungina Calcoflior

and Cooper, 1997). Recien-
temente, se ha descrito que

las cepas mutantes carentes Figura 31. Los genes rho2" y mkh1" son epistaticos sobre
rga2®. Crecimiento en placa de las cepas silvestre (wt), rga2A,
de los genes del médulo de rho2A, mkh1A, rho2A rga2A y mkh1A rga2A. Partiendo de una sus-
. . pension de células de D.O. 2, se realizaron diluciones 4 seriadas.
MAPK de integridad celular Se inocularon en medio YES (panel izquierdo), YES suplementado

también hi ibl con 0,2 pg/ml de caspofungina (panel central) o YES con 0,1
son lambien hipersensibles a mg/ml de calcofltor (panel derecho) y se incubaron a 32°C durante
2-3 dias.

micafungina, una equinocan-

dina que afecta a la pared celular (Ma et al., 2006).

Con el fin de estudiar el papel de Rga2 en esta ruta MAPK, analizamos la posible inter-
accion genética entre esta proteina y alguno de los componentes de la cascada de MAPK,
concretamente Mkh1 (MAPKKK). Para ello, se realizaron una serie de ensayos de creci-
miento en placa con diferentes compuestos que afectan a la pared celular. Se utilizaron la
caspofungina, equinocandina que inhibe la actividad de la 3-(1,3)-glucan sintasa, y el calco-
fldor, antifungico que se une a la pared celular y altera el ensamblaje correcto de sus com-
ponentes, concretamente del B-(1-3)-glucano lineal. Como se observa en la figura 31,
rga2A no es hipersensible a caspofungina y crece igual que una cepa silvestre a una con-
centracion de 0,2 yg/ml de esta droga, mientras que las cepas mutantes dobles rho2A
rga2A y mkh1A rga2A presentan hipersensibilidad igual que las cepas mutantes simples
rho2A y mkh1A. Por el contrario, con una concentracion de 0,1 mg/ml de calcofluor, tanto
rga2A como la cepa silvestre son incapaces de crecer, mientras que las cepas mutantes
dobles rho2A rga2A 'y mkh1A rga2A son resistentes a esta concentracion de calcofluor, co-
mo las cepas mutantes simples rho2A y mkh1A (Figura 31). Estos resultados nos indican

que mkh1"y rho2" son epistaticos sobre rga2*.

10.2. El dominio GAP de Rga2 es necesario para la funcion de esta proteina en la

homeostasis del CI’

La calcineurina es una proteina fosfatasa de tipo 2B, dependiente de calmodulina y
calcio, que esta implicada en procesos de polaridad celular, conjugacion y posicionamiento
del cuerpo polar del huso mitético (SPB) y del nucleo (Yoshida et al., 1994). En S. pombe,
la eliminacion de la actividad de esta fosfatasa, bien eliminando el gen ppb1* (que codifica
la subunidad catalitica) o bien inhibiendo su actividad mediante inmunosupresores como

FK506, produce hipersensibilidad al cloruro de magnesio. Sin embargo, las cepas mutantes
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carentes de alguno de los genes de la ruta de sefializacion Pmk1 MAPK son capaces de
crecer en presencia de MgCl,, aun en ausencia de la calcineurina.

Basandose en la interaccion de este médulo de MAPK con la calcineurina se ha descri-
to el fenotipo vic (viable in the presence of inmunosuppressant and chloride ion) y se ha
observado que todas las cepas mutantes carentes de alguno de los genes de esta ruta pre-
sentan fenotipo vic, es decir, son viables en presencia del inmunosupresor FK506 y altas
concentraciones de MgCl, (Sugiura et al., 1999; Sugiura et al., 1998).

Para estudiar el posible papel de Rga2 en la ruta de integridad, se realizaron ensayos
de sensibilidad a MgCl, con las mismas cepas detalladas en el apartado anterior y observa-
mos que rga2A es hipersensible a una concentracion de 0,2M MgCl, y ligeramente mas
sensible que las células silvestres al inmunosupresor FK506 (Figura 32A). Por el contrario,
las cepas mutantes dobles rho2A rga2A y mkh1A rga2A no son hipersensibles a MgCl, vy
son mas resistentes al compuesto FK506, al igual que las cepas mutantes simples rho2A y
mkh1A (Figura 32A). Todos estos resultados, junto con los anteriores, indican que Rga2
participa en la ruta MAPK de integridad celular, regulando negativamente a la GTPasa
Rho2 y a la actividad de la MAPK Pmk1.

Para corroborar que el dominio GAP de Rga2 esta implicado en el papel que ejerce
esta proteina en la ruta de integridad, determinamos la sensibilidad a MgCl, de las cepas

que contienen las distintas proteinas truncadas de Rga2: Rga2-AGAP-GFP,

A
EMM MgCl, FK506

wt = =

rga2A

rho2A
mkh1A
rho2A rga2A
mkh1A rga2A

MgCl, + FK506

B EMM
wt

rga2A

Rga2-GFP
Rga2-AGAP-GFP
Rga2-APHAGAP-GFP
Rga2-APH-GFP

rho2A

Figura 32. Interaccion genética entre Rga2 y la ruta Pmk1 MAPK en la homeostasis del CI'.

A) Crecimiento en placa de las cepas silvestre (wt), rga2A, rho2A, mkh1A, rho2A rga2A y mkh1A rga2A.
Partiendo de una suspension de células de D.O. 4, se realizaron diluciones "4 seriadas.

B) Crecimiento en placa de las cepas silvestre (wt), rga2A, rho2A, con las distintas truncaciones de la pro-
teina Rga2 marcada con la proteina GFP: Rga2-GFP, Rga2-AGAP-GFP, Rga2-APHAGAP-GFP y Rga2-
APH-GFP. En ambos casos se inocularon en medio minimo suplementado con 0,2M MgCl,, 0,5 pg/ml
FK506 o 0,2 M MgCl, mas 0,5 ug/ml FK506 y se incubaron a 32°C durante 3 dias.
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Rga2-APHAGAP-GFP y Rga2-APH-GFP. Como se observa en la figura 32B el dominio

GAP es necesario para la funcion de Rga2 en la homeostasis del MgCl..

10.3. La sobreexpresion de rga2* causa un descenso en la activacion de Pmk1 en

respuesta a estrés hiperosmético.

Con el fin de analizar con mas profundidad la regulacién ejercida por Rga2 sobre
Pmk1, se determiné la actividad de Pmk1 bajo condiciones de estrés hiperosmético en las
siguientes cepas: wt, rga2A, rho2A y rho2A rga2A. Todas ellas presentan una copia del gen
pmk1* bajo el control de su propio promotor y fusionado en su extremo 3' a secuencias que
codifican dos epitopos HA y seis histidinas consecutivas (HAGHis).

Los cultivos en fase exponencial se sometieron a estrés hiperosmético (0,6M KCI) y se
tomaron alicuotas a distintos tiempos, las muestras se procesaron segun se indica en el
apartado 12 de Materiales y Métodos. La proteina Pmk1 se purificd mediante bolas de Ni**
que presentan afinidad por las 6His y se analiz6 la fraccion de Pmk1 fosforilada mediante
SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos policlonales anti-fosfo-p44/42 que detec-
tan el estado activo de Pmk1. Los niveles de la proteina Pmk1 se detectaron a partir de los
extractos celulares, mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA.
Sorprendentemente, no observamos diferencias significativas en la fosforilaciéon de Pmk1
entre rga2A y la cepa silvestre. No se apreciaron cambios ni en la actividad basal ni cuando
las células se sometieron a estrés hiperosmético. Sin embargo, en células rho2A o rho2A
rga2A si se apreci6 que la ruta no se activaba (Figura 33A).

Existen al menos dos posibles explicaciones a estos resultados:

A. Que los efectos de Rga2 en la integridad celular y en la homeostasis del MgCl,

sean mediados por una ruta alternativa independiente de la activacion de Pmk1
MAPK y dependiente de Rho2.

B. Que Rga2 no sea el unico GAP de la GTPasa Rho2 y otras GAPs estén regulando

negativamente a Rho2 en esta ruta de integridad.

Si esta ultima hipétesis fuera correcta, la hiperactivaciéon de Pmk1 causada por la falta
de Rga2 podria ser minima y dificil de detectar bioquimicamente. Por el contrario, la sobre-
expresion del gen rga2” podria causar un descenso en el nivel de fosforilacion de Pmk1
que se podria detectar mas facilmente.

Con el fin de verificar esta ultima hipotesis, se midieron los niveles de fosforilacién de
Pmk1 en células que sobreexpresaban rga2*. Como se observa en la figura 33B se produjo
un claro descenso de los niveles de fosforilacién de Pmk1, tanto a nivel basal como en res-
puesta a estrés hiperosmotico en las células que sobreexpresaban rga2’. Estos resultados

nos indican que Rga2 participa en la ruta MAPK de integridad regulando negativamente a
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la GTPasa Rho2 pero sugiere la presencia de otros reguladores negativos de la GTPasa en

la célula.

A Wild type | rga24 | rho24 r’ggfj
0 15 60120 015 60120 [0 15 60120[0 15 60120 min
- | -— g . pa2/a4
TS ‘“"-"‘-';f'-;ér.'-q HA
B Wildtype | OE. rga2* rho24

0 15 30 |0 15 30| 0 15 30 min

e S B |— e G e Ay | HA

Unidades?2 |

Relativas 1 | ﬂ

Figura 33. Activacion de Pmk1 inducido por estrés osmético en diferentes cepas que expresan
pmk1*-HAGHis.

A) Células de las cepas pmk1*-HA6His, pmk1*-HAG6His rga2A, pmk1*-HAG6His rho2A y pmk1*-HAG6His
rga2A rho2A crecieron en fase exponencial en medio rico y se trataron con KCI a una concentracion final
de 0,6 M. A los intervalos de tiempo indicados en la figura se tomaron muestras y se purific6 Pmk1-HA6His
por cromatografia de afinidad. La cantidad activada y total de Pmk1 se determiné por SDS-PAGE y Wes-
tern blot, revelando con anticuerpos antifosfo-p42/44 (panel superior) o anti-HA (panel inferior), respectiva-
mente.

B) Las células de las cepas pmk1*-HA6His, pmk1*-HA6His pREP3X-rga2" y pmk1*-HAG6His rho2A crecie-
ron en fase exponencial en medio minimo sin tiamina y se trataron con 0,6 M KCI. Se cogieron muestras
cada 15 minutos y se detecto la cantidad activada y total de Pmk1 de la forma descrita en (A). En el panel
inferior se representa la cantidad de Pmk1 activa frente a la cantidad de Pmk1 total. Los datos se presen-
tan referidos al valor Pmk1 activa/Pmk1 total del tiempo cero en la cepa silvestre.

11. Efectos de otras GAPs sobre la GTPasa Rho2

Decidimos estudiar por tanto si otras proteinas podian ser reguladoras negativas de la
GTPasa Rho2. En S. pombe existen varias RhoGAPs ya descritas: Rga1, Rga5 y Rga8 son
proteinas con actividad GAP sobre la GTPasa Rho1 (Calonge et al., 2003; Nakano et al.,
2001; Yang et al., 2003) y Rga4 es una GAP de Cdc42 (Tatebe et al., 2008). Ademas, exis-
ten otras proteinas como, Rga3, Rga6 y Rga7 cuya especificidad como GAP se desconoce
y por ello nos propusimos estudiarlas. Para ello, mediante ensayos de pull-down ya detalla-
dos anteriormente, analizamos in vivo los niveles de la GTPasa Rho2 activa en células que
sobreproducian o carecian de las distintas GAPs. No se apreciaron diferencias en los nive-

les de Rho2 activa cuando variaban los niveles de Rga3 (Figura 34). Con respecto a Rga6,
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se observa un ligero aumento de los niveles Rho2 activa en la cepa rga6A (122 % respecto
a la cepa silvestre). Por ultimo, en células que sobreexpresaban rga7” se observé un des-
censo claro de los niveles GTP-Rho2, mientras que en células carentes de esta GAP se
observé un incremento de GTP-Rho2 (Figura 34). Por tanto, Rga7 es una proteina con acti-
vidad GAP para la GTPasa Rho2. La proteina Rga7 contiene 695 aminoacidos y presenta
en su extremo N-terminal un dominio FCH (Fes/CIP4 homology), relacionado con la inter-
accion de fosfolipidos de membrana (Tsujita et al., 2006) y en su extremo C-terminal el do-
minio RhoGAP, comun a todas las proteinas Rga. En su estructura primaria, se asemeja a
Rgd1 de S. cerevisiae, GAP de las GTPasas Rho3 y Rho4 en la levadura de gemacion
(Barthe et al., 1998).

Todos estos resultados indican que Rga2, Rga7 vy, quizas Rga6, poseen actividad GAP
sobre Rho2. Ademas, se aprecié una reduccién de los niveles totales de la proteina Rho2
en las cepas rgabA y rga7A (86 % y 59 % respectivamente respecto a la estirpe silvestre),
al igual que habiamos observado en la cepa rga2A (Figura 34). Podria ocurrir, por tanto,

gue Rho2 se degradase una vez que se ha activado.

OE. OE. OE. OE.
rga2* wt rga2A rga3*wt rga3A rga6* wt rgabA rga7+* wt rga7A
el ] e (B EEE
GTP-RNOZ e i Ml | [ | || [ TR R
ACHNA | e e - | | S ——| | —— ﬁ
GTP-Rho2/Rho2 .73 1 140 97 1 .95 93 1 122 76 1 1.69

Figura 34. Efecto de diferentes proteinas con actividad GAP sobre la GTPasa Rho2.

Extractos de células silvestres y células carentes o sobreproductoras de las siguientes GAPs: rga2’, rga3",
rga6’ y rga7’ y que ademas producen HA-Rho2 se precipitaron con GST-C21RBD. La cantidad precipitada
de Rho2 activa se revel6 con anticuerpos anti-HA (panel central). La cantidad total de HA-Rho2 se analizé
por SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA (panel superior). La cantidad de actina se de-
termind en los mismos extractos como control de carga (panel inferior). Los nimeros representados en la
parte inferior indican la cuantificacion de la cantidad de Rho2 activa frente a la cantidad de Rho2-total.

12. Rga2 regula la morfologia celular independientemente de la GTPasa
Rho2

12.1. Andlisis del citoesqueleto de actina en células que sobreexpresan rga2’ y en
células rga2A

Uno de los interrogantes que quedaban sin resolver era el posible papel de Rga2 sobre
la morfologia de la célula. Como se ha descrito en el apartado 2, tanto las células rga2A

como las células que sobreexpresan rga2* presentan defectos morfolégicos (Figura 15).
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A
B
Longitud media Diametro medio Volumen medio
(um) (pm) (um?)
wt 14,05 + 1,47 (N=100) 3,98 + 0,3 (N=120) 158,2 + 25,3 (N=40)
rga2A 16,05 + 2,02 (N=100) 3,55 + 0,4 (N=120) 132,7 + 21,1 (N=40)

Figura 35. Papel morfolégico de Rga2 en la célula y su relacion con el citoesqueleto de actina.

A) Micrografias de contraste diferencial de las cepas rga2A, rho2A y rho2A rga2A creciendo en fase logaritmi-
ca en medio rico a 32°C.

B) Tabla donde se muestran medidas de la longitud, diametro y volumen de la cepa silvestre (wt) y de la cepa
rga2A. Las medidas fueron realizadas con el programa Image J y se midieron sélo las células en proceso de
division celular.

C) Células silvestres (wt), rga2A y células transformadas con el plasmido pREP3X-rga2* crecidas en medio
minimo durante 14 horas sin tiamina a 32°C y tefiidas con Alexaflior 448-faloidina para observar la localiza-
cion del citoesqueleto de actina (ver apartado 13.2.3. de Materiales y Métodos). Barra: 5 um.

Las células carentes del gen rga2” son células mas largas y delgadas y presentan un me-
nor volumen celular que la cepa silvestre (Figura 35B). Por el contrario, las células que so-
breexpresan rga2* son mas cortas y anchas que las células silvestres, lo que indica que
Rga2 estd implicado en la regulacion morfolégica de la célula. Esta funcion no se realiza a
través de la GTPasa Rho2 ya que la cepa del mutante doble rho2A rga2A presenta el mis-
mo fenotipo morfoldgico que rga2A y la sobreexpresion de rga2” en la cepa rho2A sigue
causando la aparicion de células mas cortas y anchas (Figura 35A).

El citoesqueleto de actina esta implicado en el crecimiento polarizado y la morfologia
celular por lo que decidimos estudiar el citoesqueleto de actina en la cepa rga2A y en célu-

las que sobreexpresaban rga2®. Como podemos observar en la figura 35C, las células
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rgaZ2A presentan parches de actina mas polarizados en los extremos celulares y los cables
son ligeramente mas gruesos y alargados si los comparamos con las células silvestres. Por
el contrario, las células que sobreexpresan rga2* presentan una mayor dispersion de los
parches de actina, encontrandose menos concentrados en los polos celulares si los compa-
ramos con las células silvestres. Estos datos indican que las células que tienen mayores
niveles de Rga2 pierden parcialmente la polaridad y sugieren una relacién, directa o indi-

recta, entre RgaZ2 y el citoesqueleto de actina.

12.2. Relacion de las proteinas For3 y Rga2

El citoesqueleto de actina se

For3-3GFP rga2A

encuentra mas polarizado en la cepa
rga2A con respecto a la estirpe sil- .
vestre. Esto podria explicar el que
las células de la cepa mutante ca-
rente de rga2’ sean mas largas y

estrechas. Para analizar con mas

detalle la interaccion entre Rga2 y el

citoesqueleto de actina, se estudid Figura 36. Localizacion de For3-3GFP en la cepa rga2A.
., , Localizacion de For3-3GFP en células silvestres (panel iz-
su relacién con la proteina For3, una quierdo) o en células carentes de rga2* (panel derecho).

formina no esencial encargada de
ensamblar los cables de actina durante interfase (Feierbach and Chang, 2001; Sawin,
2002). Las células for3A son viables pero presentan defectos morfolégicos, originando célu-
las engrosadas o con forma de limoén, y defectos en la division, que suele ser asimétrica
dando lugar a dos células hijas que difieren en tamano y en su patrén de crecimiento: una
de las células hijas va a crecer de forma monopolar y la otra presenta un crecimiento bipo-
lar prematuro (Feierbach and Chang, 2001; Sawin, 2002) (Nakano et al., 2002). Por tanto,
los cables de actina sintetizados por For3 no son esenciales pero contribuyen al crecimien-
to polarizado (Martin and Chang, 2005; Martin et al., 2007).

En primer lugar analizamos la localizacion de la proteina For3-3GFP en la cepa rga2A
y observamos que esta formina se encontraba mas concentrada en los polos celulares en
rga2A que en una cepa silvestre (Figura 36). Esto sugiere que For3 se encuentra hiperpola-
rizada en rga2A y puede generar cables de actina mas fuertes. Para comprobar esta hipé-
tesis, construimos la cepa for3A rga2A y estudiamos su fenotipo morfolégico. Como se ob-
serva en la figura 37, la cepa for3A rga2A presentd un fenotipo similar a la cepa for3A. Por
tanto, For3 es necesaria para el fenotipo morfolégico de rga2A.

Lo siguiente que nos planteamos fue estudiar la causa de la hiperpolarizacién de la
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Longitud media Diametro medio
(pm) (pm)

rga2A 15,4+1,2 3,304
for3A 11,8 +1,2 44+0,5
for3A rga2A-1 12,4+ 0,7 4206
for3A rga2A-2 12,3+1,3 4206
wt 14,1+ 0,7 3,9+0,5

Figura 37. La ausencia de For3 suprime el fenotipo morfolégico de rga2A en la célula.

A) Micrografias de contraste diferencial (DIC) y de fluorescencia (tincién con calcofltior) de las cepas rga2A,
for3A y for3A rga2A. Células creciendo en fase exponencial a 28°C.

B) Tabla donde se muestra las medidas de la longitud y el diametro medios de las cepas: wt, rga2A, for3A,
for3A rga2A-1, for3A rga2A-2. Las medidas fueron realizadas en el programa Image J y se consideraron soélo
células en proceso de division. Se analizaron un total de 30 células de cada cepa.

formina For3 en rga2A. Se ha descrito que For3 interacciona por ensayo de doble hibrido
con las GTPasas Rho3 y Cdc42 (Nakano et al., 2003) y que esta ultima GTPasa y la protei-
na Bud6 son necesarias para eliminar el mecanismo de autoinhibicion de la formina For3
(Martin et al., 2007). Como se mencion6 en el Apartado 8.1. de Resultados, los niveles de
Rho3 activa no se ven alterados por la falta o la sobreexpresién de la proteina Rga2. Sin
embargo, los niveles de GTP-Cdc42 si se modifican cuando existen variaciones en los ni-
veles de esta GAP. Concretamente, en la cepa rga2A hay un descenso en la cantidad de
GTP-Cdc42 con respecto a la cepa silvestre (Figura 24B). Otra prueba de su posible rela-
cion con Cdc42, es que observamos que ambas proteinas co-inmunoprecipitan (Figura 26).
Todos estos resultados podrian relacionar los bajos niveles de GTP-Cdc42 con la hiperpo-
larizacién de la formina For3 en la cepa rgaZ2A.

Con el fin de comprobar esta hipotesis llevamos a cabo la sobreexpresion del gen

cdc42” en la cepa rga2A para ver si era capaz de corregir su defecto morfoldgico. Para ello,
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rga2A rga2A rga2A
A rga2A 42X-cdc42* 42X-cdc42G12V* 42X-cdc42T17N*
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Longitud media Diametro medio
(um) (um)

rga2A 16,0+ 1,5 3,0+0,4
rga2A 42X-cdc42* 15,1+1,8 3,7+0,4
rga2A 42X-cdc42G12v+ 13,6 1,5 3,604
rga2A 42X-cdc42T17N* 16,0 £2,0 3,2+0,3
wt 14,0 + 0,9 3,56+0,3
wt 42X-cdc42* 1511, 3,7+0,4
wt 42X-cdc42G12v* 12,8+24 43+1,0
wt 42X-cdc42T17N* 14,0 +1,3 38+0,3

Figura 38. La sobreexpresion de cdc42" corrige parcialmente el fenotipo morfolégico de rga2A.

A) Micrografias de contraste diferencial (DIC) y de fluorescencia (tincién con calcofltor) de la cepa silvestre y
la cepa carente de rga2' que sobreexpresan los siguientes plasmidos: pREP42X, pREP42X-cdc42",
PREP42X-cdc42G12V" y pREP42X-cdc42T17N". Las células crecieron en medio minimo suplementado con
aminoacidos durante 16 horas en ausencia de tiamina a 32°C.
B) Tabla donde se exponen las medidas de longitud y diametro (en micrometros) de las cepas anteriores. Las
medidas fueron realizadas en el programa Image J y se consideraron solo las células en proceso de division.
Se analizaron un total de 30 células de cada cepa.
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se transformaron las cepas rga2A y silvestre (utilizada como control) con los siguientes
plasmidos: pREP42X-cdc42', pREP42X-cdc42G12V" y pREP42X-cdc42T17N" (alelo sil-
vestre, alelo hiperactivo y alelo inactivo, respectivamente). Después de 16 horas de sobre-
expresion, observamos las células al microscopio y medimos su longitud y diametro. Como
se observa en la figura 38, la sobreexpresion del alelo silvestre de cdc42* rescata parcial-
mente el fenotipo morfolégico y las células presentan una morfologia semejante a las célu-
las silvestres. En el caso del alelo constitutivamente activo, la correcciéon del fenotipo es
mayor, pero este dato no lo consideramos significativo ya que la sobreexpresién de
cdc42G12V" en una cepa silvestre da lugar a células mas gruesas y mas cortas (Figura
38). Esta circunstancia no nos permite distinguir si el efecto que vemos en rga2A es debido
a un aumento de los niveles de GTP-Cdc42 o a la compensacion de fenotipos independien-
tes. Por otro lado, la sobreexpresion del alelo inactivo no modificé la morfologia de las célu-
las carentes del gen rga2” (Figura 38). Estos datos sugieren que Rga2 regula la morfologia

de S. pombe a través de la GTPasa Cdc42.

12.3. Rga2 y Rga4 son proteinas con funciones opuestas en la regulacién de la mor-

fologia celular

Se ha descrito que Rga4 es una GAP de la GTPasa Cdc42 que se localiza en las zo-
nas de no crecimiento de la célula (Das et al., 2007; Tatebe et al., 2008). Es una proteina
de 933 aminoacidos que presenta en su extremo N-terminal un dominio LIM y en su extre-
mo C-terminal el caracteristico dominio RhoGAP. Esta implicada en el control del diametro
celular ya que las células carentes de rga4” son mas cortas y mas anchas que las células
silvestres (Das et al., 2007). Esta proteina podria ejercer una funcién opuesta a Rga2 en la
morfologia celular y en la regulacion ejercida sobre la GTPasa Cdc42. Por ello, construimos
la cepa rga2A rga4A y estudiamos su fenotipo morfolégico. Como se observa en la figura
39 Ay B, la cepa rga2A rga4A es similar a la cepa silvestre. El fenotipo morfolégico de las
cepas mutantes rga2A y rga4dA se ha compensado. Este resultado sugiere que ambas
GAPs tienen un papel opuesto en la morfogénesis de la célula a través de su regulacion de
la GTPasa Cdc42.

Para corroborar este ultimo resultado, observamos la localizacion de GTP-Cdc42 en
las cepas anteriores y en células que sobreexpresaban rga2” o rga4”. Se utilizd, como fon-
do genético una cepa que expresa la construccion CRIB-3GFP, que contiene el dominio
CRIB de la proteina Gic2 de S. cerevisiae fusionada a tres copias de la proteina verde fluo-
rescente (3GFP) (Tatebe et al., 2008). Este dominio se une especificamente a la GTPasa
Cdc42 activa y permite observar su localizacion in vivo. Como se observa en la figura 39C,

la sefial de GTP-Cdc42 estd mas concentrada en los polos celulares en la cepa rga2A 'y
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Figura 39. Rga2 y Rga4 son proteinas con funciones opuestas en la regulacién de la morfologia celu-
lar.

A) Micrografias de contraste diferencial (DIC) y de fluorescencia (tincién con calcoflior) de las siguientes ce-
pas: wt, rga4A, rga2A y rga2A rga4A. Células en fase logaritmica crecidas en medio rico a 32°C.

B) Graficas y tabla donde se representan los datos de la longitud y diametro medios (en micrémetros) de las
cepas anteriores. Se analizaron un total de 80 células de cada cepa.

C) Micrografias de fluorescencia de las cepas wt, rga2A, rga4A, rga2A rga4A, que sobreexpresa rga2” (OE.
rga2") y rga4* (OE. rga4") y ademas producen CRIB-GFP. Las células crecieron en medio rico (wt, rga2A,
rgad4A y rga2A rga4A) o minimo (OE. rga2'y OE. rga4") suplementado con aminoacidos durante 16 horas en
ausencia de tiamina a 32°C.

mas extendida en la cepa rga4A con respecto a la localizacion observada en la estirpe sil-
vestre. Sin embargo, en la cepa rga2A rga4A, la localizacién de Cdc42 activa es similar a la
cepa silvestre. Ademas, en las células que sobreexpresan rga2”, la sefial de CRIB-GFP es
mas ancha en los polos celulares, mientras que en las células que sobreproducen la protei-
na Rga4, la sefal de GTP-Cdc42 es mas estrecha con respecto a la cepa silvestre (Figura
39C). Estos datos sugieren que ambas proteinas tienen funciones antagénicas en la regu-

lacion de las dimensiones celulares a través de la GTPasa Cdc42.

Estudio de la funcion de la proteina Rga4

13. Rga4 es también una proteina con actividad GAP sobre la GTPasa
Rho2

13.1. Rga4 interacciona fisicamente y mediante ensayo de doble hibrido con la GTPa-
sa Rho2

Se ha descrito que Rga4 posee actividad GAP sobre Cdc42 y no tiene esta actividad
para las GTPasas Rho1 y Rho3 (Tatebe et al., 2008). Sin embargo, no existe ningun estu-
dio sobre la posible relacion entre la proteina Rga4 y la GTPasa Rho2.

En los resultados expuestos anteriormente hemos demostrado que las proteinas Rga2
y Rga4 participan en la regulacion de la morfologia jugando papeles opuestos en la célula.
Puesto que hemos demostrado que Rga2 es una GAP especifica de Rho2, procedimos a
analizar si la proteina Rga4 actua de alguna forma sobre la GTPasa Rho2. Como una pri-
mera aproximacion, realizamos un ensayo de doble hibrido entre Rga4 y las GTPasas
Rho1, Rho2, Rho4 y Cdc42 en su estado constitutivamente activo. Primero llevamos a ca-
bo la clonacion del gen rga4” en el plasmido pACT2 en fase con el fragmento que codifica
el dominio de activacion de la transcripcion del gen GAL4. Después se transformo la cepa
Y190 de S. cerevisiae con este plasmido y con cada uno de los plasmidos pAS2 que con-
tienen las distintas GTPasas en fase con el dominio de unién a DNA del gen GAL4. Ade-

mas el extremo C-terminal de estas GTPasas se ha modificado para evitar su unién a la
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A B
B-Galactosidasa HA-Rho2 + - +
P rga4+ . - 134

rho1G15VC199RAILL* - - ———— 33

anti-HA | "™ L Jn
rho2G17VC198SAIIS* - ++ 134

anti-GFP
cdc42G12VC198SALVL* - ++++ ! ! IP: anti-GEP
rho4G23VC199SAVIL* +- - anti-HA o 33

Figura 40. Rga4 interacciona con la GTPasa Rho2.

A) Ensayo de doble hibrido con la cepa Y190 de S. cerevisiae transformadas con pACT2 o pACT2-rga4”y
pAS2 conteniendo rho1G15VC199RAILL*, rho2G17VC198SAIIS*, c¢dc42G12VC198SALVLY o
rho4G23VC199SAVIL*. La actividad B-galactosidasa frente a X-Gal se midio en las cepas.

B) Co-inmunoprecipitacion de Rga4 con la GTPasa Rho2. Extractos de células que expresan rga4’-GFP y
HA-rho2" bajo el control de sus respectivos promotores se incubaron con proteina A-sefarosa unida al anti-
GFP policlonal. Los precipitados fueron detectados mediante SDS-PAGE y Western blot con anticuerpos
anti-HA o anti-GFP (paneles inferiores). La cantidad total de Rga4-GFP y HA-Rho2 en extractos celulares
se analiz6 utilizando anticuerpos anti-GFP (panel superior) o anti-HA (panel central). Como control negati-
vo se utilizaron extractos de células que expresan solo rga4*-GFP o HA-rho2". Los numeros situados a la
derecha de los paneles indican la masa molecular de Rga4-GFP y HA-Rho2 en kDa.

membrana (ver apartado 4 y 6.1.3. de Materiales y Métodos). Para monitorizar la interac-
cion utilizamos el ensayo de la B-galactosidasa segun se describe en el Apartado 4 de Ma-
teriales y Métodos. En la figura 40A se observa una fuerte interaccién entre Rga4 y el alelo
constitutivamente activo de Cdc42. La versién constitutivamente activa de la GTPasa Rho2
mostrd una débil pero reproducible interaccién con Rga4. Sin embargo, las GTPasas Rho1
y Rho4 no mostraron interaccion con esta proteina. Por lo tanto, Rga4, ademas de ser una
GAP de Cdc42, podria ser también una proteina con actividad GAP sobre la GTPasa Rho2.

Para caracterizar con mas profundidad la interaccion entre ambas proteinas se realiza-
ron experimentos de co-inmunoprecipitacion. Para ello se construy6 una cepa en la que la
GTPasa Rho2 esta marcada con el epitopo HA en el extremo N-terminal y la proteina Rga4
esta marcada con la proteina GFP en su extremo C-terminal. Utilizando extractos celulares
de la cepa HA-rho2" rga4-GFP" se realiz6 la inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-GFP
que reconocen la proteina Rga4-GFP. Los complejos inmunoprecipitados se analizaron
mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA que reconocen HA-
Rho2 y anti-GFP. Como se observa en la figura 40B, se detecté una banda correspondien-
te a HA-Rho2 en la inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-GFP, por tanto, Rga4 interac-

ciona in vivo con la GTPasa Rho2.
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13.2. La proteina Rga4 tiene actividad GAP in vivo sobre la GTPasa Rho2

Una vez vista la interaccion entre ambas proteinas, estudiamos si Rga4 presentaba
actividad GAP in vivo sobre la GTPasa Rho2. Para ello, realizamos ensayos de “pull-down”
como los descritos anteriormente (Ver Apartado 8.1), y analizamos los niveles de Rho2 uni-
da a GTP en células que carecian de rga4” y células que sobreexpresaban este gen. Como
se observa en la figura 41 la cantidad de GTP-Rho2 estaba significativamente reducida en
las células que sobreexpresaban rga4” y significativamente aumentada en las células que
carecian de rga4”con respecto a células silvestres. Por tanto, estos datos nos indican que

Rga4 tiene actividad GAP in vivo para la GTPasa Rho2.

OE.
rga4+ wt rgadA

HA-Rho2 | s e s

GTP-Rho2 | =+ " s

acting | “r—~———

GTP-Rho2/Rho2 .59 1 1.37

Figura 41. Rga4 tiene actividad GAP in vivo frente a la GTPasa Rho2. Extractos de la cepa wt, rga4A 'y
células transformada con el plasmido pREP3X-rga4*, que producen HA-Rho2, se precipitaron con GST-
C21RBD. La cantidad precipitada de Rho2-activa se detecto por SDS-PAGE y Western blot revelando con
anticuerpos anti-HA (panel central). La cantidad total de HA-Rho2 se analizé en los extractos celulares con
anticuerpos anti-HA (panel superior). La cantidad de actina se determind en los mismos extractos como
control de carga (panel inferior). Los numeros representados en la parte inferior indican la cuantificacion de
la cantidad de Rho2-activa respecto a la cantidad de Rho2-total.

13.3. Rga4 regula negativamente la activacion de la MAPK de integridad, Pmk1, ac-
tuando como GAP de la GTPasa Rho2

El paso siguiente fue buscar el papel de Rga4 en las diferentes funciones que desem-
pena la GTPasa Rho2 en la célula. Como ya mencionamos, Rho2 y Pck2 son miembros de
la ruta MAPK de integridad celular (Ma et al., 2006) y regulan positivamente a esta ruta tan-
to a nivel basal como bajo diferentes condiciones de estrés (Barba et al., 2008). Con la co-
laboracion del laboratorio del Dr. José Cansado, se analizé el posible papel de Rga4 en
esta ruta. Se realizaron experimentos de valoracién de la actividad Pmk1 a nivel basal y
bajo estrés osmotico en las cepas wt, rho2A, pck2A, rga4A rho2A, rga4A pck2A y rga4A que
ademas expresan una copia del gen pmk1* bajo el control de su propio promotor y fusiona-
do en su extremo 3' a secuencias que codifican dos epitopos HA vy seis histidinas consecu-

tivas (HA6His). Como se observa en la figura 42A, la fosforilacion de Pmk1 descendié en
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las cepas rho2A y pck2A como estaba previamente descrito. En las células carentes de
rga4” existia un incremento significativo en la actividad basal de Pmk1 que fue practica-

mente eliminado en las células rga4A rho2A y rgad4A pck2A. Ademas, se realizé un segundo
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Figura 42. Rga4 regula negativamente la actividad Pmk1 actuando como GAP de la GTPasa Rho2.

A) Células de las cepas pmk1*-HA6His, pmk1*-HA6His rho2A, pmk1*-HA6His pck2A, pmk1*-HA6His rga4A
rho2A, pmk1*-HA6His rga4A pck2A y pmk1*-HAG6His rga4A crecieron en fase exponencial en medio rico. La
cantidad basal de Pmk1 activa y total se determin6é por SDS-PAGE y Western blot, revelando con los anti-
cuerpos antifosfo-p42/44 (panel superior) o anti-HA (panel inferior), respectivamente.

B) Células de las cepas pmk1*-HA6His y pmk1*-HA6His rga4A creciendo en fase logaritmica en medio rico
se trataron con 0,6 M KCI. La cantidad activada y total de Pmk1 se detecté de la forma descrita anterior-
mente y las muestras se tomaron cada 30 minutos.

C) Experimento similar al del apartado (B) pero con las cepas pmk1*-HA6His, pmk1*-HAG6His rga4A pck2A 'y
HAGHis rga4A rho2A.

D) Células de las cepas pmk1*-HA6His, pmk1-HA6His pREP3X-rga4 crecidas en medio minimo sin tiamina
durante 14 horas y posteriormente tratadas con 0,6 M KCI. La cantidad activada y total de Pmk1 se detectd
de la forma descrita en el apartado (A), en muestras tomadas a los tiempos indicados.

E) Experimento similar al descrito en (D) utilizando las cepas pmk1'-HA6His y pmk1*-HA6His pREP3X-
rga4AN’. Los nimeros representados en la parte inferior de cada apartado indican la cuantificacion de la
cantidad de Pmk1 activa respecto a la cantidad de Pmk1 total. Los datos se presentan referidos al valor
Pmk1 activa/ Pmk1 total del tiempo cero en la cepa control.

78



Resultados

ensayo en el que se midio la actividad de la MAPK bajo estrés osmotico. Como se observa
en la figura 42B, las células rga4A presentaron un notable incremento en la fosforilacion de
Pmk1 en comparacion con las células silvestres y este aumento era dependiente de la
GTPasa Rho2 y la quinasa Pck2 (Figura 42C).

Para corroborar los resultados anteriores se llevé a cabo la valoracién de los niveles de
activacion de Pmk1 en células que sobreexpresaban el gen rga4’. En estos ensayos se
observd una clara reduccion en los niveles de fosforilacion de la MAPK tanto a nivel basal
como bajo condiciones de estrés osmotico (Figura 42D). Ademas se midié la activacion de
Pmk1 en células que sobreproducian soélo el dominio GAP de Rga4. Como se observa en
la figura 42E, se produce el mismo descenso en la fosforilacion de Pmk1 que observamos
cuando sobreproducimos la proteina completa. Todos estos resultados (realizados en el
laboratorio del Dr. José Cansado) nos indican que Rga4 regula negativamente a la GTPasa
Rho2 en la ruta MAPK de integridad celular y que el dominio GAP de esta proteina es ne-

cesario para dicha regulacién.

13.4. Rga4 no esta involucrada en la regulaciéon de la biosintesis de la pared celular

realizada por la GTPasa Rho2
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Figura 43. Rga4 no participa en la biosintesis de pared celular.

A) Analisis de los polimeros de la pared celular de las cepas wt y rga4A crecidas en medio rico YES a
32°C. En la grafica se representan los niveles relativos de incorporacion de '“C-glucosa en cada uno de los
polimeros que forman la pared celular en ambas cepas. Los valores representados son la media de tres
experimentos independientes. Las barras de error representan la desviacion estandar de la incorporacion
de "C-glucosa en la pared.

B) Sensibilidad a Zymoliasa 100T de las cepas wt y rga4A analizada en suspensiones de células creciendo
en fase exponencial. La medida de la D.O. a 600 nm se realiz6 cada 20 minutos.
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Ademas de su papel en la ruta MAPK de integridad celular, se ha descrito que Rho2
también regula la biosintesis de a-glucano a través de la quinasa Pck2
(Calonge et al., 2000). Para examinar si Rga4 regula negativamente a Rho2 en su papel
sobre la pared celular, se analizé la composicion de la pared celular en la cepa rga4A. No
se aprecian diferencias significativas entre las células rga4A y las células silvestres ni en la
cantidad de pared celular total ni en la proporcion relativa de cada uno de los polimeros de
la misma (B-glucano, a-glucano y manano) (Figura 43A). Esto sugiere que Rga4 no regula
la actividad de la GTPasa Rho2 en la biosintesis de la pared celular. Ademas se realizaron
ensayos de resistencia a Zymoliasa 100T (complejo de B-glucanasas que digieren la pared
celular) en la cepa rga4A que pusieron de manifiesto que las células rga4A presentan el
mismo comportamiento que las células silvestres, corroborando que la pared celular de la
cepa rga4A es similar a la de la cepa silvestre (Figura 43B). Este dato apoya la idea de que
Rga4 no participa como GAP de Rho2 en la biosintesis de a-glucano en la pared celular de

S. pombe.
Estudio de la funcion de la proteina Rga6

14. Analisis estructural de la proteina Rga6

La fase de lectura abierta SPBC354.13 de Schizosaccharomyces pombe, denominada
rga6’, codifica una proteina con 733 aminoacidos y una masa molecular de 80,7 kDa. El
analisis estructural in silico de Rga6é muestra unicamente un dominio RhoGAP comprendido

entre los aminoacidos 332 y 510.

(332-510)

] 733 AA

Rga6 |

(151-372)

Figura 44. Esquema de la estructura de las proteinas Rga6 de S. pombe y Sac7 de S. cerevisiae.

El rectangulo rojo representa el dominio RhoGAP. Los numeros situados a la derecha indican los aminoaci-
dos de cada proteina y las cifras que se encuentran entre paréntesis muestran los aminoacidos comprendi-
dos en cada dominio.

1 654 AA

Rga6 presenta similitud con Sac7, una GAP de la GTPasa Rho1 que participa en la
regulacion del citoesqueleto de actina en S. cerevisiae (Dunn and Shortle, 1990;
Novick et al., 1989; Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 2002; Ubersax et al., 2003). Ambas

proteinas presentan una identidad del 17,4 % y un sélo dominio RhoGAP (Figura 44).
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15. Rgab6 participa en la regulaciéon de la morfologia y la integridad celu-

lar en S. pombe

Las células carentes del gen rga6” son capaces de crecer a distintas temperaturas lo
que demuestra que este gen no es esencial. Sin embargo, presentan defectos morfolégi-
cos: son ligeramente mas cortas y mas gruesas que las células silvestres (Figura 45A-B).
Por otro lado, las células que sobreexpresan rga6” presentan lisis celular (20 %) y con mor-
fologia alterada (50 %). Estas células tienen forma de lagrima o limén ya que uno de los
polos de crecimiento es mas estrecho que el otro (Figura 45). Estos resultados indican que

Rgab6 juega un papel en la morfogénesis y en la integridad celular de S. pombe.
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Longitud media (um) Diametro medio Volumen medio
(um) (um?)

wt 14,2+0,9 3,7+0,3 136,2 + 21,5
rga6A 12,7+0,9 4,0+0,4 143,3 + 28,2

Figura 45. Morfologia de cepas que expresan distintos niveles de rga6*en S. pombe.

A) En los paneles superiores se representan micrografias de contraste diferencial (DIC) de células silvestres
(wt), células carentes de rga6’ (rga6A) y células transformadas con el plasmido pREP1X-rga6* (O.E. rga6")
creciendo durante 16 horas en ausencia de tiamina (represor del promotor nmt1) a 32°C. En los paneles
inferiores se representan micrografias de fluorescencia de las mismas células tefiidas con calcofltor.

B) Medidas de longitud, diametro y volumen medio (en micrémetros) de las cepas silvestre (wt) y rgabA. Las
medidas fueron realizadas en el programa Image J y se consideraron solo células en proceso de division.
Se analizaron un total de 70 células de cada cepa.

16. Rgab6 se localiza en las zonas de no crecimiento de la célula

Para determinar la localizacién in vivo de Rga6, realizamos una cepa en la que fusio-
namos la proteina verde fluorescente (GFP) al extremo C-terminal de Rga6, segun el méto-

do descrito (Bahler et al., 1998a). La proteina Rga6-GFP es funcional ya que la cepa gene-
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rada no presenta defectos morfolégicos. Mediante observacion al microscopio de fluores-
cencia pudimos comprobar que Rga6 se localiza en el contorno celular de manera no uni-
forme. Al realizar una tincién con calcofltor, que permite distinguir cual es el polo de creci-
miento, se observé que Rga6 se encuentra excluido de las zonas de crecimiento (Figura
46). Para corroborar este dato, analizamos la localizacién de Rga6-GFP en las cepas mu-
tantes monopolares fealA y pom1A. En estas cepas, la proteina con actividad GAP se lo-
calizé en todo el contorno celular excepto en el polo de crecimiento (Figura 46). Por lo tan-
to, podemos afirmar que la proteina Rga6 se localiza en zonas donde no hay crecimiento

celular.

Rga6-GFP Calcoflaor

tealA

Figura 46. Localizacion de Rga6-GFP en las cepas mutantes tea7A y pom1A.

Micrografias de fluorescencia de Rga6-GFP en células silvestres (paneles superiores) y en las cepas mu-
tantes monopolares pom1A (paneles intermedios) y tea7A (paneles inferiores). Se muestra la localizacién
de Rga6-GFP (paneles de la izquierda) y la tincion de las células con calcofldor (paneles de la derecha).

Para ahondar en el estudio de Rga6 analizamos si su localizaciéon depende del citoes-
gueleto de actina. Para ello, tratamos las células con Latrunculina A que despolimeriza este
citoesqueleto y observamos que Rga6 mantiene su localizacion en todo el contorno celular
pero no se excluye de los polos, lo que sugiere que la exclusion de la proteina del polo de

crecimiento depende del citoesqueleto de actina (Figura 47).
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DMSO Latrunculina A

Rga6-GFP

Calcofluor

Figura 47. La localizaciéon de Rga6 depende de la polimerizaciéon de actina. Micrografias de fluorescen-
cia de células produciendo Rga6-GFP tefiidas con calcofltor incubadas durante 10 minutos en presencia de
DMSO o 50 uM Latrunculina A.

17. Rgab6 se localiza en una fraccion subcelular que solapa con la protei-

na de Golgi Pep12

La localizacion de Rgab6 es parecida a la del reticulo endoplasmico cortical. Para deter-
minar si Rga6 era una proteina de la membrana plasmatica o de otro tipo de membranas,
se realizé un fraccionamiento subcelular mediante centrifugacion en gradiente de sacarosa.
Extractos celulares de una cepa que lleva Rga6-HA y SPAC1B2.03¢c-GFP se sometieron a
un gradiente continuo de sacarosa del 10-65 % a una velocidad de 25.000 rpm durante 20
horas a 4°C (ver Apartado 10 de Materiales y Métodos). Se recogieron 34 fracciones desde
la parte mas densa a la menos densa del gradiente y en ellas se analizé la presencia de la
proteina Rga6-HA mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA. Co-
mo marcadores se utilizaron las siguientes proteinas de localizacion subcelular conocida:
SPAC1B2.03c que codifica una proteina de la membrana del reticulo endoplasmatico
(Aslett and Wood, 2006; Matsuyama et al., 2006), Pma1, una ATPasa localizada en la
membrana plasmatica (Ghislain et al., 1987) y Pep12, una proteina SNARE de endosomas
(Becherer et al., 1996; Kienle et al., 2009; Takegawa et al., 2003). Como se observa en la
figura 48A, Rgab se encuentra en las fracciones 4 a la 19, que corresponden a las fraccio-
nes de la membrana plasmatica (Pma1) y endosomas (Pep12). Para delimitar con mas de-
talle la localizacion subcelular de Rga6, volvimos a correr las fracciones, pero en este caso
de dos en dos y observamos que se localiza de manera similar a Pep12 (Figura 48B). Por
tanto, sugerimos que esta proteina se localiza en una fraccion de membranas subcelulares

que podria corresponder a endosomas.
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A
Fraccion 1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 30 32 34
Rga6-HA el — 90,7
Pmat [ : — 99,8
SPAC1B2.03c- :
GFP econ s — 68,3

Gradiente de sacarosa del 10-65%

Fraccibon 1 3 5 7 9 11 13 15

B
Rga6-HA e ww e e eme e 90,7
Pep12 - .- §_36’2

Gradiente de sacarosa del 10-65%

Figura 48. Rga6-HA se localiza en los endosomas. Fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa
(10-65 %) de células que producen Rga6-HA y SPAC1B2.03c-GFP.

A) Andlisis mediante SDS-PAGE y Western blot de las fracciones 1-34 del gradiente. Las membranas se
revelaron con anticuerpos anti-HA, anti-Pma1 (marcador de membrana plasmatica), anti-Pep12 (marcador
de endosomas) y anti-GFP (marcador de reticulo endoplasmico). Los numeros situados a la derecha de los
paneles indican la masa molecular de las proteinas en kDa.

B) Analisis mediante SDS-PAGE y Western blot de las fracciones 1 a 15.

18. Rga6 es una proteina con actividad GAP para las GTPasas Rho2 y
Cdc42

18.1. Rgab interacciona con las GTPasas Rho2, Rho3 y Cdc42 mediante el ensayo de
doble hibrido

Para abordar el estudio de cual o cuales son las GTPasas reguladas por Rga6, realiza-
mos ensayos de doble hibrido entre Rgab y las distintas GTPasas de la familia Rho en su
estado constitutivamente activo. En primer lugar, clonamos la fase de lectura abierta co-
rrespondiente a rga6’ en el plasmido pACT2 en fase con el fragmento que codifica el domi-
nio de activacion de la transcripcion de GAL4. Después, transformamos la cepa Y190 de S.
cerevisiae con este plasmido y con cada uno de los plasmidos pAS2 que contienen las dis-
tintas GTPasas de la familia Rho en fase con el dominio de unién a DNA de GAL4. En la
figura 49 se muestra el ensayo de B-galactosidasa que permite concluir que las GTPasas
Rho2, Cdc42 y ,débilmente, Rho3 interaccionan con la proteina Rga6 en este tipo de ensa-

yo. No se observo interaccién con Rho1 ni tampoco con Rho4.
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pACT2-

PAS2- rga6* vacio

cdc42G12VC198SALVL*
rho4G23VC199SAVIL*

rho2G17VC198SAlIS*

rho1G15VC199RAILL*

vacio

Figura 49. Rga6 interacciona con Cdc42, Rho2 y Rho3 en ensayos de doble hibrido.

Actividad B-galactosidasa de la cepa Y190 de S. cerevisiae transformadas con los distintos plasmidos ex-
puestos en la figura: pAS2, pAS2-cdc42G12VC198SALVLY, pAS2-rho4G23VC199SAVIL®,pAS2-
rho3G17VC198SAlIAY, pAS2-rho2G17VC198SAIIS™ y pAS2-rho1G15VC199RAILL y pACT2 o0 pACT2-rga6”.

18.2. Rga6 interacciona fisicamente con las GTPasas Rho2, y Rho3

Mediante ensayos de co-inmunoprecipitacién analizamos una posible interaccion
directa entre Rga6 y las GTPasas Rho2 y Rho3. A partir de extractos de las cepas

Rga6-GFP  * oo Rga6-GFP + % -
HA-Rho2 + - + myc-Rho3 + - +
Blot: anti-GFP | ... Blot: anti-GFP | . .
§ -
. I ————
Blot: anti-HA [ S s | Blot:antimye | __ p—
| S SRl S0 |
IP: anti-GFP IP: anti-GFP =——=
Blot: anti-HA | S e o Blot: anti-myc
IP: anti-GFp | = . IP: anti-GFP | == ===
Blot: anti-GFP Blot: anti-GFP | —————
- + + -
Rga6-GFP *+ *+ - P
HA-Rho1  + -+ + -t
. i- Blot: anti-GFP -
Blot: anti-GFP | - | —
Blot: anti-HA - - Blot: anti-HA ,_‘ ‘
IP: anti-GFP IP: anti-GFP
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IP: anti-GFP _._._ IP: anti-GFP ’.
Blot: anti-GFP Blot: anti-GFP L —=
Figura 50. Rga6 interacciona fisicamente con las GTPasas Rho2 y Rho3. Extractos de las células
que expresan rga6’-GFP y HA-rho2®, 3Myc-rho3*, HA-rho1'o HA-cdc42" bajo el control de sus respecti-
vos promotores, se incubaron con la proteina A unida al anticuerpo policlonal anti-GFP. Los precipitados
fueron detectados mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA, anti-Myc o
anti-GFP (paneles inferiores). Los niveles totales de Rga6-GFP y HA-Rho2, 3Myc-Rho3, HA-Rho1 o
HA-Cdc42, en extractos celulares se analizaron por SDS-PAGE y Western blot con anticuerpos anti-GFP
(panel superior) o anti-HA / anti-Myc (segundo panel). Como control negativo se usaron extractos de
células donde sélo una de las proteinas esta marcada con epitopo.
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HA-rho2" rga6-GFP" y 3Myc-rho3" rga6-GFP" (rho3" estéa fusionada en su extremo 5' a tres
copias de la secuencia codificante del epitopo Myc y expresada bajo el control de su pro-
motor enddégeno) se inmunoprecipitd la proteina Rga6-GFP con anticuerpos anti-GFP. Los
complejos inmunoprecipitados se analizaron mediante SDS-PAGE y Western blot utilizan-
do anticuerpos anti-HA, anti-Myc y anti-GFP. Como se observa en la figura 50 en la
co-inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-GFP que reconocen a la proteina Rga6-GFP
se detectd una banda tenue con anti-HA correspondiente a HA-Rho2 y otra con anti-Myc
correspondiente a 3Myc-Rho3. Por lo tanto, Rga6 interacciona in vivo con las GTPasas
Rho2 y Rho3. Ademas, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion con las GTPasas
Cdc42 y Rho1, partiendo de los extractos de las cepas HA-rho1* rga6-GFP" y HA-cdc42*
rga6-GFP" y realizando las co-inmunoprecipitaciones de la misma forma que con las
GTPasas Rho2 y Rho3. En estos ensayos, no se observo banda ni de Cdc42 ni de Rho1
en el precipitado de Rga6-GFP, por lo que estas proteinas no interaccionan fisicamente

con Rga6 al menos en estas condiciones (Figura 50).

18.3. Rga6 tiene actividad GAP in vivo sobre la GTPasa Rho2

OE. OE. OE.
rga6* wt rga6A rga6* wt rga6A rga6* wt rga6A
HA-Rho2 [ WS SR B9 |  HA-Cdc42| S S e [ Myc-Rho3| WS SN W%
GTP-Rho2 ﬁ GTP-Cdc42| = GTP-Rho3 - —
ACTING | — ACHING | e e tubulina [ s
GTP-Rho2 . ., .., GTPCdc42 075 1 09 COIPRMO3 49 4 g
IRho2 . . /Cdc42 IRho3
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rga6* wt rga6A rga6* wt rga6A
HA-Rho1| ™™ S S8 |  A-Rho4 — —
GTP-Rho1| ™ GTP-Rho4 s i
actina -—_ ACLINA | o — —

GTP-Rho1 GTP-Rho4
/Rhot o4 1 91 BIP A7 1 14

Figura 51. Medida de la actividad GAP in vivo de Rga6.

Los niveles de las distintas GTPasas unidas a GTP se determinaron en extractos de células silvestres (wt),
rgabA y sobreproductoras de la proteina Rga6 (O.E. rga6’), y que expresan HA-rho2*, HA-cdc42",
3Myc-rho3*, HA-rho1'y HA-rho4® bajo su promotor. Los extractos se precipitaron con GST-C21RBD
(HA-Rho2, 3Myc-Rho3, HA-Rho1 y HA-Rho4) o GST-CRIB (HA-Cdc42) y los precipitados se analizaron
mediante SDS-PAGE y Western blot, revelando con anticuerpos anti-HA o anti-Myc. La cantidad total de
cada una de las GTPasas se determiné mediante Western blot (panel superior). Como control de carga se
incluyeron los niveles de actina o tubulina en los extractos. Los niumeros situados en la parte inferior repre-
sentan la relacion entre la cantidad de GTPasa activa y la cantidad total de esa GTPasa.
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Para estudiar si Rgab6 tiene actividad GAP in vivo con alguna de las GTPasas de la fa-
milia Rho, realizamos ensayos de “pull-down”, usando el dominio de unién a RhoA de la
proteina rotequina (RBD) (Rho1-4) o el dominio CRIB de la proteina Pak2 (Cdc42) unido a
la proteina GST, y medimos la cantidad de Rho activa en células carentes de rga6” o que
sobreproducian esta GAP. En el caso de Rho2, las células rga6A presentaron un ligero in-
cremento de Rho2 activa si lo comparamos con la cepa silvestre. Sorprendentemente, no
se apreciaron cambios en la actividad de Rho2 cuando se sobreexpresé rga6’ (Figura 51).
Por tanto, Rga6 podria estar actuando de forma limitada sobre Rho2, o bien requerir una
proteina adicional y limitante para su efecto sobre Rho2. Con la GTPasa Cdc42, se obser-
v un descenso en la cantidad de GTP-Cdc42 cuando sobreexpresamos rga6’, pero los
niveles activos de Cdc42 no varian en la cepa rgabA (Figura 51). Este dato nos indica que
Rga6 podria actuar como GAP de Cdc42. Sin embargo, el hecho de no observar cambios
en los niveles de GTP-Cdc42 cuando falta rga6®, sugiere que en condiciones fisioldgicas
Rga6 no actia como regulador negativo de Cdc42 o que existen otras GAPs de esta
GTPasa, como puede ser Rga4, que enmascaran el efecto regulador de Rga6. En los en-
sayos realizados con las GTPasas Rho3 y Rho1 no se apreciaron cambios en el estado de
activacion de estas GTPasas (Figura 51). Sorprendentemente, se produjo un gran aumento
de los niveles de GTP-Rho4 cuando se sobreexpresa rga6” pero estos niveles no se alte-
ran en rgabA (Figura 51). Esto indica que Rga6 podria tener un efecto activador indirecto
sobre Rho4. Todos los experimentos presentados permiten concluir que Rga6 tiene una
ligera actividad GAP in vivo sobre Rho2 y Cdc42.

19. Estudio de Rga6 como GAP de Rho2

19.1. Rga6 regula negativamente a Rho2 en la biosintesis de la pared celular

Los diferentes resultados presentados indican que la proteina Rga6 podria regular ne-
gativamente no sélo a una sino a varias GTPasas. La sobreexpresion de rga6” produce li-
sis celular (20 %) y células en forma de limén o lagrima (50 %). Con el fin de establecer la
funcién de la regulacion de Rgab6 sobre las distintas GTPasas de la familia Rho, realizamos
un experimento en el que se llevd a cabo la sobreexpresion de rga6” en las cepas mutan-
tes nulas rho2A, rho3A y rho4A. En el caso de rho2A, la lisis provocada por la sobreexpre-
sion de rga6” disminuyé considerablemente (4 %). En el caso de rho3A y rho4A no se apre-
ciaron diferencias considerables. Por tanto, esto hace pensar que los defectos de integri-
dad celular provocados por la sobreexpresion de rga6” son mayoritariamente debidos a la
regulacién de la GTPasa Rho2.

Rho2 regula la biosintesis de a-glucano a través de la quinasa Pck2, que a su vez re-
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mok1-664
mok1-664 rga6A-1 L XX K
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Figura 52. Rescate parcial del fenotipo de la cepa mutante mok7-664 por la ausencia de Rga6 en la
célula.

A) Crecimiento en placa de las cepa silvestre (wt), rgabA, mok1-664, mok1-664 rgabA-1y mok1-664 rgabA-2.
A partir de cultivos creciendo en fase exponencial, se prepararon suspensiones celulares con D.O. 4, y poste-
riormente se realizaron diluciones ' seriadas. Se inocularon gotas de cada una de las muestras en medio
minimo suplementado con todos los aminoacidos y se incubaron a la temperatura indicada durante 2-4 dias.
B) Micrografias de contraste diferencial de las cepas rga6A, mok1-664 y mok1-664 rga6A . Las células estan
en fase logaritmica temprana y creciendo en medio minimo suplementado con todos los aminoacidos a 32°C.

gula la localizacién de Mok1, la posible a-glucan sintasa (Katayama et al, 1999)
(Calonge et al., 2000). La eliminacion del gen rga6” en la cepa mutante y termosensible
mok1-664 mejord su crecimiento y su morfologia a temperaturas semi-permisivas, pero no
llegd a rescatar la termosensibilidad a 36°C (Figura 52). Esta mejora en el crecimiento de
mok1-664 podria ser debida a que haya mas Rho2 activa en rga6A que podria compensar
parcialmente la menor actividad de la defectuosa enzima Mok1 al activarla y/o localizarla
mejor. Por tanto, estos datos sugieren que Rga6 actua como GAP de Rho2 y participa en la
regulacion de la biosintesis del a-glucano de la pared celular.

Para comprobarlo se determind la sensibilidad a Zymoliasa de la cepa rga6A, compro-
bando que es ligeramente mas resistente a Zymoliasa 100T que una estirpe silvestre
(Figura 53A). Realizamos también el analisis de los polimeros de la pared celular. Como se
observa en la figura 53B, la cepa rga6A presenta un ligero aumento de a-glucano (16 %) y
manano (36 %) con respecto a la estirpe silvestre. Estos resultados corroboran que Rgab6,
en menor medida que Rga2, regula negativamente a la GTPasa Rho2 en la biosintesis de
la pared celular.

Nos preguntamos si Rga6 regularia negativamente a la GTPasa Rho2 en su papel acti-
vador de la ruta de integridad celular. Como ya hemos comentado anteriormente, la dele-

cion de rga2® confiere sensibilidad a MgCl, (Ver Apartado 10.2). Sin embargo, rga6A en
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Figura 53. Rga6 regula negativamente la biosintesis de la pared celular.

A) Las células rgabA son ligeramente mas resistentes al compuesto enzimatico Zymoliasa 100T. Células
creciendo en fase exponencial de las cepas silvestre y rgabA se resuspendieron en agua a D.O. 1 y se incu-
baron en presencia de 25 ug/ml de Zymoliasa 100T. Se midié la D.O.g00 nm cada 20 min.

B) Analisis de la pared celular de las cepas wt y rga6A crecidas en medio rico YES a 32°C. Se incubaron 6
horas con "C-glucosa y posteriormente se realizé el fraccionamiento de la pared como se describe en el
apartado 9 de Materiales y Métodos. En la grafica se representan los niveles relativos de incorporacion de
"C-glucosa en cada uno de los polimeros que forman la pared celular en las cepas silvestre y rga6A. Los
valores representados son la media de tres experimentos independientes. Las barras de error representan la
desviacién estandar de la incorporacion de 'C-glucosa en la pared. La tabla indica los porcentajes de cada
polimero respecto al total de glucosa incorporada.

placas suplementadas con MgCl, se comporta de manera similar a la estirpe silvestre
(Figura 54A), lo que sugiere que no tiene una participacion relevante en esta cascada de
sefalizacién. Ademas, en colaboracién con el laboratorio del Dr. José Cansado, se midi6 la
activacion de la MAPK Pmk1 en la cepa rga6A a nivel basal y se vio que es similar a la ob-
tenida en la cepa rga2A, que a su vez no varia con respecto a la de una estirpe silvestre
(Ver apartado 10.3) (Figura 54B). Este dato nos sugiere que no se produce una mayor acti-
vacion de la MAPK en las células carentes de rga6”.

Por lo tanto, todos los resultados sugieren que Rga6 podria regular negativamente a la
GTPasa Rho2 en la biosintesis del a-glucano de la pared celular, pero no participa en la
ruta de integridad de las MAPK (Mkh1-Pek1-Pmk1).

20. Papel de Rga6 en la morfologia de S. pombe

Ademas de su funcidén en la biosintesis del a-glucano a través de la regulacion a la
GTPasa Rho2, Rga6 podria participar en la morfogénesis celular. Las células carentes de
esta GAP, son ligeramente mas cortas y anchas que las de la estirpe silvestre. Este resul-

tado lo podemos observar mejor al utilizar como fondo genético la cepa mutante cdc25-22,
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Figura 54. Rga6 no participa en la
ruta de integridad celular de S.
pombe.

A) Crecimiento en placa de las cepas
silvestre (wt), rgabA, rga2A y rga4A.
A partir de cultivos creciendo en fase
logaritmica, se realizaron diluciones
Ya seriadas de una suspension de
células de D.O. 4. Se inocularon en
medio minimo o suplementado con
0,2 M MgCl, y las placas se incuba-
ron a 32°C durante 3 dias.

B) Células de las cepas pmk1*-
HA6His rga2A y pmk1'-HA6His
rga6A se cultivaron hasta fase expo-
nencial en medio rico. La cantidad
basal total y activada de Pmk1 se
—— p42/44 determiné por SDS-PAGE y Western
blot, revelando con los anticuerpos
antifosfo-p42/44 (panel superior) y
— — HA anti-HA (panel inferior) respectiva-
mente

que a la temperatura restrictiva se para en la fase G2 del ciclo celular y contintia creciendo
sin dividirse (Mitchison and Creanor, 1971). Como se observa en la figura 55A, la cepa
cdc25-22 rgabA es mas corta y ancha que la cepa cdc25-22. También se puede observar
que el defecto morfolégico es semejante, pero mas atenuado, que en la cepa
cdc25-22 rga4A y opuesto al de la cepa cdc25-22 rga2A (Figura 55A). Todas estas obser-
vaciones sugieren que Rgab6 tiene un papel en el control de la morfologia celular similar al
descrito para Rga4, muy probablemente como GAP de Cdc42.

Con el fin de estudiar la contribucién de Rga6 a la regulacion de las dimensiones celu-
lares, realizamos cepas mutantes dobles carentes de las proteinas Rga2 y Rga4 que tam-
bién estan implicadas en dicho proceso. Como se observa en la figura 55B-C, la células
rga4A rgabA son mas anchas y cortas que las células rga4A o rgabA, esto nos sugiere que
ambas proteinas tienen papeles aditivos en el control de la morfologia celular. La cepa
rga2A rgabA presenta una morfologia similar a la cepa rga2A (Figura 55B-C), lo que sugie-
re que el defecto morfolégico de rgabA depende de la proteina RgaZ2.

La localizacién de GTP-Cdc42 en las cepas anteriores se realiz6 mediante su cruce
con la cepa que contiene el dominio CRIB de la proteina Gic2 de S. cerevisiae fusionada a
tres copias de la proteina verde fluorescente (3GFP) (Tatebe et al., 2008). Como se obser-
va en la figura 56A, en la cepa rgabA la sefial de GTP-Cdc42 es mas ancha en los polos
celulares con respecto a la localizacién observada en la estirpe silvestre. Por otro lado, en
la cepa mutante doble rga4A rga6A, la sefial de CRIB-GFP esta deslocalizada por todo el
contorno celular, lo que provoca una despolarizacion casi total de la célula (Figura 56A).

Este dato corrobora el posible papel aditivo de Rga4 y Rgab6 en la regulacién de Cdc42.
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Figura 55. Papel de Rga6 en la morfologia de S. pombe.

A) En los paneles superiores se representan micrografias de contraste diferencial (DIC) de células cdc25-22,
cdc25-22 rga2A, cdc25-22 rga4A y cdc25-22 rgabA incubadas a 36°C durante tres horas para bloquearlas en
fase G2 del ciclo celular. En los paneles inferiores se representan micrografias de fluorescencia de las mis-
mas células tefiidas con calcofluor.

B) Micrografias de contraste diferencial de las cepas rga4A rgabA, rga2A rgabA, rgabA, rga2A, rga4A y silves-
tre. Las células estan en fase logaritmica temprana y creciendo en medio rico a la temperatura de 32°C.

C) Medidas de longitud y diametro (en micrémetros) de las cepas del apartado anterior. Las medidas fueron
realizadas en el programa Image J y se consideraron soélo células en proceso de division. Se analizaron un
total de 80 células de cada cepa.
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Figura 56. Localizacién del CRIB-GFP en cepas con distintos niveles de rga6’, rga4” y rga2* en S.
pombe.

A) Micrografias de fluorescencia de las cepas rga4A rgabA, rga2A rga6bA, rga4A, rgabA, rga2A y wt que
producen CRIB-GFP. Las células estan en fase logaritmica temprana y creciendo en medio rico a la
temperatura de 32°C.

B) Micrografias de fluorescencia de las cepas que sobreexpresan rga6” (OE. rga6’) y rga4” (OE. rga4")
y que ademas producen CRIB-GFP. Las células crecieron en medio minimo suplementado con aminoa-
cidos durante 16 horas en ausencia de tiamina a 32°C.

En el caso de las células rga2A rgabA, la sefial de CRIB-GFP es similar a la observada
en la cepa rga2A, confirmando que la funcién de Rga6 en la regulacion de la morfologia
celular a través de Cdc42 depende de Rga2 (Figura 56A). Al igual que ocurre con Rga4, las
células que sobreexpresan rga6” muestran una sefial de CRIB-GFP mas estrecha en los
polos celulares con respecto a la cepa silvestre (Figura 56B). Todos los resultados anterio-
res apoyan la hipotesis de que Rga6 tiene un papel en el control de las dimensiones celula-

res similar al realizado por Rga4 aunque su contribucidn en este proceso es menor.
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Discusion

Las GTPasas de la familia Rho en Schizosaccharomyces pombe interaccionan con
multitud de proteinas efectoras, pero se conoce poco acerca de la regulacion espacial y
temporal de estas GTPasas. El objetivo de nuestro trabajo es estudiar esta regulacién a
través del estudio de las GAPs, reguladoras negativas de las proteinas Rho. Cuando se
inicié este proyecto, en la bibliografia estaban descritas tres GAPs, Rga1, Rga5 y Rga8,
todas ellas como reguladoras negativas de la GTPasa Rho1 (Calonge et al., 2003; Nakano
et al., 2001; Yang et al., 2003). Posteriormente, se describid la proteina Rga4, como una
proteina con actividad GAP para la GTPasa Cdc42 (Tatebe et al., 2008). Nosotros inicia-
mos este trabajo estudiando la proteina Rga2. Mediante estudios genéticos y bioquimicos
hemos llegado a la conclusién de que Rga2 es una GAP especifica de la GTPasa Rho2 vy,
ademas, participa en la morfogénesis celular, probablemente, a través de su interaccién
con la GTPasa Cdc42.

Rga2 contiene 1.275 aminoacidos y dos dominios definidos en su estructura primaria:
PH y RhoGAP. En un estudio previo (Nakano et al.,, 2001) en el que se buscaban en
S. pombe ortélogas de las GAPs de S. cerevisiae, se emparejaron las GAPs de la levadura
de fisién con las de la levadura de gemacion. Este estudio esta basado en la similitud de la
estructura primaria de estas proteinas. En el caso de Rga2, su proteina homédloga en
S. cerevisiae es Bem3. Esta proteina presenta los mismos dominios que contiene Rga2
(PH y RhoGAP) y un dominio PX adicional. Sin embargo, aunque estas proteinas posean
un 23 % de identidad, no parecen desempefiar el mismo papel de regulacion en la célula.
Bem3 es una proteina que tiene actividad GAP in vitro para las GTPasas Rho1 y Cdc42
(Knaus et al., 2007; Park and Bi, 2007) y, a diferencia de Rga2, no se ha descrito que esta
proteina tenga ningun papel en la integridad de la pared celular. No obstante, estas protei-
nas pueden tener semejanzas en cuanto a su papel en la morfogénesis. Bem3 es una
GAP de Cdc42 que tiene un papel importante en la morfogénesis de la levadura de gema-
cioén (Smith et al., 2002). Las células carentes de BEM3 presentan varios defectos morfolo-
gicos como multiples yemas o proyecciones excesivamente largas. También aparecen cé-
lulas en forma de cacahuete o con morfologia aberrante (Smith et al., 2002). Por su parte,
Rga2 contribuye de manera notable a la morfogénesis celular en S. pombe. Las células
carentes de rga2* son células mas largas y delgadas que las células silvestres y las célu-
las que sobreexpresan rga2* son células mas cortas y gruesas que las de la estirpe silves-
tre. Ademas, ambas proteinas, Bem3 y Rga2, realizan su papel morfolégico mediante la
regulacion de la GTPasa Cdc42. Sin embargo, Bem3 es una GAP de Cdc42 mientras que
Rga2 podria regular de manera positiva a Cdc42 ,directa o indirectamente.

Bem3 y Rga2 se localizan en las zonas de crecimiento activo. Bem3 se localiza en el

sitio de gemacion en G1, en la punta de la yema durante la emergencia, en el cértex de la
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célula hija y en el cuello de la célula madre durante la mitosis (Knaus et al., 2007). Rga2 se
localiza en los polos de crecimiento y en la region del septo, tras el anillo de actomiosina.
Ambas localizaciones dependen del citoesqueleto de actina y son localizaciones transito-
rias y muy dinamicas (Knaus et al., 2007). Recientemente se ha descrito que la proteina
Ent2 en su papel de adaptador endocitico puede regular la actividad de Bem3 en la mem-
brana plasmatica promoviendo su recambio endocitico (Mukherjee et al., 2009). La interac-
cion Ent2-Bem3 se realiza a través del dominio ENTH de Ent2. La sobreexpresion del do-
minio ENTH de Ent2 da lugar a células con una estructura de septinas aberrante. Este
efecto negativo dominante de ENTH se lleva a cabo en el paso de formacion del anillo de
septinas mediante su efecto en la localizacién y funcién de la proteina Bem3. Ademas, en
la cepa mutante ent2A, Bem3-GFP se localiza de forma menos polarizada y mas difusa
que en una cepa silvestre. Por tanto, Ent2 puede contribuir a la correcta regulacién y orga-
nizaciéon de Bem3 promoviendo su endocitosis (Mukherjee et al., 2009). En el caso de
Rga2, no se ha estudiado su recambio endocitico, pero probablemente exista, ya que la
localizacion de esta proteina es muy dinamica y los complejos fluorescentes de Rga2-GFP
gue se distinguen en las zonas de crecimiento activo de la célula estan en continuo movi-
miento. Otra prueba del dinamismo de Rga2 es la rapida desaparicion de la localizacion de
esta proteina cuando tratamos a las células con Latrunculina A. En apenas diez minutos
desaparece la proteina de los polos de las células, de igual manera que lo hace la coroni-
na, proteina asociada a la F-actina y utilizada como marcador de los parches de actina.

La localizacion de Rga2 aparece como puntos discretos en las zonas de crecimiento
activo de la membrana plasmatica. Nuestros datos indican que la regién N-terminal de
Rga2 es suficiente y necesaria para la localizacion de la proteina en los polos celulares.
Desgraciadamente, en esta regién no existen motivos aparentes, por lo que no ponemos
atribuir la funcién de la localizacion de la proteina a un dominio concreto. Podria ocurrir
que Rga2 necesitase de la interaccion con otras moléculas para localizarse o transportarse
correctamente a los polos celulares. Ademas, esta regidon N-terminal de Rga2 podria estar
fosforilada como se ha descrito en su proteina homdloga Bem3. La region N-terminal de
Bem3 estéa altamente fosforilada por la quinasa de ciclo Cdc28/CIn2 durante la emergencia
de la yema (Knaus et al., 2007). Esta fosforilacion inactiva a Bem3 para que Cdc42 se
pueda activar especificamente y promover la polimerizacion de actina (Knaus et al., 2007).
De esta manera se regula la actividad GAP tanto en el espacio como en el tiempo para
que ejerza su funcion en los momentos adecuados dentro del ciclo celular. Aunque no se
ha realizado un estudio de fosforilacion de Rga2, existen sitios dianas de CDKs en su re-
gion N-terminal. Concretamente hemos identificado tres posibles regiones (S'PYEK,
SZ?PILK Y S**PRRK). Ademas, al observar Rga2-Myc mediante Western blot se apre-
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cian varias bandas correspondientes a esta proteina, pudiendo ser diferentes estados de
fosforilacion. En posteriores estudios, se podra confirmar si Rga2 esta regulada por fosfori-
lacién en su region N-terminal, al igual que Bem3 .

El dominio PH en Rga2 es necesario para localizarse en la zona de division celular.
Este hecho sugiere que la interaccién con fosfolipidos especificos es importante para la
localizacién de Rga2 en la zona del septo. Los dominios PH desempefan un papel impor-
tante en el reclutamiento de proteinas a diversas membranas permitiéndoles asi interac-
cionar con otros componentes de las rutas de transduccion de sefales. Los diferentes do-
minios PH poseen especificidades para los distintos fosfoinositoles: PIP2 (4,5); PIP2 (3,4);
PIP3 (3,4,5). Esto es importante porque hace que el reclutamiento de proteinas con diver-
sos dominios PH sea sensible a las actividades de las enzimas que fosforilan o desfosfori-
lan el anillo del inositol. Nuestros datos sugieren la presencia de fosfoinositoles especificos
en la membrana de la zona de division de S. pombe.

Por ultimo, el dominio GAP es el encargado de la funcién que realiza Rga2. Las cepas
en las que eliminamos el dominio GAP se comportan como la cepa rga2A (sensibles a
MgCl, y células mas largas y delgadas que las células silvestres). Por lo tanto, la region
N-terminal y el dominio PH desempefian un papel de regulacién en la proteina Rgaz2, y el
dominio GAP es el responsable de las funciones que realiza esta proteina en la célula.

Rga2 es un regulador negativo especifico para la GTPasa Rho2. Este dato esta basa-
do en los siguientes resultados:

A. Tiene actividad GAP in vitro para esta proteina Rho.

B. Rga2 y Rho2 interaccionan fisicamente.

C. Mediante ensayos de pull- down utilizando los dominios RBD o CRIB hemos ob-
servado que la ausencia de la proteina Rga2 ocasiona un aumento de Rho2 uni-
da a GTP, mientras que su sobreexpresién causa un descenso de la forma acti-
va de esta GTPasa.

Todos los resultados bioquimicos nos indican que Rga2 es una GAP especifica de
Rho2 y por tanto reguladora negativa de la sefial transmitida por GTP-Rho2 a sus efecto-
res.

Rho2 es una GTPasa no esencial, pero participa en la regulacion de la biosintesis del
a-glucano de la pared celular (Calonge et al., 2000) y en la regulacion de la ruta MAPK de
integridad, Mkh1-Pek1-Pmk1 (Ma et al., 2006). Su principal efector es Pck2, que también
esta implicada en la regulacién de estos procesos. Puesto que Rho2 participa en varias
rutas de sefializacion, decidimos estudiar si Rga2 regula a esta proteina Rho en todos los
procesos en los que participa o por el contrario es especifica de alguno de ellos. Las

GAPs, son moléculas muy promiscuas ya que una proteina con actividad GAP puede re-

95



Discusion

gular a varias proteinas Rho y diferentes GAPs pueden regular a la misma proteina Rho
(Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007). Un ejemplo de este ultimo caso es el de las
GAPs de la GTPasa Rho1 en S. cerevisiae, Bem2, Sac7, Bag7 y Lrg1; todas manifiestan
actividad GAP in vivo e in vitro para Rho1 (Cid et al., 1998; Martin et al., 2000b;
Peterson et al.,1994; Roumanie et al., 2001; Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 2002,
Watanabe et al., 2001). Sin embargo, cada una de estas proteinas esta especializada en
la regulacién de un proceso concreto en el que participa la proteina Rho1. Lrg1 es una
GAP que regula a Rho1 en la biosintesis del p-(1,3)-glucano (Watanabe et al., 2001) v,
probablemente, por su papel regulador en la pared celular, también se ha implicado en fu-
sion celular y en el proceso de separacién de la célula madre y la célula hija
(Fitch et al., 2004; Svarovsky and Palecek, 2005). Bem2 y Sac7 son las unicas GAPs que
regulan, a través de Rho1, la ruta MAPK de integridad de la pared celular
(Martin et al., 2000b; Schmidt et al., 2002). Bag7 y Sac7 estan implicadas en la regulacion
negativa de Rho1 en su papel organizador del citoesqueleto de actina
(Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 2002).

Rga2 mediante su regulacion de la GTPasa Rho2 participa en la biosintesis del

a-glucano de la pared celular. Analisis bioquimicos y genéticos apoyan esta afirmacion:

A. Existe una interaccion funcional entre Rga2 y Mok1/Ags1, la posible a-glucan
sintasa que es regulada por las proteinas Rho2 y Pck2 (Calonge et al., 2000)
(Katayama et al., 1999). La cepa mutante termosensible mok1-664 es incapaz de
crecer a 36°C y presenta graves defectos morfoldgicos. La ausencia de Rga2 es
capaz de suprimir el defecto de crecimiento y morfolégico de la cepa mutante
mok1-664 a 32°C, pero no a 36°C. Esto se podria explicar por la existencia de
unos mayores niveles de GTP-Rho2 en las células rga2A, que activaria a Pck2 y
asi compensaria parcialmente la menor actividad de Mok1 que a su vez es regu-
lada por Pck2.

B. Los niveles de Rga2 afectan a los niveles de a-glucano de la pared celular. Asi,
la delecién de rga2* causa un incremento del a-glucano, concretamente un 24 %
respecto a la cepa silvestre y, a su vez, la sobreexpresion de rga2* causa un
descenso en la biosintesis de pared celular, principalmente en el a-glucano
(30 %).

C. La sobreexpresion de rga2* produce acumulos anormales de pared celular que

se reducen en la cepa rho2A.

Los defectos de pared se pueden detectar también analizando la resistencia de las

células a las B-glucanasas, enzimas encargadas de la degradacion de la pared celular. Las
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células carentes de rho2" son mas sensibles al tratamiento con estas enzimas que las cé-
lulas silvestres (Calonge et al., 2000). Sin embargo, la cepa rga2A es resistente a este tra-
tamiento. En un principio, este dato sugeria que una mayor actividad de la GTPasa Rho2,
y con ello un aumento del polimero a-glucano, podria producir una mayor resistencia a es-
te tipo de enzimas degradativas en la cepa rga2A. Sorprendentemente, la cepa mutante
doble rho2A rga2A sigue siendo resistente a las B-glucanasas. Esto indica que la resisten-
cia al tratamiento con Zymoliasa 100T observada en la pared de rga2A no es producida
por una mayor actividad de la proteina Rho2 sino por la desregulacién de otro proceso en
el que probablemente participe Rga2 y que es independiente de Rho2. Se ha descrito que
la resistencia a enzimas liticas como la Zymoliasa depende de la porosidad de la pared
celular (de Nobel et al., 1990). Estos autores determinaron que la porosidad de la pared
celular esta limitada por el nimero de puentes disulfuro que se encuentra en la misma,
ademas de la turgencia de la pared. En S. cerevisiae, se ha observado que al tratar cepas
mutantes carentes de los genes PKC1 o MPK1 con un agente oxidante como la diamida,
se induce la formacién de puentes disulfuro en las proteinas de la pared celular. Esta ca-
racteristica provoca que estas cepas mutantes manifiesten resistencia a Zymoliasa
(Vilella et al., 2005). Una posible explicacion de la resistencia a este compuesto en la cepa
rga2A, podria ser una modificacion en la composicion de las proteinas que forman la pared
celular. El analisis de los polimeros de pared en rga2A demuestra un aumento del galacto-
manano (36 %) con respecto a la estirpe silvestre, que podria explicar un cambio en la po-
rosidad de la pared. Para profundizar sobre esta hipotesis seria necesario un analisis mas
exhaustivo de la composicion y estructura de las proteinas de la pared y estudios que de-
terminen la cantidad de residuos SH libres que contiene la pared de células rga2A en com-
paracion con las células silvestres.

Estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado que Rho1 y Rho2 en su
estado activo interaccionan con las quinasas Pck1 y Pck2 y que Rho1 activa es capaz de
estabilizar a estas quinasas (Arellano et al., 1999a; Sayers et al., 2000). Ademas, la dele-
cién del gen rga5” que codifica una GAP de la GTPasa Rho1, favorece la estabilizacion de
las dos proteinas quinasas, principalmente la de Pck1 (Calonge et al., 2003). En el caso de
Pck2 el resultado no es tan claro, posiblemente porque esta quinasa también interacciona
con Rho2 que esta regulada por otras GAPs. De hecho, en este trabajo observamos que
en las células carentes de rga2* se incrementa la interaccion de Rho2 con su efector Pck2
y aumenta la estabilidad de esta quinasa. Por tanto, Rga2 actua como regulador negativo
de la GTPasa Rho2 en la interaccién y estabilizacién de Pck2.

Evidencias genéticas y bioquimicas demuestran que Rga2 regula a la GTPasa Rho2

en su papel en la ruta de MAPK de mantenimiento de la integridad celular
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(Barba et al., 2008; Ma et al., 2006). Las células carentes de rga2’, presentan fenotipos
opuestos a las células carentes de rho2* o mkh1* (MAPKKK) frente a drogas que dafian la
pared celular (calcoflior y caspofungina) o sensibilidad al MgCl,. Sin embargo, las cepas
mutantes dobles rho2A rga2A y mkh1A rga2A se comportaban de manera similar a las ce-
pas rho2A y mkh1A, indicando que mkh1*y rho2* son epistaticos sobre rga2®. En este con-
texto, podemos afirmar que la ausencia de Rho2 y Mkh1 es suficiente para suprimir la hi-
persensibilidad a MgCl,, FK506 o calcofluor de las células rga2A, sugiriendo que estas pro-
teinas actuan por debajo de Rga2 en la misma ruta de sefalizaciéon. Ademas, hemos de-
mostrado que el dominio GAP es esencial para el papel que desempefa Rga2 en esta ru-
ta, ya que las células carentes de este dominio son hipersensibles a MgCl,. Todos los da-
tos sugieren que la falta de Rga2 aumenta los niveles de fosforilacion de la MAPK Pmk1.
Aunque no hemos sido capaces de detectar un incremento de fosforilacion de Pmk1 en la
cepa rga2A respecto a una cepa silvestre, si hemos visto que en las células que sobreex-
presan rga2”, la fosforilacion de Pmk1 descendié en torno a un 30-40 % con respecto a las
células silvestres y esta MAPK no se activd bajo estrés osmdético en dichas células. Estos
datos sugieren que Rga2 también podria actuar regulando negativamente a Rho2 en esta
ruta de sefalizacion.

Ante los datos sobre la regulacion de la fosforilacion de Pmk1 en cepas con diferentes

niveles de Rga2 proponemos tres hipotesis:

A. RgaZ2 regula a Rho2 principalmente en la biosintesis de la pared celular y de
manera secundaria en la ruta MAPK de integridad celular.

B. Rga2 regula la interaccion de Rho2 con su efector Pck2 y también podria
regular la interaccion de Rho2 con Pck1 aunque resultados previos parecen
indicar que no existe tal interaccion (Calonge et al., 2000). Pck1 tiene un
efecto regulador negativo en la ruta MAPK de integridad celular ya que las
células carentes de pck1’ presentan una fosforilacién constitutiva de Pmk1
(Barba et al., 2008). Asi, la estabilizacion de ambas quinasas tendria efectos
opuestos en la fosforilacién de Pmk1.

C. Rga2 no es la unica GAP en la regulacién negativa de la GTPasa Rho2, y
otras proteinas pueden regular negativamente a esta GTPasa en su activa-
cion de la ruta MAPK de integridad y quizas en las demas funciones que rea-

liza Rho2 en la célula.

Siguiendo esta ultima posibilidad, analizamos los niveles activos de Rho2 al sobrepro-
ducir o eliminar otras posibles GAPs. El resultado fue que, ademas de Rga2, encontramos

otras tres proteinas, Rga7, Rga6 y Rga4 que podrian regular negativamente a Rho2. Esta
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redundancia tan caracteristica de las proteinas con actividad GAP puede explicar que en
las células carentes de rga2®, Pmk1 no esté hiperactivada.

Rga7 es una proteina con actividad GAP in vivo para Rho2. Las células carentes de
rga7" presentan un incremento del 19 % de a-glucano de la pared celular con respecto a la
estirpe silvestre y los niveles basales de fosforilacion de Pmk1 estan aumentados con res-
pecto a la cepa silvestre (comunicacion personal del Dr. José Cansado). Aunque estos da-
tos son muy preliminares sugieren que esta proteina puede regular a Rho2 en la ruta de
integridad celular y en la biosintesis de la pared celular.

Respecto a Rgab, esta proteina tiene un efecto minimo en la regulacion de Rho2. Las
células carentes de rga6” presentan un débil incremento en los niveles activos de Rho2 y
un ligero aumento del polimero a-glucano (16 %) con respecto a la estirpe silvestre. Ade-
mas estas células mejoran la morfologia y el defecto de crecimiento de la cepa mutante
mok1-664. A diferencia de las células rga2A, las células rgabA no manifiestan sensibilidad
al MgCl, y no se produce una mayor fosforilacion de la MAPK Pmk1. Estos datos sugieren
qgue Rgab tiene un papel secundario en la biosintesis del a-glucano y no participa en la ru-
ta MAPK de integridad celular.

Otra proteina con actividad GAP para Rho2 es Rga4. Esta proteina esta descrita co-

mo reguladora negativa de

Cdc42 y es importante para
el control de las dimensiones
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GAPs, Rga2, Rga4, Rga6 y Rga7 en los procesos celulares

tanto, los datos sugieren que que regula la GTPasa Rho2 en S. pombe.
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Rga4 y ,probablemente, Rga7 sean otras GAPs importantes en la regulacion de Rho2 en
la ruta de integridad celular (Figura 57).

En resumen, la GTPasa Rho2 esta regulada por al menos cuatro proteinas: RgaZ2,
Rga7, Rga6 y Rga4. Todas ellas participan de una u otra forma en los distintos procesos
en los que ejerce su funcion Rho2. En la regulacion de la biosintesis de pared celular,
Rga2 parece ser la mas importante mientras que Rga7 y Rga6 tienen un papel minoritario
y Rga4 no tiene ningun papel. En la ruta MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1 de integridad celular
Rga4 vy, quizas, Rga7 podrian ser las mas importantes, Rga2 participaria de forma secun-
daria y Rga6 no participaria.

En la bibliografia se han descritos ejemplos en los que varias GAPs regulan, en mayor
o0 menor medida, un determinado proceso. La proteina Bem3, es una GAP de Cdc42 en la
levadura de gemacién y contribuye de manera importante a la regulacion de la morfogéne-
sis celular (Smith et al., 2002). Rga1 y Rga2 son otras dos GAPs de esta GTPasa, que
contribuyen con un papel minoritario en este proceso (Smith et al., 2002). Estos regulado-
res negativos desempefian papeles diferentes en algunos procesos, como Rga1 en el cre-
cimiento invasivo y Bem3 en la regulacion del crecimiento polarizado durante la conjuga-
cion, y redundantes en otros, como la regulacion de las septinas, en las que participan las
tres proteinas, Rga1, Rga2 y Bem3 (Bidlingmaier and Snyder, 2004; Caviston et al., 2003;
Gladfelter et al., 2004; Smith et al., 2002).

Curiosamente, hemos observado que en las células carentes de cualquiera de las pro-
teinas con actividad GAP sobre Rho2, rga2*, rga4”, rga6” o rga7’, se aprecia un descenso
de la cantidad total de Rho2. Esto podria ser debido a que Rho2 estuviese regulada por
degradacién una vez activada. En células animales existen varios ejemplos de regulacion
de proteinas Rho por degradacion (Schwamborn et al., 2007; Wang et al., 2003b)
y ,recientemente, se ha publicado que la proteina Rdi1, la unica proteina GDI de
S. cerevisiae, regula la degradacion de la GTPasa Rho4 a través de la via proteolitica que
incluye el proteasoma, las proteasas vacuolares y la quinasa Ygk3 (homdloga a la quinasa
de la glucogeno sintasa 3p3) (Tiedje et al., 2008). Seran necesarios experimentos adiciona-
les para estudiar en profundidad esta posible regulacién por degradacién de la GTPasa
Rho2.

Rga2 regula ademas la morfogénesis celular de manera independiente a la GTPasa
Rho2. Las alteraciones morfoldgicas causadas por la eliminacion del gen rga2® ocurren
también en ausencia de esta GTPasa y sugerimos que puede ser debido a una disminu-
cion de los niveles de Cdc42 activa. Rga2 y Cdc42 interaccionan fisicamente y un aumen-
to de la cantidad de Cdc42 corrige parcialmente el fenotipo morfolégico de la cepa rga2A.

Ademas, la delecion de Rga4, la unica GAP descrita para Cdc42 (Tatebe et al., 2008) cau-
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sa un fenotipo opuesto al de la cepa rga2A, con células mas anchas y mas cortas que una
estirpe silvestre (Das et al., 2007). La cepa mutante doble rga2A rga4A compensa el fenoti-
po morfolégico de las cepas rga2A y rga4A, sugiriendo un papel antagonista de ambas
proteinas en la regulacion de las dimensiones celulares mediada, probablemente, por la
GTPasa Cdc42. Ademas, Rga2 y Rga4 se localizan en areas opuestas de la célula. Rga2
se localiza en las zonas de crecimiento activo, mientras que Rga4 se excluye de las areas
de crecimiento. La quinasa Pom1 es esencial para excluir a Rga4 del polo de no creci-
miento en células monopolares (Tatebe et al., 2008). Pom1 es también necesaria para la
localizacion de Rga2 en ambos polos celulares ya que las células pom7A crecen por un
sé6lo polo y Rga2 se localiza unicamente en el polo de crecimiento. Sin embargo, se desco-
noce si existe una interaccion directa entre estas proteinas, como ocurre con Rga4
(Tatebe et al., 2008). Por tanto, sugerimos que el papel opuesto de Rga4 y Rga2 sobre
Cdc42 es necesario para el control de las dimensiones celulares.

La regulacion positiva que realiza Rga2 sobre Cdc42 podria ser directa o indirecta a
través de otras proteinas. En células animales se han descrito GAPs que a través de sus
dominios DH y PH pueden activar a proteinas Rho y por tanto actuar como GEF
(Moon and Zheng, 2003). Rga2 no contiene un dominio DH, importante para la activacion
de las GTPasas Rho, por lo que parece improbable que éste sea el mecanismo. Otra posi-
bilidad es que Rga2 regule a una proteina GEF que a su vez regule la activacion de Cdc42
en la morfogénesis celular. Las dos proteinas GEF descritas para Cdc42 son Scd1 y Gef1
(Coll et al., 2003; Chang et al., 1994; Fukui and Yamamoto, 1988; Hirota et al., 2003). La
ausencia de Scd1 origina células redondeadas. La cepa mutante doble scd7A rga2A pre-
senta células mas polarizadas que el mutante sencillo scd1A (Figura 58). Esto sugiere que
ambas proteinas no participan en la misma ruta de sefalizacién y los fenotipos se comple-
mentan parcialmente. Si bien, la falta de ambas proteinas disminuye la actividad de
Cdc42. La delecion de gef1” origina células ligeramente mas largas que una cepa silvestre
(Coll et al., 2003) aunque no tanto como la de rga2*. Sorprendentemente, la cepa mutante
doble gef1A rga2A presenta células similares a gef1A, mas cortas que las del mutante sen-
cillo rga2A (Figura 58). Aunque todavia faltan muchas incognitas por resolver, podria ser
que Rga2 regulase las dimensiones celulares a través de la interaccion con la proteina
Gef1 favoreciendo su efecto sobre Cdc42.

Otra proteina con un posible papel en el proceso de la morfogénesis celular es Rga6.
Las células carentes de rga6” son un 11 % mas cortas y un 8 % mas anchas que las célu-
las silvestres. Ademas, la sobreexpresion de rga6” provoca una reduccion del didmetro
celular en los polos de crecimiento. Estos datos son similares a los resultados descritos

para Rga4: Las células carentes de Rga4 son un 20 % mas cortas y un 33 % mas anchas
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scd1A rga2A gef1A rga2A

Figura 58. Rga2 podria regular positivamente a la GTPasa Cdc42 a través de la proteina GEF,
Gef1. Micrografias de contraste diferencial (DIC) de las siguientes cepas: wt, rga2A, scd1A, gefiA,
scd1A rga2A y gef1A rga2A. Células en fase logaritmica crecidas en medio rico a 32°C.

que la estirpe silvestre (Das et al., 2007) y la sobreexpresion de Rga4 produce un estre-
chamiento en los polos celulares (Tatebe et al., 2008). Las medidas de las dimensiones
celulares de Rgab6 indican que la contribucion que realiza sobre la morfogénesis de la célu-
la es menor que la desempenada por Rga4. Es importante mencionar el efecto aditivo de
la eliminacion simultanea de ambas GAPs que causa unas células mas despolarizadas y
redondeadas que la eliminacion individual de cualquiera de ellas. El papel de Rga6 en la
morfogénesis lo podria realizar a través de la regulacion de la GTPasa Cdc42. Hemos de-
mostrado que Rga6 y Cdc42 interaccionan por el ensayo de doble hibrido y Rga6 muestra
actividad GAP in vitro sobre esta GTPasa (datos no presentados).

Por tanto, ademas de Rga4, proponemos que Rga2 y Rga6 son GAPs involucradas en
la regulacién de la morfologia celular a través de su interaccion con la GTPasa Cdc42.
Rga4 y Rga6 actuando como reguladores negativos de esta GTPasa y Rga2 participando
en una regulacion positiva de Cdc42, quiza a través de la proteina Gef1. Como ya he men-
cionado anteriormente, la cepa mutante doble rga2A rga4A presenta unas dimensiones
celulares similares a una cepa silvestre, sugiriendo efectos opuestos de las dos proteinas
en el mismo proceso. En el caso de rga2A rgabA, las células muestran un fenotipo pareci-
do a rga2A, por lo que el defecto morfolégico de rgabA dependeria de la proteina Rga2.
Como ya se ha mencionado, las células de la cepa mutante doble rga4A rga6A son células
casi redondas lo que sugiere que ambas proteinas realizan un papel aditivo en el control
de la morfologia celular.

La localizacion de Rga6 es parecida a la de Rga4 ya que ambas estan excluidas de
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las zonas de crecimiento. Sin embargo, Rga4 tiene una localizacién mas restringida a la
zona central de la célula (Tatebe et al., 2008) mientras que Rga6 se extiende mas en el
contorno de la célula sugiriendo que podria desempefar la regulaciéon a Cdc42 en las
areas donde no apreciamos Rga4.

La localizaciéon de Rga6 y Rga4 es opuesta a la localizacion de Rga2 que estd muy
concentrada en los polos de crecimiento. Al realizar un fraccionamiento subcelular utilizan-
do gradientes continuos de sacarosa, hemos observado que Rga2 es una proteina mayori-
tariamente de membrana plasmatica, mientras que Rga6 y Rga4 se localizan fundamental-
mente en las mismas fracciones que Pep12 (Figura 59). Pep12 es una t-SNARE homdéloga
de la sintaxina de mamiferos (Takegawa et al., 2003). En S. cerevisiae, Pep12 interviene
en el acoplamiento de vesiculas del Golgi a los endosomas tempranos (Becherer et al.,
1996; Kienle et al., 2009; Takegawa et al., 2003). Por tanto, Rga6 y Rga4 podrian locali-
zarse en endosomas. Esto supone que realizarian la regulacion de Cdc42 en endosomas.
En este sentido, ya se ha descrito que la fraccion de la GTPasa Ras1 localizada en endo-
membranas es la que participa en la ruta del control de la morfogénesis celular junto con la
proteina GEF Scd1 y la GTPasa Cdc42 en S. pombe (Onken et al., 2006). Ras1 es una

GTPasa que controla dos procesos en la levadura de fisidon: la conjugacion a través de la

Fraccioén 1 4 710 13 16 19 22 25 28 30 3234

N e
Pma1 ——— — 99.8
Pep12 - — Gl — 36.2
SPAC1B2.03c- - — 68.3
GFP

Gradiente de sacarosa del 10-65%

Fraccion 4, 3 5 7 9 11 13 15
Pma1 -, - —99.8

Rga4-HA L e e o e —-114.4

Pep12 = - : - 36.2

Gradiente de sacarosa del 10-65%

Figura 59. Rgad4-HA se localiza en los endosomas.

Fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa (10-65 %) de extractos celulares que expresan
Rga4-HA y SPAC1B2.03c-GFP(una proteina del reticulo endoplasmico).

A) Analisis mediante SDS-PAGE y Western blot de las fracciones 1-34 del gradiente. Las membranas
se revelaron con anticuerpos anti-HA, anti-Pma1 (marcador de membrana plasmatica), anti-Pep12
(marcador de endosomas) y anti-GFP. Los numeros situados a la derecha de los paneles indican la
masa molecular de las proteinas en kDa.

B) Analisis mediante SDS-PAGE y Western blot de las fracciones 1 a 15.
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ruta MAPK de respuesta a feromonas y la morfogénesis celular a través de su interaccion
con Scd1 y Cdc42 (Onken et al., 2006). Estos autores obtuvieron una serie de cepas mu-
tantes de Ras1 donde esta GTPasa se localizaba exclusivamente en endomembranas o
en la membrana plasmatica. Con estas cepas observaron que el “pool” de Ras1 que se
localiza en endomembranas es el que participa en la ruta de la morfogénesis
Ras1-Scd1-Cdc42, mientras que el “pool” de Ras1 que se sitla en la membrana plasmati-
ca es el involucrado en la conjugacién (Onken et al., 2006). Por tanto, la localizacion de
Rga6 y Rga4 en endosomas, sugiere que estas proteinas podrian estar formando parte de
la ruta de sefializacion morfolégica que controla Ras1.

Una posible forma de regulacién de las locaciones de estas proteinas con actividad
GAP seria la regulacién por Cdk1. Cdk1 directamente controla varios componentes regula-
dores de la GTPasa Cdc42 para promover el crecimiento polarizado y los cambios morfo-
l6gicos dentro del ciclo celular de la levadura de gemacion (Moseley and Nurse, 2009). En
S. cerevisiae, Cdk1 (Cdc28) puede inducir cambios morfolégicos regulando positivamente
a la proteina GEF Cdc24 (Gulli et al., 2000) y negativamente a las GAPs, Bem2, Bem3 y
Rga2 (Knaus et al., 2007; Sopko et al., 2007). En S. pombe no se ha demostrado que
Cdk1 (Cdc2) regule a proteinas GEF y GAP, pero probablemente pueda tener lugar este
tipo de regulacion ya que Gef1, Rgf1, Rga2, Rga6 y Rga4 tienen multiples sitios consenso
de fosforilacion de Cdk1.

La localizacion diferencial en la célula de Rga2, Rga6 y Rga4 puede ser un hecho im-
portante para la regulacion de las dimensiones celulares a través de la GTPasa Cdc42. En
S. cerevisiae se ha disefiado un modelo matematico para caracterizar la polaridad y morfo-
logia en funcién de la distribucién dinamica de proteinas polarizadas tomando como mode-
lo la GTPasa Cdc42 constitutivamente activa (Marco et al.,, 2007). Se considera que la
combinacién y el equilibrio entre los procesos de transporte polarizado, difusién y endocito-
sis es suficiente para una correcta distribucion de las proteinas polarizadas y en definitiva
para una adecuada morfologia celular (Marco et al., 2007). Es posible que la localizacion
diferencial de estas tres proteinas con actividad GAP, regulada por la combinacién de
transporte polarizado, difusion y endocitosis, sea necesaria para que la actividad de Cdc42
esté regulada en el tiempo y en el espacio y puedan asi controlarse las dimensiones celu-
lares.

Experimentos futuros nos permitiran descifrar el mecanismo preciso de localizacién
y/o activacion por el cual estas GAPs ejercen una regulacion espacial de la GTPasa Cdc42

gue condiciona las dimensiones celulares.
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Conclusiones

1. Rga2 es una GAP especifica de la GTPasa Rho2 y actla regulandola negativamente en

la biosintesis de la pared celular y en la ruta de MAPK de integridad celular.

2. Rga2 se localiza en la membrana plasmética de los polos celulares y de la zona de divi-
sion. La regién N-terminal y el dominio PH de Rga2 son necesarios para su correcta locali-

zacion.

3. Rga?2 participa en el control de las dimensiones celulares, probablemente mediante su
interaccion con la GTPasa Cdc42 y tiene funciones opuestas a la proteina Rga4 con activi-

dad GAP sobre Cdc42 también implicada en este proceso.

4. Rga4 es una GAP de la GTPasa Rho2 que regula negativamente la activaciéon de la ruta
de MAPK de integridad.

5. Rga6 es una GAP de varias GTPasas Rho que se excluye de las areas de crecimiento

de la célula y participa en la regulacion de la morfologia y la integridad celular.
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1. Microorganismos utilizados

El presente trabajo se ha realizado principalmente con la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe. Todas las cepas se recogen en la Tabla I, donde se detalla
su procedencia y su genotipo. Para la realizacién de los experimentos de interaccién de
proteinas mediante el sistema del doble hibrido se ha utilizado la cepa de
Saccharomyces cerevisiae Y190 (Durfee et al., 1993). Tanto las cepas de S. pombe como
las cepas de S. cerevisiae se conservan en glicerol al 25 % a —78°C. Para los trabajos de
clonacién molecular se utilizé la estirpe DH5a de Escherichia coli. Las cepas de E. coli se

conservan a —78°C en glicerol al 50 %.

Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo.

ESTIRPE GENOTIPO ORIGEN

Schizosaccharomyces pombe

PPG0102 h leu1-32 Coleccion laboratorio

PPG0103  h' leu1-32 ura4-D18 Coleccidn laboratorio

PPG4581  h'leu1-32 ura4-D18 rga2::ura4’ Este trabajo
PPG5927  h'leut-32 ura4-D18 rga2::KanMX6 Este trabajo
PPG4546  h'leu1-32 ura4-D18 HA-rho2":KanMX6 Este trabajo
PPG4532  h leu1-32 ura4-D18 rga2*-GFP:kanMX6 Este trabajo
PPG4403 h™ leu1-32 ura4-D18 rga2*-AGAP-GFP:kanMX6 Este trabajo
PPG4473  h leu1-32 ura4-D18 rga2'-APH-GFP:kanMX6 Este trabajo
PPG4401 h™ leu1-32 ura4-D18 rga2*-APHAGAP -GFP:kanMX6 Este trabajo
PPG4471  h leu1-32 ura4-D18 rga2*-AN -GFP:kanMX6 Este trabajo

PPG6015  hleut-32 ura4-D18 pxI1::ura4” cherryRFP-pxI1*:leut* Coleccién laboratorio

PPG4418  h'leu1-32 ura4-D18 pxi1::ura4” cherryRFP-pxi1*:leu1” rga2*-GFP:kanMX6 Este trabajo
PPG5241  h'leu1-32 ura4-D18 teal:: ura4® P. Nurse

PPG5263  h leu1-32 ura4-D18 pom1:: ura4* P. Nurse

PPG5901  h leu1-32 ura4-D18 rga2’-GFP:kanMX6 teat::ura4" Este trabajo
PPG5903  h leu1-32 ura4-D18 rga2'-GFP:kanMX6 pom1::ura4* Este trabajo
PPG0634  h'leu1-32 ura4-D18 crn1*-GFP:KanMX6 MK Balasubramanian
PPG3848 h™ leu1-32 ura4-D18 int SV40GFP-atb2" ::leu P. Nurse

PPG0160  h'leu1-32 ade6 HA-rhot" Coleccion laboratorio
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Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo (continuacion).

ESTIRPE GENOTIPO

ORIGEN

PPG4714

PPG5848

PPG5850

PPG4477

PPG5933

PPG5963

PPG3909

PPG5931

PPG5932

PPG0370

PPG2370

PPG4423

PPG4425

PPG4460

PPG4461

PPG4427

PPG4430

PPG0301

PPGO0304

PPG6650

PPG6651

PPG0742

PPG3906

PPG6149

PPG6655

PPG4572

PPG4464

PPG4711

PPG4549

PPG6153

PPG6162

h* leu1-32 ura4-D18 HA-cdc42":kanMX6

h™ leu1-32 ura4-D18 rga2::ura4* HA-rho2":KanMX6

h™ leu1-32 ura4-D18 rga2::ura4® HA-cdc42*:KanMX6

h leu1-32 ade6 rga2:: KanMX6 HA-rho1*

h leu1-32 ura4-D18 rga2*-myc:KanMX6

h leu1-32 ura4-D18 rga2*-myc:KanMX6 HA-rho2":KanMX6

h* leu1-32 ura4-D18 mok1-664

h* leu1-32 ura4-D18 mok1-664 rga2::KanMX6

h leu1-32 ura4-D18 mok1-664 rga2::KanMX6

h" leu1-32 ura4-D18 ade6 rho2::ura4*

h* leu1-32 ura4-D18 ade6 mkh1::ura4”

h* leu1-32 ura4-D18 ade6 rga2::KanMX6 rho2::ura4*

h* leu1-32 ura4-D18 ade6 rga2::KanMX6 mkh1::ura4*

h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 pmk1*-HAG6His:ura4"

h leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 pmk1*-HA6His:ura4" rga2::KanMX6
h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 pmk1*-HA6His:ura4" rho2::KanMX6
h™ leu1-32 ade6-M216 pmk1*-HA6His:ura4* rho2::KanMX6 rga2::KanMX6
h*leu1-32 cdc3-319

h"ade6 cdc8-117

h* leu1-32 ura4-D18 rga2*-GFP:kanMX6 cdc3-319

h*leu1-32 ura4-D18 rga2*-GFP:kanMX6 cdc8-117

h™ leu1-32 ura4-D18 rga3::leu”

h*leu1-32 ura4-D18 rga6::ura4”

h™ leu1-32 ura4-D18 rga7::ura4*

h™leu1-32 ura4-D18 rga3::leut1” HA-rho2":KanMX6

hleu1-32 ura4-D18 rga6::ura4* HA-rho2*:KanMX6

hleu1-32 ura4-D18 rga7::ura4* HA-rho2*:KanMX6

h*leu1-32 ura4-D18 ade6 HA-cdc42":ura4*

h* leu1-32 ura4-D18 GFP-rho2*:KanMX6

h™ leu1-32 ura4-D18 P41nmt-HA-pck2":KanMX6 GFP-rho2*:KanMX6

h* leu1-32 ura4-D18 P41nmt-HA-pck2":KanMX6 GFP-rho2*:KanMX6
rga2::ura4*

Coleccion laboratorio
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Coleccién laboratorio
Este trabajo

Este trabajo
Coleccion laboratorio
Coleccién laboratorio
Este trabajo

Este trabajo
Coleccion laboratorio
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

P. Nurse

P. Nurse

Este trabajo

Este trabajo
Coleccion laboratorio
K. Nakano

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Coleccion laboratorio
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo (continuacién).

ESTIRPE GENOTIPO

ORIGEN

PPG6158

PPG5864

PPG5670

PPG6608

PPG2568

PPG6614

PPG1848

PPG4412

PPG6901

PPG7114

PPG4465

TS310

MI200

MI201

TS320

MI700

TS311

TS312

PPG3906

PPG4510

PPG4537

PPG4552

PPG4556

PPG7524

PPG7525

PPG7528

PPG7113

PPG7138

PPG6641

PPG4405

h™ leu1-32 ura4-D18 P41nmt-HA-pck2":KanMX6 rga2::ura4*
h* leu1-32 ura4-D18 ade6 rho2::KanMX6 rga2::ura4”

h* leu1-32 ura4-D18 ade6 for3*-3GFP:ura4*

h* leu1-32 ura4-D18 ade6 rga2::KanMX6 for3*-3GFP:ura4"
h* leu1-32 ura4-D18 ade6 for3::KanMX6

h* leu1-32 ura4-D18 ade6 for3::KanMX®6 rga2::ura4*
hleu1-32 ura4-D18 rga4::KanMX6

h™ leu1-32 ura4-D18 rga4::KanMX6 rga2::ura4*

hleu1-32 ura4-D18 rga4*-GFP:KanMX6

hleu1-32 ura4-D18 rga4*-GFP:KanMX6 HA-rho2*:KanMX6
hleu1-32 ura4-D18 rga4::KanMX6 HA-rho2*:KanMX6

h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 pck2::HygR pmk1*-HA6H::ura4*

h*leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 pmk1*-HAG6H::ura4"

h™ leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 pmk1*-HA6H::ura4*
h™ leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 rga4::KanMX6 pmk1*-HA6H::ura4*
h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 rho2::KanR pmk1*-HA6H::ura4*

h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 rho2::KanR rgad::KanR pmk1*-HAG6H::ura4*

h* leu1-32 ura4-D18 ade6-M216 pck2::HygR rgad::KanR pmk1*-HAG6H::ura4*

h™ leu1-32 ura4-D18 ade6 rga6::ura4”

h™ leu1-32 ura4-D18 ade6 rga6::KanMX6

h™ leu1-32 ura4-D18 rga6*-GFP:KanMX6

h™ leu1-32 ura4-D18 rga6*-GFP:KanMX6 teat::ura4*

h™ leu1-32 ura4-D18 rga6*-GFP:KanMX6 pom1::ura4*

h™ leu1-32 ura4-D18 SPAC1B2.03c*-GFP:KanMX6 rga2*-HA:KanMX6
h™ leu1-32 ura4-D18 SPAC1B2.03c*-GFP:KanMX6 rga6’-HA:KanMX6
h™ leu1-32 ura4-D18 SPAC1B2.03¢c*-GFP:KanMX6 rga4*-HA:KanMX6
h™ leu1-32 ura4-D18 rga6*-GFP:KanMX6 HA-cdc42"::ura4”

h™ leu1-32 ura4-D18 rga6*-GFP:KanMX6 myc-rho3"::KanMX6

h* leu1-32 ura4-D18 myc-rho3"*::KanMX6

h* leu1-32 ura4-D18 ade6 rga6*-GFP::KanMX6 HA-rho1*

Este trabajo

Este trabajo

S. Martin

Este trabajo

B. Feierbach

Este trabajo
Coleccion laboratorio
Este trabajo
Coleccion laboratorio
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Madrid et al., 2006

Madrid et al., 2006

Este trabajo

Barba et al., 2008

Este trabajo

Este trabajo

K. Nakano
P. Nurse
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo (continuacion).

ESTIRPE GENOTIPO

ORIGEN

PPG4410  h'leu1-32 ura4-D18 rga6'-GFP:KanMX6 HA-rho2":KanMX6
PPG4572  h'leu1-32 ura4-D18 rga6:.ura4” HA-rho2*:KanMX6
PPG4568  h'leu1-32 ura4-D18 rga6:.ura4® HA-cdc42*:KanMX6

PPG7159  h'leu1-32 ura4-D18 myc-rho3":KanMX6 rga6::ura4*

PPG6440  h leu1-32 ura4-D18 HA-rho4":ura4*

PPG7133  h'leu1-32 ura4-D18 ade6 rga6::KanMX6 HA-rho4*:ura4*

PPG7135  h'leu1-32 ura4-D18 ade6 rgab::KanMX6 HA-rho1*

PPG3915  h leu1-32 ura4-D18 mok1-664 rga6::ura4*
PPG6618  h'leu1-32 ura4-D18 cdc25-22 rga2::KanMX6
PPG0149 h" cdc25-22

PPG3930  h*leu1-32 ura4-D18 cdc25-22 rga6:.ura4*
PPG7566  h'leu1-32 ura4-D18 cdc25-22 rga4::KanMX6
PPG5841  h'leu1-32 ura4-D18 rga2::ura4” rga6::KanMXx6

PPG5843  h'leu1-32 ura4-D18 rga6::ura4” rga4::KanMX6

PPG7149  h'leu1-32 ura4-D18 crib-3GFP:ura4" rga2::KanMXx6
PPG7151 h* leu1-32 ura4-D18 crib-3GFP:ura4® rga4::KanMX6

PPG7150  h*leu1-32 ura4-D18 crib-3GFP:ura4" rga6::KanMX6

PPG6555  h'leu1-32 ura4-D18 crib-3GFP:ura4*

PPG7554  h"leu1-32 ura4-D18 crib-3GFP:ura4” rga6::KanMX6 rga2::ura4*
PPG7548  h'leu1-32 ura4-D18 crib-3GFP:ura4” rga4::KanMX6 rga2::ura4*

PPG7563  h"leu1-32 ura4-D18 crib-3GFP:ura4” rga4::KanMX6 rga6::ura4*

PPG2517  h'leu1-32 ura4-D18 gef1::KanMX6

PPG2601  h*leu1-32 ura4-D18 gefi:ura4*

PPG3637  h'leu1-32 ura4-D18 scd1::KanMX6
PPG4303  h'leut-32 ura4-D18 scd1::ura4*

PPG6625  h'leu1-32 ura4-D18 gef1::.ura4® rga2::KanMX6
PPG7153  h'leu1-32 ura4-D18 rga2::ura4” gef1::KanMX6
PPG6630  h"leu1-32 ura4-D18 rga2::ura4” scd1::KanMX6

PPG7503  h'leu1-32 ura4-D18 scd1::ura4” rga2::KanMX6

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Coleccion laboratorio
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Coleccién laboratorio
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
K. Shiozaki
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Coleccién laboratorio
Coleccion laboratorio
Coleccién laboratorio
Coleccion laboratorio
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Saccharomyces cerevisiae

Y190 lys2::gal(UAS) —his3 cyhr

MATa gal4 gal80 his3 trp1-901 ade2-101 ura3-52 leu2-3,-112 ura3::gal1—LacZ

Coleccion laboratorio
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Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo (continuacion).

ESTIRPE GENOTIPO ORIGEN

Escherichia coli

DH5a

F- ¢80dlacZAM 15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk-,
mk+), phoA, supE44, |-, thi-1, gyrA96, relA1

Life Technologies

2. Medios de cultivo

2.1. Medios de cultivo para S. pombe

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y mantenimiento de S. pombe han

sido descritos (Moreno et al., 1991). Los medios sélidos se prepararon anadiendo agar a

una concentracion final del 2 %. Todos los medios fueron preparados con agua destilada

(Milli-Rho) y esterilizados en el autoclave.

Medio YES (medio rico). Se utilizé rutinariamente para el crecimiento vegetati-
vo de S. pombe. Su composicion es: glucosa al 3 % y extracto de levadura al
0,5 %. El medio es suplementado con leucina, histidina, adenina, lisina y uracilo
(250 mgl/l).

Medio YES+G. Se utilizd para la seleccion de cepas de S. pombe transforma-
das con el marcador de resistencia a geneticina. Su composicién es la del me-

dio YES mas 100 pug/ml de sulfato de geneticina (G-418, Life Technologies).

Medio YES+KCI. Este medio se utilizé para realizar los tratamientos de choque
osmoético salino en los ensayos de determinacion de la actividad de Pmk1. Su
composicion es la del medio YES al que se afiade una concentracion final de
0,6 M de KCI.

Medio minimo (MM). Se utilizé como medio en los experimentos de transfor-
macion de cepas de S. pombe auxoétrofas para leucina o uracilo. Para llevar a
cabo los experimentos de sobreexpresion con el promotor del gen nmt, las célu-
las se cultivaron en medio minimo con los suplementos adecuados y tiamina
(5 ygll), consiguiendo la represion del promotor (Maundrell, 1990). Posterior-
mente, las células se lavaron 4 veces con agua estéril y se reinocularon en me-
dio minimo sin tiamina, provocando la induccién del promotor y la expresion del
gen regulado por él. La composicion del medio es la siguiente: Glucosa al 2 %,
ftalato monopotasico 0,3 %, Na,HPO, al 0,22 %, NH,CI al 0,5 %. Esta disolu-
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cion se esteriliza en el autoclave y posteriormente se le afiaden diferentes canti-
dades de las soluciones concentradas de sales, minerales y vitaminas, que han

sido esterilizados previamente por filtracion:

o Solucion concentrada de sales (50X): 0,26 M MgCl,-6H,O, 5 mM
Cl,Ca-2H,0, 0,67 M KCly 14 mM Na,SO,.

o Solucion concentrada de minerales (10.000X): 81 mM H3;BO;, 23,7
mM MnSO,, 14 mM ZnS0O47H,O, 7,4 mM FeCl;-6H,0, 2,5 mM
MoO,4-2H,0, 6 mM KIl, 1,6 mM CuSO,4-5H,0 y 47,6 mM acido citrico.

. Solucion concentrada de vitaminas (1000X): 81,2 mM acido nicotini-

co, 55,5 mM inositol, 40,8 mM biotina y 4,2 mM &cido pantoténico.

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

casos en los que la cepa lo requiera.

. Medio de esporulaciéon (MEA). Usado para inducir la conjugacion y la esporu-
lacion en S. pombe. Su composicion es: Extracto de malta al 3 % suplementado

con adenina, histidina, leucina y uracilo (225 mg/l).

Cuando fue necesario, los medios empleados para el crecimiento de S. pombe se su-
plementaron con diversos compuestos. El sorbitol, utilizado como estabilizador osmatico,
se afadié a una concentracion de 1,2 M previamente a la esterilizacion del medio de culti-
vo. Otros compuestos como el calcofltor, la caspofungina y el cloruro magnésico se ana-
dieron al medio esterilizado a la concentracion final deseada.

Para los ensayos de dependencia de la localizacién de proteinas con respecto a la ac-
tina se usd la droga Latrunculina A a una concentracion de 50 yM en cultivos de medio
YES liquido, partiendo de una soluciéon madre preparada en DMSO a una concentracion de
5 mM. Para estudiar la localizacién de Rga2 tras el tratamiento con drogas que afectan al
citoesqueleto de microtubulos se utilizé el compuesto metil benzimidazol carbamato (MBC)
a una concentracion de 25 pg/ml en cultivos de medio YES liquido, partiendo de una solu-
cion madre preparada en DMSO a una concentracién de 1 mg/ml. Todos los ensayos se
realizaron por duplicado, poniendo como control un cultivo tratado con el solvente DMSO al
1 %.

2.2. Medios de cultivo para S. cerevisiae
Para el crecimiento de las cepas de S. cerevisiae se utilizaron los siguientes medios:
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3 Medio rico (YEPD). Usado para el crecimiento vegetativo de S. cerevisiae. Su

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

. Medio minimo (YNB). Su composicion es: base nitrogenada sin aminoacidos al
0,67 %, glucosa al 2 %. Para seleccionar los clones his* en el ensayo de doble
hibrido, se utilizdé el medio YNB suplementado con 3AT (3-aminotriazol, Sigma
A8056) a una concentracion de 40 mM. Para mantener la presion selectiva en
las estirpes transformadas con plasmidos, se empled una mezcla comercial de

aminoacidos (BIO 101 Systems) sin el suplemento correspondiente.
2.3. Medios de cultivo para E. coli

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

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

Antes de esterilizar en el autoclave, se ajusto el pH a 7,2-7 4.

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

La selecciéon de clones resistentes a antibidticos se realizé suplementando los medios

con ampicilina (100 pg/ml).
3. Condiciones y estimacion de crecimiento

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

Los experimentos se realizaron siempre con cultivos en fase exponencial de S. pombe
o S. cerevisiae. De manera rutinaria se preparaba un preindculo en medio liquido al que se
dejaba alcanzar la fase exponencial y posteriormente se inoculaba el cultivo a analizar par-
tiendo del preinéculo. Todos los cultivos se incubaron a la temperatura requerida por el ex-
perimento concreto, normalmente 25°C, 28°C, 32°C o 36°C. En el caso de los cultivos liqui-
dos, los matraces se mantuvieron con una agitacion de entre 200 y 250 rpm y el volumen
de cultivo no superdé 1/4 del volumen del matraz, para permitir su correcta aireacion. El cre-
cimiento en medio liquido se determind mediante lectura de la absorbancia del cultivo a
600 nm en un espectrofotometro (BioRad Smart- Spec 3000). Se emplearon curvas de cali-
bracién obtenidas previamente en el laboratorio segun las cuales una densidad 6ptica de

0,13 equivale aproximadamente a 1 x 10’ células/ml de S. pombe. El mantenimiento de las
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cepas se realizd por resiembra en placas de medio sélido.
3.2. Condiciones de crecimiento para E. coli

Las células de E. coli se incubaron en medio liquido con agitacion orbital a una tempe-
ratura de 37°C. Para el crecimiento en medios soélidos las células se incubaron en estufas a
37°C.

4. Deteccion de la actividad B-galactosidasa en placa

Durante el escrutinio realizado con el sistema del doble hibrido se analizé la actividad
B-galactosidasa de las colonias capaces de crecer en medio sin leucina ni triptéfano si-
guiendo el proceso descrito (Durfee et al., 1993). Las colonias se transfirieron a filtros de
nitrocelulosa, se permeabilizaron por inmersion de nitrégeno liquido durante 5 segundos y
se depositaron sobre un papel Whatman 3MM humedecido en solucion Z
(Na;HPO, 8,53 g¢/l, NaH,PO, 5,08 g/l, KCI 0,75 g/l, 0,12 g/l MgSO, y 2,7 ml
2-B-mercaptoetanol) con 1 mg/ml de X-Gal (American Biorganics). Los filtros se incubaron

a 36°C de 1 a 5 horas para verificar la coloraciéon azulada de las colonias.
5. Métodos genéticos

5.1. Conjugacioén y obtencién de diploides

Para inducir la conjugacioén entre dos cepas de S. pombe, se usaron estirpes heterota-
licas de tipo sexual opuesto (h* o h’) incubadas durante 24 horas en placa de medio YES.
Se recogié aproximadamente la misma cantidad de células de cada cepa y se mezclaron
en un pequefio volumen de agua estéril (25 pul). A continuacién, se depositd la suspension
de células en una placa de MEA. Los zigotos se originan al cabo de 12-20 horas e inmedia-
tamente sufren meiosis y esporulacién, formando ascas con 4 ascosporas al cabo de 1-2
dias de incubacion a 28°C.

Aunque la forma diploide de S. pombe no es estable de forma natural, es posible con-
seguir cepas diploides de manera experimental. Para obtener células diploides, se realiza-
ron cruces entre cepas haploides h* y h” con requerimientos nutricionales complementarios.
Por ejemplo, usando cepas que portan los alelos ade6-M210 y ade6-M216 se pueden se-
leccionar diploides en medios carentes de adenina, por complementacién intragénica. A las
10-12 horas después de haber preparado el cruce, cuando la conjugacion ya ha tenido lu-

gar pero no se detectan esporas dentro de los zigotos, se extiende la mezcla de células del
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cruce en MM con los suplementos necesarios, pero sin adenina, de modo que solo las cé-
lulas diploides puedan crecer. Tan pronto como se aprecian las colonias a simple vista, és-
tas se transfieren a placas de medio YES para evitar que los diploides esporulen. Los di-
ploides asi aislados se mantienen en YES para inhibir su esporulacién, reestriandolos cada
2-3 dias en medio fresco. Antes de realizar cualquier experimento con ellos, se comprueba
su genotipo mediante réplicas en medio minimo selectivo y su capacidad para esporular en

medio MEA para evitar seleccionar diploides estériles.
5.2. Aislamiento de ascosporas

Para obtener esporas, se hicieron suspensiones en agua estéril de la mezcla de conju-
gacion incubadas durante 2 dias a 28°C en placas de MEA, y se trataron con 20 - 50 unida-
des de glusulasa (PerkinElmer Life Sciences Inc.) durante toda la noche en agitacién a
temperatura ambiente. Este tratamiento destruye las paredes celulares de las células vege-
tativas, sin afectar a las ascosporas, que poseen una pared mas resistente. Se recogieron
las esporas por centrifugacion a 3.000 rpm durante 1 minuto. La mezcla de esporas fue la-
vada 4 veces con agua estéril y con la ayuda de una cdmara Thoma se estimé el numero
de esporas por mililitro. Se realizaron diluciones apropiadas, para obtener entre 100 y
1.000 esporas por placa, y se extendieron en placas de YES. Se incubaron las placas du-
rante 4 dias a 25°C-28°C. Mediante réplica en diferentes medios selectivos o a distintas

temperaturas se seleccionaron las estirpes con el genotipo deseado.

5.3. Aislamiento de ascosporas mediante micromanipulaciéon: Analisis

de tétradas

Con el fin de determinar los productos de la segregacion meiética se realizo el analisis
de tétradas de los diploides esporulados. El proceso se llevé a cabo con un micromanipula-
dor automatico (Singer MSM System Series 200) de la forma siguiente: Se resuspendié
una pequefia cantidad de cultivo esporulado en 200 ul de agua estéril y se extendieron 5 i
en un extremo de una placa de YES. Se recogieron ascas y se depositaron en una zona de
la placa libre de células. Se incub¢ la placa durante 4-6 horas a 25°C o 32°C. Se deposita-
ron las 4 esporas de cada asca en posiciones libres de células de la misma placa. Se incu-
baron las placas durante 4 dias a 25°C o 28°C. Finalmente, para realizar el estudio genoti-
pico de cada espora, se realizaron réplicas en medio selectivo y se incubaron a temperatu-

ras permisiva y restrictiva para el aislamiento de las cepas termosensibles.
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6. Procedimientos generales de biologia molecular

6.1. Vectores utilizados
6.1.1. Vectores de E. coli

¢+  pBluescript KS*y SK* (Stratagene)

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

Manuel Arellano.

. pPGEX (Pharmacia)
Contiene el gen que codifica la proteina GST (de Glutation-S Transfera-
sa), el gen de resistencia a ampicilina y el promotor T7 junto con el operdn de
lactosa para inducir la expresion del gen clonado en presencia de

isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG).

. pGEM-T (Promega)

Es un vector de 3 kb que contiene 13 sitios de reconocimiento Unicos para
enzimas de restriccidon y se comercializa linearizado con una timidina adicional
en sus extremos, lo que facilita la insercién de fragmentos generados por PCR.
Contiene el gen de resistencia a ampicilina y el promotor T7. Al igual que el vec-
tor pBluescript SK* permite la seleccion de clones recombinantes por

a-complementacién (azul-blanco).
6.1.2. Vectores de S. pombe

+  PREP

Son una serie de vectores de expresion en S. pombe, reprimibles en pre-
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sencia de tiamina. Todos ellos poseen elementos comunes en su estructura: un
origen de replicacion de E. coli; el gen de resistencia a ampicilina; el origen de
replicacién ars1 de S. pombe; un gen marcador de complementacion de auxo-
trofias de S. pombe y el promotor del gen nmt1 (“no messenger with thiamine”)
fusionado a un sitio de clonacién multiple, que permite sobreexpresar los inser-
tos clonados cuando se incuban las células en ausencia de tiamina. Todos los
vectores pREPX proceden del vector pREP1 (Maundrell, 1990), de elevada ex-
presion, al que se le incorporé un sitio Xhol en el sitio de clonacién multiple

(Forsburg, 1993). Los distintos vectores pREPX se diferencian entre si por:

o El marcador de seleccion: LEU2 de S. cerevisiae (Qque complementa estirpes
leu1-32), en el caso de los vectores denominados con numero impar, pREP1,
pREP3X, pREP41X y pREP81X; y ura4® (que complementa estirpes
ura4-D18), en el caso de los vectores denominados con nimero par, pREP4X,
pREP42X y pREP82X.

o El promotor. para poder inducir niveles de expresion intermedios, se modificé
el promotor nmt original introduciendo una serie de mutaciones en su secuen-
cia TATA, que disminuyen la fortaleza de éste. Asi, los vectores de expresion
fuerte son los plasmidos pREP1, pREP3X y pREP4X, los de expresion inter-
media son pPREP41X y pREP42X; y los de expresion baja son pREP81X y
pREP82X (Basi et al., 1993).

Existe una versién de plasmidos pREP denominados pJR3X, pJR41X y pJR81X
(Moreno et al., 2000), que derivan de los plasmidos pREP3X, pREP41X y pREP81X
(Forsburg, 1993). Estos plasmidos contienen la misma estructura base de los plasmidos
pREP, y se diferencian en que contienen tres marcadores de seleccion distintos (LEUZ2 de
S. cerevisiae que complementa leu1-32 de S. pombe, ura4” e his3") y dos sitios de clona-

cion multiple diferentes (cada uno con 12 sitios de restriccidén unicos) (Moreno et al., 2000).

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

de la proteina verde EGFP (“Enhanced Green Fluorescent Protein”) (Craven et al., 1998).
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6.1.3. Vectores de S. cerevisiae
. pAS2 y pACT2

Estos vectores de expresidon de S. cerevisiae se emplean para el ensayo
de doble hibrido (Durfee et al., 1993). Ambos vectores contienen el origen de
replicaciéon de E. coli, el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacion

del fago f1 y el origen de replicacion 2 py de S. cerevisiae.

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

el gen CYH2, que confiere sensibilidad a cicloheximida en cepas cyh'.

e Elvector pACT2, por su parte, posee el dominio de activacién transcripcio-
nal del gen GAL4 en fase con la secuencia de dos epitopos de la hemaglu-
tinina y un sitio de clonacion multiple. Como marcador auxotrofico en S. ce-

revisiae, lleva el gen LEUZ.
6.2. Obtencién de ADN

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

zard Plus Minipreps (Promega).
6.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacién de fragmentos de ADN mediante PCR se llevé a cabo en un termoci-
clador GeneAmp PCR System 2700 de Applied Biosystems. Las mezclas de reaccioén con-
tenian: tampon de reaccién suministrado por el proveedor, 1,5 mM MgCl,, los 4 desoxinu-
cledtidos trifosfatos precursores a una concentracion final de 0,2 mM cada uno, 40 pmoles
de cada oligonucledtido utilizado como cebador, 0,25 unidades de Taq polimerasa
(EcoTaq, Ecogen) y una cantidad de ADN molde variable, dependiendo si se trataba de
ADN gendmico o plasmidico. Para la comprobacion rutinaria de cepas mutantes de S. pom-
be, se utilizaron células directamente, sin necesidad de extraer el ADN.

La reaccion requiere la desnaturalizacion del ADN molde, el anillamiento de los ceba-
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dores u oligonucleétidos incorporados a la reaccion y, finalmente, la extension de las
hebras sintetizadas. En cada momento se requiere que la reaccion se encuentre a una
temperatura determinada. El numero de ciclos, la temperatura de anillamiento y el tiempo
de extensién se modifico dependiendo de las caracteristicas del experimento.

La purificacion de los productos de PCR se realizé6 mediante el sistema GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit de GE Healthcare.

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron suministrados por Isogen o Ther-

mo Y sus secuencias y utilidad se describen en la Tabla Il.
6.4. Secuenciaciéon de ADN

La secuenciacion de fragmentos de ADN se realizé en el servicio de secuenciacion de
la Universidad de Salamanca que utiliza un secuenciador automatico Abi prism 3100 Gene-
tic analyzer (Applied Biosystems).

La técnica usada se basa en el protocolo descrito (Sanger et al., 1977), pero en este
caso, se emplearon didesoxinucleétidos marcados con fluorocromos y un laser capaz de
reconocer los distintos colores (longitudes de onda de emisién) de los fluorocromos, que
corresponden a cada una de las bases del ADN. El fundamento de este sistema es una
reaccion de PCR en la cual la extensién de una cadena de ADN a partir de un oligonucleé-
tido iniciador, empleando ADN bicatenario como molde, es interrumpida por la incorpora-

cion de didesoxinucledtidos.
6.5. Manipulaciéon de ADN

Todos los protocolos utilizados para la manipulacion de ADN se recogen en
Ausubel et al. (1995) y Sambrook et al. (1989). Ademas de las indicaciones generales de
estos manuales de laboratorio, se tuvieron en cuenta las especificaciones de las casas co-
merciales suministradoras de los materiales y enzimas utilizados.

El analisis de los fragmentos de ADN obtenidos por tratamiento con enzimas de restric-
cion o por amplificacion mediante PCR se llevo a cabo mediante electroforesis en geles de
agarosa (UltraPure, Life Technologies) de distinto porcentaje, segun el tamano de los frag-
mentos a analizar. Los geles de agarosa llevaban bromuro de etidio a una concentracion
final de 0,1 ug/ml, para localizar el ADN tras iluminarlos con una fuente de luz ultravioleta.
El tampodn utilizado, tanto para preparar la agarosa como para realizar la electroforesis fue
TAE (40 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (acido etilén diamino tetra-acético), pH 7,5).
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Tabla Il: Oligonucleétidos utilizados en este trabajo

NOMBRE |SECUENCIA UTILIDAD
5"-AAGGAAAAAA GCGGCCGC GAGTAAACGGCTATGCAAGAATAG-3’ Clonacion del
P.Rga2(Notl) “Notl promotor de
rga2’

Clonacion del

P.Rga2 5-CGC GGATCC TTGACGAAGAGAACAAGCAGCTT-3’
promotor de
(BamHI) BamHI rga2*
T.Rga2  |5-CCG GAATTC GAATTTAACGTCTACAAATTGTCAAC-3’ Clonacion del
terminador de
(EcoRl) EcoRI rga2*
5'-AAGGACGC GTCGAC CACAGAGCATCCACTATTCGT-3’ Clonacién del
T.Rga2(Sall) Sall terminador de
rga2’
Raaz5 |5 -CGC GGATCCCATGG TAAAGATGGATGTTGTGCGG-3" Clonacién de
gaz. BamHI  Ncol rga2"*
2.6 DO 5'.GCCTAGGTGTGGTAGAAGAC-3’ fg"‘;’;?c'on de
2.9 UP 5'.GATCTTAAGTTGGAACAGAGG-3’ fg'{gg?c'on de
214D0  [5-GTCGAATTCCTCGTCTGAGC-3" fg";’;?‘m“ de
5" TTTCACGACAAACGAACGGAGCACAAAACGAAAGCGACTCTGATGTTA | Marcaje de Rga2
erga2up GTGATGACAATGGGGAGGATAACGAATTTTTCCGGATCCCCGGGTTAATT| en su extremo
AA 3’ carboxilo
5'GATAGTAAAACACGTACAACCATTGAAAGTTTAAGTAAACTAACCGTCT | Marcaje de Rga2
erga2DO  |CAAGCGTTGACAATTTGTAGACGTTAAATTCCTAGAATTCGAGCTCGTTTA| en su extremo
AAC 3’ carboxilo
5'AGATTAATAAAAAGGCATCTCCAAGGGTCAGTTTGTGGACAAAACTGTT | Marcaje de Rga6
ergabup | TGGTAAATTCCGATCAAACAAGAAGAAATCTCGGATCCCCGGGTTAATTA | en su extremo
A3 carboxilo
5'AAAATGAACCTAAACTTTAAGAGCAAACAAATGGTTGTAATATATGATAA | Marcaje de Rga6
ergabDO  |ATAAATGACACCGAAAACAGAAATCCTTTCTTAGAATTCGAGCTCGTTTAA| en su extremo
AC 3’ carboxilo
eraa2u 5’ GTTTTAGAGATTGCTGACACTAGACGAAACCAAGATGCTCCTGAAAAGC| Construccién de
( g ) P |ACGTCCCCGTGATAGAAATCCAGTCTTCTAGACGGATCCCCGGGTTAATT)| la cepa Rga2-
gap AA 3° AGAP-GFP
eraa2u 5'ATCAAGTTACTAGAATTTTTGTCAAGTGACACTTTACGAGAATACCTTCA | Construccién de
g " ':I ) |TGATGTATTCTTTCTTCCTCCTGAGCATGCTCGGATCCCCGGGTTAATTA | la cepa Rga2-
(9apApHA) |, 5 APHAGAP-GFP
. . Construccion de
AN(BamHI) |5 CGC c;(zmclc CATGGGCGCACCTCCTTTCCCTACTC-3 la 0opa RGa2-AN-
GFP
Construccion de
2.12DO 5"-GGCACCTGCTCCATTGAATC-3’ la cepa Rga2-AN-

GFP
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Tabla Il: Oligonucledétidos utilizados en este trabajo

NOMBRE SECUENCIA UTILIDAD
. . Construccion de
APH(Sphl) 5°-TCAGACAT GCATGC TAGTCCCTTCTCTGTATTATC-3 la cepa Rga2-
Sphl APH-GFP

Construccion de
GFP-1 5-GCATCACCTTCACCCTCTCC-3’ la cepa Rga2-
APH-GFP

El aislamiento y purificacién de los fragmentos de ADN después de su separacion en
geles de agarosa se llevo a cabo mediante el sistema GFX PCR DNA and Gel Band Purifi-
cation Kit de GE Healthcare.

La ligacion de fragmentos de ADN, tras eliminar el grupo fosfato del extremo &’ del vec-
tor mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (AP 713023, Boehringer), se realizé con la
enzima ADN ligasa del fago T4 (EL0335, Fermentas).

6.6. Transformacion de E. coli

La transformacioén de E. coli con plasmidos o con mezclas de ligacion se realizé de
acuerdo con el procedimiento disefiado (Kushner, 1978), basado en el choque térmico.
En algunos casos, la transformacion con plasmidos purificados se realizé por un método

simplificado conocido como “transformacion del minuto” (Golub, 1988).
6.7. Transformacién de levaduras

La transformacién de S. pombe y S. cerevisiae se realizé por el método del acetato de

litio-sorbitol (Ito et al., 1983), con las modificaciones descritas (Bahler et al., 1998a).
6.8. Delecion de rga2”

La eliminacion de la ORF correspondiente a rga2” se llevd a cabo mediante la técnica
de reemplazamiento génico en un solo paso descrita por Rothstein (1983, 1991). Para lle-
var a cabo este proceso, se construyé un “médulo de delecion”. Este médulo contenia
1.000 pares de bases de la regién promotora de rga2”, el gen de resistencia a geneticina
(KanMXB6) o de prototrofia para uracilo (ura4”) y 1.000 pares de bases del terminador de
rga2’. El “modulo de delecion” se construyé mediante clonacién secuencial de cada una de
las partes en el plasmido KS (Figura 60).

En primer lugar, se obtuvieron las distintas regiones que conforman el médulo de inte-
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gracion mediante PCR de alta fidelidad. La region promotora se clond, utilizando los oligo-
nucledtidos P.Rga2(Notl), que incorpora el sitio de restriccién Notl, y P.Rga2(BamHI), que
incorpora el sitio de restriccion BamHI, usando como molde ADN gendmico extraido de una
cepa silvestre. El gen de resistencia a la geneticina o el del marcador ura4* se obtuvo me-
diante digestion del plasmido pFA6a-kanMX6 o pFA6a-ura4 con las enzimas BamHI y
EcoRI. La region terminadora se cloné utilizando los oligonucleétidos T.Rga2(EcoRl), que
incorpora el sitio EcoRlI, y T.Rga2(Sall), que incorpora el sitio Sall, usando como molde
ADN gendmico.

El fragmento obtenido se cort6 con la enzima Xbal, cuyo sitio de corte se localiza en el
promotor de rga2®, y Sall, generando un fragmento de DNA que se purificé y se utilizo para
transformar una cepa haploide de S. pombe e inducir el intercambio de la ORF del gen

rga2” por el marcador de seleccion kanMX6 o ura4* mediante recombinacién homologa.

Notl BamHI EcoRI Sall

Figura 60. Médulo de delecion de rga2”.

6.9. Clonacién de rga2”
La clonacion del gen rga2” se llevo a cabo en varios pasos:

A. Los primeros 778 bp se obtuvieron llevando a cabo una PCR de alta fidelidad a
partir de ADN genémico extraido de una cepa silvestre de S. pombe, utilizando
los oligonucleoétidos Rga2.15, que incorpora los sitios BamHI y Ncol, y 2.6 DO,
que contiene nucledtidos de la ORF de rga2®. El producto de PCR se cortd con
las enzimas de restriccion BamHI y Puvll, cuyos sitios de corte se localizan en
la ORF de rga2* (Fragmento ). El segundo fragmento (II) comprendido entre
los pares de bases 778-2.434 se obtuvo de la digestion del plasmido
pREP3X-rga2*-N, que nos envi6 el Dr. Kentaro Nakano utilizando las enzimas
de restriccion Puvll y Pstl. Ambos fragmentos (I y Il) se clonaron en un plasmi-
do KS. Este plasmido se digirié con las enzimas BamHI y Pstl y por medio de
una ligacion triple BamHI-Puvll-Pstl del vector KS y los dos fragmentos de la
ORF de rga2*, se obtuvo el plasmido KS-rga2*-(2.434 bp). Posteriormente, se

secuencié la construccion, y una vez comprobado que la secuencia era correc-
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ta, proseguimos al segundo paso de clonacion (Figura 61A).

El fragmento comprendido entre los pares de bases 2.434-3.828 de la ORF de
rga2” (1) mas 600 bp del terminador del gen rga2*(T2) fueron obtenidos de la
digestion del plasmido pREP3X-rga2*-N mediante las enzimas de restriccion
Pstt y BamHI. Posteriormente se clond6 en wun plasmido KS
(KS-rga2*-(1.400 bp+terminador)) (Figura 61B).

En el tercer paso, unimos el primer fragmento de 2.434 bp (I-II) con el segundo
fragmento de 1.400 bp (Ill) mas los 600 bp del terminador (T2). El plasmido
KS-rga2*-(2.434 bp) se digirié con las enzimas de restriccion BamHI y Pstl, ob-
teniendo asi el primer fragmento. El KS-rga2*-(1.400 bp+terminador) se digirio
con las enzimas de restriccion Pstl y Notl, obteniendo el segundo fragmento. A
continuacion se clonaron ambos fragmentos en un plasmido KS. Este plasmido
se digirié con las enzimas de restriccion BamHI| y Notl y mediante una ligacion
triple BamHI-Pstl-Notl entre el vector KS y los dos fragmentos se obtuvo el
plasmido KS-rga2*-(Pstl) (Figura 61C).

El sitio Pstl situado en la base nucleotidica 2.434 de la ORF de rga2” es un sitio artifi-

cial que se construyo en el laboratorio del Dr. Kentaro Nakano. Nosotros lo hemos utilizado

para la clonacion de rga2®, pero una vez conseguida, decidimos eliminarlo a través de va-

rios pasos de clonacion:

D.

Se volvid a obtener el fragmento comprendido entre los pares de bases
338-2.932 de la ORF de rga2” a partir de ADN gendmico de una cepa silvestre
de S. pombe mediante amplificacion por PCR con los oligonucledtidos 2.9 y
2.14. Este fragmento amplificado se digirié con las enzimas de restriccién Sphl
y Xbal, cuyos sitios de corte se localizan en la ORF de rga2®. Por otro lado, a
partir del plasmido KS-rga2*-(Pstl) se obtuvo el fragmento de las primeros 338
pares de bases mediante digestion con las enzimas BamHI y Sphl. Tanto el
fragmento amplificado por PCR como el obtenido del plasmido KS-rga2*-(Pstl)
se clonaron en un plasmido KS mediante ligacion triple BamHI-Sphl-Xbal. Una
vez obtenido el plasmido KS-rga2*-(2932-sin Pstl), se mandd a secuenciar y se
comprobd que la construccion era correcta. El fragmento final de la ORF de
rga2* (2.932-3.828 bp) mas los 600 bp del terminador de rga2” se obtienen del
plasmido KS-rga2*-(Pstl) digiriendo con la enzima de restriccion Xbal. Este
fragmento se cloné en el plasmido KS-rga2*-(2.932-sin Pstl), en el sitio Xbal.
Finalmente, se obtuvo el plasmido KS-rga2® que se mando a secuenciar para

comprobar que la construccién era correcta (Figura 61D).
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E. Posteriormente, este gen se clond en los plasmidos pREP3X y pREP4X en el

sitio BamHI de su secuencia de clonacion multiple (Figura 61E).

A) B) C)
BamHI Puvll Pstl Pstl BamHINotl BamHI Pstl BamHINotl
I |/ I I |/
: sToP : STOP
: KS-rga2* .

KS-rga2+*-(2.434 bp) KS-rga2*- (Pstl)

:(1.400 bp+terminador):
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Figura 61. Estrategia seguida para la clonacién del gen rga2’. Los nimeros |, Il y lll representan los dis-
tintos fragmentos de la ORF de rga2” y el término “T2” representa los 600 bp del terminador del gen rga2®.

6.10. Marcaje de proteinas en su extremo carboxilo

Para marcar las proteinas Rga2 y Rga6 en el extremo carboxilo con los epitopos
c-Myc, HA o con la proteina verde fluorescente (GFP) se utilizé el método descrito
(Bahler et al., 1998a), que permite la fusion de estos epitopos en fase con la ORF del gen
de interés. Como molde, se utilizaron los plasmidos que contienen las secuencias de los
epitopos deseados con el marcador de seleccién adecuado. Como cebadores, se usaron
oligonucledtidos que poseen una region en su extremo 3’ complementaria a los plasmidos
moldes. Uno de los oligonucledtidos presenta en su extremo 5’ una regiéon de 90-100 nu-
cledtidos idéntica a la region 3’ de la ORF del gen (excluido el codén de parada). El otro
oligonucledtido incluye en su extremo 5’ una region idéntica a 90-100 nucleétidos de la re-
gion 3’ no codificante del gen que se encuentra a una distancia de entorno a 200 bp del
cododn de parada. Con el producto de PCR se transformé la cepa adecuada y los transfor-

mantes se seleccionaron dependiendo del marcador utilizado.
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6.11. Obtencién de las cepas mutantes Rga2-AN-GFP, Rga2-APH-GFP,
Rga2-AGAP-GFP y Rga2-APHAGAP-GFP

Las proteinas truncadas Rga2-AGAP-GFP y Rga2-APHAGAP-GFP fueron obtenidas
mediante el método descrito en el apartado anterior de Materiales y Métodos, utilizando los
oligonucledtidos erga2up (gapA) y erga2DO en el caso de la cepa Rga2-AGAP-GFP y erga-
2up (gapApHA) y erga2DO en el caso de la cepa Rga2-APHAGAP-GFP. Como molde se
usé el plasmido pFA6a-kanMX6-GFP (Bahler et al., 1998a). El resto de versiones trunca-
das de la proteina (Rga2-AN-GFP y Rga2-APH-GFP) se obtuvieron mediante la construc-
cion de un “médulo de integracion” que disponia en su extremo 5' de 1.000 pares de bases
del promotor de rga2®, seguida de la version truncada de la ORF de rga2® en cada caso.
En el extremo 3' se situaba la secuencia que codifica la proteina GFP y el gen de resisten-

cia a geneticina seguido de 1.000 pares de bases del terminador de rga2® (Figura 62).
Los pasos de clonacién fueron los siguientes:

A. Lo primero fue obtener “un médulo de integracion” para marcar la proteina Rga2
con GFP en su extremo C-terminal. Aunque esta cepa ya se obtuvo por el método
de Bahler, la construccion de este casete nos servia de molde para la obtencion
de las cepas Rga2-AN-GFP y Rga2-APH-GFP. Por tanto, partiendo del plasmido
del “modulo de delecion” en el que teniamos el promotor y el terminador de Rga2,
intercambiamos la prototrofia para uracilo por el médulo GFP-Kanamicina del plas-
mido pFAGa-kanMX6-GFP (Bahler et al., 1998a). Para realizar el intercambio dige-
rimos ambos plasmidos con las enzimas de restriccion BamHI| y EcoRl, realizamos
la ligacion y obtuvimos el plasmido KS-P2-GFP-KanMX6-T2 (Figura 62A).

B. Posteriormente, clonamos la ORF de rga2® del plasmido KS-rga2" mediante los
sitios de restriccion BamHI y Smal. Asi obtuvimos el plasmido
KS-P2-Rga2-GFP-KanMX6-T2 (Figura 62B).

C. Una vez obtenido “el médulo de integraciéon” de partida, amplificamos por PCR los
fragmentos de la ORF de rga2® que iban a ser intercambiados en dicho maédulo.
Para la construccion de la cepa Rga2-AN-GFP se utilizaron los oligos NAy 2.12DO
tomando como molde el plasmido KS-rga2®. Para la construccion de la cepa
Rga2-APH-GFP se utilizaron los oligos APH y GFP-1 tomando como molde ADN
genomico de la cepa Rga2-GFP (PPG 4532). Los productos de PCR obtenidos y
el plasmido KS-P2-Rga2-GFP-KanMX6-T2 se digirid con las enzimas de restric-
cion BamHI y Sphl (en el caso de Rga2-AN-GFP) y Sphl y Xmal (en el caso de

Rga2-APH-GFP). A continuacién se llevaron a cabo las ligaciones y tras las com-
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Figura 62. Estrategia seguida para la obtencion de las cepas Rga2-AN-GFP y Rga2-APH-GFP. “Prga2’ y
“Trga2” representa el promotor y el terminador del gen rga2* respectivamente.

probaciones se obtuvieron los plasmidos de integracion KS-P2-Rga2-AN-GFP-
KanMX6-T2 y KS-P2-Rga2-APH-GFP-KanMX6-T2 (Figura 62C).

D. Posteriormente se cortd “el modulo de integracidon” de cada uno de los plasmidos
con las enzimas de restriccion Sall y EcoRV (KS-P2-Rga2AN-GFP-KanMX6-T2) y
Notl y Sall (KS-P2-Rga2-APH-GFP-KanMX6-T2), generando un fragmento de DNA
que se purificd y se utilizé para transformar la cepa rga2::ura4 (PPG 4581) de
S. pombe e inducir el intercambio del “mddulo de delecion” por las ORF truncadas

del gen rga2* mediante recombinacion homologa (Figura 62D).
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7. Analisis de proteinas

7.1. Obtencion de extractos celulares

Los ensayos de Western blot y precipitacion se realizaron a partir de extractos celula-
res obtenidos de la siguiente manera: Se resuspedieron 1 x 10® células en 100 pl de tam-
pon de lisis A (20 mM Tris-HCI pH 8, 2 mM EDTA, 100 mM NacCl, 0,5 % NP-40 y 10 % de
glicerol) con inhibidores de proteasas (2 y/ml aprotinina, 2 y/ml leupeptina, 2 p/ml pestatina
y 1 mM PMSF). Las células se lisaron con bolitas de vidrio (G8772, Sigma), en una
Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant) durante 2 pulsos de 16 segundos a una potencia de 6,0.
Se comprobd la rotura celular por observacion al microscopio de contraste de fases. Las
bolitas de vidrio, paredes y restos celulares se retiraron mediante centrifugacion a 5.000
rpm durante 10 minutos. Todo el proceso se realizé a 4°C para evitar la degradacion de las
proteinas. La concentracion de proteina de los extractos se cuantifico mediante el método

colorimétrico descrito (Bradford, 1976).
7.2 Precipitacion e inmunoprecipitaciéon

Para realizar los ensayos de precipitacion e inmunoprecipitacion, obtuvimos extractos
de 5 x 10® células que expresaban las diferentes proteinas marcadas con epitopos HA y
Myc, con la proteina GFP o con la proteina GST. En el caso de las proteinas marcadas con
GST, se incubaron los extractos (2 mg de proteina total) en presencia de 30 ul de bolitas
de glutation-sefarosa (Glutathione Sepharose 4B, GE Healthcare) al 50 % (v/v) durante 2-4
horas en agitacién a 4°C. En el caso de proteinas marcadas con otros epitopos, se utiliza-
ron anticuerpos frente al epitopo de interés, previamente incubados con 30 pl de proteina
A-sefarosa (Protein A shepharose CL-4B, GE Healthcare) al 50 % en tampén de lisis du-
rante 2-4 horas a 4°C y se afiadieron a 2-3 mg de extractos proteicos. Posteriormente, los
complejos unidos a la matriz de sefarosa se sedimentaron por centrifugacion y se lavaron 4
veces con 1 ml de tampdn de lisis. Finalmente, los complejos con las bolitas de
glutation-sefarosa o de proteina A-sefarosa se resuspendieron en 30 pl de tampdn de car-
ga 2X (SDS al 4 %, glicerol al 20 %, 100 mM DTT y azul de bromofenol al 0,08 %) para

proceder a la electroforesis en geles de poliacrilamida.

7.3. Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

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

nutos a 100°C y se centrifugaron a 12.000 rpm durante otros 5 minutos.
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Las proteinas se separaron segun su tamafo mediante electroforesis en geles de dis-
tinto porcentaje de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) como
describe (Laemmli, 1970) y a una intensidad de 30 mA por gel. El tampdn de carrera utiliza-
do fue Tris/ Glicina (24,8 mM/192 mM) y SDS al 0,1 % pH 8,3. Las proteinas se transfirie-
ron a membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore) utilizando el sistema Mini Protean Il de
BioRad, usando como tampoén Tris/Glicina (24,8 mM/192 mM) y metanol al 10 % pH 8,3,

durante 90 minutos a 100 V.
7.4. Inmunodeteccidén de proteinas

En primer lugar, las membranas se bloquearon en TBST (20 mM Tris-HCI pH 7,6,
137 mM NaCl y 0,1 % de Tween 20 de Sigma) con seroalbumina bovina al 1 % o con le-
che desnatada al 5 %, durante toda la noche a 4°C o 45 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario a la diluciéon apropiada en solucion
de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C. Se lava-
ron 4 veces durante 5 minutos con abundante TBST y se incubaron después con un anti-
cuerpo secundario anti-lgG unido a peroxidasa (HRP, “horseradish peroxidase”) durante 45
minutos a temperatura ambiente. Las membranas se volvieron a lavar 4 veces con TBST y
se afadio el sustrato para la deteccidn de la actividad peroxidasica por quimioluminiscen-
cia. Se empled el kit ECL (RPN2106 Amersham Corporation). Las proteinas reconocidas

por los anticuerpos se detectaron usando peliculas X Ray Film 100NIF (Fuijifilm).
Los anticuerpos utilizados fueron:

) Anticuerpo monoclonal frente al epitopo HA, 12CA5 (Boehringer), a una dilu-
cién 1:6.000.

) Anticuerpo monoclonal frente a actina, C4 (ICN Biomedicals) a una dilucién
1:10.000.

) Anticuerpo monoclonal frente a tubulina (Sigma) a una dilucién de 1:10.000.

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

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

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

) Anticuerpo policlonal anti-GFP a una dilucién 1:5.000 (/nvitrogen).

) Anticuerpo policlonal anti-fosfo-p44/42 (Cell Signalling) que detecta el estado
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activo de Pmk1, a una diluciéon de 1:2.500.

£ Anticuerpo policlonal frente a Pma1 (Serrano et al., 1986), a una dilucién de
1:20.000.

£ Anticuerpo monoclonal frente a Pep12 (Molecular Probes), a una dilucién de
1:2.000.

) Anticuerpo monoclonal anti-lgG de ratén unido a HRP (BioRad) a una dilu-
cién 1:10.000.

- Anticuerpo monoclonal anti-IgG de conejo unido a HRP (BioRad) a una dilu-
cion 1:10.000.

7.5. Valoracion de GTP-Rho

7.5.1. Produccién de GST-C21RBD o GST-CRIB

La cantidad de Rho activa se determind mediante el ensayo de precipitacién con GST-
C21RBD (Rho1-5) o GST-CRIB (Cdc42). Estos dominios s6lo se asocian a Rho cuando
esta unida a GTP. Las proteinas recombinantes GST-C21RBD o GST-CRIB se obtuvieron
en una cepa DH5a de E. coli transformada con los plasmidos pGEX-C21RBD o
pGEX-CRIB. El plasmido pGEX-C21RBD lleva el fragmento de ADN que codifica el péptido
C21 que contiene el dominio de unién a RhoA (RBD,”Rho binding domain”) de la proteina
rotequina fusionada a la secuencia que codifica la proteina GST (Reid et al., 1996). El plas-
mido pGEX-CRIB lleva el fragmento de ADN que codifica el dominio CRIB (“Cdc42/Rac In-
teractive Binding”) de la proteina Pak2 fusionada a la secuencia que codifica la proteina
GST (Manser et al., 1998). Las bacterias transformadas con el plasmido pGEX-C21RBD o
pGEX-CRIB se incubaron a 28°C en 400 ml de medio LB con el antibiético ampicilina
(50 pg/ml) hasta que alcanzaron una D.O. a 600 nm de 0,6. En este momento, se afnadio
IPTG a una concentracion final de 0,5 mM para inducir la expresién del gen que codifica la
proteina de fusién correspondiente y se incubaron 3 horas mas a 28°C.

Se recogieron las células por centrifugacion a 5.000 rpm y se resuspendieron en 20
ml de tampon PBS (tampon fosfato salino: 10 mM Na;HPO,, 2 mM KH;HPO,4, 137 mM
NaCl y 2,7 mM KCI) frio al que se anadieron previamente inhibidores de proteasas (2 ug/ml
de pestatina, 2 pg/ ml de leupeptina, 2 ug/ml de aprotinina y 1 mM de PMSF) y lisozima
(2 mg/ml). Tras 30 minutos de incubacion en hielo, las células se sonicaron 4 veces a una
potencia de 14 um de amplitud de onda durante 1 minuto. Se anadié Tritdn TX-100 a una
concentracion final del 1 % y se centrifugaron las células lisadas a 10.000 rpm durante
1 hora a 4°C.

Posteriormente, se recogié el sobrenadante, se anadieron 600 ul de glutation-
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sefarosa al 50 % previamente equilibrada con PBS y se incub6 durante 2 horas a 4°C. A
continuacion, las bolas de glutation-sefarosa con la proteina de fusion GST-C21RBD o
GST-CRIB unida, se lavaron 3 veces con 40 ml de PBS, recogiéndose por centrifugacion a
3.000 rpm. Por ultimo, se resuspendieron al 50 % en solucién de lisis B: 50 mM Tris-HCI
pH 7,6, 20 mM NaCl, glicerol al 10 %, 2 mM MgCl,, 0,1 mM DTT y NP-40 al 0,5 %, con in-
hibidores de proteasas a la misma concentracion que la descrita anteriormente.

La cantidad de proteina se cuantificd por electroforesis en gel de poliacrilamida al
12 % tefiido con azul de Coomasie Brilliant Blue R-250, comparandola con diferentes canti-

dades de seroalbumina bovina.
7.5.2. Ensayo de unién

Se obtuvieron extractos celulares de las cepas en estudio que producian las diferen-
tes proteinas Rho fusionadas al epitopo HA en su extremo N-terminal, tal y como se descri-
bié en el apartado 7.1 de Materiales y Métodos, pero utilizando tampén de lisis B (ver apa-
ratado 7.5.1 de Materiales y Métodos). Los extractos (2 mg de proteina total) se llevaron a
500 pl con tampodn de lisis B y se afadieron 10 uyg de GST-C21RBD (Rho1-5) o GST-CRIB
(Cdc42) asociado a bolas de glutation-sefarosa. Se incubaron 2-4 horas a 4°C y se lavaron
4 veces con 1 ml de tampon de lisis B. Finalmente, los precipitados se resuspendieron en
30 pl de tampédn de carga 2X, y se sometieron a SDS-PAGE en un gel al 12 % que luego
se transfirid a una membrana de PVDF, y se incubd con anticuerpos monoclonales
anti-HA 12CA5, para detectar la fraccion de la proteina HA-Rho unida a GTP, que habia
precipitado al unirse al dominio C21RBD (Rho1-5) o CRIB (Cdc42).

8. Ensayo de la actividad GTPasica

8.1. Purificacion de proteinas fusionadas a GST

Para estos ensayos se utilizaron cepas transformadas con los plasmidos pREPKZ,
PREPKZ-rho1*, pREPKZ-rho2®, pREPKZ-rho3", pREPKZ-rho4®, pREPKZ-cdc42"
y pREPKZ-rga2"y cultivadas durante 14 horas en un medio minimo suplementado con los
aminoacidos correspondientes y carente de tiamina. Recogimos, por centrifugacion, 100-
200 ml de células que se resuspendieron en 500 pl de solucién de lisis C (60 mM Tris-HCI
pH 7,6, 1 mM EDTA, 20 mM NacCl, 0,1 % NP-40, 2 mM MgCl,, 0,1 mM DTT y 10 % glice-
rol), con inhibidores de proteasas (2 p/ml aprotinina, 2 p/ml leupeptina, 2 y/ml pestatina y
1 mM PMSF) incorporados.

Una vez obtenidos los extractos totales, tal como se describe en el apartado 7.1 de
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Materiales y Métodos, se anadieron bolas de glutation-sefarosa, equilibradas previamente
en solucion de lisis C, hasta un 10 % del volumen final. Los extractos se incubaron durante
dos horas a 4°C, tras lo cual, los precipitados se lavaron tres veces con 1 ml de solucién de
lisis C y se resuspendieron en la cantidad correspondiente de solucion de lisis C mas inhibi-
dores de proteasas.

Alicuotas de cada proteina obtenida se sometieron a SDS-PAGE en un gel al 12,5 %, y
se tifieron con Coomassie Brilliant Blue R-250 para comprobar el grado de eficiencia de la

purificacion.
8.2. Medida de la actividad GTPasica

Para cuantificar la activacion de la capacidad GTPasica de las proteinas de la familia
Rho, mediada por Rga2, se siguio el protocolo descrito (Self and Hall, 1995). Se incubaron
30 pl de cada proteina GST-Rho purificada con 5 uCi de **yP-GTP durante 10 minutos a
30°C en solucion de lisis C (50 mM Tris-HCI pH 7,6, 1 mM EDTA, 20 mM NaCl, 0,1 %
NP-40, 2 mM MgCl,, 0,1 mM DTT y 10 % glicerol). A continuacion, la mezcla se enfrié en
hielo y se afiadieron 10 ul de 25 mM MgCl,. Alicuotas de 10 ul de esta reaccién se mezcla-
ron con 40 ul de solucién de reaccién (20 mM Tris-HCI pH 7,6, 20 mM NaCl, 5 mM MgCl,,
1 mg/ml BSA, 0,1 mM DTT y 1 mM GTP) y con 30 ul de proteina GST o GST-Rga2. La
mezcla se incubd a 20°C en agitaciéon tomando muestras de 10 yl a intervalos de dos minu-
tos. Las alicuotas se diluian en 1 ml de solucién de reaccion a 0°C. Las muestras se filtra-
ron utilizando membranas de nitrocelulosa y se lavaron con 10 ml de solucién de lavado
(20 mM Tris-HCI pH 7,6, 20 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,1 mM DTT). Una vez secos, los fil-
tros se transfirieron a viales de centelleo. La radiactividad debida al **yP-GTP que perma-
necia unido a la proteina GST-Rho se cuantificd en un contador de centelleo Wallac 1409,

utilizando liquido de centelleo Optiphase “Hisafe” (Wallace).

9. Marcaje y fraccionamiento de los polimeros de la pared ce-

lular

Se utilizé el método descrito (Arellano et al., 1996). En alguno de los experimentos que
se recogen en esta memoria el marcaje radiactivo de las paredes de las células se llevo a
cabo tras la induccion del promotor del gen nmt1, por lo que las células se incubaron en
medio minimo sin tiamina durante 14 horas a 32°C antes de afadir el precursor radiactivo.
En los demas casos, las células se incubaron en medio minimo con los suplementos nece-
sarios 0 en medio rico, antes de anadir el precursor radiactivo. Cuando los cultivos alcanza-

ron una densidad éptica entre 0,5-0,8 se llevé a cabo el marcaje de las mismos. Se realizé
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en cultivos de 10 ml durante un periodo de 6 horas a 28°C y con 0,5 pCi/ml de "*C-glucosa.

Se tomaron dos muestras de 50 pl al comenzar y dos al terminar la incubacién para
calcular la incorporacion total de glucosa radiactiva en las células. El resto de cultivo se re-
cogio, se lavo tres veces con 1 mM EDTA vy se sometié a rotura mecanica mediante agita-
cion con bolas de vidrio en una Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant). La rotura se comprobo
por observacién al microscopio de contraste de fases. El extracto obtenido se diluyé hasta
1ml con 1 mM EDTA, se decantaron las bolas de vidrio y se centrifugd a 1000 x g para re-
coger las paredes. Estas se lavaron tres veces con 2 M NaCl y otras dos veces con 1 mM
EDTA y se tomaron dos alicuotas de 20 pul para determinar la incorporacién total de
C-glucosa en las paredes.

Las paredes se hirvieron 5 minutos para inactivar las posibles glucanasas de la pared y
se resuspendieron en 500 yl de 1 mM EDTA. Se hicieron alicuotas de 100 pl, de las cuales
una se incubd con 100 pl de tampon 50 mM citrato-fosfato pH 5,6; dos alicuotas se incuba-
ron en el mismo tampdn en presencia de 10 uyg de Zymoliasa 100T (Seikagaku Kogio) y
otras dos se incubaron en 100 ul del tampdn 50 mM Tris-HCI pH 7,5 con 100 unidades de
Quantazima (Quantum, Biotechnologies ING) que es una B-(1,3)-glucanasa recombinante.
Todas las muestras se incubaron a 28°C durante 36 horas, tras lo cual se centrifugaron a
12.000 rpm durante 5 minutos y se tomaron alicuotas de los sobrenadantes y de los preci-
pitados.

Todas las alicuotas (excepto los sobrenadantes que se valoraron directamente) se di-
luyeron con 1 ml de acido tricloroacético (TCA) frio al 10 %, manteniéndose a 4°C hasta ser
filtradas sobre papel Whatman GF/C. Estos filtros se lavaron 3 veces con 1 ml de TCAy 2
veces con 3 ml de etanol. Después se secaron y se determind su radiactividad en un conta-
dor de centelleo Wallac 1409, afiadiendo liquido de centelleo Optiphase “Hisafe” (Wallace).

El precipitado de la incubacién con Zymoliasa 100T corresponde al a-glucano presente
en la pared mientras que el sobrenadante de la incubacién con Quantazima corresponde al
B-(1,3)-glucano. La diferencia entre los precipitados de Quantazima y Zymoliasa 100T co-

rresponde a galactomanano y -(1,6)-glucano.

10. Fraccionamiento subcelular por centrifugaciéon en gradien-

tes de densidad de sacarosa

Se recogieron células a partir de 2 litros de cultivo en fase exponencial de crecimiento
(D.O.600 0,8) y se resuspendieron en 3 ml de tampdn de lisis D (Sacarosa al 17 % (p/v),
50 mM Tris-HCI pH 7,5 y 1 mM EDTA) con inhibidores de proteasas (2 p/ml aprotinina,

2 pu/ml leupeptina, 2 p/ml pestatina y 1 mM PMSF) incorporados. La rotura de las células se
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hizo mecanicamente en un voértex, utilizando bolitas de vidrio (G8772, Sigma). El extracto
crudo asi obtenido se centrifugd con el fin de eliminar las paredes celulares. El sobrena-
dante se colocé en la parte superior de un gradiente lineal de sacarosa (10-65 % (p/v), en
50 mM Tris‘HCI pH 7,5y 1 mM EDTA, de 30 ml. Este gradiente se sometié a centrifugacion
en un rotor SW28 a 25.000 rpm durante 20 horas a 4°C. Terminada la centrifugacion, se
recogieron las muestras a través de una bomba peristaltica desde la parte inferior del tubo
que contenia el gradiente. Se recogieron 30 fracciones de aproximadamente 1 ml empe-
zando por la parte mas densa del gradiente.

Por cada dos o tres fracciones obtenidas, un volumen de 10 pl se sometié a SDS-
PAGE y Western blot. La presencia de las proteinas Rga2-HA, Rga6-HA y Rga4-HA, ade-
mas de los marcadores de las distintas fracciones celulares se detecté mediante los si-
guientes anticuerpos especificos:

- Pma1 (membrana plasmatica) utilizando anticuerpos anti-Pma1 (1:20.000),
amablemente cedido por el Dr. César Roncero (Serrano et al., 1986).

* Pep12 (endosomas) utilizando anticuerpos anti-Pep12 (1:2.000) (Molecular
Probes), amablemente cedido por el Dr. César Roncero.

- SPAC1B2.03c-GFP (reticulo endoplasmatico), utilizando anticuerpos anti-
GFP JL-8 (1:2.000) (BD Biosciences).

- Rga2-HA/Rga6-HA/Rga4-HA, utilizando anticuerpos anti-HA, 12CA5
(1:6.000) (Boehringer).

Para comprobar la correcta construccion del gradiente se determiné el porcentaje de
sacarosa (p/v) en cada una de las fracciones, utilizando un refractometro modelo Abbe
(Atago).

11. Ensayo de sensibilidad a B-glucanasas

Estos ensayos fueron realizados siguiendo el protocolo que describe
(Calonge et al., 2000). Se recogieron células creciendo en fase exponencial y se lavaron
con agua varias veces. A continuacion, se resuspendieron a una densidad oOptica de 1,0 en
agua que contiene 25 ug/ml de Zymoliasa 100T. Las suspensiones celulares se incubaron
a 37°C con agitacion y se valoro la lisis celular midiendo la densidad optica a 600 nm cada

20 minutos.
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12. Ensayo de determinacion de la actividad de Pmk1 bajo

condiciones de estrés hiperosmético

Se incubaron las células en medio rico YES o medio minimo suplementado con los co-
rrespondientes aminoacidos y en ausencia o presencia de tiamina segun los casos a una
temperatura de 32°C-28°C. Cuando las células alcanzaron una densidad optica de 0,5 se
empez6 el tratamiento de estrés hiperosmaético con 0,6 M KCI. En todos los casos, se reco-
gieron mediante filtracion 40 ml de cultivo a diferentes tiempos. A continuacion se extraje-
ron las células del filtro en tubos de microcentrifuga frios a los que previamente se le ha
anadido 1 ml de PBS 1X frio. Los precipitados resultantes se congelaron y guardaron en
hielo seco. A continuacién, todas las muestras obtenidas se descongelaron y se resuspen-
dieron en 150 pl de solucion de lisis E (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 10 % glicerol,
0,1 % NP-40 y 15 mM imidazol) con inhibidores de proteasas (2 py/ml aprotinina, 2 p/ml leu-
peptina, 2 y/ml pestatinay 1 mM PMSF) incorporados. Las células se lisaron con bolitas
de vidrio (G8772, Sigma), en una Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant) durante 2 pulsos de
16 segundos a una potencia de 6,0. Se comprobé la rotura celular por observacion al mi-
croscopio de contraste de fases. Las bolitas de vidrio, paredes y restos celulares se retira-
ron mediante centrifugacién a 13.000 rpm durante 15 minutos. Todo el proceso se realizé a
4°C para evitar la degradacion de las proteinas. La concentracion de proteina de los extrac-
tos se cuantificod por el método colorimétrico descrito (Bradford, 1976). Pmk1-HAGBH se puri-
fico utilizando 60 pl de bolas de Niquel Ni**-NTA Agarose (Qiagen) al 50 % junto con
800 pg de cada extracto celular obtenido e incubando las distintas muestras durante dos
horas en agitacion a 4°C. Posteriormente, Pmk1 unida a las bolas de niquel se sediment6
por centrifugacién y se lavo tres veces con 1 ml de 1 M Tris-HCI pH 8. Finalmente, estos
complejos proteicos se resuspendieron en 25 ul de tampdén de carga 2X para proceder a la
electroforesis en geles de 10 % de poliacrilamida y posterior analisis por Western blot. Para
detectar el estado activo de Pmk1 se utilizaron anticuerpos policlonales anti-fosfo-p44/42
(Cell Signalling) a una dilucién de 1:2.500 y para detectar la cantidad total de Pmk1 purifi-
cada se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-HA, 12CA5 (Boehringer), a una dilucion
1:6.000.

13. Técnicas microscopicas y tinciones

Para llevar a cabo estas técnicas, se emplearon un microscopio Zeiss Axioskop 2 plus
y un microscopio Leica DM RXA, ambos equipados con sistemas de iluminacion halégena

y equipos de fotografia digital. Ademas, se utilizd el equipo Personal Deltavision Microsco-

133



Materiales y Métodos

pe (Applied Precision), que consta de un microscopio invertido Plympus IX-70.

13.1. Microscopia de campo claro: contraste de fases y contraste dife-

rencial (Nomarski)

Las muestras se tomaron directamente de los cultivos incubados en medio liquido o en
placas para su observacion. Las muestras se observaron en un microscopio Leica DM RXA

con un sistema de filtros para microscopia de contraste diferencial.

13.2. Microscopia de fluorescencia

Para la observacion de muestras fluorescentes, se utilizaron los microscopios Leica
DM RXA vy Deltavision con los filtros adecuados que dejan pasar la luz UV de una determi-
nada longitud de onda, segun los espectros de excitacidon-emisién propios de los fluorocro-
mos o proteinas fluorescentes utilizadas. Las imagenes obtenidas se procesaron posterior-
mente con los programas Adobe Photoshop CS, Image J y el programa de Applied Biosys-

tems del microscopio Deltavision.
13.2.1. Fluorescencia directa con GFP

La proteina verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoacidos proceden-
te de la medusa Aequorea victoria, que posee la capacidad de emitir luz verde cuando se
excita con luz ultravioleta de longitud de onda de 488 nm. La GFP mantiene su capacidad
para emitir luz verde cuando se expresa de forma heterdéloga en células eucariotas o proca-
riotas. Por ello, suele usarse como sistema de deteccion de la expresion y localizacién sub-
celular de proteinas in vivo. Para ello, es necesario fusionar la secuencia de ADN que codi-
fica esta proteina en fase con la del gen de la proteina objeto de estudio y observar la
muestra en el microscopio de fluorescencia.

Existen variantes de la proteina verde fluorescente, como la EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein), mas brillante que la original, que emite luz de 507 nm de longitud de
onda cuando es excitada con luz de 488 nm; la proteina azul fluorescente o CFP (Cian
Fluorescent Protein), que emite luz de 475 nm de longitud de onda cuando es excitada con
luz de 433 nm; o la proteina amarilla fluorescente o YFP (Yellow Fluorescent Protein), que
emite luz de 527 nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de 514 nm.

Existe, ademas, la proteina roja fluorescente (DsRFP), que emite luz de 586 nm de
longitud de onda cuando es excitada con luz de 556 nm. Se han realizado modificaciones
de la proteina RFP, como la mCherry, cuya luz de emisién es mas brillante y estable, que

emite luz de 610 nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de 587 nm. El marcaje
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de parejas de proteinas con diferentes combinaciones de proteinas fluorescentes permiten
la realizacion de experimentos de co-localizacion (Shaner et al., 2005). Ademas, estas pro-

teinas pueden fusionarse en tdndem para aumentar la intensidad de la luz de emision.

13.2.2. Tincion de calcofluor

El calcoflior es un fluorocromo que, en S. cerevisiae tifie las zonas de pared celular
ricas en quitina, pero que en S. pombe se une fundamentalmente al -(1,3)-glucano lineal
del septo y de los polos en crecimiento (Cortés et al., 2007) ya que S. pombe carece de
quitina. El calcofluor se excita al recibir luz de 372 nm de longitud de onda y emite fluores-
cencia azul. El calcofluor (Blankophor BBH, Bayer Corporation) se prepardé en agua a una
concentraciéon de 15 mg/ml. Para conseguir la completa disolucién, se afiadieron gotas de
10 N KOH. Se esterilizé por filtracion y se guardé a 4°C protegido de la luz.

La tincion de calcofluor se realizd partiendo de cultivos liquidos creciendo en fase loga-
ritmica. Las células se recogieron por centrifugaciéon (1 minuto a 3.000 rpm), se resuspen-
dieron en 50 ul de agua con calcoflior a una dilucién 1:50 y posteriormente se lavaron con

PBS y se concentraron para observar la fluorescencia.

13.2.3. Tincion de actina

Aprovechando la propiedad de la faloidina, una toxina extraida del hongo Amanita pha-
lloides, de unirse con alta afinidad a la actina F (actina polimerizada), se puede usar conju-
gada a un compuesto fluorescente, en este caso, Alexa-flior 448 como sonda para detec-
tar 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 (Marks and Hyams, 1985). Partien-
do de un cultivo en fase exponencial, se tomaron 5 ml de células y se fijaron afadiendo 1
ml (1/5 del volumen del cultivo) de formaldehido al 16 % (EM-grade MeOH Free, Polyscien-
ces) y 500 pl (1/10 del volumen del cultivo) de tampén PEM (100 mM PIPES, 1 mM EGTA y
1 mM Mg.SO, pH 6,9). Las células se incubaron en agitacién a la temperatura del cultivo
durante 1 hora y posteriormente se lavaron 3 veces con tampén PEM. Se recogieron de
nuevo las células y se permeabilizaron resuspendiéndolas en PEM con Tritén TX-100 al 1
% durante 30 segundos, para permitir la posterior entrada del fluorocromo. Finalmente, se
lavaron tres veces con PEM, se tomd 1 pl de células permeabilizadas y se mezclaron con
8 ul de Alexa-fluor 448-faloidina (Molecular Probes), resuspendida en PEM. Estas muestras
se incubaron en oscuridad durante 1 hora en agitador orbital a temperatura ambiente. Las

muestras asi tefiidas pueden guardarse durante 1 o 2 dias a 4°C.
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13.3. Microscopia electrénica

La preparacion de muestras para su observacion al microscopio electrénico de trans-
misién se llevd a cabo tal y como se describe a continuacion:

Se tomaron células que alcanzaban una densidad 6ptica de 0,5. A continuacién se rea-
lizaron tres lavados con agua y estas células se fijaron con permanganato potasico al 2 %
durante una hora a temperatura ambiente. El exceso de permanganato fue retirado tras
varios lavados con agua. Posteriormente las células se deshidrataron empleando concen-
traciones crecientes de etanol (70 %, 90 % y 100 %). Las muestras se incluyeron en resina
mediante el kit Suprr Resin Embedding de TAAB, a través de varios pasos con concentra-
ciones de resina crecientes hasta incluir las muestras en resina pura. A continuacion se
encapsularon las diferentes muestras y se incubaron en una estufa a 70°C durante 16
horas para que la resina polimerizara. Se cortaron secciones ultrafinas de las muestras em-
pleando un ultramicrotomo LKB Ultratome Ill. Posteriormente se fijaron con acetato de ura-
nilo al 2 % vy citrato de plomo para darles contraste y se observaron bajo el microscopio

electrénico de transmisiéon Zeiss EM 900.

14. Analisis bioinformatico de los datos

Para el analisis informatico de las secuencias de ADN y de proteinas, alineamiento de
secuencias y mapas de restriccion, se utilizaron los programas DNAStar, DNAStrider y
ClustalW. Las secuencias de genes y proteinas se obtuvieron de la base de datos de
S. pombe, The Wellcome Trust Sanger Institute Schizosaccharomyces pombe Gene DB

(http://www.genedb.org/genedb/pombe/)

El analisis de los dominios de las proteinas se realizé utilizando la base de datos Pfam

(http://pfam.sanger.ac.uk/). Las busquedas bibliograficas se realizaron en la base de datos

de MedLine (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).
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