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Abreviaturas 

ABREVIATURAS 
 
14C  Isótopo radiactivo carbono 14 

AA  Aminoácido 

3AT  3-aminotriazol 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

AGS  α-glucán sintasa  

ARN  Ácido ribonucleico 
ATP  Adenosina 5’-trifosfato 

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

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

BH  Dominio con homología a la región Breakpoint cluster. (Breakpoint cluster region-Homology) 

βGS  β-glucán sintasa 

bp  pares de bases 

BSA  Albúmina sérica bovina (Bovine Seric Albumin) 

CDK  Quinasa dependiente de ciclina (Cyclin Dependent Kinase) 

CFP  Proteína azul fluorescente (Cyan Fluorescent Protein) 

Ci  Curio 

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

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

DAD  Dominio de autoinhibición de la proteína Diaphanous de Drosophila melanogaster (Diaphanous Autoin-

hibitory Domain). 

DEP  Dominio con homología a Disheveled, EGL-10 y Plecstrina (Disheveled, EGL-10, Pleckstrin) 

DH  Dominio con homología a Dbl (Dbl Homology) 

DIC  Contraste diferencial 

DID  Dominio de inhibición de la proteína Diaphanous de Drosophila melanogaster (Diaphanous Inhibitory Do-

main). 

DMSO  Dimetil Sulfóxido 

D.O.  Densidad óptica 

DTT  Ditiotreitol 

EDTA  Ácido etilén diamino tetra-acético 

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

EGTA  Ácido etilén glicol bis tetra-acético 

ENTH  Dominio con homología a la región N-terminal de la proteína epsina  (epsin N-terminal homology) 

FCH  Dominio con homología a FER-CIP4 (FER-CIP4 Homology) 

GAP  Proteína activadora de la actividad GTPásica (GTPase Activating Protein) 

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

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

GEF  Factor intercambiador de nucleótidos de guanina (Guanine Nucleotide  Exchange Factor) 

GFP  Proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein) 

GST  Glutation S transferasa 

GTP  Guanosina 5’-trifosfato (Guanosine 5´ triphosphate) 

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

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



Abreviaturas 

HRP  Peroxidasa de rábano (Horseradish Peroxidase) 

IQGAP  Familia de proteínas con dominios IQ (de unión a calmodulina) y GAP 

IPTG  Isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 
kb  Kilobase 

kDa  Kilodalton 

Lat A  Latrunculina A 

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

MAP  Proteína activada por mitógeno 

MAPK  Quinasa activada por mitógenos (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

MAPKK  MAPK quinasa activada por mitógenos (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase) 

MAPKKK  MAPKK quinasa activada por mitógenos (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 mínimo para S. pombe 

MTOC  Centro Organizador de Mirotúbulos (Microtubule Organizer Centre) 

NETO  Comienzo del crecimiento por el polo celular nuevo (New End Take Off) 

NP-40  Nonidet P-40 

OE.  Sobreexpresión 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  Proteína quinasa activadas por p-21(p21-Activated Kinase) 

PBS  Tampón fosfato salino (Phosphate-Buffered Saline) 

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

PH  Dominio con homología a Plecstrina (Pleckstrin Homology) 

PIPES  Piperazina bis (ácido 2-etanosulfónico) 

PMSF  Fluoruro de ortometil fenil sulfonilo 

PVDF  Fluoruro de polivinilideno 

PX  Dominio PhoX (PhoX domain) 

RBD  Dominio de unión a RhoA (RhoA Binding Domain) 
RE  Retículo Endoplasmático 
RFP  Proteína roja fluorescente  (Red Fluorescent Protein) 

rpm  revoluciones por minuto 

SAPK  Proteína quinasa activada por estrés (Stress-activated protein kinase) 

SDS  Dodecil sulfato sódico 

SDS-PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

SH3  Dominio con homología 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  Tampón Tris-Acético EDTA 

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



Abreviaturas 

TCA  Ácido Tricloroacético 

TGL  Dominio Transglicosidasa (Transglycosylase) 

TRIS  Tris-(hidroximetilamino)-metano 

UDP  Uridina 5’-difosfato 

UV  Ultravioleta 

vic  Viable en presencia de inmusupresor e ión 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  Proteína amarilla fluorescente (Yellow Fluorescent Protein) 

YNB  Medio mínimo para S. cerevisiae (Yeast Nitrogen Base) 
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Introducción 

1. Morfología y crecimiento polarizado 
 
1.1. La levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe 
 
 El organismo modelo utilizado para este trabajo ha sido la levadura de fisión           

Schizosaccharomyces pombe. Esta levadura, aislada a partir de la cerveza que se fabrica-

ba en el Este de África, fue descrita por primera vez por Lindner en 1893. De hecho, el tér-

mino pombe en swahili significa cerveza (Figura 1). No obstante, la mayoría 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 años cuarenta, fue Urs Leupold quien 

caracterizó esta levadura  y utilizó este organismo 

para estudios genéticos. 

 En las últimas décadas, esta levadura se ha 

utilizado en investigación básica como modelo 

para la realización de estudios de polaridad, mor-

fogénesis, citoquinesis y ciclo celular ya que su 

forma, tamaño y división celular son extremada-

mente reproducibles en el laboratorio, lo cual per-

mite la identificación de mutantes con defectos 

morfológicos, con tamaño celular aberrante o con 

patrón de división diferente al de la cepa silvestre 

(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 morfología cilíndrica, con un 

tamaño de unos 3-4 µm de diámetro y una longitud de 7-8 µm al comenzar el ciclo celular y 

de 12-15 µm antes del proceso de división celular. Estas células crecen apicalmente, acti-

vando el crecimiento de uno o de los dos polos, dependiendo del momento del ciclo en el 

que se encuentren. Al comienzo del ciclo celular, las células activan el crecimiento única-

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 división celular anterior (polo nuevo), en el proceso denominado NETO 

(New End Take Off) y, como consecuencia de ello, las células adquieren un patrón de cre-

Figura 1. Dibujo descriptivo de la mor-
fología de S. pombe realizado por 
Lindner. Tomado de http://www-
r c f . u s c . e d u / ~ f o r s b u r g / h i s t o r y /
lindner2.html. 
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cimiento bipolar. Este proceso es dependiente del tamaño celular                         

(Mitchison and Nurse, 1985). Cuando la célula entra en mitosis, se detiene el crecimiento 

de los polos, y se dirige a la región central de la célula, donde se ensambla un anillo de ac-

tomiosina. Al final de la mitosis, los núcleos se separan. Tras este proceso, tiene lugar la 

contracción del anillo de actomiosina, que está coordinada con la adición de nuevas mem-

branas y síntesis de material de pared celular, que permitirá la formación de un septo. Se-

guidamente por acción de enzimas degradativas se produce la separación física de las dos 

células hijas (Figura 2). 

 La fase haploide es la que normalmente predomina en el ciclo biológico 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 

conjugación. Primero tiene lugar la formación del shmoo o proyección de conjugación, pos-

teriormente la fusión de las células y por último se forma el zigoto mediante la fusión de los 

núcleos o cariogamia. Normalmente, los zigotos diploides sufren meiosis, y los cuatro nú-

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). 

fisifisióón de n de 
ccéélulas lulas 

haploideshaploides

cariogamiacariogamia

meiosismeiosis
ascaasca

ascosporasascosporas

conjugaciconjugacióónn

meiosismeiosis
ascaasca

fisifisióón de n de 
ccéélulas lulas 

diploidesdiploides

fisifisióón de n de 
ccéélulas lulas 

haploideshaploides

cariogamiacariogamia

meiosismeiosis
ascaasca

ascosporasascosporas

conjugaciconjugacióónn

meiosismeiosis
ascaasca

fisifisióón de n de 
ccéélulas lulas 

diploidesdiploides

Figura 2. Representación esquemática del ciclo biológico de S. pombe. Se muestran tanto 
las fases haploides y diploides, como la generación de ascas zigóticas y azigóticas. 
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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 microtúbulos y de actina, importantes para llevar a cabo los procesos de 

crecimiento polarizado, mitosis, citoquinesis y pared celular. Además estos cambios están 

íntimamente ligados a la progresión del ciclo celular (Figura 3). 

 
1.3.1. El citoesqueleto de microtúbulos 
  
 El citoesqueleto de microtúbu-

los es imprescindible para el man-

tenimiento de la polaridad y para el 

control de la posición del núcleo 

(Chang, 2001; Hayles and Nurse, 

2001; Verde, 1998). 

 Los microtúbulos durante la 

mitosis forman el huso mitótico in-

tranuclear y en células en interfase 

se organizan en 4 o 5 haces anti-

paralelos que recorren el eje longi-

tudinal de la célula (Hagan, 1998; 

Hagan and Hyams, 1988). Estos 

haces presentan dos extremos: el 

positivo (+) y el negativo (-). El ex-

tremo (+) se sitúa próximo al polo 

celular y el (-) hacia el núcleo. Es-

tos haces de microtúbulos comien-

zan en la membrana nuclear y cre-

cen por su extremo (+) hasta contactar con el córtex de la célula, sufriendo posteriormente 

catástrofe (Drummond and Cross, 2000; Tran et al., 2001). 

 En S. pombe los microtúbulos son necesarios para mantener la forma celular y esta-

blecer el eje longitudinal de crecimiento. El tratamiento con compuestos inhibidores de los 

microtúbulos o mutaciones en los genes de la tubulina, causan defectos en la localización 

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 identificación de va-

rias moléculas necesarias para el establecimiento del crecimiento polarizado y manteni-

Eje de 
crecimiento

Eje de 
crecimientoActina Núcleo

Cuerpo polar del huso Microtúbulos

Huso intranuclear

Núcleo
hijo

Anillo de actomiosina

Septo

NETO

OETO

CITOQUINESIS

MITOSIS

Eje de 
crecimiento

Eje de 
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Cuerpo polar del huso Microtúbulos

Huso intranuclear

Núcleo
hijo

Anillo de actomiosina
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OETO

CITOQUINESIS

MITOSIS

Figura 3. Modificaciones del citoesqueleto de microtúbu-
los y el de actina a lo largo del ciclo de vida de S. pom-
be. Figura adaptada de Hayles and Nurse,2001. 
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miento del eje longitudinal de crecimiento en S. pombe (Hayles and Nurse, 2001). Se ha 

descrito que los microtúbulos transportan de manera polarizada estas proteínas implicadas 

en el marcaje de los puntos de crecimiento activos de la célula, como son Tea1, 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;                         

Bähler and Pringle, 1998b). Tea1, es una proteína con similitud a las proteínas Kelch de 

Drosophila y Ezrina de mamíferos y fundamental para marcar los sitios de crecimiento de la 

célula en S. pombe. Las células carentes de tea1+ 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 microtúbu-

los hacia el extremo (+) de los mismos (Browning et al., 2003; Browning et al., 2000). Tip1 

es una proteína similar a CLIP-170 que viaja junto con Tea1 por los microtúbulos y es ne-

cesaria para que éstos no sufran catástrofe en zonas del córtex inadecuadas           

(Brunner and Nurse, 2000). Para depositar correctamente a Tea1 en los polos celulares, 

además de las proteínas Tea2 y Tip1 es necesaria una molécula denominada Mod5. Esta 

proteína está 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 

microtúbulos (Snaith and Sawin, 2003). En células silvestres, Tea1 se encuentra localizada 

en ambos polos de la célula  de manera independiente al patrón de crecimiento celular 

(monopolar o bipolar). Se han propuesto dos mecanismos distintos de regulación de la lo-

calización de Tea1 en el polo de crecimiento o en el polo que no está creciendo. Cuando 

Tea1 se localiza en el polo de no crecimiento, Tea3, una proteína relacionada estructural-

mente con Tea1, mantiene la localiza-

ción de Tea1 en este extremo 

(Arellano et al., 2002; Snaith and Sa-

win, 2003). En el polo de crecimiento, 

Tea3 no ejercería esta regulación y 

sería Tea4, una proteína con un do-

minio SH3, la que además de interac-

cionar con Tea1 serviría de puente 

para poner en contacto a Tea1 y 

For3, la formina responsable de la 

formación de cables de actina y en 

definitiva del crecimiento polarizado 

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

Tea1Tip1

Tea4

Tea2

Tea1Tip1

Tea4

Tea2

Mod5

Tea1

Tea4

Cdc42

Bud6
For3

+

+
Mod5

Tea1Tip1

Tea4

Tea2

Tea1Tip1

Tea4

Tea2

Mod5

Tea1

Tea4

Cdc42

Bud6
For3

+

+
Mod5

Figura 4. Modelo para la regulación de la polaridad 
celular por los microtúbulos en S. pombe. Figura 
adapatada de Martin et al., 2005 y Martin et al., 2007. 
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El mecanismo por el cual Tea1 activa el crecimiento polarizado actualmente se desconoce, 

pero se ha sugerido que la unión de Tea1 con Tea4 y For3 podría facilitar la formación de 

un complejo con un activador para la formina  que podría ser Cdc42 (Martin et al., 2007). 

Se ha propuesto que Pom1 podría actuar por debajo de Tea1, conectando la señalización 

de los microtúbulos con la actina y así emprender el crecimiento polarizado. Pom1 es una 

quinasa necesaria para el mantenimiento de simetría durante el crecimiento y la división 

celular (Bähler and Pringle, 1998b). Es transportada a los polos por los microtúbulos y ne-

cesita a Tea1 y Tea4 para localizarse correctamente. Las células pom1∆ son monopolares 

y además tienen mal posicionado el septo de división (Celton-Morizur et al., 2006;          

Padte et al., 2006). (Figura 4) 

 Otra proteína que participa en la localización del crecimiento polarizado y es transpor-

tada por los microtúbulos es Bud6, una proteína que interacciona con la actina, con Tea1 y 

con For3 (Feierbach et al., 2004; Glynn et al., 2001). La cepa bud6∆ es parcialmente mono-

polar, presenta una deslocalización parcial de For3 y tiene un citoesqueleto de actina con 

cables más 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 regeneración de protoplastos, que este pro-

ceso se inhibe cuando llevamos a cabo el experimento en presencia de citocalasina D (un 

inhibidor de la polimerización 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 contráctil de actomiosina du-

rante la división 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 proteí-

nas activadoras Wsp1 y la miosina Myo1 (Sirotkin et al., 2005), son los encargados de re-

gular la polimerización de los parches, y son fundamentales para la integridad y movilidad 

de los mismos. Además de estas proteínas existen otros factores implicados en la regula-

ción de los parches de actina: la profilina, que es una proteína de unión a actina implicada 

en la polimerización y nucleación de los filamentos de actina; la coronina, que está asocia-

da a los parches, y determina la extensión 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 endocíticos, 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 vesículas endo-

cíticas (Liu et al., 2006). De todos modos, no se puede excluir una posible función de los 

parches de actina en exocitosis, ya que algunos mutantes de componentes de los parches 

muestran acumulaciones de vesículas post-Golgi (Moseley and Goode, 2006). 

 
1.3.2.2. Los cables de actina 

  
 Los cables de actina están formados por filamentos cortos de actina que se organizan 

en haces polarizados a lo largo de la célula. La polimerización 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 proteína 

que estabiliza los filamentos de actina e influye en su interacción con las miosinas 

(Balasubramanian et al., 1992; Skoumpla et al., 2007). 

 For3 es la formina de S. pombe responsable de la formación de cables de actina en 

interfase (Feierbach and Chang, 2001; Sawin, 2002). Al igual que otras forminas, For3 po-

see un mecanismo de autoinhibición a través de la interacción de sus dominios DID y DAD 

(Martin et al., 2007). Recientemente se ha demostrado que la GTPasa Cdc42 y la proteína 

Bud6 son necesarias para eliminar esta autoinhibición 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 for3∆ 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 vesículas 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 proteínas motoras que se asocian a los filamentos de ac-

tina y están implicadas en el transporte de vesículas. En S. pombe existen dos miosinas de 

clase V, denominadas Myo51 y Myo52. Esta última está implicada en la localización y an-

claje a la membrana de las vesículas que transportan material para la síntesis de la pared 

celular (Mulvihill et al., 2006). 

 Además de For3, en la levadura de fisión existen otras dos forminas, Fus1 y Cdc12. 

Fus1 está relacionada con el proceso de fusión celular durante la conjugación         

(Petersen et al., 1998) y Cdc12 es esencial en la nucleación de actina del anillo de actomio-

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

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

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

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

nesis. 

 
1.4. Secreción polarizada 
 
 Para llevar a cabo el crecimiento polarizado es necesaria una secreción polarizada y 

bien regulada para que a través de las vesículas de secreción se incorpore nuevo material 

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

ceso se denomina exocitosis e implica varios pasos: 

 
A. Generación de vesículas en el retículo endoplasmático que contienen proteí-

nas que, cuando alcanzan el plegamiento correcto, son transportadas al apa-

rato de Golgi donde tiene lugar la maduración de las mismas. 

B. Transporte de las vesículas desde el aparato de Golgi a la membrana plasmá-

tica. Se produce a través de los cables de actina y las miosinas de clase V 

que actúan como motor. Las vesículas se transportan hacia las regiones de 

membrana donde se produce el crecimiento activo de la célula. 

C. Interacción de las vesículas de secreción con la membrana plasmática. En 

este proceso interviene el complejo del exocisto que se describirá a continua-

ción. 

D. Fusión de las membranas de las vesículas con la membrana plasmática y ex-

portación de los materiales necesarios para el crecimiento activo. En este pro-

ceso participan las proteínas que forman el complejo SNARE                    

(Jahn and Scheller, 2006). Estos complejos se denominan v-SNAREs 

(proteínas localizadas en la membrana de las vesículas) y t-SNARE (proteínas 

localizadas en la membrana plasmática). La interacción específica de v-

SNARE con t-SNARE permite que cada clase de vesícula se fusione específi-

camente al lugar adecuado de la membrana. 

 
1.4.1. El exocisto 
 
 Es un complejo multiproteico, conservado a lo largo de la evolución e involucrado en el 

transporte y fusión de vesículas procedentes del aparato de Golgi en sitios concretos de la 

membrana plasmática (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 está formado por cinco subunidades que 

interaccionan físicamente entre sí: Sec6, Sec8, Sec10, Sec15 y Exo70 (Wang et al., 2002). 

Todas, excepto la subunidad Exo70, son esenciales. Las cepas mutantes termosensibles 

en estas proteínas son defectuosos en la degradación del septo y la falta de actividad de 

este complejo provoca un defecto de secreción. 

 
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 proteínas y lípidos en las zonas de crecimiento activo (Gachet and Hyams, 2005). 

 
2. La pared celular 
 
 La pared celular es una estructura externa a la membrana plasmática que poseen las 

plantas, los hongos y las bacterias. Esta compuesta fundamentalmente por polímeros de 

glucosa de estructura fibrilar y para estos organismos es vital ya que les permite soportar la 

presión osmótica originada por la elevada concentración de sustancias disueltas en el inter-

ior celular y actúa de barrera protectora ante daños producidos por el medio externo. Ade-

más, esta estructura juega un papel muy importante en el proceso de morfogénesis ya que 

al eliminar la pared mediante un tratamiento enzimático, las células pierden su forma y ad-

quieren una morfología esférica (Osumi, 1998a). 

 El estudio de la pared celular fúngica es importante a nivel terapéutico, para la búsque-

da de nuevas dianas que permitan el desarrollo de fármacos con actividad antifúngica. La 

gran importancia de la pared en este campo reside en que está ausente en células superio-

res y es vital para los hongos y levaduras. El conocimiento detallado de esta estructura per-

mitiría utilizar nuevas vías terapéuticas en el campo de las infecciones fúngicas. 

 Además, la pared celular es importante en estudios de morfogénesis y polaridad celu-

lar ya que, a pesar de la rigidez causada por los polímeros fibrilares, es muy dinámica y 

sufre numerosos cambios de composición 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 coordinación fina 

entre el ciclo celular, el crecimiento y la biosíntesis/degradación de la pared celular. 
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2.1. Composición de la pared celular 
 
 La pared celular fúngica está constituida básicamente por un conjunto de polisacáridos 

cuya cantidad varía 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:         

β-(1,3)-glucano lineal, α-(1,3)-glucano con una pequeña proporción de enlaces α-(1,4),      

β-(1,3)-glucano ramificado y β-(1,6)-glucano muy ramificado y alrededor de un 15 % de ga-

lactomanoproteínas (Humbel et al., 2001; Magnelli et al., 2005; Manners and Meyer, 1977; 

Sugawara et al., 2003). 

 La pared celular de S. pombe, al microscopio electrónico de transmisión, se observa 

como una estructura trilaminar, con dos capas externas densas a los electrones y una capa 

interna menos densa compuesta principalmente por α y β-glucanos (Humbel et al., 2001; 

Osumi, 1998b) (Figura 5A). El α-(1,3)-glucano se ha situado en regiones adyacentes a la 

membrana celular (Sugawara et al., 2003). Usando lectinas específicas, el galactomanano 

se localizó en las dos capas más densas a los electrones (Horisberger and Rouvet-

Vauthey, 1985). El septo de división está muy organizado y presenta una capa interna me-
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ββ (1,3) (1,3) glucanoglucano

galactomananogalactomanano αα glucanoglucano

ββ (1,6) (1,6) glucanoglucano

membrana plasmmembrana plasmááticatica

ββ (1,3) (1,3) glucanoglucano

galactomananogalactomanano αα glucanoglucano

ββ (1,6) (1,6) glucanoglucano

membrana plasmmembrana plasmááticatica

S.S. S.P.

A

B
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ββ (1,6) (1,6) glucanoglucano
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membrana plasmmembrana plasmááticatica

ββ (1,3) (1,3) glucanoglucano

galactomananogalactomanano αα glucanoglucano

ββ (1,6) (1,6) glucanoglucano

membrana plasmmembrana plasmááticatica

ββ (1,3) (1,3) glucanoglucano

galactomananogalactomanano αα glucanoglucano

ββ (1,6) (1,6) glucanoglucano

membrana plasmmembrana plasmááticatica

ββ (1,3) (1,3) glucanoglucano

galactomananogalactomanano αα glucanoglucano

ββ (1,6) (1,6) glucanoglucano

membrana plasmmembrana plasmááticatica

ββ (1,3) (1,3) glucanoglucano
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A

B

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 está formada 
por α y β glucanos, y las capas más externas las componen fundamentalmente galactomananos.  
B) Ultraestructura del septo de división. 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). 
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nos densa a los electrones denominada septo primario, que está compuesta fundamental-

mente por β-(1,3)-glucano y a ambos lados se sitúan los dos septos secundarios de com-

posición similar a la pared celular (Humbel et al., 2001; Sugawara et al., 2003) (Figura 5B). 

 
2.2. Biosíntesis y regulación de la pared celular 
 
2.2.1. β-glucano  
 
 El término β-glucano engloba los polisacáridos formados por monómeros de D-glucosa 

unidos por enlaces β-(1,3) o β-(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 

mecánica y del mantenimiento morfológico de la célula (Ishiguro, 1998). En S. pombe se 

distinguen tres tipos de β-glucano: 

 A. β-(1,3)-glucano lineal: Lo componen monómeros lineales de β-(1,3)-glucano y es 

exclusivo del septo primario (Humbel et al., 2001). (Figura 6) 

 B. β-(1,3)-glucano con ramificaciones β-(1,6): Es el componente más abundante de 

los β-glucanos y lo componen cadenas lineales con residuos de glucosa unidos por 

enlaces β-(1,3) y con ramificaciones laterales mediante enlaces β-(1,6).  Este políme-

ro es el primer polisacárido que se deposita en la nueva pared en formación durante 

la regeneración de protoplastos (Osumi, 1998a). Su localización se extiende por toda 

la pared celular y en el septo tanto primario como secundario (Humbel et al., 2001). 

(Figura 6) 

 C. β-(1,6)-glucano muy ramificado: Está constituido por monómeros de D-glucosa 

unidos por enlaces β-(1,6) que contienen frecuentes ramificaciones en β-(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 polisacárido 

se distribuye por toda la pared celular, situándose más próximo a la capa de galacto-

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

  
 La enzima responsable de la biosíntesis del β-(1,3)-glucano de la pared celular es la 

denominada β-(1,3)-glucán sintasa (βGS) (UDP-glucosa: β-(1,3)-D-glucano-3-β-D-

glucosiltranferasa, E.C. 2.4.1.34). En S. pombe se han identificado cuatro genes que podrí-

an codificar subunidades catalíticas del complejo β-glucán sintasa: bgs1+, bgs2+, bgs3+ y 

bgs4+ (bgs de β-glucan synthase). Todos ellos son esenciales en distintos momentos del 

ciclo de vida de la levadura de fisión (Cortés et al., 2005; Cortés et al., 2002;                    

Liu et al., 2000; Liu et al., 1999; Martín et al., 2003; Martín et al., 2000a). Las proteínas Bgs 

son proteínas transmembranales de elevado peso molecular (aproximadamente 200 kDa) y 

que presentan similitud con Fks1 y Fks2, las β-glucán sintasas descritas en                       
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S. cerevisiae (Mazur et al., 1995). La β-(1,3)-glucán sintasa tiene además una subunidad 

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

 
2.2.2. α-glucano  
 
 El α-glucano es un polímero de unidades de glucosa unidas por enlaces α-(1,3) (los 

más abundantes) con una pequeña proporción de enlaces α-(1,4) (Manners and Meyer, 

1977). En S. pombe constituye casi un tercio de la pared (28 %) (Magnelli et al., 2005) y es 

un polímero importante en la morfogénesis celular, ya que existen mutantes con menor 

contenido de α-glucano que adquieren forma redonda (Grün et al., 2005). Al igual que el    

β-glucano, el α-glucano desempeña una importante función en la generación de estructuras 

fibrilares, puesto que mutantes defectuosos en la biosíntesis del α-glucano son incapaces 

de desarrollar los haces de glucano durante la regeneración de protoplastos, aunque si lle-

gan a formar fibrillas (Horisberger and Rouvet-Vauthey, 1985; Konomi et al., 2003). 

 La enzima responsable de la biosíntesis del α-glucano de la pared celular, denominada 

α-glucán sintasa (AGS), sólo se ha caracterizado parcialmente. Se han identificado varios 

genes en S. pombe que codifican posibles subunidades catalíticas de la α-glucán 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 están implicados en el proceso de esporulación, concretamente durante la  

maduración de las esporas (García et al., 2006b). 

A B CA B C

Figura 6. Inmunolocalización de los distintos tipos de β-glucano de la pared celular de S. pombe. Se 
desarrollaron anticuerpos específicos contra β-(1,3)-glucano lineal (A), β-(1,3)-glucano ramificado en β-(1,6) 
(B) y β-(1,6)-glucano muy ramificado (C). Los anticuerpos se conjugaron con oro coloidal para detectarlos al 
microscopio electrónico de transmisión (Imágenes tomadas de Humbel et al., 2001). 
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 La proteína Mok1 es una proteína integral de membrana de 272 kDa y 2.410 aminoáci-

dos. Existen varias evidencias de que Mok1 sea una de las enzimas implicadas en la bio-

síntesis del α-glucano. El mutante termosensible mok1-664 tiene reducida su pared celular, 

concretamente el α-glucano, a temperatura restrictiva. Por otro lado, la  sobreexpresión de 

Mok1 es letal y causa un aumento de α-glucano en la célula. (Katayama et al., 1999). Mok1 

muestra similitud con proteínas involucradas en el metabolismo del glucógeno 

(Hochstenbach et al., 1998; Katayama et al., 1999) y contiene cinco dominios estructurales 

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

 
A. Una secuencia señal, que conduce a la proteína hacia la vía secretora. 

B. Dominio extracelular (TGL) de unos 1.000 aminoácidos, que presenta 

homología con las α-amilasas (enzimas que catalizan la hidrólisis de enla-

ces α-(1,4) o α-(1,6)). 

C. Región transmembrana de unos 20 aminoácidos, que hace de conexión 

entre los dominios intracelular y extracelular. 

D. Dominio intracelular (SYN) de aproximadamente 1.000 aminoácidos, que 

muestra homología con las glucógeno-sintasas bacterianas y las almidón-

sintasas vegetales. 

E. Dominio transmembrana, de unos 400 aminoácidos. Contiene 12 motivos 

que atraviesan la membrana plasmática. 

 El dominio intracelular produciría cadenas de α-glucano. Estos polímeros se transpor-

tarían a través de la membrana gracias a su dominio transmembrana, que actuaría como 

un poro. Cuando el α-glucano se localizase en la zona exterior, sería el dominio extracelu-

lar el que conectaría las cadenas de α-glucano con los demás componentes de la pared 

celular. Por tanto, esta posible enzima realizaría tres funciones: síntesis, transporte y remo-

delación del α-glucano (Hochstenbach et al., 1998). 

 Recientemente se ha descrito que el dominio intracelular es capaz de sintetizar          

α-(1,4)-glucano, ya que la ausencia de mok1+ o mutaciones en este dominio producen un 

descenso de este polímero, mientras que la sobreexpresión de la proteína completa o del 

dominio SYN provoca una acumulación de α-(1,4)-glucano (Vos et al., 2007). Estos investi-

gadores proponen un nuevo modelo, en el que existiría una enzima no identificada hasta el 

momento que sería la responsable de la síntesis de la fracción α-(1,3)-glucano. El             

α-(1,4)-glucano lo sintetizaría el dominio SYN y este polisacárido serviría de cebador para 

la elongación llevada a cabo por otra hipotética y desconocida α-(1,3)-glucán sintasa. Una 

vez sintetizado todo el conjunto, éste se transportaría a través de la membrana mediante el 

dominio transmembrana de Mok1. Posteriormente, cuando ya se localizara en la zona ex-

tracelular, entonces se llevaría a cabo la remodelación del polímero por el dominio TGL de 
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Mok1. Esto daría lugar al α-glucano maduro que estaría 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 localización es de-

pendiente de actina (Katayama et al., 1999; Konomi et al., 2003). La GTPasa Rho2 y la qui-

nasa Pck2 participan en la regulación y localización de Mok1 en los polos celulares 

(Calonge et al., 2000; Durán and Pérez, 2004; Katayama et al., 1999). La cepa mutante 

doble rho2∆ mok1-664 presenta letalidad sintética, de manera similar a pck2∆ mok1-664. 

La sobreexpresión de mok1+ es letal en células silvestres y deja de serlo en las células 

rho2∆, donde además la cantidad de α-glucano disminuye respecto a la sobreexpresión de 

mok1+ en las células silvestres (Calonge et al., 2000). Rho2 regula la biosíntesis del           

α-glucano exclusivamente a través de Pck2, a diferencia de Rho1 que regula la biosíntesis 

del β-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 

biosíntesis del α-glucano ya que la sobreexpresión de esta GTPasa causa un aumento 

general de la pared (Arellano et al., 1996). Sin embargo no se sabe nada sobre como 

ejerce esta regulación. 

 
2.2.3. Galactomanano 
 
 El galactomanano de la pared de S. pombe representa del 9 al 14 % del total de los 

azúcares de la pared celular. Son polímeros de naturaleza glicoproteica que se encuentran 

formados por un núcleo central de residuos de manosa unidos por enlaces α-(1,6) y con 

cadenas laterales de manosa con enlaces α-(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 pequeña cantidad de galactosa situa-

da en posición no terminal (Horisberger and Vonlanthen, 1977). El galactomanano se aso-

cia covalentemente con proteínas de la pared mediante enlaces N- y O-glicosídicos. Poste-

riormente estas proteínas asociadas son liberadas al espacio periplasmático 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 más externa y en las 

proximidades de la membrana plasmática (Horisberger and Rouvet-Vauthey, 1985) . 

 La glicosilación de las proteínas de la pared celular se produce en el retículo endoplás-

mico (RE) y en el aparato de Golgi. En el RE se añaden los polisacáridos de manosa, ca-

denas cortas unidas a residuos de serina/treonina mediante enlaces O-glicosídicos o cade-

nas más largas que se unen a residuos de asparragina mediante enlaces N-glicosídicos. La 

adición de galactosa y la modificación 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 proteínas pro-

voca en la célula un descenso de O-manosilación que hace que se produzcan defectos 

graves en la pared celular y en la formación del septo (Willer et al., 2005). También se han 

identificado otros genes implicados en la glicosilación de las proteínas de la pared celular, 

como Gmd3. Las células carentes de esta proteína presentan un descenso de residuos de 

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

 
2.3. Remodelación de la pared celular: glucanosil-transferasas, α y β 

glucanasas 
 
 La pared celular es una estructura muy dinámica ya que para que tenga lugar un co-

rrecto crecimiento celular se tiene que producir continuamente nueva síntesis y degrada-

ción de los componentes de la pared. Además, una vez sintetizados los polímeros, estos 

deben unirse entre sí para aumentar la rigidez y cohesión de la pared. En este proceso de 

remodelación de la pared intervienen, entre otras, las proteínas Gas. Son proteínas modu-

lares que poseen un dominio catalítico GluTD (Glucanosyl-Tranferase Domain) y tienen 

actividad glucosiltransferasa implicada en la remodelación del β-glucano                    

(Popolo and Vai, 1999). En S. pombe existen 4 genes denominado gas1+, gas2+, gas4+ y 

gas5+ que codifican para este tipo de proteínas. Recientemente, se ha descrito que Gas4 

está involucrada en la maduración de la pared de la ascospora y en su viabilidad     

(Medina-Redondo et al., 2008). 

 Respecto a las enzimas que participan en la degradación de la pared, en la levadura 

de fisión se han identificado dos tipos de actividades glucanasas: una actividad                

endo-α-glucanasa llevada a cabo por las proteínas Agn1 y Agn2 y una actividad              

endo-β-glucanasa llevada a cabo por las proteínas Eng1 y Eng2. Agn1 es la glucanasa res-

ponsable de la digestión del α-glucano de la pared lateral necesaria para la separación de 

las células hijas al final de la división celular (Alonso-Núñez et al., 2005;                         

Dekker et al., 2004; García 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-β-(1,3)-glucanasas que hidrolizan exclusivamente            

β-(1,3)-glucano lineal. Eng1 participa en la separación celular, degradando el septo prima-

rio, que contiene mayoritariamente este polímero (Martín-Cuadrado et al., 2003;             

Martín-Cuadrado et al., 2008; Martín-Cuadrado et al., 2005). Recientemente se ha descrito 

que Eng2, junto con Agn2, está implicada en la degradación de la pared del asca, favore-

ciendo su liberación (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-

teínas G pequeñas. Son moléculas monoméricas con una masa molecular que puede va-

riar entre 20 y 40 kDa. Están altamente conservadas en todos los eucariotas donde partici-

pan en funciones importantes dentro de la célula como la regulación de los citoesqueletos 

de actina y microtúbulos, la regulación de la polaridad celular, del tráfico de vesículas, del 

ciclo celular y de la expresión génica, etc. (Bustelo et al., 2007; Jaffe and Hall, 2005). 

 Estas proteínas tienen la capacidad de unir nucleótidos de guanina (GDP o GTP) y 

además poseen actividad GTPásica intrínseca, que permite hidrolizar el GTP al que se en-

cuentran unidas, dando lugar a GDP y fosfato inorgánico (Bourne et al., 1991). 

 La subfamilia Rho (Ras homologous) está constituida por al menos 20 miembros, pero 

los más estudiados son RhoA, Rac1 y Cdc42. RhoA participa en la formación de fibras de 

estrés de actina y en el ensamblaje de focos de adhesión. Rac1 promueve la formación de 

lamelipodios y el ruffling de la membrana y Cdc42 activa la formación de filopodios. Estos 

estudios han permitido implicar a las proteínas Rho en la regulación 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 número de factores        

(Wennerberg et al., 2005). 

 
3.1. Modificaciones postraduccionales de las proteínas Rho 
 
 Las proteínas G de pequeño tamaño molecular necesitan determinados cambios pos-

traduccionales para dirigirse y anclarse a las estructuras membranosas donde van a des-

empeñar sus funciones. En general estos cambios tienen lugar en el extremo C-terminal de 

estas proteínas y consisten en la incorporación de grupos isoprenoides seguida de una pro-

teolisis que da lugar a un incremento de la lipofilia de estas proteínas y permite una mejor 

asociación con las membranas de la célula. Estos cambios estructurales varían dependien-

do de la secuencia de aminoácidos del extremo C-terminal de cada proteína G: 

 
A. Si el extremo C-terminal es Cys-A-A-X, siendo A un aminoácido alifático y X 

un aminoácido cualquiera, se produce la incorporación de un grupo farnesilo 

en la cisteína por la farnesiltransferasa I, posteriormente se produce la proteo-

lisis del grupo A-A-X y la carboximetilación de la cisteína (Wennerberg et al., 

2005). 

B. Si el extremo C-terminal es Cys-A-A-Leu, la cisteína es geranilgeranilada por 
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la geranilgeraniltransferasa I y posteriormente carboximetilada tras la proteoli-

sis de los tres últimos aminoácidos (Wennerberg et al., 2005). 

C. Si el extremo C-terminal es Cys-X-Cys o Cys-Cys, las dos cisteínas son gera-

nilgeraniladas por la geranilgeraniltransferasa II. Esta modificación sucede en 

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

 
 En general un grupo lipídico terminal no basta para anclar las proteínas a la membra-

na. Por ello, algunas proteínas Rho son modificadas con un grupo palmitoilo o miristoilo 

(Casey, 1994). En otros casos llevan una serie de aminoácidos básicos en el extremo       

C-terminal que facilitan su anclaje a la membrana. 

 
3.2. Regulación de las proteínas Rho  
  
 Las proteínas Rho muestran una alta afinidad por la unión con GDP o GTP pero po-

seen una baja actividad GTPásica intrínseca 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 número de proteínas que regulen el ciclo GDP/GTP 

(Wennerberg et al., 2005). Existen tres clases de proteínas reguladoras de las proteínas 

Rho: 

Figura 7. Regulación de las proteínas Rho. Las proteínas con actividad GEF favorecen el intercambio de 
GDP por GTP y activan a las proteínas Rho, permitiendo la unión a sus efectores. Las proteínas con activi-
dad GAP inactivan a las proteínas Rho estimulando la actividad GTPásica intrínseca 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 proteínas GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor) 
 
 Son proteínas que al interaccionar con las GTPasas provocan un cambio conformacio-

nal que favorece la unión del GTP (Figura 7). Estos GEFs interaccionan con la forma unida 

a GDP de la GTPasa y provocan la disociación del nucleótido que, posteriormente, es sus-

tituido por GTP (Vetter and Wittinghofer, 2001). El sitio de unión de nucleótidos de guanina 

se sitúa entre los switch I y switch II de las proteínas Rho. Estas regiones, junto con el       

P-loop (región de unión al fosfato), interaccionan con los fosfatos y con el ión magnesio, 

que son moléculas imprescindibles para que la unión entre el nucleótido y la GTPasa sea 

de alta afinidad (Vetter and Wittinghofer, 2001). La unión del GEF a la proteína Rho induce 

cambios conformacionales en las regiones switch y en el P-loop que bloquean el sitio de 

unión al magnesio. Esto hace que la interacción con los fosfatos se debilite y facilita que se 

libere el nucleótido permitiendo la entrada a otro nucleótido nuevo. En general, las proteí-

nas Rho presentan una afinidad similar por el GDP y el GTP, y las proteínas GEF no favo-

recen la unión de uno o de otro. La unión del GTP se produce porque la concentración de 

este nucleótido en la célula es diez veces superior a la de GDP. Las proteínas GEF despla-

zan al nucleótido unido y posteriormente el nuevo nucleótido desplaza a las proteínas GEF 

(Bos et al., 2007). 

 
B. Las proteínas GDI (GDP Dissociation Inhibitor) 
 
 Son proteínas que inhiben la disociación del nucleótido GDP y tienden a mantener a la 

GTPasa en estado inactivo. Se unen a la GTPasa y  enmascaran el grupo prenilo de la pro-

teína G impidiendo que se ancle a la membrana e interaccione con proteínas GEF. Así, la 

proteína Rho permanece inactiva en el citosol (Wennerberg et al., 2005). Estos reguladores 

negativos sólo actúan sobre proteínas de la familia Rho y Rab (Figura 7). 

 
C. Las proteínas con actividad GAP (GTPase Activating Protein) 
 
 Son proteínas activadoras de la actividad GTPásica intrínseca de la proteína G. Favo-

recen la hidrólisis del GTP a GDP haciéndola más eficiente y promoviendo que la GTPasa 

se encuentre en estado inactivo (Figura 7). 

 Aunque las proteínas G son denominadas GTPasas, la reacción de hidrólisis del GTP 

es poco eficiente y necesitan la interacción con una GAP que acelere dicha reacción varias 

órdenes de magnitud. 

 Gracias a estudios estructurales y biofísicos se ha podido esclarecer el mecanismo de 

la reacción de catálisis de las proteínas con actividad GAP en la hidrólisis de GTP. Se ha 

observado una molécula de agua correctamente posicionada frente al fosfato γ del GTP en 
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la estructura cristalográfica del complejo Ras con GppNHp (análogo no hidrolizable de 

GTP). Esta molécula de agua va a realizar un ataque nucleofílico al fosfato γ del GTP y por 

lo tanto lo convierte en GDP. La función 

de la proteína con actividad GAP en 

esta reacción consiste en permitir la 

correcta orientación de la molécula de 

agua y en estabilizar el estado de tran-

sición (Bos et al., 2007). (Figura 8) 

 Las proteínas con actividad GAP  

para las diferentes proteínas G no es-

tán conservadas y aumentan la activi-

dad GTPásica intrínseca de distintas 

maneras (Bos et al., 2007). Las GAPs 

de las GTPasas Rho se definen por la 

presencia del dominio RhoGAP alta-

mente conservado (Figura 9). Este do-

minio consta de unos 150 aminoácidos 

Reactivos Estado transicional ProductosA

B

Reactivos Estado transicional ProductosReactivos Estado transicional ProductosA

B

Figura 8. Mecanismo de acción de las RhoGAPs.  
A) Representación esquemática de la hidrólisis del GTP mediante ataque nucleofílico de una molécula de 
agua. 
B) Representación de la estabilización que realiza el residuo de Arginina de la proteína con actividad GAP y 
la glutamina de la proteína Rho, para posicionar correctamente la molécula de agua, necesaria para que se 
produzca la hidrólisis de GTP. Se muestra también la estabilización llevada a cabo por la Arginina en el 
estado de transición. Fotografías tomadas de Bos et al., 2007. 

Figura 9. Estructura tridimensional del dominio 
RhoGAP. Imagen tomada de la página Web 
www.smart.embl-heidelberg.de 
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y es diferente al módulo GAP 

de otros reguladores negativos 

para las GTPasas Ras, Ran o 

ARF, pero es suficiente para la 

unión a proteínas Rho activas y 

para acelerar su actividad 

GTPásica (Moon and Zheng, 

2003). 

 La esencia de las RhoGAP 

es el dominio RhoGAP. Este 

dominio consiste en nueve α-

hélices y un residuo de Arginina 

altamente conservado. El domi-

nio RhoGAP interacciona con 

los switch I y II y el P-loop de 

las proteínas Rho, que es lo 

que constituye el sitio de unión 

de GTP (Moon and Zheng, 

2003) (Figura 9 y 10). 

 Estudios cristalográficos en los que se compara la posición de una Cdc42GAP con la 

GTPasa unida a un análogo no hidrolizable del GTP (GMPPPNP) o unida a GDP, muestran 

un cambio de rotación de 20º de la proteína Rho con respecto a la proteína con actividad 

GAP. Estos cambios conformacionales pueden ayudar a la Arginina conservada a introdu-

cirse en el sitio activo de la proteína Rho y estabilizar el proceso de hidrólisis de GTP du-

rante la formación del denominado estado transicional (Figura 8). De hecho, estas modifi-

caciones permiten a la Arginina interaccionar con el glutámico o la glutamina de la GTPasa, 

que es responsable del posicionamiento de la molécula de agua necesaria para que se pro-

duzca la catálisis. La estabilización que realiza la Arginina en el residuo del glutámico o glu-

tamina de la GTPasa, limita la libertad de la molécula de agua y puede así reducir la barre-

ra energética para la hidrólisis 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 específicamente una o varias funciones de una o varias GTPasas 

Rho. A continuación se citan algunos ejemplos del papel de RhoGAPs en distintos proce-

sos. 

Figura 10. Mecanismo de interacción de las RhoGAP con 
las GTPasas Rho. Estructura cristalográfica de Cdc42GAP 
interaccionando con la GTPasa Cdc42 unida a GMP-PNP 
(análogo del GTP no hidrolizable). Se representan los switch I y 
II y el P-loop que constituye el sitio de unión a GTP de la proteí-
na Rho y donde la proteína con actividad GAP interacciona para 
favorecer el proceso de hidrólisis. Imagen tomada de Moon y 
Zheng et al., 2003. 

Cdc42 Cdc42GAPCdc42 Cdc42GAPCdc42 Cdc42GAP
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3.3.1. Morfogénesis y polaridad 
 
 Los reguladores de las proteínas Rho tiene un papel clave en la morfogénesis. Así, la 

proteína p190, una de las primeras proteínas con actividad GAP identificadas, está implica-

da en el crecimiento y orientación del axón y en la morfogénesis neuronal                  

(Brouns et al., 2000; Brouns et al., 2001). p190 puede ser un importante regulador de la 

reorganización de actina mediada por RhoA en los conos de crecimiento neuronales 

(Brouns et al., 2001). Este posible papel se ha observado en estudios de inhibición de la 

expresión de p190 mediante la utilización de ARNs de interferencia en Drosophila, donde el 

bloqueo de p190 lleva a la retracción del axón, 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 proteína de Drosophila 

forma un complejo con la quinesina denominada Pavarotti (Pav) y, además de su papel en 

citoquinesis, este complejo es necesario para la regulación de la morfogénesis en neuronas 

post-mitóticas. La distribución de este complejo contribuye a la regulación espacial de la 

GTPasa Rac, que es esencial en el crecimiento axonal. La localización de RacGAP50C 

puede regular negativamente a Rac y restringir el crecimiento del axón, ya que la elimina-

ción de la actividad GAP de RacGAP50C, produce un crecimiento axonal exagerado. Por 

tanto, RacGAP50C actúa como GAP de la GTPasa Rac, limitando el crecimiento del axón 

en neuromas post-mitóticas (Goldstein et al., 2005). 

 Además de en la morfogénesis, las GAPs también son importantes en otros procesos 

de polaridad celular. Recientemente, se ha descrito que la proteína con actividad GAP 

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

 
3.3.2. Crecimiento celular y diferenciación 
 
 Un ejemplo de GAP que regula el crecimiento celular y la diferenciación es p190-B. 

Los ratones carentes de esta proteína manifiestan una severa reducción del tamaño del 

timo y defectos en el cerebro como menos conexiones neuronales y una corteza cerebral 

más delgada. Además, el tamaño de los ratones es un 30 % más pequeño. Por tanto   

p190-B tiene una función en la diferenciación del timo y del cerebro y en la determinación 

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

 
3.3.3. Endocitosis 
 
 La Oligophrenina-1 es una GAP que está implicada en la regulación del sistema ner-

vioso y recientemente se ha involucrado en procesos endocíticos. Los ratones carentes de 

la Oligophrenina-1 presentan defectos importantes en la endocitosis mediada por clatrina y 
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sufren una reducción de la plasticidad sináptica. Parece que este efecto puede ser debido a 

la desregulación que se produce en la vía de señalización RHOA-ROCK en este modelo de 

ratón, ya que al inhibir farmacológicamente esta vía, se produce una recuperación de los 

defectos endocíticos y de la plasticidad neuronal en estos ratones (Khelfaoui et al., 2009). 

 
3.3.4. Supresión de tumores 
 
 Las GTPasas Rho están involucradas en muchos aspectos de la tumorogénesis. Exis-

ten algunas proteínas con actividad GAP que pueden tener un papel en supresión 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 reintroducción de DCL1 en líneas 

celulares de cáncer de hígado 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 características estructurales y catalíticas similares al complejo supresor 

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

 
3.4. Mecanismos de regulación de las RhoGAPs 
 
 La actividad de cada RhoGAP debe ser finamente regulada en el espacio y en el tiem-

po para que las proteínas Rho no estén continuamente inactivas (Moon and Zheng, 2003). 

 Las proteínas con actividad GAP pueden regular a una única GTPasa y favorecer es-

pecíficamente su actividad GTPásica en un proceso concreto o regular a varias de estas 

proteínas G en múltiples procesos a la vez. Para realizar esta delicada y compleja función, 

estas proteínas a su vez deben de estar muy reguladas. A continuación se detallan ejem-

plos de diferentes tipos de regulación de las proteínas con actividad GAP: 

 
3.4.1. Regulación por fosforilación 
 
 Existen varios datos que indican que la actividad GAP puede ser regulada por proteí-

nas quinasas. Un ejemplo es la regulación 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 está fosforilado, recluta mediante uno de los residuos de Tyr-P 

a la GAP p120Ras. Esta interacción activa la función GAP de p190, causando ruptura de 

las fibras de estrés de actina, reducción de adhesiones focales y pérdida de adhesión a la 

fibronectina, efectos claros de bajos niveles de RhoA activa (Moon and Zheng, 2003). Ade-

más, se ha identificado una fosfatasa, LMW-PTP (Low Molecular Weight Protein-Tyrosine 

Phosphatase) que puede funcionar como regulador negativo de p190. Las quinasas Src 



22 

Introducción 

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-

ción para p190 por mecanismos de fosforilación y desfosforilación                         

(Moon and Zheng, 2003). 

 Otro ejemplo de regulación por fosforilación es el de Bem2 y Bem3 de S. cerevisiae. 

Estas GAPs son hiperfosforiladas durante la emergencia de la yema por la quinasa Cdc28. 

Esta fosforilación inhibe sus actividades GAP in vivo. Bem2 y Bem3 regulan negativamente 

a la GTPasa Cdc42 durante G1 y su inactivación por la quinasa Cdc28/Cln2 contribuye a 

activar específicamente a Cdc42 en la emergencia de la yema para promover la polimeriza-

ción de actina (Knaus et al., 2007). 

 
3.4.2. Regulación por la unión a lípidos 
 
 Rga1 y Rga2 son dos GAPs de Cdc42 en S. cerevisiae que son reguladas por fosfolípi-

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 distribución de estos fosfolípidos en las membrana se puede regular la localiza-

ción de Cdc42 activa en el sitio de crecimiento mediante la activación o desactivación de 

estas GAPs (Saito et al., 2007). 

 Otro ejemplo de regulación por lípidos es el de Rgd1. Esta proteína tiene actividad 

GAP sobre Rho3 y Rho4 en la levadura de gemación. Los fosfatidilinositoles regulan el re-

clutamiento de Rgd1 a las membranas a través de su dominio FCH y estimulan específica-

mente la actividad GAP de Rgd1 (Prouzet-Mauleon et al., 2008). 

 
3.4.3. Regulación por interacción proteína-proteína 
 
 CdGAP es una proteína con un dominio RhoGAP en su extremo N-terminal y una re-

gión de múltiples dominios ricos en prolina en su extremo C-terminal. CdGAP regula negati-

vamente a Cdc42 y Rac1 e interacciona directamente a través de su región intermedia con 

los dominios SH3 de la intersectina, una proteína scaffold endocítica que contiene cinco 

dominios SH3. La unión con la intersectina inhibe la actividad GAP de CdGAP in vitro e       

in vivo. Esto sugiere que la interacción con esta proteína puede inducir cambios conforma-

cionales  en CdGAP, impidiendo al dominio GAP realizar su función (Moon and Zheng, 

2003). 

 
 
 
 
 



23 

Introducción 

         

4. GTPasas de la familia Rho, polaridad y biosíntesis 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 regulación de la pola-

ridad, la morfogénesis, la secreción, la citoquinesis y la biosíntesis de la pared celular de 

estos organismos. Por tanto, las funciones de estas proteínas, en lo que se refiere a la re-

gulación del citoesqueleto celular, están altamente conservadas desde mamíferos hasta 

levaduras y, además, en hongos ejercen directamente un papel activador de las enzimas 

responsables de la biosíntesis de la pared celular. 

 
4.1. Las proteínas 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 plasmática y desempeñan dis-

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

 
4.1.1. La GTPasa Rho1 
 
 Es una proteína 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 β-(1,3)-glucán sinta-

sas (Fks1 y Fks2) y desempeña un papel importante en la organización del citoesqueleto 

de actina y la secreción polarizada (Cabib et al., 1998; Levin, 2005). Esta GTPasa se locali-

za en las áreas 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 homóloga a RhoA de mamíferos y su ciclo GDP/GTP está regulado por pro-

teínas GEF y GAP. Bem2, Sac7, Bag7 y Lrg1 son proteínas con actividad GAP descritas 

para la GTPasa Rho1 (Cid et al., 1998; Martín 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 BEM2, al igual que las cepas mutantes de RHO1, tienen defectos de pared celular y la 

sobreexpresión de BEM2 regula negativamente la ruta de integridad de pared celular      

(Cid et al., 1998; Schmidt et al., 2002). Lrg1 es una proteína 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 act1-4 (Dunn and Shortle, 1990). Esta proteína tiene un solo dominio 

RhoGAP. La deleción 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 organización de actina        

(Park and Bi, 2007). Bag7 contiene un único dominio RhoGAP. La deleción de BAG7 no 

presenta fenotipo aparente y la sobreexpresión de esta GAP suprime la sensibilidad al frío 

de sac7∆, sugiriendo que Sac7 y Bag7 realizan funciones redundantes, probablemente, en 

la organización de actina (Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 2002). Todas estas proteínas 

con actividad GAP realizan funciones específicas y diferenciales en los procesos regulados 

por Rho1. Lrg1 es la proteína encargada de regular negativamente a Rho1 en la biosíntesis 

del β-(1,3)-glucano (Watanabe et al., 2001). Además, se ha implicado en procesos de fu-

sión celular y de separación de la célula madre y la célula hija (Fitch et al., 2004;           

Svarovsky and Palecek, 2005). Bem2 y Sac7 son las únicas GAPs que regulan a través de 

Rho1 la ruta MAPK de integridad de pared celular (Martín et al., 2000b;                     

Schmidt et al., 2002). Por otro lado, Bag7 y Sac7 realizan funciones en la regulación del 

citoesqueleto de actina (Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 2002). 

 Rho1 es activada por las proteínas GEF Rom1, Rom2 y Tus1 (Ozaki et al., 1996; 

Schmelzle et al., 2002). Rom1, Rom2 tienen funciones redundantes en la regulación de 

Rho1 y probablemente en la de la GTPasa Rho2. La cepa carente de ambos GEFs es letal 

y la sobreexpresión de TUS1 no recupera la viabilidad (Schmelzle et al., 2002). Tus1 es 

necesario para la activación de Rho1 en respuesta a defectos en la pared celular. Las célu-

las carentes de TUS1 son termosensibles y este defecto se suprime con la sobreproduc-

ción de componentes de la ruta MAPK de integridad de pared (Schmelzle et al., 2002).Tus1 

y, en menor medida, Rom2 están implicados en la localización y activación de Rho1 nece-

sarias para la citoquinesis  (Yoshida et al., 2009; Yoshida et al., 2006). La regulación de 

ambas proteínas GEF se ejerce mediante su fosforilación por la quinasa Cdc5/Polo.  

 El efecto antagónico de la regulación de Rho1 por proteínas GEF y GAP se demuestra 

por el hecho de que S. cerevisiae  puede sobrevivir en ausencia de GEF si además se eli-

minan las proteínas con actividad GAP Lrg1 y Sac7 (Yoshida et al., 2009). 

 Además de GEFs y GAPs, en Saccharomyces cerevisiae existe un RhoGDI denomina-

do Rdi1. Esta proteína se asocia a Rho1, Cdc42 y Rho4. Rdi1 extrae a Rho1 y Cdc42 de 

las membranas y forma complejos solubles con estas proteínas en el citoplasma de forma 

dependiente de la quinasa Cla4, una proteína transmisora de la señal de Cdc42          

(Tiedje et al., 2008). Aunque la deleción de RDI1 no presenta fenotipos aparentes, reciente-

mente se ha implicado en la regulación del crecimiento pseudohifal y en la salida de mito-

sis, a través de su regulación negativa de la GTPasa Cdc42 (Tiedje et al., 2008).  Por otro 

lado, la regulación 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 vías del proteasoma y 

proteasas vacuolares y este proceso es dependiente de Ygk3, homóloga a la quinasa de la 
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glucógeno sintasa 3β (Tiedje et al., 2008). 

 Se ha descrito que Rho1 en su forma activa interacciona con distintas proteínas de la 

levadura de gemación: la quinasa Pkc1; las β-(1,3)-glucán sintasas, Fks1 y Fks2; las formi-

nas Bni1 y Bnr1; el factor transcripcional Skn7 y el componente del exocisto Sec3. Todas 

estas proteínas participan en la biosíntesis de la pared celular, en la polarización del citoes-

queleto de actina y en la exocitosis (Levin, 2005). Se sabe que GTP-Rho1 interacciona di-

rectamente con Fks1 y Fks2 activándolas (Drgonová 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 interacción con Pkc1, se sabe que Rho1 favorece la activación de la qui-

nasa, probablemente, mediada por Pkh1 y Pkh2 (Schmelzle et al., 2002). Tras su activa-

ción, Pkc1 transmite la señal a la ruta MAPK de integridad de la pared celular. Esta ruta 
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Figura 11. Ruta MAP kinasa de integridad celular en S. cerevisiae. Los sensores de superficie Wsc1-3, 
Mid2 y Mtl1 detectan daños en la pared celular y transmiten la señal y activan a la GTPasa Rho1 a través 
de sus proteínas GEF (Rom1/2 y Tus1). Rho1 activa a Pkc1 y ésta fosforila a Bck1, desencadenando la 
activación del módulo de MAPK Bck1-Mkk1/2-Mpk1. Cuando Mpk1 está fosforilada activa a los factores de 
transcripción Rlm1 y Swi4/6 para desencadenar la transcripción de genes relacionados con la biosíntesis 
de pared. Además Rho1 también estimula la síntesis de β-glucano, directamente como subunidad regula-
dora de las β-glucán sintasas Fks1 y Fks2, la nucleación de cables de actina, regulando a las forminas Bni1 
y Bnr1,  y la exocitosis,  a través de la interacción 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 gemación 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 módulo de MAPK: Bck1 (MAPKKK), Mkk1/2 (MAPKKs) y Mpk1/

Stl2 (MAPK). (Figura 11) 

 Varios estudios bioquímicos y genéticos han establecido que los sensores de superfi-

cie detectan daños en la pared celular y transmiten la señal a las proteínas GEF de Rho1. 

Esta GTPasa a su vez activa a Pkc1 y está 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 proteínas citoplasmáticas. Además un pequeño pool de estas quinasas se localiza en 

las zonas de crecimiento activo y esta localización 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 núcleo rápidamente en respuesta a estrés. Allí activa a los 

factores de transcripción Rlm1 y Swi4/6 para producir la transcripción de genes relaciona-

dos con el control de la progresión del ciclo celular y con la biosíntesis de la pared celular 

como FKS1+, FKS2+ y CHS3+ (Levin, 2005; Park and Bi, 2007) (Figura 11). 

 La pérdida de función de las proteínas quinasas de esta ruta provoca un fenotipo de 

lisis celular a  altas temperaturas, corregible por un estabilizador osmótico como el sorbitol. 

Además, son sensibles a las feromonas y a sustancias que dañan la pared celular como el 

calcoflúor, el rojo congo, la cafeína y las enzimas líticas. También presentan defectos en la 

polarización de actina. 

 
4.1.2. La GTPasa Cdc42 
 
 Esta GTPasa tiene la función 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 BUD5 codifican una GTPasa Ras, 

su GAP y su GEF, respectivamente, y son, junto con las septinas, las proteínas encargadas 

de determinar el sitio de gemación. Una vez elegido el lugar para la emergencia de la ye-

ma, la célula debe polarizar todos los componentes necesarios para la instauración del cre-

cimiento en dicho punto (Sheu et al., 2000) y ello implica: la polimerización de actina, la 

orientación del citoesqueleto de microtúbulos hacia esa región, el ensamblaje del anillo de 

septinas y la localización de un grupo de proteínas 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 única proteína con actividad GEF específica para Cdc42 en S. cerevisiae 
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(Zheng et al., 1994). La localización de Cdc24 alterna entre el núcleo y las zonas de creci-

miento (Nern and Arkowitz, 2000; Toenjes et al., 1999). En el núcleo se mantiene unida a la 

proteína Far1 (Nern and Arkowitz, 2000; Shimada et al., 2000). Al comienzo de la fase S se 

produce la degradación de Far1 desencadenada por la quinasa dependiente de ciclina 

Cdc28 y la ciclina Cln2 (Gulli et al., 2000). Esto conduce a la relocalización de Cdc24 en la 

zona de emergencia de la yema, probablemente mediada por su interacción con GTP-Bud1 

(Park et al., 1997; Park et al., 2002). La localización de Cdc24 permite la activación locali-

zada de Cdc42 en la zona de emergencia de la yema. Bem1 es una proteína adaptadora 

que podría facilitar el reclutamiento de proteínas implicadas en el establecimiento del creci-

miento polarizado, ya que se une a Cdc24, a Cdc42 activa y a proteínas diana de Cdc42, 

como la quinasa de la familia PAK, Cla4 (Bose et al., 2001; Chant, 1994). Además, se ha 

descrito que Bem1 favorece un circuito de retroalimentación positivo en el que la activación 

de Cdc42 por Cdc24 reclutaría a Bem1 a la zona de crecimiento y ésta, a su vez, estabili-

zaría a Cdc24, que activaría a Cdc42 en esa región (Butty et al., 2002). Cuando Cdc42 se 

localiza en la región de crecimiento, coordina varias actividades celulares como la polariza-

ción del citoesqueleto de actina y la activación de algunas rutas de señalización           

(Butty et al., 2002). 

 Existen varias proteínas efectoras para la GTPasa Cdc42: Ste20 es una quinasa im-

portante para las rutas de filamentación y respuesta a feromona (Leberer et al., 1992;      

Ramer and Davis, 1993; Roberts and Fink, 1994); la quinasa Cla4 desempeña un papel en 

la organización 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 proteínas implicadas en 

la polimerización 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); Iqg1, homóloga en S. cerevisiae a IQGAP de mamí-

feros, una proteína adaptadora que participa en la regulación 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). Además, Cdc42 interacciona con 

subunidades del complejo del exocisto regulando su activación (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 proteína adaptadora Bem1, así 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 formación del complejo entre Cdc24 y la PAK. Análisis de  

cepas mutantes de Bem1 indica que ambos ,GEF y PAK, deben estar unidos a la misma 

molécula de Bem1 y una proteína de fusión 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 activación permanen-

te de Cdc42 vía GEF. Este complejo, mediante la retroalimentación positiva, amplificaría la 

concentración de GTP-Cdc42 en el córtex (Kozubowski et al., 2008).  

 En S. cerevisiae existen cuatro proteínas con actividad GAP que regulan a Cdc42: 

Bem2, Bem3, Rga1 y Rga2. Mediante ensayos in vitro e interacciones en ensayos del do-

ble híbrido se cree que  Bem3, Rga1 y Rga2 son GAPs específicas 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 activación 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 proteína con actividad GAP 

para Cdc42, podría participar en la regulación de la morfogénesis, ya que la cepa bem3∆ 

presenta células con morfología aberrante, hecho que no ocurre con las cepas rga1∆ y 

rga2∆. Sin embargo, la cepa mutante triple rga1∆ bem3∆ rga2∆ presenta un incremento en 

los defectos morfológicos con respecto a bem3∆, lo que lleva a pensar que Rga1 y Rga2 

pueden tener un papel secundario en este proceso (Smith et al., 2002). Bem3 está también 

implicada en la regulación del crecimiento polarizado durante la conjugación. En las células 

carentes de BEM3 aumenta la frecuencia de formación 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 selección 

del sitio de gemación (Smith et al., 2002). Rga2 también está 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 específicas de G1 (McCusker et al., 2007; Sopko et al., 2007). 

La fosforilación dependiente de CDK impide la actividad de Rga2 en esta fase del ciclo y 

garantiza una correcta activación 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 proteínas con actividad GAP regulan diferentes funciones de Cdc42, aunque 

hay procesos en los que parece que estas proteínas realizan funciones redundantes. Uno 

de ellos es el papel que desempeñan en la regulación de las septinas. Todas ellas están 

implicadas en el ensamblaje inicial del anillo de septinas. Células carentes de estas GAPs 

tienen bloqueada o retrasada la formación del anillo de septinas. Además 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 localización de Bem3 y Rga2 es similar a la de Cdc42. Se encuentran en el sitio de 

gemación, en la punta de la yema y en el cuello de la célula madre. En cambio, la localiza-

ción de Rga1 es un poco diferente, se localiza en el sitio de gemación, pero en la yema se 

sitúa en todo el córtex celular. Además, en la zona del cuello, Rga1 se localiza en forma de 

anillo en las etapas iniciales y se convierte en doble anillo en etapas más tardías     

(Caviston et al., 2003; Park and Bi, 2007). Las diferencias en localización de estas proteí-

nas pueden contribuir a la regulación diferencial de la GTPasa Cdc42. Recientemente se 

ha descrito que Rga1, a través de su localización diferencial con respecto a Rga2 y Bem3, 

específicamente impide la activación de Cdc42 en el sitio de división 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, desempeñan 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 función 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 Bem2 tiene actividad GAP sobre esta GTPasa y Rom1 y Rom2 pueden actuar como 

proteínas 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, pfy1∆ y se ha implicado a esta 

GTPasa en una ruta desconocida que repolarizaría los parches de actina. Esta ruta tendría 

como proteínas sensoras a Mid2 y Wsc1, que transmitirían la señal a las proteínas GEF 

Rom1 y Rom2 y éstas activarían a Rho2 para promover la repolarización del citoesqueleto 

de actina en ausencia o deficiencia de la profilina (Marcoux et al., 2000). Además de su 

función en la organización del citoesqueleto de actina, Rho2 parece tener un papel en la 

organización del citoesqueleto de microtúbulos, ya que la deleción de RHO2 es más sensi-

ble a benomilo (droga que despolimeriza los microtúbulos) y su sobreexpresión suprime la 

termosensibilidad de cepas mutantes cik1 y kar3. Los genes CIK1 y KAR3 codifican proteí-

nas asociadas al citoesqueleto de microtúbulos (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 gemación. La deleción de RHO3 causa defectos en el crecimiento celular, mientras que 

la deleción de RHO4 no presenta fenotipo aparente. La deleción de ambos es letal a 30ºC 

y la sobreexpresión de RHO4  suprime los defectos de crecimiento de rho3∆. Esto nos indi-
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ca que Rho3 y Rho4 tienen funciones redundantes en S. cerevisiae. 

 Las células rho3∆ rho4∆ 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 rho3E51V presenta 

una acumulación de vesículas 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 sobreexpresión de la GTPasa Rab Sec4 suprima los defectos de crecimiento 

de rho3∆ rho4∆.  

 Hasta el momento sólo se ha descrito una GAP, Rgd1 y ninguna proteína GEF para las 

GTPasas Rho3 y Rho4 (Doignon et al., 1999). La deleción de RGD1 produce una acumula-

ción 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-

ciación de membranas, en su extremo N-terminal (Park and Bi, 2007). 

 
4.1.5. La GTPasa Rho5  
 
 Rho5 es una proteína no esencial a la que se ha atribuido un papel como regulador 

negativo en la ruta MAPK de integridad de pared celular. Las células rho5∆ tienen activada 

esta ruta de integridad (Schmitz et al., 2002). Rgd2 es la única proteína que presenta activi-

dad GAP in vitro e interacciona por el ensayo de doble híbrido con Rho5                

(Roumanie et al., 2001). La GTPasa Rho5 es necesaria para la muerte celular inducida por 

H2O2 e interacciona con Trr1, una tiorredoxina reductasa que es un componente clave del 

sistema antioxidante citoplásmico (Singh et al., 2008). Rho5 está regulada por Msi1 a tra-

vés de la quinasa Npr1. Estas proteínas actúan suprimiendo la señal de Rho5 activada me-

diante fosforilación y ubiquitinación (Annan et al., 2008). 

 
4.2. Las proteínas 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, sólo 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 regulación de la bio-

síntesis de pared y el citoesqueleto de actina (Arellano et al., 1996; Nakano et al., 1997). 

Rho1 activa directamente a la enzima β-(1,3)-glucán sintasa (Arellano et al., 1996). Las cé-

lulas que sobreexpresan rho1+ poseen una pared mucha más 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 expresión de rho1+, dis-

minuye la actividad β-(1,3)-glucán sintasa y las células se lisan, fundamentalmente en el 

momento de la separación (Arellano et al., 1999b; Arellano et al., 1997). Recientemente se 

ha descrito una proteína denominada Pxl1, que tiene un papel en la formación y contrac-

ción del anillo de actomiosina y modula la actividad de Rho1 (Pinar et al., 2008). 

 Rho1 está también implicada en el control de otros procesos morfogenéticos, ya que 

su sobreexpresión produce una pérdida completa de la polaridad de la actina           

(Arellano et al., 1997). La sobreexpresión del alelo rho1G15V, que codifica una proteína 

constitutivamente activa, causa la aparición de acúmulos de actina y la eliminación de la 

expresión de rho1+ hace que se desorganice la actina, indicando que esta GTPasa es ne-

cesaria para la polimerización de actina y por tanto debe de actuar a través de otras proteí-

nas efectoras además de la β-(1,3)-glucán sintasa (Arellano et al., 1997). 

 Se han descritos otras dos proteínas dianas de Rho1 en esta levadura, Pck1 y Pck2, 

homólogas a Pkc1 de S. cerevisiae. Ambas fueron clonadas por la similitud de la secuencia 

que codifica el dominio catalítico con la de otros genes que codifican proteínas de la familia 

de las PKCs (Mazzei et al., 1993; Toda et al., 1993). La deleción de cualquiera de los ge-

nes pck1+ o pck2+ no es letal, pero sí lo es la doble deleción, lo que indica que comparten 

una función esencial (Toda et al., 1993). Las células pck1∆ presentan un leve fenotipo de 

lisis y son sensibles a calcoflúor y las células carentes de pck2+ presentan defectos morfo-

lógicos y una pared celular anormalmente delgada (Arellano et al., 1999a). Además, la ce-

pa mutante pck2∆ es muy sensible a la degradación de enzimas líticas y presenta defectos 

en la biosíntesis de la pared celular ya que las células son incapaces de regenerar proto-

plastos en un medio estabilizado osmóticamente (Arellano et al., 1999a; Kobori et al., 1994; 

Shiozaki and Russell, 1995; Toda et al., 1996b). Por otra parte, la sobreexpresión de pck2+ 

es letal y el fenotipo es parecido al que produce la sobreexpresión 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 síntesis de pared celular directamente a través de la β-(1,3)-glucán sin-

tasa e indirectamente a través de Pck1 y Pck2. La disminución de la expresión de una de 

estas quinasas en ausencia de la otra provoca una reducción del 40-50 % de la actividad  

β-(1,3)-glucanásica (Arellano et al., 1999a). Sin embargo, la regulación que ambas quina-
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sas realizan en la integridad de la pared es diferente. Pck2 es la quinasa fundamental en la 

regulación de la biosíntesis del β-glucano y, como se mencionará más adelante, del          

α-glucano (Arellano et al., 1999a). El papel de Pck1 está menos estudiado pero podría re-

gular la integridad de pared por una vía 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 área de crecimiento, ya que su localización 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 proteínas GEF de Rho1, denominadas Rgf1, 

Rgf2 y Rgf3, (García et al., 2006a; García et al., 2009a; García 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 proteína 

Figura 12. Regulación de la biosíntesis de pared celular a través de las GTPasas Rho1 y Rho2. 
Rho1 estimula la síntesis de β-glucano directamente como subunidad reguladora de la β-glucán sintasa 
y a través de las proteínas quinasas Pck1 y Pck2 (flechas moradas). Rho2 regula a través de Pck2 la 
síntesis de α-glucano y además activa la cascada de MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1 (flechas naranjas).  
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GDI, Rdi1, el único 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 

proteínas GEF o GAP de S. pombe, además de las descritas, regulen a la GTPasa Rho1. 

 Rgf1 es necesario para la activación de Rho1 en la biosíntesis de la pared celular, con-

cretamente del β-glucano. Rgf1 también es necesario para que se active el crecimiento en 

el polo nuevo durante NETO y actúa por encima del módulo de MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1 en 

la ruta de integridad celular (García et al., 2006a; García et al., 2009a). 

 Rgf3 es una proteína esencial y activa a Rho1 específicamente durante el proceso de 

citoquinesis (Morrell-Falvey et al., 2005; Mutoh et al., 2005; Tajadura et al., 2004). 

 Rgf2 es una proteína esencial en el proceso de esporulación y, además, puede coope-

rar con Rgf1 en la regulación de la biosíntesis de la pared durante el crecimiento vegetativo 

(García et al., 2009b). 

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

cuales tres regulan a la GTPasa Rho1. 

 
A. Rga1 es una proteína 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 rga1+ son morfológicamente aberrantes, los parches de actina 

están deslocalizados y la pared celular presenta un extraordinario engrosamiento. 

Además cuando se sobreexpresa rga1+ se inhibe el crecimiento y las células tienen 

defectos morfológicos. Los datos obtenidos indican una alteración en los niveles de 

actividad de Rho1. Ambas proteínas interaccionan por el ensayo de doble híbrido y 

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

 
B. Rga5 es un regulador negativo que sólo tiene el dominio RhoGAP. Rga5 tiene 

funciones en integridad celular y en citoquinesis ya que la sobreexpresión de rga5+ 

es letal y las células se lisan. En la cepa rga5∆ hay una acumulación de células en 

septación, apareciendo células multitabicadas a la temperatura de 37ºC. 

Es una proteína asociada a la membrana que se localiza en las zonas de crecimien-

to activo y en el septo. Tiene actividad GAP específica in vivo e in vitro para Rho1 y 

regula negativamente la actividad β-(1,3)-glucán sintasa y la interacción de la GTPa-

sa Rho1 con Pck1. Además, la ausencia de rga5+ suprime el defecto de sensibilidad 

a calcoflúor de la cepa pck1∆, 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 proteína que, además del dominio RhoGAP, presenta un dominio 
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FCH en su extremo N-terminal y un dominio DEP en una región intermedia. Rga8 

tiene actividad GAP in vivo para Rho1 pero su papel regulador de esta GTPasa es 

una incógnita. Entre ambas proteínas existe una interacción funcional positiva, en 

vez de negativa, ya que la sobreexpresión de rga8+ agrava los defectos de la sobre-

expresión de rho1+. Por otro lado, Rga8 es fosforilada por Shk1, una quinasa efecto-

ra de Cdc42. Esta GAP parece tener un papel de regulación 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 rho3∆ no crece a 37ºC. La deleción de 

rho3+ se rescata por la sobreexpresión de RHO3 de S. cerevisiae, pero no por la sobreex-

presión de otras proteínas de la familia Rho de S. pombe. Esto indica que Rho3 realiza una 

función exclusiva y compartida con Rho3 de S. cerevisiae. Esta GTPasa se localiza en la 

membrana y está concentrada en las regiones de crecimiento y de división               

(Nakano et al., 2002). 

 Rho3 se aisló como supresor multicopia de la cepa mutante sec8-1 (Wang et al., 

2003a). Las interacciones genéticas de rho3∆ con componentes del complejo del exocisto 

sugieren que esta GTPasa regula la actividad del complejo. Por otra parte, la localización 

de Rho3 depende de este complejo. Las células carentes de rho3+ acumulan vesículas a 

37ºC y muestran una secreción de fosfatasa ácida reducida (Wang et al., 2003a). Por todo 

ello, se ha propuesto que Rho3 es un modulador de la función de este complejo. 

 Se ha descrito también la interacción de Rho3 unida a GTP con la formina For3 me-

diante el ensayo de doble híbrido (Nakano et al., 2002), aunque hasta ahora no se ha de-

mostrado que participe en su activación. 

 Todos estos datos sugieren que, en S. pombe, Rho3 funciona coordinando procesos 

necesarios para la secreción polarizada. 

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

sitivos o negativos para esta GTPasa. 

 
4.2.3. La GTPasa Rho4 
 
 Rho4 es la única GTPasa de la familia Rho que se localiza exclusivamente en la región 

de división. No es una proteína esencial y las células carentes de rho4+ manifiestan defec-

tos de separación celular a alta temperatura y acumulan vesículas alrededor del septo 

(Nakano et al., 2003; Santos et al., 2003). La sobreexpresión de rho4+ causa lisis, proba-

blemente debido a defectos en la pared, ya que es suprimida por la presencia de un estabi-

lizador osmótico. De hecho, Rho4 regula positivamente la secreción y localización de las 
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enzimas líticas Agn1 y Eng1, necesarias para la degradación del septo y la separación de 

las dos células hijas (Santos et al., 2005). Todos los datos indican que Rho4 puede tener 

una función antagónica a Rho1 en la regulación de la pared celular de S. pombe. 

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

que regulan a esta GTPasa. 

 
4.2.4. La GTPasa Rho5 
 
 Rho5 es una proteína muy similar a Rho1 (86 % de identidad). Esta GTPasa no es 

esencial, la cepa mutante rho5∆ es indistinguible de la cepa silvestre, sin embargo, en au-

sencia de Rho1 regula la actividad β-glucán sintasa y la organización del citoesqueleto de 

actina. Esto indica que Rho5 puede realizar las funciones de Rho1 aunque de forma menos 

eficiente (Nakano et al., 2005; Rincón 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-

ción celular (Rincón 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 morfología aberrante y una menor viabilidad. Esto implica a 

Rho5 en el proceso de esporulación (Rincón et al., 2006). 

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

Sin embargo, no se ha descrito ningún regulador específico 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 plasmática, estando más 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 et al., 1995), y Shk2 (Sells et al., 1998; Yang et al., 1998), con 

la formina For3 (Martin et al., 2007; Nakano et al., 2002) y con Pob1 (Rincón 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 años se describió como función específica de Shk2 la activación de la 

ruta MAPK formada por el módulo Mkh1-Pek1-Pmk1 ya que se detectó interacción median-

te ensayo de doble híbrido entre Shk2 y Mkh1 (Merla and Johnson, 2001). Sin embargo, en 

estudios posteriores se observó que la activación 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 regulación del ensamblaje de cables de actina. 

Hace unos años se describió que interacciona en su estado activo con For3, la formina res-

ponsable de la formación de cables de actina en interfase y homóloga 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 mutación 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-

teína que facilita la localización de For3 y su interacción con Cdc42 para estimular la forma-

ción de cables de actina (Rincón et al., 2009). Pob1, homóloga a las proteínas Boi de               

S. cerevisiae, es esencial y está implicada en el crecimiento polarizado y en la septación            

(Toya et al., 1999). Pob1 se aisló como un supresor de la cepa termosensible cdc42-879. 

Pob1 rescata los defectos de cables de actina que tiene esta cepa mutante. Además, Pob1 

interacciona con Cdc42 activa, lo que indica que puede ser una proteína efectora de esta 

GTPasa (Rincón et al., 2009). 

 
4.2.5.1. Los reguladores de la GTPasa Cdc42 

 
 Hasta el momento se ha descrito que esta GTPasa está regulada por dos GEFs, Ral1/

Scd1 y Gef1 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 homóloga a Cdc24 de S. cerevisiae y está implicada en la regulación del cre-

cimiento apical, ya que las células carentes de scd1+ presentan morfología redonda. Tam-

bién es necesaria para la respuesta sexual ya que scd1∆ es incapaz de conjugar       

(Chang et al., 1994). Scd1 pone en contacto a la GTPasas Ras1 y Cdc42 formando un 

complejo macromolecular que incluye, además, a la proteína adaptadora Scd2 y a la quina-

sa de la familia PAK Shk1, para regular la morfología celular y el proceso de conjugación               

(Chang et al., 1999; Chang et al., 1994; Fukui and Yamamoto, 1988). Scd2 es una proteína 

adaptadora homóloga a Bem1 de S. cerevisiae que se une a GTP-Cdc42 y facilita la inter-

acción con su proteína diana Shk1, activando a esta quinasa (Endo et al., 2003). 

 Gef1 participa en el proceso de citoquinesis y en la transición de crecimiento monopo-

lar a bipolar. Se localiza fundamentalmente en la región de división como un anillo que se 

contrae durante la citoquinesis, aunque también puede verse en los polos de crecimiento 

(Coll et al., 2003). Gef1 no interacciona con los componentes de la ruta de Scd1         

(Hirota et al., 2003). La eliminación simultánea de las dos proteínas GEF es letal, generan-
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do células redondeadas que mimetizan el fenotipo de la deleción de cdc42+. Esto sugiere 

que Scd1 y Gef1 activan a esta GTPasa en sus funciones esenciales. 

 Rga4 es la única proteína descrita con actividad GAP para Cdc42 (Tatebe et al., 2008). 

Esta proteína contiene un dominio RhoGAP en su extremo C-terminal y un dominio LIM en 

su extremo N-terminal. Presenta homología con Rga1 y Rga2 de S. cerevisiae, ambas   

proteínas con actividad GAP sobre Cdc42 en esa levadura. 

 Rga4 tiene un papel en el control del diámetro celular, ya que las células carentes de 

rga4+ son más anchas y cortas que una cepa silvestre y la sobreproducción de esta proteí-

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-

inmunoprecipitación y ensayo de doble híbrido (Tatebe et al., 2008). 

 Rga4 se localiza en el contorno de la célula, excluida de las zonas de crecimiento. 

Pom1 regula la localización de Rga4 ya que en las células pom1∆ esta proteína 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 pom1∆, 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 sobreexpresión causaba 

morfología aberrante. La sobreexpresión de rho2+ es letal, causa alteraciones morfológicas, 

despolarización de actina y un incremento de la biosíntesis del α-glucano                 

(Calonge et al., 2000; Hirata et al., 1998). Rho2 es una proteína asociada a la membrana y 

se concentra en las áreas 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 

híbrido (Arellano et al., 1999a). Sin embargo, sólo Pck2 se ha descrito como proteína trans-

misora de la señal de Rho2 ya que todos los efectos que se observan en la sobreexpresión 

de rho2+ se suprimen en ausencia de Pck2. En la cepa pck1∆ los defectos se agravan, por 

lo que esta quinasa no parece actuar como una proteína efectora de Rho2               

(Calonge et al., 2000). La deleción 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 pck2∆, una pared más delgada que las células silves-

tres y mayor sensibilidad al tratamiento con β-glucanasas y con compuestos inhibidores de 

la síntesis de pared (aculeacina A y papulacandina B) (Calonge et al., 2000). La sobreex-

presión de pck2+ suprime la sensibilidad al tratamiento con β-glucanasas de la cepa rho2∆, 

confirmando el papel efector que tiene esta quinasa en la ruta de señalización 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 están involucradas en la 

regulación de Mok1, la posible α-glucán sintasa. rho2∆ y pck2∆ son sintéticos letales con 

mok1-664 y ambas proteínas son necesarias para localizar a la posible α-glucán sintasa en 

las áreas de crecimiento activo. Además, la sobreexpresión de mok1+ es letal en la célula y 

produce un incremento exacerbado de α-glucano. Todos estos efectos se corrigen en au-

sencia de Rho2 o Pck2, confirmando el papel de esta GTPasa como activadora de la bio-

síntesis de α-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 Rho1 y 

Rho2 son diferentes, debe existir un solapamiento parcial ya que, si bien la sobreexpresión 

de rho2+ no rescata la letalidad de la deleción de rho1+, la sobreexpresión de rho1+ rescata 

parcialmente la sensibilidad de la cepa rho2∆ a la aculeacina A (Hirata et al., 1998). 

 Además de su papel en la biosíntesis de pared, Rho2 también a través de Pck2 activa 

la ruta MAPK formada por el módulo 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 característica que presentan las cepas carentes de los genes implicados en esta 

ruta, es su capacidad de antagonizar los efectos de la eliminación de la calcineurina en la 

homeostasis iónica. La calcineurina es una proteína con actividad fosfatasa activable por 

calcio y calmodulina. Esta proteína juega un papel fundamental como mediadora en la se-

ñalización del calcio. En S. pombe forma un heterodímero compuesto por la subunidad ca-

talítica Ppb1 y la subunidad reguladora Cnb1 (Sio et al., 2005; Sugiura et al., 2003;          

Sugiura et al., 1999; Sugiura et al., 1998). La eliminación de la subunidad catalítica de la 

calcineurina, Ppb1, o la inhibición de su actividad mediante inmunosupresores (como 

FK506), produce hipersensibilidad al Cl-, mientras que la inactivación simultánea de la ruta 

de MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1 suprime este fenotipo. 

 Basándose en esta interacción 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 MgCl2 

(Sugiura et al., 1999; Sugiura et al., 1998). 

 Con el fin de buscar nuevos componentes de la ruta de integridad se realizó un     

screening, en búsqueda de fenotipos vic (Ma et al., 2006). Se identificó una cepa mutada 

en el gen cpp1+ que codifica para la subunidad β de la farnesiltransferasa. En S. pombe, 

esta enzima cataliza la modificación postraduccional de las GTPasas Ras1, Rho2 y Rho3. 

Así se llegó a identificar a Rho2 como un nuevo miembro de la ruta de MAPK                    

Mkh1-Pek1-Pmk1 ya que rho2∆ presenta también fenotipo vic. La localización de Rho2 en 
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la membrana es crítica para la función de esta GTPasa en esta ruta MAPK y Cpp1 es una 

molécula clave controlando espacialmente a la GTPasa Rho2 (Ma et al., 2006). 

 La sobreexpresión de rho2+ deja de ser letal cuando eliminamos Mkh1, Pek1 o Pmk1 

de la célula, al igual que ocurre con la sobreexpresión de pck2+, lo cual sitúa a Rho2 y Pck2 

por encima del módulo de MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1 en la ruta de integridad celular. Ade-

más, la sobreexpresión de rho2+ o pck2+ incrementa en gran medida los niveles de fosfori-

lación de Pmk1 (Ma et al., 2006). Pck2 interacciona físicamente con Mkh1, indicando que 

esta quinasa puede activar directamente a la MAPKKK y así transmitir la señal. 

 Al igual que ocurre con la biosíntesis del α-glucano, Pck1 no es un efector de Rho2 en 

la activación de esta ruta MAPK. A diferencia de rho2∆ y pck2∆, pck1∆ no presenta fenoti-

po vic y la sobreexpresión de pck1+ no aumenta los niveles de fosforilación 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 fosforilación constitutiva de Pmk1 

(Barba et al., 2008). 

 En resumen, Rho2 activa a través de Pck2, la biosíntesis del α-glucano y la ruta de 

MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1. Hasta el momento de la realización de este trabajo doctoral, se 

desconocían 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 MAPKs: 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 proteínas 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 eliminación de cualquiera de estas 

quinasas, provoca alteraciones morfológicas, células multitabicadas, hipersensibilidad al 

ión potasio y al tratamiento con β-glucanasas y defectos en fusión 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 biosíntesis 

de pared celular, citoquinesis, homeostasis iónica y endocitosis. 

El módulo MAPK de la ruta de integridad incluye: 
 

A. Mkh1 (Mek Kinase Homolog 1), homóloga 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 mEK1), también denominada Skh1, es la MAPKK de la ruta de inte-

gridad. Es una proteína homóloga a Mkk1 y Mkk2 de S. cerevisiae y se comporta 

como un interruptor molecular actuando como un potente regulador negativo de 

Pmk1 cuando está desfosforilada, de tal manera que la ruta carece de actividad ba-

sal, y como activador de Pmk1, cuando está fosforilada (Sugiura et al., 1999). Este 

mecanismo contribuye a que en S. pombe exista una respuesta de “todo o nada” en 

esta vía de MAPKs (Sugiura et al., 1999), diferenciándose así de lo que ocurre en   

S. cerevisiae donde la ruta de integridad de pared celular está siempre activa 

(Martín et al., 2000b) (Figura 13). 

 
C. Pmk1 (S. pombe MAP kinase1), también denominada Spm1, es homóloga 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 Thr186 y Tyr188 (Loewith et al., 2000;        

Sugiura et al., 1999) (Figura 13). 

 
 Pmk1 se localiza en el citoplasma y en el núcleo, mientras que Mkh1 y Pek1 se locali-

zan exclusivamente en el citoplasma. Las tres quinasas se localizan también en la zona de 

división celular. A diferencia de lo que ocurre con su ruta homóloga en S. cerevisiae, Pmk1 

bajo condiciones de estrés o ausencia de Mkh1 o Pek1 no altera su localización subcelular, 

por lo que la activación de esta MAPK ocurrirá en el citoplasma o septo y tanto la forma 

activa como la inactiva traspasarán la membrana nuclear para transmitir la señal        

(Madrid et al., 2006). 

 Aunque inicialmente se describió que esta cascada de señalización se activaba exclu-

sivamente por altas temperaturas y cloruro de sodio, se ha demostrado que la fosforilación 

de Pmk1 se induce por múltiples condiciones de estrés, como estrés hipo o hiperosmótico, 

ausencia de glucosa, daño a la pared celular o estrés oxidativo. En todos los casos, la acti-

vación 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 activación de la ruta por estrés oxidativo (H2O2), 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 phosphatase1). 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 ión cloruro, presentan una morfología aberrante y en ocasiones son 

multitabicadas (Sugiura et al., 1998) (Figura 13).  
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Figura 13. La ruta de integridad celular en Shizosaccharomyces pombe. Cuando en la célula se produ-
ce un estrés (osmótico, térmico, daño en la pared etc.), una señal 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 
al módulo de MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1. Se desconoce la activación transcripcional que ,supuestamente, 
promueve Pmk1 fosforilada en el núcleo. Las fosfatasas Pmp1, Pyp1, Pyp2 y Ptc1 son necesarias para 
inactivar a Pmk1, una vez transmitida la señal. 
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 Además de Pmp1, se ha descrito que Sty1, la MAPK de la respuesta a estrés de S. 

pombe, es necesaria para la correcta desactivación de Pmk1 en respuesta a estrés osmóti-

co (Madrid et al., 2006). Este proceso es dependiente de Atf1, que es el principal factor de 

transcripción 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, están también implicadas en la desfosforila-

ción de Pmk1 bajo estrés osmótico (Madrid et al., 2007) (Figura 13). 

 Recientemente, se ha descrito que el factor de trascripción Atf1 es fosforilado por 

Pmk1 en condiciones de daño 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 

transcripción Atf1, para activar la expresión de determinados genes que reparen los daños 

producidos en la pared celular (Takada et al., 2007) (Figura 13). Esta teoría no está proba-

da, ya que no se ha conseguido ver ninguna activación transcripcional de genes relaciona-

dos con la pared celular por la activación de la ruta MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1, como sí ocu-

rre en la ruta homóloga 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 proteína Rga2 y la regulación que 

ejerce sobre las GTPasas de la familia Rho. Adicionalmente, hemos estudiado otras posi-

bles RhoGAPs de S. pombe y su relación con Rga2. 



RESULTADOSRESULTADOS  
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Estudio de la función de la proteína Rga2 
 
1. Análisis estructural de la proteína 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 proteínas con dominio RhoGAP se 

han denominado proteínas Rga. Dentro del proyecto general del laboratorio, que es el estu-

dio de las proteínas Rho, en este trabajo se decidió abordar el estudio de algunas proteínas 

Rga. En primer lugar, se estudió la ORF SPAC26A3.09c que codifica la proteína Rga2, una 

proteína de 1.275 aminoácidos con una masa molecular de 143,5 kDa. 

 El análisis 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 aminoácidos 1.083-1.234 y un dominio central PH 

(Pleckstrin Homology) comprendido entre los aminoácidos 720-836. En el extremo            

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

 El dominio RhoGAP, de unos 200 aminoácidos, se ha encontrado en todas las proteí-

nas que funcionan como GAP de las proteínas Rho y representan un amplio rango de mo-

léculas con múltiples funciones. Este dominio está compuesto de nueve hélices alfa y con-

tiene varios aminoácidos muy conservados e importantes para su función. Uno de los más 

importantes es la Arg 85, involucrada en la unión a las proteínas G y en potenciar su activi-

dad GTPásica (Barrett et al., 1997). Además, este dominio también es conocido como do-

minio BH (Breakpoint cluster region-Homology) porque fue originalmente identificado como 

una región homóloga al producto del gen bcr+ (breakpoint cluster region), una molécula im-

plicada en las leucemias mieloides crónicas (Diekmann et al., 1991). Posteriormente, se 

Figura 14. Esquema de la estructura de las proteínas 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 
números a la derecha indican el número de aminoácidos de la proteína y los que se encuentran entre 
paréntesis son los aminoácidos que comprende cada dominio . 
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propuso el nombre BH, para englobar a todos los dominios RhoGAP, tanto los que estimu-

lan la actividad GTPásica intrínseca de las GTPasas de la familia Rho como los que care-

cen de esta capacidad pero sí interaccionan con estas proteínas G (Musacchio et al., 

1996). 

 El dominio PH, de unos 100 aminoácidos, fue identificado por primera vez en la proteí-

na Plecstrina y se ha encontrado en un gran número de proteínas relacionadas con la se-

ñalización intracelular y con los componentes del citoesqueleto. Se ha propuesto que este 

dominio podría interaccionar con fosfolípidos de membrana o residuos de serina o treonina 

fosforilados (Gibson et al., 1994). Con frecuencia, los reguladores de proteínas G, como 

GEFs y GAPs, presentan este dominio. Se ha descrito que el dominio PH influye en la loca-

lización subcelular de algunas proteínas GEF (Rossman et al., 2002). 

 La proteína homóloga de Rga2 en S. cerevisiae es Bem3, una GAP de la GTPasa 

Cdc42 que participa en la regulación de la organización del citoesqueleto y en el manteni-

miento de la polaridad celular (Zheng et al., 1994). Ambas proteínas presentan una identi-

dad del 23 % y además tienen en común su estructura primaria, ya que ambas presentan 

los dominios RhoGAP y PH. Además, la proteína Bem3 muestra otro motivo adicional que 

es el dominio PX (PhoX domain), implicado en señalización celular y tráfico vesicular me-

diante la unión con fosfoinositoles (Xu et al., 2001) (Figura 14). 
 
2. Rga2 participa en la regulación morfológica y en la integridad celular 
en S. pombe 
 
 Para determinar la función del gen rga2+, se llevó a cabo la deleción del mismo y se 

sustituyó 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 confirmó que la disrupción 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 microscopía se 

observó que las células rga2∆ presentan defectos morfológicos: las células son más largas 

(16,05µm ± 2,02 (n=100) versus 14,05µm ± 1,47 (n=100) en el momento de división) y de 

menor diámetro (3,55µm ± 0,4 (n=120) versus 3,98µm ± 0,3 (n=120)) que la cepa silvestre  

(Figura 15). Estos datos sugieren que Rga2 es una proteína que puede participar en la re-

gulación morfológica. Para corroborar este dato se llevó a cabo su sobreexpresión bajo el 

promotor Pnmt, reprimible por tiamina, y se comprobó que las células que sobreexpresa-

ban rga2+ son más cortas y gruesas que las células silvestres (Figura 15). Estos datos su-

gieren que Rga2 tiene un papel en la regulación de las dimensiones de la célula, tanto en la 

longitud como en el diámetro 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 osmótico) en el medio de cultivo a una con-

centración de 1,2 M redujo parcialmente la lisis celular provocada por la sobreexpresión de 

rga2+, indicando posibles defectos en la pared celular. 

 Además un 15 % de las células que sobreexpresaban el gen rga2+, presentaban acú-

mulos anormales de calcoflúor. Este compuesto fluorescente es un antifúngico que se une 

a la pared celular y altera el ensamblaje correcto de sus componentes. En S. pombe, se 

une y afecta principalmente al β-(1,3)-glucano lineal (Nicholas et al., 1994). Probablemente, 

los acúmulos de calcoflúor estén causados por una pared celular desorganizada. Para 

comprobar nuestra hipótesis, estudiamos la estructura de la pared de las células que so-

breexpresan rga2+ mediante microscopía electrónica de transmisión. Estas células presen-

tan una pared celular desorganizada y se observan claramente acúmulos de material den-

so a los electrones que, probablemente, coincidan con los acúmulos anormales observados 

mediante tinción con calcoflúor (Figura 16A-B). Además, en las células en proceso de divi-

sión, los septos, tanto primario como secundario, son más 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 

Figura 15. Alteraciones en los niveles de rga2+ en S. pombe provocan defectos morfológicos.  
Morfología de células silvestres (wt), células carentes de rga2+ (rga2∆) y células que sobreexpresan rga2+ 
(OE. rga2+), transformadas con el plásmido pREP3x-rga2+ y cultivadas durante 14 horas en ausencia de tia-
mina a una temperatura de 32ºC. En los paneles superiores se muestran micrografías de contraste diferencial 
(DIC) y en los paneles inferiores micrografías de fluorescencia de células teñidas con calcoflúor. Las flechas 
indican los acúmulos anómalos de pared que se tiñen con este colorante. Barra: 5µm. 
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una estirpe silvestre (Figura 16B-C). Todos estos resultados indicaron que Rga2 no es una 

proteína esencial pero participa tanto en la regulación de la morfología celular como en la 

integridad de la pared celular. 

3. La proteína Rga2 se localiza en las zonas de crecimiento y en el septo 
  
 Para estudiar la localización in vivo de la proteína Rga2, se construyó una cepa en la 

que se fusionó la proteína verde fluorescente (GFP) al extremo C-terminal de la proteína 

Rga2, según el método descrito (Bähler et al., 1998a) (ver el apartado 6.10. de Materiales y 
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Figura 16. Micrografías al microscopio electrónico de transmisión de células que expresan distintos 
niveles de rga2+.  
A) Células silvestres (wt), células carentes de rga2+ (rga2∆) y células que sobreexpresan rga2+ (OE. rga2+) 
creciendo en fase logarítmica a 32ºC, se fijaron con permanganato potásico y se procesaron para analizar-
las mediante microscopía electrónica de transmisión. Barra: 1 µm.  
B) Micrografías electrónicas que muestran en detalle la pared celular en las distintas cepas. Barra: 0,5 µm.  
C) Micrografías electrónicas que muestran en detalle el septo en las distintas cepas. Barra: 0,5 µm.  
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Métodos). La proteína Rga2-GFP es funcional ya que las células presentan una morfología 

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

cia pudimos comprobar 

que la proteína Rga2 se 

localiza de forma puntea-

da en los polos y en el 

septo. Se observó tam-

bién mucho fondo de fluo-

rescencia inespecífica en 

el citoplasma. 

 El calcoflúor tiñe con 

mayor intensidad las zo-

nas de crecimiento activo 

de la célula. Cuando realizamos una tinción con este colorante, observamos que la proteí-

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

y se sitúa 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 podría formar par-

te de un complejo proteico localizado en 

las regiones de crecimiento de la célula. 

 Para estudiar con más detalle la lo-

calización de esta proteína en la zona de 

división celular realizamos una co-

localización con Pxl1, una proteína que 

se localiza en el anillo de actomiosina 

(Pinar et al., 2008). Para ello la proteína 

Pxl1 se fusionó a la proteína Cherry-RFP 

en su extremo N-terminal y la proteína 

Rga2 se fusionó a la proteína GFP en su 

extremo C-terminal y observamos la lo-

calización de ambas proteínas en el sep-

to. La proteína Rga2 aparece en la zona 

de división después de la proteína Pxl1, 

siguiendo al anillo de actomiosina mien-

tras se contrae durante la septación y 

permaneciendo en esta zona después 

de que la proteína Pxl1 desaparece 
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Figura 17. Rga2 se 
localiza en los po-
los celulares y en 
el septo.  
En el panel superior 
se muestran micro-
grafías de fluores-
cencia de Rga2-
GFP en los distintos 
estadíos del ciclo 
celular y en el panel 
inferior se represen-
tan las mismas célu-
las teñidas con cal-
coflúor. 

Figura 18. Co-localización de Rga2-GFP y mChe-
rry-Pxl1 en la zona de división celular.  
Micrografías de fluorescencia de células que produ-
cen Rga2-GFP y mCherry-Pxl1. En el panel superior 
se muestra la localización de Rga2-GFP en células 
con distintos estadíos de contracción del anillo, en el 
panel del medio se representa la localización de 
mCherry-Pxl1 en las mismas células y en el panel 
inferior la imagen solapada de ambas señales de 
fluorescencia (mezcla). 
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(Figura 18). Estos resultados nos indican que en la zona de división, Rga2 no forma parte 

del anillo de actomiosina y, probablemente, se localiza en la membrana que se forma por 

detrás de él. 

 
4. Análisis del papel de los distintos dominios de la proteína Rga2 en su 
función y localización 
 
 Rga2 es una proteína con dos dominios (PH y RhoGAP). Como ya se ha mencionado 

en el apartado 1 de Resultados, el dominio PH se ha relacionado con unión a fosfolípidos y 

el dominio RhoGAP es el motivo específico de las proteínas que regulan negativamente a 

las GTPasas Rho (Ver Apartado 1 de Resultados). 
 Nos planteamos estudiar con más profundidad el posible papel de estos dominios en la 

función y localización de la proteína. Para ello realizamos una serie de cepas en las que, 

partiendo de la cepa con la deleción del gen rga2+, llevamos a cabo la integración de distin-

tos fragmentos truncados del gen bajo el control de su propio promotor. Además, en el ex-

tremo C-terminal de los distintos fragmentos de Rga2 se fusionó la proteína GFP para así 

poder observar la localización de las distintas proteínas truncadas. Las cepas construidas 

fueron las siguientes: Rga2-∆GAP-GFP, Rga2-∆PH-GFP, Rga2-∆PH∆GAP-GFP y        

Rga2-∆N-GFP (Figura 19A). 

 En cada una de las cepas generadas analizamos la localización de la proteína y la 

morfología de las células (Figura 19B). La proteína que carece de la región N-terminal      

(1-344 aminoácidos) no es capaz de localizarse y como consecuencia no es funcional. Sus 

células presentan un fenotipo similar a la cepa mutante rga2∆. Por el contrario, la proteína 

que carece de la región C-terminal se localiza en los polos, por tanto, sólo la presencia de 

la región N-terminal es suficiente para localizar la proteína en los polos celulares. Sin em-

bargo, la morfología de las células Rga2-∆PH∆GAP-GFP (721-1.275 aminoácidos) y   

Rga2-∆GAP-GFP (980-1.275 aminoácidos), era similar a la de la cepa carente del gen 

rga2+. Este último resultado nos indica que el dominio GAP es importante para la función 

de la proteína. En cuanto a la localización en la zona de división, además de la región      

N-terminal, es necesario también el dominio PH ya que en la cepa Rga2-∆PH-GFP      

(721-844 aminoácidos) la proteína se localiza en los polos celulares pero no en el septo. En 

esta cepa, la morfología es similar a la de la cepa silvestre, lo que demuestra que la activi-

dad GAP en los polos es suficiente para una correcta morfología de las células (Figura 

19B). Como resumen de todos estos resultados podemos decir que: 

A. La región N-terminal de Rga2 es necesaria para la localización de la proteína en los 

polos celulares. 

B. La región N-terminal y el dominio PH son necesarios para la localización de Rga2 en 
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la zona de división celular durante el proceso de citoquinesis. 

C.   El dominio GAP es necesario para la correcta morfología de la célula. 

D. El defecto morfológico de la deleción es debido a la falta de función de Rga2 en los 

polos celulares y no en el septo. 

5. La localización de Rga2 depende de marcadores de polaridad 
  
 Para ahondar en el estudio de la localización de la proteína Rga2 estudiamos si su lo-

calización en los polos dependía de marcadores de polaridad como Tea1 o Pom1. Tea1 es 

una proteína fundamental para marcar el sitio de crecimiento de la célula (Mata and Nurse, 

1997). tea1∆ tiene un severo defecto en NETO, por lo que la mayoría de las células pre-

sentan un patrón monopolar. Pom1 es una quinasa implicada en el crecimiento polarizado 

y en citoquinesis (Bähler and Pringle, 1998b). Las células carentes de pom1+ también pre-

sentan crecimiento monopolar. Se llevó a cabo la localización de la proteína Rga2 en las  

Figura 19. Análisis de las distintas truncaciones de Rga2-GFP: Rga2-∆GAP-GFP, Rga2-∆PH-GFP, 
Rga2-∆PH∆GAP-GFP y Rga2-∆N-GFP.  
A) Esquema de las distintas truncaciones de la proteína.  
B) Micrografías de fluorescencia y de contraste diferencial (DIC) de las cepas transformadas con las distin-
tas construcciones. Las flechas indican células con septo y sin señal de Rga2-∆PH-GFP. Barra: 5µm. 
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cepas mutantes tea1∆ y pom1∆ y se observó que la proteína sólo se localizaba en el polo 

de crecimiento que se pone de manifiesto por la tinción con calcoflúor (Figura 20). Por tan-

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

 
6. La localización de Rga2 depende del citoesqueleto de actina 
  
 Otra cuestión que nos preguntamos sobre la localización de esta proteína, era si de-
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Figura 20. Localización de Rga2-GFP en las cepas mutantes tea1∆ y pom1∆.  
Micrografías de fluorescencia de Rga2-GFP en las cepas mutantes monopolares tea1∆ y pom1∆. En 
los paneles de la izquierda se muestra la localización de Rga2-GFP y en los de la derecha la tinción 
de las células con calcoflúor. 

Figura 21. La localización de Rga2 depende de la polimerización de actina.  
A) Micrografías de fluorescencia de células produciendo la coronina-GFP (paneles de la izquierda) o Rga2-
GFP (paneles de la derecha) creciendo en fase logarítmica e incubadas durante 10 minutos en presencia de  
1 % de DMSO (paneles superiores) o 50µM LatA (paneles inferiores).  
B) Micrografías de fluorescencia de células produciendo tubulina-GFP (paneles de la izquierda) o Rga2-GFP 
(paneles de la derecha) creciendo en fase logarítmica e incubadas durante 20 minutos en presencia de 1 % 
de DMSO (paneles superiores) o 25 µg/ml de MBC (paneles inferiores). 
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pendía de algún tipo de citoesqueleto de la célula. Para ello, se llevó a cabo la localización 

de Rga2 en presencia de Latrunculina A (Lat A), una droga que inhibe la polimerización de 

actina. Como control para ver el efecto de la Latrunculina A, usamos la cepa con la proteí-

na coronina marcada con la proteína GFP (Crn1-GFP), esta proteína está 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-

vó que la coronina se había deslocalizado totalmente, al igual que la proteína Rga2 que 

también había perdido su localización en los polos y en la zona de división y aparecía como 

puntos discretos en el citoplasma (Figura 21A). Por otro lado, se observó la localización de 

la proteína Rga2 en presencia de metil benzimidazol carbamato (MBC), una droga que des-

polimeriza los microtúbulos. Como control se utilizó una cepa en la que la tubulina está 

marcada con GFP. Después de 20 minutos de tratamiento, la proteína Rga2 se localizó 

perfectamente en los polos de la célula a pesar de que la tubulina estaba despolimerizada 

Figura 22. Rga2-GFP se deslocaliza en las cepas mutantes termosensibles cdc3-319 y cdc8-117. 
A) Microscopía de fluorescencia de células creciendo en fase logarítmica que producen Rga2-GFP en la cepa 
silvestre, en cdc3-319 y en cdc8-117 a la temperatura de 25ºC (paneles superiores) o 36ºC (paneles inferio-
res). Barra: 5µm.  
B) Niveles de Rga2-GFP en la cepa silvestre, en cdc3-319 y en cdc8-117 a la temperatura de 25ºC (paneles 
superiores) o 36ºC (paneles inferiores). El análisis se realizó 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 microtúbulos para localizarse en los polos celulares. 

 Para corroborar la localización dependiente de actina de Rga2, se llevó a cabo el estu-

dio de la localización de esta proteína en las cepas mutantes termosensibles cdc3-319 y 

cdc8-117. Estas cepas están afectadas en las proteínas profilina y tropomiosina, respecti-

vamente. La profilina es una proteína de unión a actina implicada en la polimerización y 

nucleación de la F-actina en el anillo de actomiosina (Nurse et al., 1976) y la tropomiosina 

es una proteína que se une lateralmente a filamentos de actina y los estabiliza       

(Moseley and Goode, 2006). Rga2 se deslocalizó en ambos mutantes incluso a temperatu-

ra permisiva (25ºC) (Figura 22A). Para comprobar que la deslocalización de la proteína no 

era debida a la degradación de la misma, se analizaron los niveles de la proteína Rga2 me-

diante   SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-GFP y se observó 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 fracción subcelular que solapa con la proteí-
na de membrana plasmática Pma1 
  
 Para determinar si Rga2 era una proteína de la membrana plasmática o de otro tipo de 

membranas, se realizó un fraccionamiento subcelular mediante centrifugación 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 

rpm durante 20 horas a 4ºC (ver Apartado 10 de Materiales y Métodos). Se recogieron 34 

fracciones desde la parte más densa a la menos densa del gradiente y en ellas se analizó 

la presencia de la proteína Rga2-HA mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anti-

cuerpos anti-HA. Como marcadores se utilizaron las siguientes proteínas de localización 

subcelular conocida: SPAC1B2.03c que codifica una proteína de la membrana del retículo 

endoplasmático (Aslett and Wood, 2006; Matsuyama et al., 2006), Pma1, una ATPasa loca-

lizada en la membrana plasmática (Ghislain et al., 1987) y Pep12, una proteína 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 plasmática (Pma1) y endosomas (Pep12). Para delimitar 

con más detalle la localización 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 proteína se localiza en la membrana plasmáti-

ca. 
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8. Rga2 tiene actividad GAP específica para la GTPasa Rho2 
 
8.1. Rga2 tiene actividad GAP in vivo e in vitro específica 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 valoración 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 precipitación con bolas de glutation-sefarosa unidas a GST-C21RBD (RhoA Binding 

Domain), el dominio de unión a RhoA de la proteína 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 proteína de fusión 

GST-CRIB (Cdc42/Rac Interactive Binding), que contiene el dominio de la proteína Pak2 

que se une a Cdc42 activa (Manser et al., 1998). Los dominios RBD y CRIB sólo se  unen a 

las proteínas Rho cuando se encuentran en su forma activa (unidas a GTP). Por lo tanto, 

mediante la utilización de GTPasas marcadas con el epítopo HA, podemos medir la frac-

Figura 23. Rga2-HA se localiza en la membrana plasmática. Fraccionamiento subcelular en gradiente de 
sacarosa (10-65 %) de células que producen Rga2-HA y SPAC1B2.03c-GFP.  
A) Análisis 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 plasmática), anti-Pep12 (marcador de 
endosomas) y anti-GFP (marcador de retículo endoplásmico). Los números situados a la derecha de los pa-
neles indican la masa molecular de las proteínas en kDa.  
B) Análisis mediante SDS-PAGE y Western blot de las fracciones 1 a 15. 
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ción de las distintas GTPasas que se encuentran unidas a GTP (ver apartado 7.5 de Mate-

riales y Métodos). Así, analizamos los niveles de cada proteína 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 plásmidos pREP4X-rga2+ o pREP4X (Control) y 

con cada uno de los siguientes plásmidos: pREP3X-HA-rho1+, pREP3X-HA-rho2+, 

pREP3X-HA-rho3+ pREP3X-HA-rho4+, pREP3X-HA-rho5+ y pREP3X-HA-cdc42+, que pro-

ducían cada una de las GTPasas marcadas con el epítopo HA.  

 Una vez obtenidas las distintas cepas transformantes, se incubaron durante 14 horas a 

32ºC en medio mínimo y en ausencia de tiamina (represor del promotor nmt1 de los plásmi-

dos pREP) para permitir la expresión de los distintos genes. Posteriormente, se obtuvieron 

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 
proteínas 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 determinó 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 rga2∆ que expresan HA-rho2+, HA-rho1+ 
o HA-cdc42+ a niveles endógenos. Las proteínas 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 determinó 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 cuantificación 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 incubó durante 3 horas con bolas de 

glutation-sefarosa que estaban unidas a GST-C21RBD (Rho1-5) o a GST-CRIB (Cdc42). 

Las proteínas 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 proteí-

nas Rho unidas a estas bolas se analizó mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando 

anticuerpos anti-HA. La cantidad total de cada GTPasa se determinó 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 reducción en los niveles de Rho2 activa, si lo comparamos con la cepa sil-

vestre. En el resto de las proteínas 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+ está integrado en su locus, 

bajo el control de su propio promotor, y se analizó la cantidad de Rho2 activa tanto en una 

cepa silvestre como en la cepa rga2∆. Como control, también analizamos la cantidad endó-

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 rga2∆ existía 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 proteína 

Rga2 (Figura 24B). Sorprendentemente, en la cepa rga2∆ se observó un descenso en los 

niveles de la GTPasa Cdc42 activa, respecto a la estirpe silvestre, sugiriendo que Rga2 

también actúa regulando positivamente a la GTPasa Cdc42 bien de forma directa o         

indirecta (Figura 24B). 

 Nos llamó la atención el hecho de que de forma reproducible la cantidad total de la pro-

teína Rho2 en la cepa rga2∆ fuese siempre menor que en una estirpe silvestre (Figura 

24B). Para comprobar que era un efecto específico sobre la GTPasa, se analizó 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 había 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 explicación a esta observa-

ción sería la degradación de la GTPasa Rho2 una vez activada. 

 Para confirmar que la proteína Rga2 tenía actividad GAP específica sobre la GTPasa 

Rho2, llevamos a cabo ensayos in vitro de la actividad GTPásica de la proteína Rga2 frente 

a la GTPasa Rho2 y al resto de las proteínas Rho. Los genes rho1+, rho2+, rho3+, rho4+, 

cdc42+ y rga2+ fueron clonados, mediante PCR, utilizando oligonucleótidos adecuados, en 
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fase con la secuencia codificante de la proteína GST en el vector pREPKZ (Shiozaki and 

Russell, 1995). Los plásmidos 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 proteínas híbridas GST, GST-Rho1, GST-Rho2, GST-Rho3, 

GST-Rho4, GST-Cdc42 y GST-Rga2. La utilización de 32γP-GTP permite medir in vitro la 

actividad GTPásica de las proteínas 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 reacción con la 

proteína híbrida GST-Rho2 fue capaz de aumentar la velocidad de hidrólisis del 32γP-GTP 

causada por la GTPasa Rho2, ya que la radiactividad disminuyó considerablemente res-

pecto a la reacción control sin Rga2. En los experimentos realizados con las demás proteí-

nas Rho no se apreciaron cambios significativos en la actividad GTPásica cuando la reac-

ción se hizo en presencia de GST-Rga2 (Figura 25). Por lo tanto, con todos estos resulta-

dos podemos afirmar que Rga2 es una GAP específica tanto in vitro como in vivo de la 

GTPasa Rho2, y actúa regulándola negativamente en la levadura de fisión. 

Figura 25. Rga2 estimula específicamente la actividad GTPásica de Rho2 in vitro.  
Las proteínas purificadas GST-Rho2, GST-Cdc42, GST-Rho1, GST-Rho3 y GST-Rho4 fueron incubadas 
con 32γP-GTP, como describimos en el apartado 8 de Materiales y Métodos. Posteriormente se añadió GST 
o GST-Rga2 mezclado con buffer de reacción y a continuación se cogieron alícuotas cada dos minutos. La 
cantidad de radiactividad unida a la GTPasa se determinó mediante filtración y se midió en un contador de 
centelleo. Los valores representados son la media de tres experimentos independientes y las barras de 
error indican la desviación estándar. 
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8.2. Rga2 interacciona físicamente con la GTPasa Rho2 

 
 El siguiente paso fue confirmar la existencia de una relación directa in vivo entre la pro-

teína Rga2 y la GTPasa Rho2. Para ello, se llevaron a cabo experimentos de                   

co-inmunoprecipitación a partir de extractos de células que producían la proteína Rga2 fu-

sionada a trece copias del epítopo Myc, bajo el control de su propio promotor, y la proteína 

Rho2, fusionada al epítopo HA, y expresada también bajo el control de su promotor endó-

geno. Además, como controles, se llevaron a cabo ensayos de co-inmunoprecipitación de 

Rga2 con las proteínas Cdc42 o Rho1, ambas fusionadas al epítopo HA. Se incubaron los 

extractos de las distintas cepas con anticuerpos policlonales anti-Myc y tras realizar la in-

munoprecipitación con bolas de proteína A-sefarosa, las proteínas 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-

tectó una banda específica correspondiente a HA-Rho2 cuando inmunoprecipitamos la pro-

teína Rga2-13Myc, sugiriendo que ambas proteínas interaccionan in vivo. En cuanto al en-

sayo de co-inmunoprecipitación con la GTPasa Cdc42, se observó una banda débil corres-

pondiente a HA-Cdc42 en los inmunoprecipitados con anticuerpos anti-Myc, en células que 

producían Rga2-13Myc y HA-Cdc42, indicando que estas dos proteínas podrían interaccio-

nar (Figura 26). En el ensayo de co-inmunoprecipitación de Rga2 con Rho1, no se apreció 

ninguna interacción (Figura 26). 

 

 

Figura 26. Co-inmunoprecipitación 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 proteína 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 sólo una de las proteínas estaba marca-
da con epítopo. 
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9. Rga2 regula negativamente la biosíntesis de la pared celular 
 
9.1. Análisis del papel de Rga2 en la integridad de la pared celular 
  
 Se ha descrito 

que en Schizosac-

charomyces pom-

be, la GTPasa 

Rho2 señaliza a 

través de la quina-

sa Pck2 (homóloga 

de la proteína qui-

nasa C) en la regu-

lación de la biosíntesis del α-glucano de la pared celular (Calonge et al., 2000) y en la acti-

vación de la ruta MAPK (Mkh1-Pek1-Pmk1) de integridad celular (Ma et al., 2006). Para 

estudiar el posible papel de la proteína Rga2 en la regulación 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 rho2∆ es muy sensible al tratamiento con Zymoliasa 100T (Calonge et 

al., 2000). La Zymoliasa 100T es un complejo enzimático que incluye β-glucanasas y es 

capaz de degradar el β-(1,3)-glucano de la pared de levaduras. Se analizó el efecto de la 

Zymoliasa 100T en la cepa rga2∆ y observamos que es más 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 rga2∆ hay más cantidad de      GTP-Rho2 y por 

tanto más α-glucano. La mayor cantidad de este polímero podría conferir a las células ma-

yor resistencia frente a la degradación de β-glucano. Sin embargo, la cepa del doble mu-

tante rho2∆ rga2∆ se comporta igual que la cepa rga2∆ en el tratamiento a este compuesto 

(Figura 27). Este dato nos sugiere que Rga2 participa en la regulación de la síntesis de la 

pared celular no sólo como regulador negativo de Rho2, sino en otras vías que actualmente 

desconocemos. 

 
9.2. Las células rga2∆ presentan defectos en la composición de la pared celular 
 
 Para analizar la función de Rga2 en la regulación de la biosíntesis de la pared celular, 

determinamos la composición de la pared celular en las células que sobreexpresaban rga2+ 

y en células carentes del gen rga2+ en comparación con células silvestres. La incorporación 

de 14C-glucosa en los distintos polímeros de pared (β-glucano, α-glucano y manano) se de-

terminó tal y como se describe en el apartado 9 de Materiales y Métodos. Como se observa 

en la figura 28 en las células rga2∆ se produjo un incremento significativo de la cantidad de 

Figura 27. Las células rga2∆  
son resistentes al complejo 
enzimático Zymoliasa 100T. 
La sensibilidad a Zymoliasa se 
midió en suspensiones de cé-
lulas creciendo en fase expo-
nencial de las siguientes ce-
pas: silvestre wt, rga2∆, rho2∆ 
y rho2∆ rga2∆. Las células 
fueron incubadas en agua a 
37ºC y con 25 µg/ml de Zymo-
liasa 100T. La densidad óptica 
a 600 nm se midió cada 20 
minutos. 

Tiempo (min)

D
.O

. 6
00

nm

20

60

100

20 60 100 140

wt
rga2Δ
rho2Δ
rho2Δ rga2Δ

Tiempo (min)

D
.O

. 6
00

nm

20

60

100

20 60 100 140

wt
rga2Δ
rho2Δ
rho2Δ rga2Δ

wt
rga2Δ
rho2Δ
rho2Δ rga2Δ



60 

Resultados 

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 rga2∆). Se detectó un incremento en todos los polímeros 

de la pared pero el que más aumentó fue el α-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          

α-glucano la que sufrió un mayor descenso, específicamente un 30 %.  

 Todos estos resultados indican que Rga2 está regulando negativamente la biosíntesis 

de la pared celular, particularmente la del α-glucano.  

 Como mencionamos en el Apartado 2 de Resultados, en torno a un 15 % de las célu-

las que sobreexpresan rga2+ muestran acúmulos anormales de calcoflúor y un 15-20 % de 

lisis celular (Figuras 15 y 16). Sin embargo, cuando se sobreexpresó el gen rga2+ en la ce-

pa rho2∆ observamos una importante reducción de estos acúmulos (14 % en células silves-

tres frente a 4 % en células rho2∆) y de la lisis celular (18 % en células silvestres a 5 % en 

células rho2∆). Estos datos sugieren que los defectos en integridad celular causados por la 

sobreexpresión de rga2+ son mediados, al menos parcialmente, por la GTPasa Rho2. 

Figura 28. Composición de la pared celular de cepas con diferentes niveles de la proteína Rga2.  
Células crecidas durante 14 horas sin tiamina a la temperatura de 32ºC, se incubaron 6 horas con          
14C-glucosa y posteriormente se realizó el fraccionamiento y análisis de la pared celular como se describe 
en el apartado 9 de Materiales y Métodos. En la gráfica se representan los niveles relativos de incorpora-
ción de 14C-glucosa en cada uno de los polímeros que forman la pared celular en la cepa silvestre (wt), 
rga2∆ y en las células transformadas con el plásmido de sobreexpresión pREP3X-rga2+ (OE. rga2+). Los 
valores representados son la media de tres experimentos independientes. Las barras de error representan 
la desviación estándar de la incorporación de 14C-glucosa en la pared. La tabla representa los valores nu-
méricos medios y la desviación estándar expresados como porcentajes del total de 14C-glucosa incorporada 
en cada uno de los polímeros de los tres experimentos independientes realizados en cada cepa. 
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9.3. La deleción 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 relación funcional entre Rga2 y la probable α-glucán sintasa, Mok1, que está regulada 

por la quinasa Pck2 (Katayama et al., 1999) y por la GTPasa Rho2 (Calonge et al., 2000). 

Mok1 es una proteína esencial. Existe una cepa mutante termosensible mok1-664, con una 

mutación puntual en el aminoácido 876 de la proteína Mok1, que es incapaz de crecer a 

36ºC. A esta temperatura, las células mutantes adoptan una morfología aberrante y se li-

san, a menos que se encuentre presente en el medio de cultivo un estabilizador osmótico 

(Katayama et al., 1999). Se construyó la cepa rga2∆ mok1-664 y se comparó su crecimien-

to a distintas temperaturas con la cepa del mutante mok1-664. Como se puede ver en la 

figura 29A, la cepa mok1-664 presenta un defecto de crecimiento a 32ºC, mientras que la 

cepa rga2∆ mok1-664 es capaz de crecer mejor a esta temperatura. Además, las células 

rga2∆ mok1-664 presentan una morfología más parecida a una estirpe silvestre que la ce-

pa mok1-664 (Figura 29B). Sin embargo, la deleción de rga2+ no es suficiente para corregir 

la termosensibilidad de la cepa mutante mok1-664 (Figura 29A). Por tanto, rga2∆ suprime 

parcialmente los defectos de la cepa mok1-664. Esto se podría deber a que en las células 

rga2∆ hay mayores niveles de Rho2 activa que compensan parcialmente la menor activi-

dad de Mok1 encargada de la síntesis del α-glucano, que es un polímero esencial para la 

Figura 29. Supresión parcial del fenotipo de la cepa mutante mok1-664 por la ausencia de Rga2 en la 
célula.  
A) Crecimiento en placa de las cepas silvestre (wt), rga2∆, mok1-664 y rga2∆ mok1-664. A partir de cultivos 
en medio líquido creciendo en fase exponencial, se concentraron las muestras hasta obtener una suspen-
sión celular de D.O. 4, y posteriormente se realizaron diluciones ¼ seriadas. Se depositaron 3 µl en placas 
de medio mínimo suplementado con todos los aminoácidos que se incubaron a las temperaturas indicadas 
durante  2-4 días.  
B) Micrografías de contraste diferencial de las cepas rga2∆, mok1-664 y rga2∆ mok1-664 creciendo en fase 
logarítmica temprana en medio mínimo suplementado con todos los aminoácidos a 32ºC. Barra: 5 µm.  
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supervivencia de la levadura. Todos estos datos corroboran que Rga2 actúa como GAP de 

Rho2 y participa en la regulación de la biosíntesis del α-glucano de la pared celular. 

 
9.4. Papel de Rga2 en la interacción de Rho2 con la quinasa Pck2 
 
 Se ha descrito que Rho1 y Rho2 unidas a GTP interaccionan con las quinasas Pck1 y 

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 único efector conocido 

de la GTPasa Rho2 y una posibilidad es que la activación de Rho2, de forma análoga a la 

de Rho1, produzca una estabilización de la quinasa (Calonge et al., 2000; Ma et al., 2006). 

 Con el fin de estudiar si Rga2 regula negativamente la interacción Rho2-Pck2, se reali-

zaron experimentos en los que se determinaron los niveles de la quinasa Pck2 en células 

carentes de rga2+. Se construyó la cepa P41nmt1-HA-pck2+ rga2∆ que carece del gen 

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

Figura 30. Rga2 regula negativamente la interacción Rho2-Pck2.  
A) Estabilidad de la quinasa Pck2 en las cepas silvestre y rga2∆. Los extractos celulares de las cepas sil-
vestre y rga2∆ que expresan P41nmt-HA-pck2+ se obtuvieron después de incubar las células en medio 
mínimo durante 14 horas y a continuación añadir 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 números situados a la izquierda de la figura indican las masas 
moleculares de Pck2 y actina en kDa. El símbolo C- indica la cepa  control. 
B) Co-inmunoprecipitación de Rho2 y Pck2 en la cepa silvestre (wt) y rga2∆. Los extractos de las células 
silvestres y rga2∆ 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 proteína HA-Pck2 o GFP-Rho2 en los extractos celulares se determinó 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 expresión del gen pck2+. 

Posteriormente, se añadió tiamina al medio, reprimiendo de esta manera la expresión 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 observó una disminución de los niveles de HA-Pck2 a partir de los 30 minutos 

mientras que en las células rga2∆ la desaparición de la proteína Pck2 fue mucho más lenta 

y a los 90 minutos todavía había niveles detectables de la quinasa (Figura 30A). Este resul-

tado indica que la proteína Rga2 regula negativamente la estabilidad de Pck2, probable-

mente a través de su regulación negativa sobre la GTPasa Rho2. 

 Para demostrar que el efecto de Rga2 sobre Pck2 se debía a su actividad GAP sobre 

Rho2, se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitación entre las proteínas Rho2 y 

Pck2 en presencia y ausencia de Rga2. GFP-Rho2 se inmunoprecipitó con anticuerpos  

anti-GFP en extractos celulares de las cepas: GFP-rho2+ HA-pck2+ y GFP-rho2+ HA-pck2+ 

rga2∆. 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 interacción entre las proteínas Rho2 y Pck2 es mucho 

más fuerte en ausencia de Rga2. Estos resultados indican que Rga2 regula negativamente 

la interacción Rho2-Pck2 y concuerdan con el hecho de que en la cepa rga2∆ los niveles 

de Rho2 activa son más altos, y esto incrementa la interacción 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 epistáticos 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 última está com-

puesta por el módulo 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 múltiples condiciones de estrés (Madrid et al., 2006) y está implicada en el manteni-

miento de la integridad celular, citoquinesis, homeostasis iónica y fusión vacuolar. La dis-

rupción de cualquiera de los componentes del módulo de MAPKs produce células con hi-

persensibilidad al potasio y a las enzimas β-(1,3)-glucanasas y con defectos en fusión va-
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cuolar (Bone et al., 1998; 

Loewith et al., 2000; Sugiura 

et al., 1999; Toda et al., 

1996a; Zaitsevskaya-Carter 

and Cooper, 1997). Recien-

temente, se ha descrito que 

las cepas mutantes carentes 

de los genes del módulo de 

MAPK de integridad celular 

son también hipersensibles a 

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-

acción genética entre esta proteína 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 β-(1,3)-glucán sintasa, y el calco-

flúor, antifúngico que se une a la pared celular y altera el ensamblaje correcto de sus com-

ponentes, concretamente del β-(1-3)-glucano lineal. Como se observa en la figura 31, 

rga2∆ no es hipersensible a caspofungina y crece igual que una cepa silvestre a una con-

centración de 0,2 µg/ml de esta droga, mientras que las cepas mutantes dobles rho2∆ 

rga2∆ y mkh1∆ rga2∆ presentan hipersensibilidad igual que las cepas mutantes simples 

rho2∆ y mkh1∆. Por el contrario, con una concentración de 0,1 mg/ml de calcoflúor, tanto 

rga2∆ como la cepa silvestre son incapaces de crecer, mientras que las cepas mutantes 

dobles rho2∆ rga2∆ y mkh1∆ rga2∆ son resistentes a esta concentración de calcoflúor, co-

mo las cepas mutantes simples rho2∆ y mkh1∆ (Figura 31). Estos resultados nos indican 

que mkh1+ y rho2+ son epistáticos sobre rga2+. 
 
10.2. El dominio GAP de Rga2 es necesario para la función de esta proteína en la 
homeostasis del Cl- 

  
 La calcineurina es una proteína fosfatasa de tipo 2B, dependiente de calmodulina y 

calcio, que está implicada en procesos de polaridad celular, conjugación y posicionamiento 

del cuerpo polar del huso mitótico (SPB) y del núcleo (Yoshida et al., 1994). En S. pombe, 

la eliminación de la actividad de esta fosfatasa, bien eliminando el gen ppb1+ (que codifica 

la subunidad catalítica) o bien inhibiendo su actividad mediante inmunosupresores como 

FK506, produce hipersensibilidad al cloruro de magnesio. Sin embargo, las cepas mutantes 
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rho2∆
rga2∆
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Figura 31. Los genes rho2+ y mkh1+ son epistáticos sobre 
rga2+. Crecimiento en placa de las cepas silvestre (wt), rga2∆, 
rho2∆, mkh1∆, rho2∆ rga2∆ y mkh1∆ rga2∆. Partiendo de una sus-
pensión de células de D.O. 2, se realizaron diluciones ¼ seriadas. 
Se inocularon en medio YES (panel izquierdo), YES suplementado 
con 0,2      µg/ml de caspofungina (panel central) o YES con 0,1 
mg/ml de calcoflúor (panel derecho) y se incubaron a 32ºC durante 
2-3 días. 
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carentes de alguno de los genes de la ruta de señalización Pmk1 MAPK son capaces de 

crecer en presencia de MgCl2, aún en ausencia de la calcineurina. 
 Basándose en la interacción de este módulo 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 MgCl2 (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 MgCl2 con las mismas cepas detalladas en el apartado anterior y observa-

mos que rga2∆ es hipersensible a una concentración de 0,2M MgCl2 y ligeramente más 

sensible que las células silvestres al inmunosupresor FK506 (Figura 32A). Por el contrario, 

las cepas mutantes dobles rho2∆ rga2∆ y mkh1∆ rga2∆ no son hipersensibles a MgCl2  y 

son más resistentes al compuesto FK506, al igual que las cepas mutantes simples rho2∆ y 

mkh1∆ (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 está implicado en el papel que ejerce 

esta proteína en la ruta de integridad, determinamos la sensibilidad a MgCl2 de las cepas 

que contienen las distintas proteínas truncadas de Rga2: Rga2-∆GAP-GFP,                 

Figura 32. Interacción genética entre Rga2 y la ruta Pmk1 MAPK en la homeostasis del Cl-.  
A) Crecimiento en placa de las cepas silvestre (wt), rga2∆, rho2∆, mkh1∆, rho2∆ rga2∆ y mkh1∆ rga2∆. 
Partiendo de una suspensión de células de D.O. 4, se realizaron diluciones ¼ seriadas.  
B) Crecimiento en placa de las cepas silvestre (wt), rga2∆, rho2∆, con las distintas truncaciones de la pro-
teína Rga2 marcada con la proteína GFP: Rga2-GFP, Rga2-∆GAP-GFP, Rga2-∆PH∆GAP-GFP y Rga2-
∆PH-GFP. En ambos casos se inocularon en medio mínimo suplementado con 0,2M MgCl2, 0,5 µg/ml 
FK506 o 0,2 M MgCl2 más 0,5 µg/ml FK506 y se incubaron a 32ºC durante 3 días.  
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Rga2-∆PH∆GAP-GFP y Rga2-∆PH-GFP. Como se observa en la figura 32B el dominio 

GAP es necesario para la función de Rga2 en la homeostasis del MgCl2. 

 
10.3. La sobreexpresión de rga2+ causa un descenso en la activación de Pmk1 en 
respuesta a estrés hiperosmótico. 

 
 Con el fin de analizar con más profundidad la regulación ejercida por Rga2 sobre 

Pmk1, se determinó la actividad de Pmk1 bajo condiciones de estrés hiperosmótico en las 

siguientes cepas: wt, rga2∆, rho2∆ y rho2∆ rga2∆. 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 epítopos HA y seis histidinas consecutivas (HA6His). 

  Los cultivos en fase exponencial se sometieron a estrés hiperosmótico (0,6M KCl) y se 

tomaron alícuotas a distintos tiempos, las muestras se procesaron según se indica en el 

apartado 12 de Materiales y Métodos. La proteína Pmk1 se purificó mediante bolas de Ni2+ 

que presentan afinidad por las 6His y se analizó la fracción 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 proteína 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 fosforilación de Pmk1 

entre rga2∆ y la cepa silvestre. No se apreciaron cambios ni en la actividad basal ni cuando 

las células se sometieron a estrés hiperosmótico. Sin embargo, en células rho2∆ o rho2∆ 

rga2∆ sí se apreció 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 MgCl2 

sean mediados por una ruta alternativa independiente de la activación de Pmk1 

MAPK y dependiente de Rho2. 

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

negativamente a Rho2 en esta ruta de integridad. 

 Si esta última hipótesis fuera correcta, la hiperactivación de Pmk1 causada por la falta 

de Rga2 podría ser mínima y difícil de detectar bioquímicamente. Por el contrario, la sobre-

expresión del gen rga2+ podría causar un descenso en el nivel de fosforilación de Pmk1 

que se podría detectar más fácilmente. 

 Con el fin de verificar esta última hipótesis, se midieron los niveles de fosforilación de 

Pmk1 en células que sobreexpresaban rga2+. Como se observa en la figura 33B se produjo 

un claro descenso de los niveles de fosforilación de Pmk1, tanto a nivel basal como en res-

puesta a estrés hiperosmótico 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. 

11. Efectos de otras GAPs sobre la GTPasa Rho2 
 
 Decidimos estudiar por tanto si otras proteínas podían ser reguladoras negativas de la 

GTPasa Rho2. En S. pombe existen varias RhoGAPs ya descritas: Rga1, Rga5 y Rga8 son 

proteínas 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). Además, exis-

ten otras proteínas 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 

sobreproducían o carecían 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, 

Figura 33. Activación de Pmk1 inducido por estrés osmótico en diferentes cepas que expresan 
pmk1+-HA6His.  
A) Células de las cepas pmk1+-HA6His, pmk1+-HA6His rga2∆, pmk1+-HA6His rho2∆ y pmk1+-HA6His 
rga2∆ rho2∆ crecieron en fase exponencial en medio rico y se trataron con KCl a una concentración final 
de 0,6 M. A los intervalos de tiempo indicados en la figura se tomaron muestras y se purificó Pmk1-HA6His 
por cromatografía de afinidad. La cantidad activada y total de Pmk1 se determinó 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+-HA6His rho2∆ crecie-
ron en fase exponencial en medio mínimo sin tiamina y se trataron con 0,6 M KCl. Se cogieron muestras 
cada 15 minutos y se detectó 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. 
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se observa un ligero aumento de los niveles Rho2 activa en la cepa rga6∆ (122 % respecto 

a la cepa silvestre). Por último, en células que sobreexpresaban rga7+ se observó un des-

censo claro de los niveles GTP-Rho2, mientras que en células carentes de esta GAP se 

observó un incremento de GTP-Rho2 (Figura 34). Por tanto, Rga7 es una proteína con acti-

vidad GAP para la GTPasa Rho2. La proteína Rga7 contiene 695 aminoácidos y presenta 

en su extremo N-terminal un dominio FCH (Fes/CIP4 homology), relacionado con la inter-

acción de fosfolípidos de membrana (Tsujita et al., 2006) y en su extremo C-terminal el do-

minio RhoGAP, común a todas las proteínas Rga. En su estructura primaria, se asemeja a 

Rgd1 de S. cerevisiae, GAP de las GTPasas Rho3 y Rho4 en la levadura de gemación 

(Barthe et al., 1998). 

 Todos estos resultados indican que Rga2, Rga7 y, quizás Rga6, poseen actividad GAP 

sobre Rho2. Además, se apreció una reducción de los niveles totales de la proteína Rho2 

en las cepas rga6∆ y rga7∆ (86 %  y 59 % respectivamente respecto a la estirpe silvestre), 

al igual que habíamos observado en la cepa rga2∆ (Figura 34). Podría ocurrir, por tanto, 

que Rho2 se degradase una vez que se ha activado. 

12. Rga2 regula la morfología celular independientemente de la GTPasa 
Rho2 
 
12.1. Análisis del citoesqueleto de actina en células que sobreexpresan rga2+ y en 
células rga2∆ 
 
 Uno de los interrogantes que quedaban sin resolver era el posible papel de Rga2 sobre 

la morfología de la célula. Como se ha descrito en el apartado 2, tanto las células rga2∆ 

como las células que sobreexpresan rga2+ presentan defectos morfológicos (Figura 15). 
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HA-Rho2

actina
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Figura 34. Efecto de diferentes proteínas 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 además producen HA-Rho2 se precipitaron con GST-C21RBD. La cantidad precipitada 
de Rho2 activa se reveló con anticuerpos anti-HA (panel central). La cantidad total de HA-Rho2 se analizó 
por  SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA (panel superior). La cantidad de actina se de-
terminó en los mismos extractos como control de carga (panel inferior). Los números representados en la 
parte inferior indican la cuantificación de la cantidad de Rho2 activa frente a la cantidad de Rho2-total.  
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Las células carentes del gen rga2+ son células más 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 más cortas y anchas que las células silvestres, lo que indica que 

Rga2 está implicado en la regulación morfológica de la célula. Esta función no se realiza a 

través de la GTPasa Rho2 ya que la cepa del mutante doble rho2∆ rga2∆ presenta el mis-

mo fenotipo morfológico que rga2∆ y la sobreexpresión de rga2+ en la cepa rho2∆ sigue 

causando la aparición de células más cortas y anchas (Figura 35A).   

 El citoesqueleto de actina está implicado en el crecimiento polarizado y la morfología 

celular por lo que decidimos estudiar el citoesqueleto de actina en la cepa rga2∆ y en célu-

las que sobreexpresaban rga2+. Como podemos observar en la figura 35C, las células 

Figura 35. Papel morfológico de Rga2 en la célula y su relación con el citoesqueleto de actina.  
A) Micrografías de contraste diferencial de las cepas rga2∆, rho2∆ y rho2∆ rga2∆ creciendo en fase logarítmi-
ca en medio rico a 32ºC. 
B) Tabla donde se muestran medidas de la longitud, diámetro y volumen de la cepa silvestre (wt) y de la cepa 
rga2∆. Las medidas fueron realizadas con el programa Image J y se midieron sólo las células en proceso de 
división celular.  
C) Células silvestres (wt), rga2∆ y células transformadas con el plásmido pREP3X-rga2+ crecidas en medio 
mínimo durante 14 horas sin tiamina a 32ºC y teñidas con Alexaflúor 448-faloidina para observar la localiza-
ción del citoesqueleto de actina (ver apartado 13.2.3. de Materiales y Métodos). Barra: 5 µm. 
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rga2∆ presentan parches de actina más polarizados en los extremos celulares y los cables 

son ligeramente más gruesos y alargados si los comparamos con las células silvestres. Por 

el contrario, las células que sobreexpresan rga2+ presentan una mayor dispersión de los 

parches de actina, encontrándose 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 relación, directa o   indi-

recta, entre Rga2 y el citoesqueleto de actina. 
 
12.2. Relación de las proteínas For3 y Rga2 
  
 El citoesqueleto de actina se 

encuentra más polarizado en la cepa 

rga2∆ con respecto a la estirpe sil-

vestre. Esto podría explicar el que 

las células de la cepa mutante ca-

rente de rga2+ sean más largas y 

estrechas. Para analizar con más 

detalle la interacción entre Rga2 y el 

citoesqueleto de actina, se estudió 

su relación con la proteína For3, una 

formina no esencial encargada de 

ensamblar los cables de actina durante interfase (Feierbach and Chang, 2001; Sawin, 

2002). Las células for3∆ son viables pero presentan defectos morfológicos, originando célu-

las engrosadas o con forma de limón, y defectos en la división, que suele ser asimétrica 

dando lugar a dos células hijas que difieren en tamaño y en su patrón 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 localización de la proteína For3-3GFP en la cepa rga2∆ 

y observamos que esta formina se encontraba más concentrada en los polos celulares en 

rga2∆ que en una cepa silvestre (Figura 36). Esto sugiere que For3 se encuentra hiperpola-

rizada en rga2∆ y puede generar cables de actina más fuertes. Para comprobar esta hipó-

tesis, construimos la cepa  for3∆ rga2∆ y estudiamos su fenotipo morfológico. Como se ob-

serva en la figura 37, la cepa for3∆ rga2∆  presentó un fenotipo similar a la cepa for3∆. Por 

tanto, For3 es necesaria para el fenotipo morfológico de rga2∆. 

 Lo siguiente que nos planteamos fue estudiar la causa de la hiperpolarización de la 

Figura 36. Localización de For3-3GFP en la cepa rga2∆.  
Localización de For3-3GFP en células silvestres (panel iz-
quierdo) o en células carentes de rga2+ (panel derecho).  

For3-3GFP For3-3GFP rga2∆For3-3GFP For3-3GFP rga2∆
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formina For3 en rga2∆. Se ha descrito que For3 interacciona por ensayo de doble híbrido 

con las GTPasas Rho3 y Cdc42 (Nakano et al., 2003) y que esta última GTPasa y la proteí-

na Bud6 son necesarias para eliminar el mecanismo de autoinhibición de la formina For3 

(Martin et al., 2007). Como se mencionó en el Apartado 8.1. de Resultados, los niveles de 

Rho3 activa no se ven alterados por la falta o la sobreexpresión de la proteína Rga2. Sin 

embargo, los niveles de GTP-Cdc42 sí se modifican cuando existen variaciones en los ni-

veles de esta GAP. Concretamente, en la cepa rga2∆ hay un descenso en la cantidad de 

GTP-Cdc42 con respecto a la cepa silvestre (Figura 24B). Otra prueba de su posible rela-

ción con Cdc42, es que observamos que ambas proteínas co-inmunoprecipitan (Figura 26). 

Todos estos resultados podrían relacionar los bajos niveles de GTP-Cdc42 con la hiperpo-

larización de la formina For3 en la cepa rga2∆. 
 Con el fin de comprobar esta hipótesis llevamos a cabo la sobreexpresión del gen 

cdc42+ en la cepa rga2∆ para ver si era capaz de corregir su defecto morfológico. Para ello, 

Figura 37. La ausencia de For3 suprime el fenotipo morfológico de rga2∆ en la célula.  
A) Micrografías de contraste diferencial (DIC) y de fluorescencia (tinción con calcoflúor) de las cepas rga2∆, 
for3∆ y for3∆ rga2∆. Células creciendo en fase exponencial a 28ºC.  
B) Tabla donde se muestra las medidas de la longitud y el diámetro medios de las cepas: wt, rga2∆, for3∆, 
for3∆ rga2∆-1, for3∆ rga2∆-2. Las medidas fueron realizadas en el programa Image J y se consideraron sólo 
células en proceso de división. Se analizaron un total de 30 células de cada cepa. 

A

B

rga2∆

D
IC

C
al

co
flú

or

for3∆ for3∆ rga2∆

3,9 ± 0,514,1 ± 0,7wt

4,2 ± 0,612,3 ± 1,3for3∆ rga2∆-2           

4,2 ± 0,612,4 ± 0,7for3∆ rga2∆-1           

4,4 ± 0,511,8 ± 1,2for3∆

3,3 ± 0,415,4 ± 1,2rga2∆

Diámetro medio
(µm)

Longitud media
(µm)

3,9 ± 0,514,1 ± 0,7wt

4,2 ± 0,612,3 ± 1,3for3∆ rga2∆-2           

4,2 ± 0,612,4 ± 0,7for3∆ rga2∆-1           

4,4 ± 0,511,8 ± 1,2for3∆

3,3 ± 0,415,4 ± 1,2rga2∆

Diámetro medio
(µm)

Longitud media
(µm)

A

B

rga2∆

D
IC

C
al

co
flú

or

for3∆ for3∆ rga2∆rga2∆

D
IC

C
al

co
flú

or

for3∆ for3∆ rga2∆

3,9 ± 0,514,1 ± 0,7wt

4,2 ± 0,612,3 ± 1,3for3∆ rga2∆-2           

4,2 ± 0,612,4 ± 0,7for3∆ rga2∆-1           

4,4 ± 0,511,8 ± 1,2for3∆

3,3 ± 0,415,4 ± 1,2rga2∆

Diámetro medio
(µm)

Longitud media
(µm)

3,9 ± 0,514,1 ± 0,7wt

4,2 ± 0,612,3 ± 1,3for3∆ rga2∆-2           

4,2 ± 0,612,4 ± 0,7for3∆ rga2∆-1           

4,4 ± 0,511,8 ± 1,2for3∆

3,3 ± 0,415,4 ± 1,2rga2∆

Diámetro medio
(µm)

Longitud media
(µm)



72 

Resultados 

Figura 38. La sobreexpresión de cdc42+ corrige parcialmente el fenotipo morfológico de rga2∆.  
A) Micrografías de contraste diferencial (DIC) y de fluorescencia (tinción con calcoflúor) de la cepa silvestre y 
la cepa carente de rga2+ que sobreexpresan los siguientes plásmidos: pREP42X, pREP42X-cdc42+, 
pREP42X-cdc42G12V+ y pREP42X-cdc42T17N+. Las células crecieron en medio mínimo suplementado con 
aminoácidos durante 16 horas en ausencia de tiamina a 32ºC.  
B) Tabla donde se exponen las medidas de longitud y diámetro (en micrómetros) de las cepas anteriores. Las 
medidas fueron realizadas en el programa Image J y se consideraron sólo las células en proceso de división. 
Se analizaron un total de 30 células de cada cepa. 
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se transformaron las cepas rga2∆ y silvestre (utilizada como control) con los siguientes 

plásmidos: pREP42X-cdc42+, pREP42X-cdc42G12V+ y pREP42X-cdc42T17N+ (alelo sil-

vestre, alelo hiperactivo y alelo inactivo, respectivamente). Después de 16 horas de sobre-

expresión, observamos las células al microscopio y medimos su longitud y diámetro. Como 

se observa en la figura 38, la sobreexpresión del alelo silvestre de cdc42+ rescata parcial-

mente el fenotipo morfológico y las células presentan una morfología semejante a las célu-

las silvestres. En el caso del alelo constitutivamente activo, la corrección del fenotipo es 

mayor, pero este dato no lo consideramos significativo ya que la sobreexpresión de 

cdc42G12V+ en una cepa silvestre da lugar a células más gruesas y más cortas (Figura 

38). Esta circunstancia no nos permite distinguir si el efecto que vemos en rga2∆ es debido 

a un aumento de los niveles de GTP-Cdc42 o a la compensación de fenotipos independien-

tes. Por otro lado, la sobreexpresión del alelo inactivo no modificó la morfología de las célu-

las carentes del gen rga2+ (Figura 38). Estos datos sugieren que Rga2 regula la morfología 

de S. pombe a través de la GTPasa Cdc42. 

 
12.3. Rga2 y Rga4 son proteínas con funciones opuestas en la regulación de la mor-
fología 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 proteína 

de 933 aminoácidos que presenta en su extremo N-terminal un dominio LIM y en su extre-

mo C-terminal el característico dominio RhoGAP. Está implicada en el control del diámetro 

celular ya que las células carentes de rga4+ son más cortas y más anchas que las células 

silvestres (Das et al., 2007). Esta proteína podría ejercer una función opuesta a Rga2 en la 

morfología celular y en la regulación ejercida sobre la GTPasa Cdc42. Por ello, construimos 

la cepa rga2∆ rga4∆ y estudiamos su fenotipo morfológico. Como se observa en la figura 

39 A y B, la cepa rga2∆ rga4∆ es similar a la cepa silvestre. El fenotipo morfológico de las 

cepas mutantes rga2∆ y rga4∆ se ha compensado. Este resultado sugiere que ambas 

GAPs tienen un papel opuesto en la morfogénesis de la célula a través de su regulación de 

la GTPasa Cdc42. 

 Para corroborar este último resultado, observamos la localización de GTP-Cdc42 en 

las cepas anteriores y en células que sobreexpresaban rga2+ o rga4+. Se utilizó, como fon-

do genético una cepa que expresa la construcción CRIB-3GFP, que contiene el dominio 

CRIB de la proteína Gic2 de S. cerevisiae fusionada a tres copias de la proteína verde fluo-

rescente (3GFP) (Tatebe et al., 2008). Este dominio se une específicamente a la GTPasa 

Cdc42 activa y permite observar su localización in vivo. Como se observa en la figura 39C, 

la señal de GTP-Cdc42 está más concentrada en los polos celulares en la cepa rga2∆ y 
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más extendida en la cepa rga4∆ con respecto a la localización observada en la estirpe sil-

vestre. Sin embargo, en la cepa rga2∆ rga4∆, la localización de Cdc42 activa es similar a la 

cepa silvestre. Además, en las células que sobreexpresan rga2+, la señal de CRIB-GFP es 

más ancha en los polos celulares, mientras que en las células que sobreproducen la proteí-

na Rga4, la señal de GTP-Cdc42 es más estrecha  con respecto a la cepa silvestre (Figura 

39C).  Estos datos sugieren que ambas proteínas tienen funciones antagónicas en la regu-

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

 
Estudio de la función de la proteína Rga4 
 
13. Rga4 es también una proteína con actividad GAP sobre la GTPasa 
Rho2 
 
13.1. Rga4 interacciona físicamente y mediante ensayo de doble híbrido 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 ningún estu-

dio sobre la posible relación entre la proteína Rga4 y la GTPasa Rho2.  

 En los resultados expuestos anteriormente hemos demostrado que las proteínas Rga2 

y Rga4 participan en la regulación de la morfología jugando papeles opuestos en la célula. 

Puesto que hemos demostrado que Rga2 es una GAP específica de Rho2, procedimos a 

analizar si la proteína Rga4 actúa de alguna forma sobre la GTPasa Rho2. Como una pri-

mera aproximación, realizamos un ensayo de doble híbrido entre Rga4 y las GTPasas 

Rho1, Rho2, Rho4 y Cdc42 en su estado constitutivamente activo. Primero llevamos a ca-

bo la clonación del gen rga4+ en el plásmido pACT2 en fase con el fragmento que codifica 

el dominio de activación de la transcripción del gen GAL4. Después se transformó la cepa 

Y190 de S. cerevisiae con este plásmido y con cada uno de los plásmidos pAS2 que con-

tienen las distintas GTPasas en fase con el dominio de unión a DNA del gen GAL4. Ade-

más el extremo C-terminal de estas GTPasas se ha modificado para evitar su unión a la 

Figura 39. Rga2 y Rga4 son proteínas con funciones opuestas en la regulación de la morfología celu-
lar.  
A) Micrografías de contraste diferencial (DIC) y de fluorescencia (tinción con calcoflúor) de las siguientes ce-
pas: wt, rga4∆, rga2∆ y rga2∆ rga4∆. Células en fase logarítmica crecidas en medio rico a 32ºC.  
B) Gráficas y tabla donde se representan los datos de la longitud y diámetro medios (en micrómetros) de las 
cepas anteriores. Se analizaron un total de 80 células de cada cepa.  
C) Micrografías de fluorescencia de  las cepas wt, rga2∆, rga4∆, rga2∆ rga4∆, que sobreexpresa rga2+ (OE. 
rga2+) y rga4+ (OE. rga4+) y además producen CRIB-GFP. Las células crecieron en medio rico (wt, rga2∆, 
rga4∆ y rga2∆ rga4∆) o mínimo (OE. rga2+y OE. rga4+) suplementado con aminoácidos durante 16 horas en 
ausencia de tiamina a 32ºC. 
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membrana (ver apartado 4 y 6.1.3. de Materiales y Métodos). Para monitorizar la interac-

ción utilizamos el ensayo de la β-galactosidasa según se describe en el Apartado 4 de Ma-

teriales y Métodos. En la figura 40A se observa una fuerte interacción entre Rga4 y el alelo 

constitutivamente activo de Cdc42. La versión constitutivamente activa de la GTPasa Rho2 

mostró una débil pero reproducible interacción con Rga4. Sin embargo, las GTPasas Rho1 

y Rho4 no mostraron interacción con esta proteína. Por lo tanto, Rga4, además de ser una 

GAP de Cdc42, podría ser también una proteína con actividad GAP sobre la GTPasa Rho2. 

 Para caracterizar con más profundidad la interacción entre ambas proteínas se realiza-

ron experimentos de co-inmunoprecipitación. Para ello se construyó una cepa en la que la 

GTPasa Rho2 está marcada con el epítopo HA en el extremo N-terminal y la proteína Rga4 

está marcada con la proteína GFP en su extremo C-terminal. Utilizando extractos celulares 

de la cepa HA-rho2+ rga4-GFP+ se realizó la inmunoprecipitación con anticuerpos anti-GFP 

que reconocen la proteína 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 detectó una banda correspondien-

te a HA-Rho2 en la inmunoprecipitación con anticuerpos anti-GFP, por tanto, Rga4 interac-

ciona in vivo con la GTPasa Rho2. 

 
 

Figura 40. Rga4 interacciona con la GTPasa Rho2.  
A) Ensayo de doble híbrido con la cepa Y190 de S. cerevisiae transformadas con pACT2  o pACT2-rga4+ y 
pAS2 conteniendo rho1G15VC199R∆ILL+, rho2G17VC198S∆IIS+, cdc42G12VC198S∆LVL+ o 
rho4G23VC199S∆VIL+. La actividad β-galactosidasa frente a X-Gal se midió en las cepas.  
B) Co-inmunoprecipitación 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 proteína 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 analizó utilizando anticuerpos anti-GFP (panel superior) o anti-HA (panel central). Como control negati-
vo se utilizaron extractos de células que expresan sólo rga4+-GFP o  HA-rho2+. Los números situados a la 
derecha de los paneles indican la masa molecular de Rga4-GFP y HA-Rho2 en kDa. 
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13.2.  La proteína Rga4 tiene actividad GAP in vivo sobre la GTPasa Rho2 
 
 Una vez vista la interacción entre ambas proteínas, 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 carecían 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 

carecían de rga4+con respecto a células silvestres. Por tanto, estos datos nos indican que 

Rga4 tiene actividad GAP in vivo para la GTPasa Rho2. 

 
13.3. Rga4 regula negativamente la activación 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-

peña 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-

laboración del laboratorio del Dr. José Cansado, se analizó el posible papel de Rga4 en  

esta ruta. Se realizaron experimentos de valoración de la actividad Pmk1 a nivel basal y 

bajo estrés osmótico en las cepas wt, rho2∆, pck2∆, rga4∆ rho2∆, rga4∆ pck2∆ y rga4∆ que 

además 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 epítopos HA y seis histidinas consecu-

tivas (HA6His). Como se observa en la figura 42A, la fosforilación de Pmk1 descendió en 

Figura 41. Rga4 tiene actividad GAP in vivo frente a la GTPasa Rho2. Extractos de la cepa wt, rga4∆ y  
células transformada con el plásmido 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 analizó en los extractos celulares con 
anticuerpos anti-HA (panel superior). La cantidad de actina se determinó en los mismos extractos como 
control de carga (panel inferior). Los números representados en la parte inferior indican la cuantificación de 
la cantidad de Rho2-activa respecto a la cantidad de Rho2-total.  
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las cepas rho2∆ y pck2∆ como estaba previamente descrito. En las células carentes de 

rga4+ existía un incremento significativo en la actividad basal de Pmk1 que fue práctica-

mente eliminado en las células rga4∆ rho2∆ y rga4∆ pck2∆. Además, se realizó un segundo 

Figura 42. Rga4 regula negativamente la actividad Pmk1 actuando como GAP de la GTPasa Rho2.  
A) Células de las cepas pmk1+-HA6His, pmk1+-HA6His rho2∆, pmk1+-HA6His pck2∆, pmk1+-HA6His rga4∆ 
rho2∆, pmk1+-HA6His rga4∆ pck2∆ y pmk1+-HA6His rga4∆ crecieron en fase exponencial en medio rico. La 
cantidad basal de Pmk1 activa y total se determinó 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 rga4∆ creciendo en fase logarítmica en medio rico 
se trataron con 0,6 M KCl. La cantidad activada y total de Pmk1 se detectó 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+-HA6His rga4∆ pck2∆ y 
HA6His rga4∆ rho2∆.  
D) Células de las cepas pmk1+-HA6His, pmk1+-HA6His pREP3X-rga4+crecidas en medio mínimo sin tiamina 
durante 14 horas y posteriormente tratadas con 0,6 M KCl. La cantidad activada y total de Pmk1 se detectó 
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-
rga4∆N+. Los números representados en la parte inferior de cada apartado indican la cuantificación 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. 
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ensayo en el que se midió la actividad de la MAPK bajo estrés osmótico. Como se observa 

en la figura 42B, las células rga4∆ presentaron un notable incremento en la fosforilación de 

Pmk1 en comparación 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 llevó a cabo la valoración de los niveles de 

activación de Pmk1 en células que sobreexpresaban el gen rga4+. En estos ensayos se 

observó una clara reducción en los niveles de fosforilación de la MAPK tanto a nivel basal 

como bajo condiciones de estrés osmótico (Figura 42D). Además se midió la activación de 

Pmk1 en células que sobreproducían sólo el dominio GAP de Rga4. Como se observa en 

la figura 42E, se produce el mismo descenso en la fosforilación de Pmk1 que observamos 

cuando sobreproducimos la proteína 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 proteína es ne-

cesario para dicha regulación. 

 
13.4. Rga4 no está involucrada en la regulación de la biosíntesis de la pared celular 
realizada por la GTPasa Rho2 

Figura 43. Rga4 no participa en la biosíntesis de pared celular.  
A) Análisis de los polímeros de la pared celular de las cepas wt y rga4∆ crecidas en medio rico YES a 
32ºC. En la gráfica se representan los niveles relativos de incorporación de 14C-glucosa en cada uno de los 
polímeros que forman la pared celular en ambas cepas. Los valores representados son la media de tres 
experimentos independientes. Las barras de error representan la desviación estándar de la incorporación 
de 14C-glucosa en la pared.  
B) Sensibilidad a Zymoliasa 100T de las cepas wt y rga4∆ analizada en suspensiones de células creciendo 
en fase exponencial. La medida de la D.O. a 600 nm se realizó cada 20 minutos. 
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 Además de su papel en la ruta MAPK de integridad celular, se ha descrito que Rho2  

también regula la biosíntesis de α-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 analizó la composición de la pared celular en la cepa rga4∆. No 

se aprecian diferencias significativas entre las células rga4∆ y las células silvestres ni en la 

cantidad de pared celular total ni en la proporción relativa de cada uno de los polímeros de 

la misma (β-glucano, α-glucano y manano) (Figura 43A). Esto sugiere que Rga4 no regula 

la actividad de la GTPasa Rho2 en la biosíntesis de la pared celular. Además se realizaron 

ensayos de resistencia a Zymoliasa 100T (complejo de β-glucanasas que digieren la pared 

celular) en la cepa rga4∆ que pusieron de manifiesto que las células rga4∆ presentan el 

mismo comportamiento que las células silvestres, corroborando que la pared celular de la 

cepa rga4∆ 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 biosíntesis de α-glucano en la pared celular de 

S. pombe. 

 
Estudio de la función de la proteína Rga6 
 
14. Análisis estructural de la proteína Rga6 
 
 La fase de lectura abierta SPBC354.13 de Schizosaccharomyces pombe, denominada 

rga6+, codifica una proteína con 733 aminoácidos y una masa molecular de 80,7 kDa. El 

análisis estructural in silico de Rga6 muestra únicamente un dominio RhoGAP comprendido 

entre los aminoácidos 332 y 510. 

 Rga6 presenta similitud con Sac7, una GAP de la GTPasa Rho1 que participa en la 

regulación 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 

proteínas presentan una identidad del 17,4 % y un sólo dominio RhoGAP (Figura 44). 

Figura 44. Esquema de la estructura de las proteínas Rga6 de S. pombe y Sac7 de S. cerevisiae.  
El rectángulo rojo representa el dominio RhoGAP. Los números situados a la derecha indican los aminoáci-
dos de cada proteína y las cifras que se encuentran entre paréntesis muestran los aminoácidos comprendi-
dos en cada dominio. 
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15. Rga6 participa en la regulación de la morfología 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 morfológi-

cos: son ligeramente más cortas y más gruesas que las células silvestres (Figura 45A-B). 

Por otro lado, las células que sobreexpresan rga6+ presentan lisis celular (20 %) y con mor-

fología alterada (50 %). Estas células tienen forma de lágrima o limón ya que uno de los 

polos de crecimiento es más estrecho que el otro (Figura 45). Estos resultados indican que 

Rga6 juega un papel en la morfogénesis y en la integridad celular de S. pombe. 

 

16. Rga6 se localiza en las zonas de no crecimiento de la célula 
  
 Para determinar la localización in vivo de Rga6, realizamos una cepa en la que fusio-

namos la proteína verde fluorescente (GFP) al extremo C-terminal de Rga6, según el méto-

do descrito (Bähler et al., 1998a). La proteína Rga6-GFP es funcional ya que la cepa gene-

Figura 45. Morfología de cepas que expresan distintos niveles de rga6+ en S. pombe.  
A) En los paneles superiores se representan micrografías de contraste diferencial (DIC) de células silvestres 
(wt), células carentes de rga6+ (rga6∆) y células transformadas con el plásmido pREP1X-rga6+ (O.E. rga6+) 
creciendo durante 16 horas en ausencia de tiamina (represor del promotor nmt1) a 32ºC. En los paneles 
inferiores se representan micrografías de fluorescencia de las mismas células teñidas con calcoflúor. 
B) Medidas de longitud, diámetro y volumen medio (en micrómetros) de las cepas silvestre (wt) y rga6∆. Las 
medidas fueron realizadas en el programa Image J y se consideraron sólo células en proceso de división. 
Se analizaron un total de 70 células de cada cepa. 
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rada no presenta defectos morfológicos. Mediante observación al microscopio de fluores-

cencia pudimos comprobar que Rga6 se localiza en el contorno celular de manera no uni-

forme. Al realizar una tinción con calcoflúor, que permite distinguir cuál es el polo de creci-

miento, se observó que Rga6 se encuentra excluido de las zonas de crecimiento (Figura 

46). Para corroborar este dato, analizamos la localización de Rga6-GFP en las cepas mu-

tantes monopolares tea1∆ y pom1∆. En estas cepas, la proteína con actividad GAP se lo-

calizó en todo el contorno celular excepto en el polo de crecimiento (Figura 46). Por lo tan-

to, podemos afirmar que la proteína Rga6 se localiza en zonas donde no hay crecimiento 

celular. 

 Para ahondar en el estudio de Rga6 analizamos si su localización depende del citoes-

queleto de actina. Para ello, tratamos las células con Latrunculina A que despolimeriza este 

citoesqueleto y observamos que Rga6 mantiene su localización en todo el contorno celular 

pero no se excluye de los polos, lo que sugiere que la exclusión de la proteína del polo de 

crecimiento depende del citoesqueleto de actina (Figura 47). 
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Figura 46. Localización de Rga6-GFP en las cepas mutantes tea1∆ y pom1∆. 
Micrografías de fluorescencia de Rga6-GFP en células silvestres (paneles superiores) y en las cepas mu-
tantes monopolares pom1∆ (paneles intermedios) y tea1∆ (paneles inferiores). Se muestra la localización 
de Rga6-GFP (paneles de la izquierda) y la tinción de las células con calcoflúor (paneles de la derecha). 



83 

Resultados 

17. Rga6 se localiza en una fracción subcelular que solapa con la proteí-
na de Golgi Pep12 
 
 La localización de Rga6 es parecida a la del retículo endoplásmico cortical. Para deter-

minar si Rga6 era una proteína de la membrana plasmática o de otro tipo de membranas, 

se realizó un fraccionamiento subcelular mediante centrifugación en gradiente de sacarosa. 

Extractos celulares de una cepa que lleva Rga6-HA y SPAC1B2.03c-GFP se sometieron a 

un gradiente continuo de sacarosa del 10-65 % a una velocidad de 25.000 rpm durante 20 

horas a 4ºC (ver Apartado 10 de Materiales y Métodos). Se recogieron 34 fracciones desde 

la parte más densa a la menos densa del gradiente y en ellas se analizó la presencia de la 

proteína Rga6-HA mediante SDS-PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-HA. Co-

mo marcadores se utilizaron las siguientes proteínas de localización subcelular conocida: 

SPAC1B2.03c que codifica una proteína de la membrana del retículo endoplasmático 

(Aslett and Wood, 2006; Matsuyama et al., 2006), Pma1, una ATPasa localizada en la 

membrana plasmática (Ghislain et al., 1987) y Pep12, una proteína SNARE de endosomas 

(Becherer et al., 1996; Kienle et al., 2009; Takegawa et al., 2003). Como se observa en la 

figura 48A, Rga6 se encuentra en las fracciones 4 a la 19, que corresponden a las fraccio-

nes de la membrana plasmática (Pma1) y endosomas (Pep12). Para delimitar con más de-

talle la localización 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 proteína se localiza en una fracción de membranas subcelulares 

que podría corresponder a endosomas. 
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Figura 47. La localización de Rga6 depende de la polimerización de actina.  Micrografías de fluorescen-
cia de células produciendo Rga6-GFP teñidas con calcoflúor incubadas durante 10 minutos en presencia de 
DMSO o 50 µM Latrunculina A.  
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18. Rga6 es una proteína con actividad GAP para las GTPasas Rho2 y 
Cdc42 
 
18.1. Rga6 interacciona con las GTPasas Rho2, Rho3 y Cdc42 mediante el ensayo de 
doble híbrido 
 
 Para abordar el estudio de cuál o cuáles son las GTPasas reguladas por Rga6, realiza-

mos ensayos de doble híbrido entre Rga6 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 plásmido pACT2 en fase con el fragmento que codifica el domi-

nio de activación de la transcripción de GAL4. Después, transformamos la cepa Y190 de S. 

cerevisiae con este plásmido y con cada uno de los plásmidos pAS2 que contienen las dis-

tintas GTPasas de la familia Rho en fase con el dominio de unión a DNA de GAL4. En la 

figura 49 se muestra el ensayo de β-galactosidasa que permite concluir que las GTPasas 

Rho2, Cdc42 y ,débilmente, Rho3 interaccionan con la proteína Rga6 en este tipo de ensa-

yo. No se observó interacción con Rho1 ni tampoco con Rho4. 

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) Análisis 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 plasmática), anti-Pep12 (marcador 
de endosomas) y anti-GFP (marcador de retículo endoplásmico). Los números situados a la derecha de los 
paneles indican la masa molecular de las proteínas en kDa.  
B) Análisis mediante SDS-PAGE y Western blot de las fracciones 1 a 15. 
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18.2. Rga6 interacciona físicamente con las GTPasas Rho2, y Rho3 
 
 Mediante ensayos de co-inmunoprecipitación analizamos una posible interacción     

directa entre Rga6 y las GTPasas Rho2 y Rho3. A partir de extractos de las cepas         
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Figura 50. Rga6 interacciona físicamente 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 proteína 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 sólo una de las proteínas está marcada con epítopo. 

Figura 49. Rga6 interacciona con Cdc42, Rho2 y Rho3 en ensayos de doble híbrido.  
Actividad β-galactosidasa de la cepa Y190 de S. cerevisiae transformadas con los distintos plásmidos ex-
puestos en la figura: pAS2, pAS2-cdc42G12VC198S∆LVL+, pAS2-rho4G23VC199S∆VIL+,pAS2-
rho3G17VC198S∆IIA+, pAS2-rho2G17VC198S∆IIS+ y pAS2-rho1G15VC199R∆ILL y pACT2 o pACT2-rga6+.  
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HA-rho2+ rga6-GFP+ y 3Myc-rho3+ rga6-GFP+ (rho3+ está fusionada en su extremo 5' a tres 

copias de la secuencia codificante del epítopo Myc y expresada bajo el control de su pro-

motor endógeno) se inmunoprecipitó la proteína 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-inmunoprecipitación con anticuerpos anti-GFP que reconocen a la proteína Rga6-GFP 

se detectó 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. Además, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitación 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 observó banda ni de Cdc42 ni de Rho1 

en el precipitado de Rga6-GFP, por lo que estas proteínas no interaccionan físicamente 

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

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

 

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), 
rga6∆ y sobreproductoras de la proteína 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 determinó mediante Western blot (panel superior). Como control de carga se 
incluyeron los niveles de actina o tubulina en los extractos. Los números situados en la parte inferior repre-
sentan la relación entre la cantidad de GTPasa activa y la cantidad total de esa GTPasa. 
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 Para estudiar si Rga6 tiene actividad GAP in vivo con alguna de las GTPasas de la fa-

milia Rho, realizamos ensayos de “pull-down”, usando el dominio de unión a RhoA de la 

proteína rotequina (RBD) (Rho1-4) o el dominio CRIB de la proteína Pak2 (Cdc42) unido a 

la proteína GST, y medimos la cantidad de Rho activa en células carentes de rga6+ o que 

sobreproducían esta GAP. En el caso de Rho2, las células rga6∆ 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 sobreexpresó rga6+ (Figura 51). 

Por tanto, Rga6 podría estar actuando de forma limitada sobre Rho2, o bien requerir una 

proteína adicional y limitante para su efecto sobre Rho2. Con la GTPasa Cdc42, se obser-

vó un descenso en la cantidad de GTP-Cdc42 cuando sobreexpresamos rga6+, pero los 

niveles activos de Cdc42 no varían en la cepa rga6∆ (Figura 51). Este dato nos indica que 

Rga6 podría 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 fisiológicas 

Rga6 no actúa 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 

activación 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 rga6∆ (Figura 51). Esto indica que Rga6 podría 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 biosíntesis de la pared celular 
 
 Los diferentes resultados presentados indican que la proteína Rga6 podría regular ne-

gativamente no sólo a una sino a varias GTPasas. La sobreexpresión de rga6+ produce li-

sis celular (20 %) y células en forma de limón o lágrima (50 %). Con el fin de establecer la 

función de la regulación de Rga6 sobre las distintas GTPasas de la familia Rho, realizamos 

un experimento en el que se llevó a cabo la sobreexpresión de rga6+ en las cepas mutan-

tes nulas rho2∆, rho3∆ y rho4∆. En el caso de rho2∆, la lisis provocada por la sobreexpre-

sión de rga6+ disminuyó considerablemente (4 %). En el caso de rho3∆ y rho4∆ no se apre-

ciaron diferencias considerables. Por tanto, esto hace pensar que los defectos de integri-

dad celular provocados por la sobreexpresión de rga6+ son mayoritariamente debidos a la 

regulación de la GTPasa Rho2. 

 Rho2 regula la biosíntesis de α-glucano a través de la quinasa Pck2, que a su vez re-
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gula la localización de Mok1, la posible α-glucán sintasa (Katayama et al., 1999)     

(Calonge et al., 2000). La eliminación del gen rga6+ en la cepa mutante y termosensible 

mok1-664 mejoró su crecimiento y su morfología a temperaturas semi-permisivas, pero no 

llegó a rescatar la termosensibilidad a 36ºC (Figura 52). Esta mejora en el crecimiento de 

mok1-664 podría ser debida a que haya más Rho2 activa en rga6∆ que podría compensar 

parcialmente la menor actividad de la defectuosa enzima Mok1 al activarla y/o localizarla 

mejor. Por tanto, estos datos sugieren que Rga6 actúa como GAP de Rho2 y participa en la 

regulación de la biosíntesis del α-glucano de la pared celular. 

 Para comprobarlo se determinó la sensibilidad a Zymoliasa de la cepa rga6∆, compro-

bando que es ligeramente más resistente a Zymoliasa 100T que una estirpe silvestre 

(Figura 53A). Realizamos también el análisis de los polímeros de la pared celular. Como se 

observa en la figura 53B, la cepa rga6∆ presenta un ligero aumento de α-glucano (16 %) y 

manano (36 %) con respecto a la estirpe silvestre. Estos resultados corroboran que Rga6, 

en menor medida que Rga2, regula negativamente a la GTPasa Rho2 en la biosíntesis de 

la pared celular. 

 Nos preguntamos si Rga6 regularía negativamente a la GTPasa Rho2 en su papel acti-

vador de la ruta de integridad celular. Como ya hemos comentado anteriormente, la dele-

ción de rga2+ confiere sensibilidad a MgCl2 (Ver Apartado 10.2). Sin embargo, rga6∆ en 

Figura 52. Rescate parcial del fenotipo de la cepa mutante mok1-664 por la ausencia de Rga6 en la 
célula.  
A) Crecimiento en placa de las cepa silvestre (wt), rga6∆, mok1-664, mok1-664 rga6∆-1 y mok1-664  rga6∆-2. 
A partir de cultivos creciendo en fase exponencial, se prepararon suspensiones celulares con D.O. 4, y poste-
riormente se realizaron diluciones ¼ seriadas. Se inocularon gotas de cada una de las muestras en medio 
mínimo suplementado con todos los aminoácidos y se incubaron a la temperatura indicada durante 2-4 días. 
B) Micrografías de contraste diferencial de las cepas rga6∆, mok1-664 y mok1-664 rga6∆ . Las células están 
en fase logarítmica temprana y creciendo en medio mínimo suplementado con todos los aminoácidos a 32ºC. 
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placas suplementadas con MgCl2 se comporta de manera similar a la estirpe silvestre 

(Figura 54A), lo que sugiere que no tiene una participación relevante en esta cascada de 

señalización. Además, en colaboración con el laboratorio del Dr. José Cansado, se midió la 

activación de la MAPK Pmk1 en la cepa rga6∆ a nivel basal y se vio que es similar a la ob-

tenida en la cepa rga2∆, que a su vez no varía 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-

vación de la MAPK en las células carentes de rga6+. 

 Por lo tanto, todos los resultados sugieren que Rga6 podría regular negativamente a la 

GTPasa Rho2 en la biosíntesis del α-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 morfología de S. pombe  
  
 Además de su función en la biosíntesis del α-glucano a través de la regulación a la 

GTPasa Rho2, Rga6 podría participar en la morfogénesis celular. Las células carentes de 

esta GAP, son ligeramente más 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, 

Figura 53. Rga6 regula negativamente la biosíntesis de la pared celular.  
A) Las células rga6∆ son ligeramente más resistentes al compuesto enzimático Zymoliasa 100T. Células  
creciendo en fase exponencial de las cepas silvestre y rga6∆ se resuspendieron en agua a D.O. 1 y se incu-
baron en presencia de 25 µg/ml de Zymoliasa 100T. Se midió la D.O.600 nm cada 20 min. 
B) Análisis de la pared celular de las cepas wt y rga6∆ crecidas en medio rico YES a 32ºC. Se incubaron 6 
horas con 14C-glucosa y posteriormente se realizó el fraccionamiento de la pared como se describe en el 
apartado 9 de Materiales y Métodos. En la gráfica se representan los niveles relativos de incorporación de 
14C-glucosa en cada uno de los polímeros que forman la pared celular en las cepas silvestre y rga6∆. Los 
valores representados son la media de tres experimentos independientes. Las barras de error representan la 
desviación estándar de la incorporación de 14C-glucosa en la pared. La tabla indica los porcentajes de cada 
polímero respecto al total de glucosa incorporada. 
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que a la temperatura restrictiva se para en la fase G2 del ciclo celular y continúa creciendo 

sin dividirse (Mitchison and Creanor, 1971). Como se observa en la figura 55A, la cepa 

cdc25-22 rga6∆ es más corta y ancha que la cepa cdc25-22. También se puede observar 

que el defecto morfológico es semejante, pero más atenuado, que en la cepa              

cdc25-22 rga4∆ y opuesto al de la cepa cdc25-22 rga2∆ (Figura 55A). Todas estas obser-

vaciones sugieren que Rga6 tiene un papel en el control de la morfología celular similar al 

descrito para Rga4, muy probablemente como GAP de Cdc42. 

 Con el fin de estudiar la contribución de Rga6 a la regulación de las dimensiones celu-

lares, realizamos cepas mutantes dobles carentes de las proteínas Rga2 y Rga4 que tam-

bién están implicadas en dicho proceso. Como se observa en la figura 55B-C, la células 

rga4∆ rga6∆ son más anchas y cortas que las células rga4∆ o rga6∆, esto nos sugiere que 

ambas proteínas tienen papeles aditivos en el control de la morfología celular. La cepa 

rga2∆ rga6∆ presenta una morfología similar a la cepa rga2∆ (Figura 55B-C), lo que sugie-

re que el defecto morfológico de rga6∆ depende de la proteína Rga2. 

 La localización de GTP-Cdc42 en las cepas anteriores se realizó mediante su cruce 

con la cepa que contiene el dominio CRIB de la proteína Gic2 de S. cerevisiae fusionada a 

tres copias de la proteína verde fluorescente (3GFP) (Tatebe et al., 2008). Como se obser-

va en la figura 56A, en la cepa rga6∆ la señal de GTP-Cdc42 es más ancha en los polos 

celulares con respecto a la localización observada en la estirpe silvestre. Por otro lado,  en 

la cepa mutante doble rga4∆ rga6∆, la señal de CRIB-GFP está deslocalizada por todo el 

contorno celular, lo que provoca una despolarización casi total de la célula (Figura 56A). 

Este dato corrobora el posible papel aditivo de Rga4 y Rga6 en la regulación de Cdc42. 

Figura 54. Rga6 no participa en la 
ruta de integridad celular de S. 
pombe.  
A) Crecimiento en placa de las cepas 
silvestre (wt), rga6∆, rga2∆ y rga4∆. 
A partir de cultivos creciendo en fase 
logarítmica, se realizaron diluciones 
¼ seriadas de una suspensión de 
células de D.O. 4. Se inocularon en 
medio mínimo o suplementado con 
0,2 M MgCl2 y las placas se incuba-
ron a 32ºC durante 3 días.  
B) Células de las cepas pmk1+-
HA6His rga2∆ y pmk1+-HA6His 
rga6∆ se cultivaron hasta fase expo-
nencial en medio rico. La cantidad 
basal total y activada de Pmk1 se 
determinó por SDS-PAGE y Western 
blot, revelando con los anticuerpos 
antifosfo-p42/44 (panel superior) y 
anti-HA (panel inferior) respectiva-
mente 
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Figura 55. Papel de Rga6 en la morfología de S. pombe.  
A) En los paneles superiores se representan micrografías de contraste diferencial (DIC) de células cdc25-22, 
cdc25-22 rga2∆, cdc25-22 rga4∆ y cdc25-22 rga6∆ incubadas a 36ºC durante tres horas para bloquearlas en 
fase G2 del ciclo celular. En los paneles inferiores se representan micrografías de fluorescencia de las mis-
mas células teñidas con calcoflúor.  
B) Micrografías de contraste diferencial de las cepas rga4∆ rga6∆, rga2∆ rga6∆, rga6∆, rga2∆, rga4∆ y silves-
tre. Las células están en fase logarítmica temprana y creciendo en medio rico a la temperatura de 32ºC.  
C) Medidas de longitud y diámetro (en micrómetros) de las cepas del apartado anterior. Las medidas fueron 
realizadas en el programa Image J y se consideraron sólo células en proceso de división. Se analizaron un 
total de 80 células de cada cepa. 
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 En el caso de las células rga2∆ rga6∆, la señal de CRIB-GFP es similar a la observada 

en la cepa rga2∆, confirmando que la función de Rga6 en la regulación de la morfología 

celular a través de Cdc42 depende de Rga2 (Figura 56A). Al igual que ocurre con Rga4, las 

células que sobreexpresan rga6+ muestran una señal de CRIB-GFP más estrecha en los 

polos celulares con respecto a la cepa silvestre (Figura 56B). Todos los resultados anterio-

res apoyan la hipótesis de que Rga6 tiene un papel en el control de las dimensiones celula-

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

 

 

 

Figura 56. Localización del CRIB-GFP en cepas con distintos niveles de rga6+, rga4+ y rga2+ en S. 
pombe.  
A) Micrografías de fluorescencia de las cepas rga4∆ rga6∆, rga2∆ rga6∆, rga4∆, rga6∆, rga2∆ y wt que 
producen CRIB-GFP. Las células están en fase logarítmica temprana y creciendo en medio rico a la 
temperatura de 32ºC. 
B) Micrografías de fluorescencia de las cepas que sobreexpresan rga6+ (OE. rga6+) y rga4+ (OE. rga4+) 
y que además producen CRIB-GFP. Las células crecieron en medio mínimo suplementado con aminoá-
cidos durante 16 horas en ausencia de tiamina a 32ºC. 
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 Las GTPasas de la familia Rho en Schizosaccharomyces pombe interaccionan con 

multitud de proteínas efectoras, pero se conoce poco acerca de la regulación espacial y 

temporal de estas GTPasas. El objetivo de nuestro trabajo es estudiar esta regulación a 

través del estudio de las GAPs, reguladoras negativas de las proteínas Rho. Cuando se 

inició este proyecto, en la bibliografía 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 describió la proteína Rga4, como una 

proteína con actividad GAP para la GTPasa Cdc42 (Tatebe et al., 2008). Nosotros inicia-

mos este trabajo estudiando la proteína Rga2. Mediante estudios genéticos y bioquímicos 

hemos llegado a la conclusión de que Rga2 es una GAP específica de la GTPasa Rho2 y, 

además, participa en la morfogénesis celular, probablemente, a través de su interacción 

con la GTPasa Cdc42. 

 Rga2 contiene 1.275 aminoácidos 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 ortólogas de las GAPs de S. cerevisiae, se emparejaron las GAPs de la levadura 

de fisión con las de la levadura de gemación. Este estudio está basado en la similitud de la 

estructura primaria de estas proteínas. En el caso de Rga2, su proteína homóloga en       

S. cerevisiae es Bem3. Esta proteína presenta los mismos dominios que contiene Rga2 

(PH y RhoGAP) y un dominio PX adicional. Sin embargo, aunque estas proteínas posean 

un 23 % de identidad, no parecen desempeñar el mismo papel de regulación en la célula. 

Bem3 es una proteína 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 

proteína tenga ningún papel en la integridad de la pared celular. No obstante, estas proteí-

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-

ción (Smith et al., 2002). Las células carentes de BEM3 presentan varios defectos morfoló-

gicos como múltiples yemas o proyecciones excesivamente largas. También aparecen cé-

lulas en forma de cacahuete o con morfología 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 más largas y delgadas que las células silvestres y las célu-

las que sobreexpresan rga2+ son células más cortas y gruesas que las de la estirpe silves-

tre. Además, ambas proteínas, Bem3 y Rga2, realizan su papel morfológico mediante la 

regulación de la GTPasa Cdc42. Sin embargo, Bem3 es una GAP de Cdc42 mientras que 

Rga2  podría 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 gemación en G1, en la punta de la yema durante la emergencia, en el córtex 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 región del septo, tras el anillo de actomiosina. 

Ambas localizaciones dependen del citoesqueleto de actina y son localizaciones transito-

rias y muy dinámicas (Knaus et al., 2007). Recientemente se ha descrito que la proteína 

Ent2 en su papel de adaptador endocítico puede regular la actividad de Bem3 en la mem-

brana plasmática promoviendo su recambio endocítico (Mukherjee et al., 2009). La interac-

ción Ent2-Bem3 se realiza a través del dominio ENTH de Ent2. La sobreexpresión 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 formación del anillo de 

septinas mediante su efecto en la localización y función de la proteína Bem3. Además, en 

la cepa mutante ent2∆, Bem3-GFP se localiza de forma menos polarizada y más difusa 

que en una cepa silvestre. Por tanto, Ent2 puede contribuir a la correcta regulación y orga-

nización de Bem3 promoviendo su endocitosis (Mukherjee et al., 2009). En el caso de 

Rga2, no se ha estudiado su recambio endocítico, pero probablemente exista, ya que la 

localización de esta proteína es muy dinámica y los complejos fluorescentes de Rga2-GFP 

que se distinguen en las zonas de crecimiento activo de la célula están en continuo movi-

miento. Otra prueba del dinamismo de Rga2 es la rápida desaparición de la localización de 

esta proteína cuando tratamos a las células con Latrunculina A. En apenas diez minutos 

desaparece la proteína de los polos de las células, de igual manera que lo hace la coroni-

na, proteína asociada a la F-actina y utilizada como marcador de los parches de actina. 

 La localización de Rga2 aparece como puntos discretos en las zonas de crecimiento 

activo de la membrana plasmática. Nuestros datos indican que la región N-terminal de 

Rga2 es suficiente y necesaria para la localización de la proteína en los polos celulares. 

Desgraciadamente, en esta región no existen motivos aparentes, por lo que no ponemos 

atribuir la función de la localización de la proteína a un dominio concreto. Podría ocurrir 

que Rga2 necesitase de la interacción con otras moléculas para localizarse o transportarse 

correctamente a los polos celulares. Además, esta región N-terminal de Rga2 podría estar 

fosforilada como se ha descrito en su proteína homóloga Bem3. La región N-terminal de 

Bem3 está altamente fosforilada por la quinasa de ciclo Cdc28/Cln2 durante la emergencia 

de la yema (Knaus et al., 2007). Esta fosforilación inactiva a Bem3 para que Cdc42 se 

pueda activar específicamente y promover la polimerización 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 función en los momentos adecuados dentro del ciclo celular. Aunque no se 

ha realizado un estudio de fosforilación de Rga2, existen sitios dianas de CDKs en su re-

gión N-terminal. Concretamente hemos identificado tres posibles regiones (S143PYEK, 

S232PILK Y S336PRRK). Además, al observar Rga2-Myc mediante Western blot se apre-
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cian varias bandas correspondientes a esta proteína, pudiendo ser diferentes estados de 

fosforilación. En posteriores estudios, se podrá confirmar si Rga2 está regulada por fosfori-

lación en su región N-terminal, al igual que Bem3 . 

 El dominio PH en Rga2 es necesario para localizarse en la zona de división celular. 

Este hecho sugiere que la interacción con fosfolípidos específicos es importante para la 

localización de Rga2 en la zona del septo. Los dominios PH desempeñan un papel impor-

tante en el reclutamiento de proteínas a diversas membranas permitiéndoles así interac-

cionar con otros componentes de las rutas de transducción de señales. 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 proteínas 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 específicos 

en la membrana de la zona de división de S. pombe. 

 Por último, el dominio GAP es el encargado de la función que realiza Rga2. Las cepas 

en las que eliminamos el dominio GAP se comportan como la cepa rga2∆ (sensibles a 

MgCl2 y células más largas y delgadas que las células silvestres). Por lo tanto, la región   

N-terminal y el dominio PH desempeñan un papel de regulación en la proteína Rga2, y el 

dominio GAP es el responsable de las funciones que realiza esta proteína en la célula. 

 Rga2 es un regulador negativo específico para la GTPasa Rho2. Este dato está basa-

do en los siguientes resultados: 

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

B. Rga2 y Rho2 interaccionan físicamente. 

C. Mediante ensayos de pull- down utilizando los dominios RBD o CRIB hemos  ob-

servado que la ausencia de la proteína Rga2 ocasiona un aumento de Rho2 uni-

da a GTP, mientras que su sobreexpresión causa un descenso de la forma acti-

va de esta GTPasa. 

 Todos los resultados bioquímicos nos indican que Rga2 es una GAP específica de 

Rho2 y por tanto reguladora negativa de la señal transmitida por GTP-Rho2 a sus efecto-

res. 

 Rho2 es una GTPasa no esencial, pero participa en la regulación de la biosíntesis del 

α-glucano de la pared celular (Calonge et al., 2000) y en la regulación de la ruta MAPK de 

integridad, Mkh1-Pek1-Pmk1 (Ma et al., 2006). Su principal efector es Pck2, que también 

está implicada en la regulación de estos procesos. Puesto que Rho2 participa en varias 

rutas de señalización, decidimos estudiar si Rga2 regula a esta proteína Rho en todos los 

procesos en los que participa o por el contrario es específica de alguno de ellos. Las 

GAPs, son moléculas muy promiscuas ya que una proteína con actividad GAP puede re-
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gular a varias proteínas Rho y diferentes GAPs pueden regular a la misma proteína Rho 

(Tcherkezian and Lamarche-Vane, 2007). Un ejemplo de este último 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; Martín 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 proteínas está especializada en 

la regulación de un proceso concreto en el que participa la proteína Rho1. Lrg1 es una 

GAP que regula a Rho1 en la biosíntesis del β-(1,3)-glucano (Watanabe et al., 2001) y, 

probablemente, por su papel regulador en la pared celular, también se ha implicado en fu-

sión celular y en el proceso de separación de la célula madre y la célula hija                

(Fitch et al., 2004; Svarovsky and Palecek, 2005). Bem2 y Sac7 son las únicas GAPs que 

regulan, a través de Rho1, la ruta MAPK de integridad de la pared celular                  

(Martín et al., 2000b; Schmidt et al., 2002). Bag7 y Sac7 están implicadas en la regulación 

negativa de Rho1 en su papel organizador del citoesqueleto de actina                     

(Schmidt et al., 1997; Schmidt et al., 2002). 

 Rga2 mediante su regulación de la GTPasa Rho2 participa en la biosíntesis del         

α-glucano de la pared celular. Análisis bioquímicos y genéticos apoyan esta afirmación: 

 
A. Existe una interacción funcional entre Rga2 y Mok1/Ags1, la posible α-glucán 

sintasa que es regulada por las proteínas Rho2 y Pck2 (Calonge et al., 2000) 

(Katayama et al., 1999). La cepa mutante termosensible mok1-664 es incapaz de 

crecer a 36ºC y presenta graves defectos morfológicos. La ausencia de Rga2 es 

capaz de suprimir el defecto de crecimiento y morfológico de la cepa mutante 

mok1-664 a 32ºC, pero no a 36ºC. Esto se podría explicar por la existencia de 

unos mayores niveles de GTP-Rho2 en las células rga2∆, que activaría a Pck2 y 

así compensaría 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 α-glucano de la pared celular. Así, 

la deleción de rga2+ causa un incremento del α-glucano, concretamente un 24 % 

respecto a la cepa silvestre y, a su vez, la sobreexpresión de rga2+ causa un 

descenso en la biosíntesis de pared celular, principalmente en el α-glucano      

(30 %). 

C. La sobreexpresión de rga2+ produce acúmulos anormales de pared celular que 

se reducen en la cepa rho2∆. 

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

células a las β-glucanasas, enzimas encargadas de la degradación de la pared celular. Las 
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células carentes de rho2+ son más sensibles al tratamiento con estas enzimas que las cé-

lulas silvestres (Calonge et al., 2000). Sin embargo, la cepa rga2∆ es resistente a este tra-

tamiento. En un principio, este dato sugería que una mayor actividad de la GTPasa Rho2, 

y con ello un aumento del polímero α-glucano, podría producir una mayor resistencia a es-

te tipo de enzimas degradativas en la cepa rga2∆. Sorprendentemente, la cepa mutante 

doble rho2∆ rga2∆ sigue siendo resistente a las β-glucanasas. Esto indica que la resisten-

cia al tratamiento con Zymoliasa 100T observada en la pared de rga2∆ no es producida 

por una mayor actividad de la proteína Rho2 sino por la desregulación de otro proceso en 

el que probablemente participe Rga2 y que es independiente de Rho2. Se ha descrito que 

la resistencia a enzimas líticas 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 está limitada por el número de puentes disulfuro que se encuentra en la misma, 

además 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 formación de puentes disulfuro en las proteínas de la pared celular. Esta ca-

racterística provoca que estas cepas mutantes manifiesten resistencia a Zymoliasa    

(Vilella et al., 2005). Una posible explicación de la resistencia a este compuesto en la cepa 

rga2∆, podría ser una modificación en la composición de las proteínas que forman la pared 

celular. El análisis de los polímeros de pared en rga2∆ demuestra un aumento del galacto-

manano (36 %) con respecto a la estirpe silvestre, que podría explicar un cambio en la po-

rosidad de la pared. Para profundizar sobre esta hipótesis sería necesario un análisis más 

exhaustivo de la composición y estructura de las proteínas de la pared  y estudios que de-

terminen la cantidad de residuos SH libres que contiene la pared de células rga2∆ en com-

paración 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). Además, la dele-

ción del gen rga5+ que codifica una GAP de la GTPasa Rho1, favorece la estabilización de 

las dos proteínas 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 está regulada por otras GAPs. De hecho, en este trabajo observamos que 

en las células carentes de rga2+ se incrementa la interacción de Rho2 con su efector Pck2 

y aumenta la estabilidad de esta quinasa. Por tanto, Rga2 actúa como regulador negativo 

de la GTPasa Rho2 en la interacción y estabilización de Pck2. 

 Evidencias genéticas y bioquímicas 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 dañan la 

pared celular (calcoflúor y caspofungina) o sensibilidad al MgCl2. Sin embargo, las cepas 

mutantes dobles rho2∆ rga2∆ y mkh1∆ rga2∆ se comportaban de manera similar a las ce-

pas rho2∆ y mkh1∆, indicando que mkh1+ y rho2+ son epistáticos sobre rga2+. En este con-

texto, podemos afirmar que la ausencia de Rho2 y Mkh1 es suficiente para suprimir la hi-

persensibilidad a MgCl2, FK506 o calcoflúor de las células rga2∆, sugiriendo que estas pro-

teínas actúan por debajo de Rga2 en la misma ruta de señalización. Además, hemos de-

mostrado que el dominio GAP es esencial para el papel que desempeña Rga2 en esta ru-

ta, ya que las células carentes de este dominio son hipersensibles a MgCl2. Todos los da-

tos sugieren que la falta de Rga2 aumenta los niveles de fosforilación de la MAPK Pmk1. 

Aunque no hemos sido capaces de detectar un incremento de fosforilación de Pmk1 en la 

cepa rga2∆ respecto a una cepa silvestre, si hemos visto que en las células que sobreex-

presan rga2+, la fosforilación de Pmk1 descendió en torno a un 30-40 % con respecto a las 

células silvestres y esta MAPK no se activó bajo estrés osmótico en dichas células. Estos 

datos sugieren que Rga2 también podría actuar regulando negativamente a Rho2 en esta 

ruta de señalización. 

 Ante los datos sobre la regulación de la fosforilación de Pmk1 en cepas con diferentes 

niveles de Rga2 proponemos tres hipótesis: 

 
A. Rga2 regula a Rho2 principalmente en la biosíntesis de la pared celular y de 

manera secundaria en la ruta MAPK de integridad celular. 

B. Rga2 regula la interacción de Rho2 con su efector Pck2 y también podría 

regular la interacción de Rho2 con Pck1 aunque resultados previos parecen 

indicar que no existe tal interacción (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 fosforilación constitutiva de Pmk1 

(Barba et al., 2008). Así, la estabilización de ambas quinasas tendría efectos 

opuestos en la fosforilación de Pmk1. 

C. Rga2 no es la única GAP en la regulación negativa de la GTPasa Rho2, y 

otras proteínas pueden regular negativamente a esta GTPasa en su activa-

ción de la ruta MAPK de integridad y quizás en las demás funciones que rea-

liza Rho2 en la célula. 

 
 Siguiendo esta última posibilidad, analizamos los niveles activos de Rho2 al sobrepro-

ducir o eliminar otras posibles GAPs. El resultado fue que, además de Rga2, encontramos 

otras tres proteínas, Rga7, Rga6 y Rga4 que podrían regular negativamente a Rho2. Esta 
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redundancia tan característica de las proteínas con actividad GAP puede explicar que en 

las células carentes de rga2+, Pmk1 no esté hiperactivada. 

 Rga7 es una proteína con actividad GAP in vivo para Rho2. Las células carentes de 

rga7+ presentan un incremento del 19 % de α-glucano de la pared celular con respecto a la 

estirpe silvestre y los niveles basales de fosforilación de Pmk1 están aumentados con res-

pecto a la cepa silvestre (comunicación personal del Dr. José Cansado). Aunque estos da-

tos son muy preliminares sugieren que esta proteína puede regular a Rho2 en la ruta de 

integridad celular y en la biosíntesis de la pared celular. 

 Respecto a Rga6, esta proteína tiene un efecto mínimo en la regulación de Rho2. Las 

células carentes de rga6+ presentan un débil incremento en los niveles activos de Rho2 y 

un ligero aumento del polímero α-glucano (16 %) con respecto a la estirpe silvestre. Ade-

más estas células mejoran la morfología y el defecto de crecimiento de la cepa mutante 

mok1-664. A diferencia de las células rga2∆, las células rga6∆ no manifiestan sensibilidad 

al MgCl2 y no se produce una mayor fosforilación de la MAPK Pmk1. Estos datos sugieren 

que Rga6 tiene un papel secundario en la biosíntesis del α-glucano y no participa en la ru-

ta MAPK de integridad celular. 

 Otra proteína con actividad GAP para Rho2 es Rga4. Esta proteína está descrita co-

mo reguladora negativa de 

Cdc42 y es importante para 

el control de las dimensiones 

celulares (Das et al., 2007; 

Tatebe et al., 2008). Las cé-

lulas carentes de rga4+ son 

hipersensibles a MgCl2 y pre-

sentan un incremento signifi-

cativo de los niveles de fos-

forilación basales y bajo es-

trés osmótico de Pmk1. Ade-

más, este incremento es de-

pendiente de la GTPasa 

Rho2 y del dominio GAP de 

Rga4. Sin embargo, no ob-

servamos que esta proteína  

tenga un papel en la regula-

ción de la pared celular. Por 

tanto, los datos sugieren que 
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Figura 57. Modelo esquemático de la participación de las 
GAPs, Rga2, Rga4, Rga6 y Rga7 en los procesos celulares 
que regula la GTPasa Rho2 en S. pombe. 
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Rga4 y ,probablemente, Rga7 sean otras GAPs importantes en la regulación de Rho2 en 

la ruta de integridad celular (Figura 57). 

 En resumen, la GTPasa Rho2 está regulada por al menos cuatro proteínas: Rga2, 

Rga7, Rga6 y Rga4. Todas ellas participan de una u otra forma en los distintos procesos 

en los que ejerce su función Rho2. En la regulación de la biosíntesis de pared celular, 

Rga2 parece ser la más importante mientras que Rga7 y Rga6 tienen un papel minoritario 

y Rga4 no tiene ningún papel. En la ruta MAPK Mkh1-Pek1-Pmk1 de integridad celular 

Rga4 y, quizás, Rga7 podrían ser las más importantes, Rga2 participaría de forma secun-

daria y Rga6 no participaría. 

 En la bibliografía se han descritos ejemplos en los que varias GAPs regulan, en mayor 

o menor medida, un determinado proceso. La proteína Bem3, es una GAP de Cdc42 en la 

levadura de gemación y contribuye de manera importante a la regulación 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 desempeñan papeles diferentes en algunos procesos, como Rga1 en el cre-

cimiento invasivo y Bem3 en la regulación del crecimiento polarizado durante la conjuga-

ción, y redundantes en otros, como la regulación de las septinas, en las que participan las 

tres proteínas, 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-

teínas con actividad GAP sobre Rho2, rga2+, rga4+, rga6+ o rga7+, se aprecia un descenso 

de la cantidad total de Rho2. Esto podría ser debido a que Rho2 estuviese regulada por 

degradación una vez activada. En células animales existen varios ejemplos de regulación 

de proteínas Rho por degradación (Schwamborn et al., 2007; Wang et al., 2003b) 

y ,recientemente, se ha publicado que la proteína Rdi1, la única proteína GDI de              

S. cerevisiae, regula la degradación de la GTPasa Rho4 a través de la vía proteolítica que 

incluye el proteasoma, las proteasas vacuolares y la quinasa Ygk3 (homóloga a la quinasa 

de la glucógeno sintasa 3β) (Tiedje et al., 2008). Serán necesarios experimentos adiciona-

les para estudiar en profundidad esta posible regulación por degradación de la GTPasa 

Rho2. 

 Rga2 regula además la morfogénesis celular de manera independiente a la GTPasa 

Rho2. Las alteraciones morfológicas causadas por la eliminación del gen rga2+ ocurren 

también en ausencia de esta GTPasa y sugerimos que puede ser debido a una disminu-

ción de los niveles de Cdc42 activa. Rga2 y Cdc42 interaccionan físicamente y un aumen-

to de la cantidad de Cdc42 corrige parcialmente el fenotipo morfológico de la cepa rga2∆.  

Además, la deleción de Rga4, la única GAP descrita para Cdc42 (Tatebe et al., 2008) cau-
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sa un fenotipo opuesto al de la cepa rga2∆, con células más anchas y más cortas que una 

estirpe silvestre (Das et al., 2007). La cepa mutante doble rga2∆ rga4∆ compensa el fenoti-

po morfológico de las cepas rga2∆ y rga4∆, sugiriendo un papel antagonista de ambas 

proteínas en la regulación de las dimensiones celulares mediada, probablemente, por la 

GTPasa Cdc42. Además, Rga2 y Rga4 se localizan en áreas opuestas de la célula. Rga2 

se localiza en las zonas de crecimiento activo, mientras que Rga4 se excluye de las áreas 

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 

localización de Rga2 en ambos polos celulares ya que las células pom1∆ crecen por un 

sólo polo y Rga2 se localiza únicamente en el polo de crecimiento. Sin embargo, se desco-

noce si existe una interacción directa entre estas proteínas, 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 regulación positiva que realiza Rga2 sobre Cdc42 podría ser directa o indirecta a 

través de otras proteínas. En células animales se han descrito GAPs que a través de sus 

dominios DH y PH pueden activar a proteínas Rho y por tanto actuar como GEF         

(Moon and Zheng, 2003). Rga2 no contiene un dominio DH, importante para la activación 

de las GTPasas Rho, por lo que parece improbable que éste sea el mecanismo. Otra posi-

bilidad es que Rga2 regule a una proteína GEF que a su vez regule la activación de Cdc42 

en la morfogénesis celular. Las dos proteínas 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 scd1∆ rga2∆ pre-

senta células más polarizadas que el mutante sencillo scd1∆ (Figura 58). Esto sugiere que 

ambas proteínas no participan en la misma ruta de señalización y los fenotipos se comple-

mentan parcialmente. Si bien, la falta de ambas proteínas disminuye la actividad de 

Cdc42. La deleción de gef1+ origina células ligeramente más largas que una cepa silvestre 

(Coll et al., 2003) aunque no tanto como la de rga2+. Sorprendentemente, la cepa mutante 

doble gef1∆ rga2∆ presenta células similares a gef1∆, más cortas que las del mutante sen-

cillo rga2∆ (Figura 58). Aunque todavía faltan muchas incógnitas por resolver, podría ser 

que Rga2 regulase las dimensiones celulares a través de la interacción con la proteína 

Gef1 favoreciendo su efecto sobre Cdc42. 

 Otra proteína con un posible papel en el proceso de la morfogénesis celular es Rga6. 

Las células carentes de rga6+ son un 11 % más cortas y un 8 % más anchas que las célu-

las silvestres. Además, la sobreexpresión de rga6+ provoca una reducción del diámetro 

celular en los polos de crecimiento. Estos datos son similares a los resultados descritos 

para Rga4: Las células carentes de Rga4 son un 20 % más cortas y un 33 % más anchas 
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que la estirpe silvestre (Das et al., 2007) y la sobreexpresión de Rga4 produce un estre-

chamiento en los polos celulares (Tatebe et al., 2008). Las medidas de las dimensiones 

celulares de Rga6 indican que la contribución que realiza sobre la morfogénesis de la célu-

la es menor que la desempeñada por Rga4. Es importante mencionar el efecto aditivo de 

la eliminación simultánea de ambas GAPs que causa unas células más despolarizadas y 

redondeadas que la eliminación individual de cualquiera de ellas. El papel de Rga6 en la 

morfogénesis lo podría realizar a través de la regulación de la GTPasa Cdc42. Hemos de-

mostrado que Rga6 y Cdc42 interaccionan por el ensayo de doble híbrido y Rga6 muestra 

actividad GAP in vitro sobre esta GTPasa (datos no presentados). 

 Por tanto, además de Rga4, proponemos que Rga2 y Rga6 son GAPs involucradas en 

la regulación de la morfología celular a través de su interacción con la GTPasa Cdc42. 

Rga4 y Rga6 actuando como reguladores negativos de esta GTPasa y Rga2 participando 

en una regulación positiva de Cdc42, quizá a través de la proteína Gef1. Como ya he men-

cionado anteriormente, la cepa mutante doble rga2∆ rga4∆ presenta unas dimensiones 

celulares similares a una cepa silvestre, sugiriendo efectos opuestos de las dos proteínas 

en el mismo proceso. En el caso de rga2∆ rga6∆, las células muestran un fenotipo pareci-

do a rga2∆, por lo que el defecto morfológico de rga6∆ dependería de la proteína Rga2. 

Como ya se ha mencionado, las células de la cepa mutante doble rga4∆ rga6∆ son células 

casi redondas lo que sugiere que ambas proteínas realizan un papel aditivo en el control 

de la morfología celular. 

 La localización de Rga6 es parecida a la de Rga4  ya que ambas están excluidas de 

Figura 58. Rga2 podría regular positivamente a la GTPasa Cdc42 a través de la proteína GEF, 
Gef1. Micrografías de contraste diferencial (DIC) de las siguientes cepas: wt, rga2∆, scd1∆, gef1∆, 
scd1∆ rga2∆ y gef1∆ rga2∆. Células en fase logarítmica crecidas en medio rico a 32ºC. 

rga2∆ scd1∆ gef1∆

scd1∆ rga2∆ gef1∆ rga2∆wt

rga2∆ scd1∆ gef1∆

scd1∆ rga2∆ gef1∆ rga2∆wt
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las zonas de crecimiento. Sin embargo, Rga4 tiene una localización más restringida a la 

zona central de la célula (Tatebe et al., 2008) mientras que Rga6 se extiende más en el 

contorno de la célula sugiriendo que podría desempeñar la regulación a Cdc42 en las 

áreas donde no apreciamos Rga4. 

 La localización de Rga6 y Rga4 es opuesta a la localización de Rga2 que está muy 

concentrada en los polos de crecimiento. Al realizar un fraccionamiento subcelular utilizan-

do gradientes continuos de sacarosa, hemos observado que Rga2 es una proteína mayori-

tariamente de membrana plasmática, mientras que Rga6 y Rga4 se localizan fundamental-

mente en las mismas fracciones que Pep12 (Figura 59). Pep12 es una t-SNARE homóloga 

de la sintaxina de mamíferos (Takegawa et al., 2003). En S. cerevisiae, Pep12 interviene 

en el acoplamiento de vesículas del Golgi a los endosomas tempranos (Becherer et al., 

1996; Kienle et al., 2009; Takegawa et al., 2003). Por tanto, Rga6 y Rga4 podrían locali-

zarse en endosomas. Esto supone que realizarían la regulación de Cdc42 en endosomas. 

En este sentido, ya se ha descrito que la fracción de la GTPasa Ras1 localizada en endo-

membranas es la que participa en la ruta del control de la morfogénesis celular junto con la 

proteína 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 fisión: la conjugación a través de la 

Figura 59. Rga4-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 proteína del retículo endoplásmico).  
A) Análisis 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 plasmática), anti-Pep12 
(marcador de endosomas) y anti-GFP. Los números situados a la derecha de los paneles indican la 
masa molecular de las proteínas en kDa.  
B) Análisis 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 interacción 

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 plasmática. 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 sitúa en la membrana plasmáti-

ca es el involucrado en la conjugación (Onken et al., 2006). Por tanto, la localización de 

Rga6 y Rga4 en endosomas, sugiere que estas proteínas podrían estar formando parte de 

la ruta de señalización morfológica que controla Ras1. 

 Una posible forma de regulación de las locaciones de estas proteínas con actividad 

GAP sería la regulación por Cdk1. Cdk1 directamente controla varios componentes regula-

dores de la GTPasa Cdc42 para promover el crecimiento polarizado y los cambios morfo-

lógicos dentro del ciclo celular de la levadura de gemación (Moseley and Nurse, 2009). En 

S. cerevisiae, Cdk1 (Cdc28) puede inducir cambios morfológicos regulando positivamente 

a la proteína 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 proteínas GEF y GAP, pero probablemente pueda tener lugar este 

tipo de regulación ya que Gef1, Rgf1, Rga2, Rga6 y Rga4 tienen múltiples sitios consenso 

de fosforilación de Cdk1. 

 La localización diferencial en la célula de Rga2, Rga6 y Rga4 puede ser un hecho im-

portante para la regulación de las dimensiones celulares a través de la GTPasa Cdc42. En 

S. cerevisiae se ha diseñado un modelo matemático para caracterizar la polaridad y morfo-

logía en función de la distribución dinámica de proteínas polarizadas tomando como mode-

lo la GTPasa Cdc42 constitutivamente activa (Marco et al., 2007). Se considera que la 

combinación y el equilibrio entre los procesos de transporte polarizado, difusión y endocito-

sis es suficiente para una correcta distribución de las proteínas polarizadas y en definitiva 

para una adecuada morfología celular (Marco et al., 2007). Es posible que la localización 

diferencial de estas tres proteínas con actividad GAP, regulada por la combinación de 

transporte polarizado, difusión y endocitosis, sea necesaria para que la actividad de Cdc42 

esté regulada en el tiempo y en el espacio y puedan así controlarse las dimensiones celu-

lares. 

 Experimentos futuros nos permitirán descifrar el mecanismo preciso de localización    

y/o activación por el cual estas GAPs ejercen una regulación espacial de la GTPasa Cdc42 

que condiciona las dimensiones celulares. 
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Conclusiones 
 
1. Rga2 es una GAP específica de la GTPasa Rho2 y actúa regulándola negativamente en 

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

 
2. Rga2 se localiza en la membrana plasmática de los polos celulares y de la zona de divi-

sión. La región N-terminal y el dominio PH de Rga2 son necesarios para su correcta locali-

zación. 

 
3. Rga2 participa en el control de las dimensiones celulares, probablemente mediante su 

interacción con la GTPasa Cdc42 y tiene funciones opuestas a la proteína 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 activación de la ruta 

de MAPK de integridad. 

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

de la célula y participa en la regulación de la morfología y la integridad celular. 
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ESTIRPE GENOTIPO ORIGEN 

Schizosaccharomyces pombe   

PPG0102 h-  leu1-32  Colección laboratorio 

PPG0103 h+  leu1-32 ura4-D18   Colección laboratorio 

PPG4581  h- leu1-32  ura4-D18  rga2::ura4+ Este trabajo 

PPG5927  h- leu1-32  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+-∆GAP-GFP:kanMX6  Este trabajo 

PPG4473 h- leu1-32 ura4-D18  rga2+-∆PH-GFP:kanMX6   Este trabajo 

PPG4401 h- leu1-32 ura4-D18  rga2+-∆PH∆GAP -GFP:kanMX6               Este trabajo 

PPG4471 h- leu1-32 ura4-D18  rga2+-∆N -GFP:kanMX6                                 Este trabajo 

PPG6015  h- leu1-32  ura4-D18 pxl1::ura4+ cherryRFP-pxl1+:leu1+ Colección laboratorio 

PPG4418 h- leu1-32  ura4-D18 pxl1::ura4+ cherryRFP-pxl1+:leu1+ rga2+-GFP:kanMX6    Este trabajo 

PPG5241 h- leu1-32 ura4-D18   tea1:: ura4+                            P. Nurse 

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

PPG5901 h- leu1-32 ura4-D18  rga2+-GFP:kanMX6  tea1::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-rho1+                                                                      Colección laboratorio 

1. Microorganismos utilizados 
  
 El presente trabajo se ha realizado principalmente con la levadura de fisión             

Schizosaccharomyces pombe. Todas las cepas se recogen en la Tabla I, donde se detalla 

su procedencia y su genotipo. Para la realización de los experimentos de interacción de 

proteínas mediante el sistema del doble híbrido 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 –78ºC. Para los trabajos de 

clonación molecular se utilizó la estirpe DH5α de Escherichia coli. Las cepas de E. coli se 

conservan a –78ºC en glicerol al 50 %. 

Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo. 
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ESTIRPE GENOTIPO ORIGEN 

PPG4714  h+  leu1-32 ura4-D18  HA-cdc42+:kanMX6    Colección laboratorio 

PPG5848 h- leu1-32 ura4-D18  rga2::ura4+  HA-rho2+:KanMX6                           Este trabajo 

PPG5850 h- leu1-32 ura4-D18  rga2::ura4+  HA-cdc42+:KanMX6                             Este trabajo 

PPG4477  h- leu1-32  ade6  rga2:: KanMX6  HA-rho1+  Este trabajo 

PPG5933 h-  leu1-32  ura4-D18   rga2+-myc:KanMX6                                           Este trabajo 

PPG5963 h-  leu1-32  ura4-D18   rga2+-myc:KanMX6  HA-rho2+:KanMX6           Este trabajo 

PPG3909  h+ leu1-32  ura4-D18   mok1-664                                                     Colección laboratorio 

PPG5931 h+ leu1-32 ura4-D18   mok1-664  rga2::KanMX6 Este trabajo 

PPG5932 h- leu1-32 ura4-D18   mok1-664  rga2::KanMX6 Este trabajo 

PPG0370  h- leu1-32  ura4-D18  ade6  rho2::ura4+                                                             Colección laboratorio 

PPG2370  h+ leu1-32  ura4-D18  ade6  mkh1::ura4+                                                     Colección laboratorio 

PPG4423 h+ leu1-32  ura4-D18  ade6  rga2::KanMX6  rho2::ura4+ Este trabajo 

PPG4425 h+ leu1-32  ura4-D18  ade6  rga2::KanMX6  mkh1::ura4+ Este trabajo 

PPG4460  h+ leu1-32  ura4-D18  ade6-M216  pmk1+-HA6His:ura4+                                          Colección laboratorio 

PPG4461  h- leu1-32  ura4-D18  ade6-M216  pmk1+-HA6His:ura4+  rga2::KanMX6  Este trabajo 

PPG4427  h+ leu1-32  ura4-D18  ade6-M216  pmk1+-HA6His:ura4+  rho2::KanMX6 Este trabajo 

PPG4430 h- leu1-32 ade6-M216  pmk1+-HA6His:ura4+ rho2::KanMX6 rga2::KanMX6  Este trabajo 

PPG0301 h- leu1-32 cdc3-319                                                                           P. Nurse 

PPG0304  h- ade6  cdc8-117                                                                                P. Nurse 

PPG6650 h+ leu1-32 ura4-D18  rga2+-GFP:kanMX6  cdc3-319                            Este trabajo 

PPG6651  h+ leu1-32 ura4-D18  rga2+-GFP:kanMX6  cdc8-117                                  Este trabajo 

PPG0742 h- leu1-32 ura4-D18 rga3::leu+                                                        Colección laboratorio 

PPG3906 h- leu1-32 ura4-D18 rga6::ura4+                                            K. Nakano 

PPG6149  h- leu1-32 ura4-D18 rga7::ura4+  Este trabajo 

PPG6655 h- leu1-32 ura4-D18 rga3::leu1+ HA-rho2+:KanMX6                              Este trabajo 

PPG4572 h- leu1-32 ura4-D18 rga6::ura4+  HA-rho2+:KanMX6                              Este trabajo 

PPG4464  h- leu1-32 ura4-D18 rga7::ura4+  HA-rho2+:KanMX6                           Este trabajo 

PPG4711 h+leu1-32 ura4-D18  ade6  HA-cdc42+:ura4+                                               Colección laboratorio 

PPG4549 h+ leu1-32 ura4-D18  GFP-rho2+:KanMX6                                                          Este trabajo 

PPG6153 h- leu1-32 ura4-D18  P41nmt-HA-pck2+:KanMX6  GFP-rho2+:KanMX6                 Este trabajo 

PPG6162  h+ leu1-32 ura4-D18  P41nmt-HA-pck2+:KanMX6  GFP-rho2+:KanMX6  
rga2::ura4+      Este trabajo 

Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo (continuación). 
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ESTIRPE GENOTIPO ORIGEN 

PPG6158 h- leu1-32 ura4-D18  P41nmt-HA-pck2+:KanMX6  rga2::ura4+                          Este trabajo 

PPG5864 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6 rho2::KanMX6 rga2::ura4+                                                          Este trabajo 

PPG5670 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6 for3+-3GFP:ura4+                                                           S. Martin 

PPG6608 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6 rga2::KanMX6 for3+-3GFP:ura4+                                                          Este trabajo 

PPG2568 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6 for3::KanMX6                                                          B. Feierbach 

PPG6614 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6 for3::KanMX6 rga2::ura4+                                                          Este trabajo 

PPG1848 h- leu1-32 ura4-D18  rga4::KanMX6                            Colección laboratorio 

PPG4412 h- leu1-32 ura4-D18  rga4::KanMX6  rga2::ura4+                          Este trabajo 

PPG6901 h- leu1-32 ura4-D18  rga4+-GFP:KanMX6                            Colección laboratorio 

PPG7114 h- leu1-32 ura4-D18  rga4+-GFP:KanMX6 HA-rho2+:KanMX6                            Este trabajo 

PPG4465 h- leu1-32 ura4-D18  rga4::KanMX6 HA-rho2+:KanMX6                            Este trabajo 

TS310 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6-M216  pck2::HygR  pmk1+-HA6H::ura4+   Este trabajo 

MI200 h+ leu1-32  ura4-D18  ade6-M216  pmk1+-HA6H::ura4+   Madrid et al., 2006 

MI201 h- leu1-32  ura4-D18  ade6-M210  pmk1+-HA6H::ura4+   Madrid et al., 2006 

TS320 h- leu1-32  ura4-D18 ade6-M210   rga4::KanMX6   pmk1+-HA6H::ura4+   Este trabajo 

MI700 h+ leu1-32  ura4-D18 ade6-M216  rho2::KanR  pmk1+-HA6H::ura4+   Barba et al., 2008 

TS311 h+ leu1-32  ura4-D18  ade6-M216  rho2::KanR  rga4::KanR  pmk1+-HA6H::ura4+   Este trabajo 

TS312 h+ leu1-32  ura4-D18  ade6-M216  pck2::HygR  rga4::KanR   pmk1+-HA6H::ura4+   Este trabajo 

PPG3906 h- leu1-32 ura4-D18 ade6 rga6::ura4+                          K. Nakano 

PPG4510 h- leu1-32 ura4-D18 ade6 rga6::KanMX6                          P. Nurse 

PPG4537 h-  leu1-32 ura4-D18  rga6+-GFP:KanMX6                            Este trabajo 

PPG4552 h-  leu1-32 ura4-D18  rga6+-GFP:KanMX6  tea1::ura4+                            Este trabajo 

PPG4556 h-  leu1-32 ura4-D18  rga6+-GFP:KanMX6  pom1::ura4+                            Este trabajo 

PPG7524 h- leu1-32 ura4-D18 SPAC1B2.03c+-GFP:KanMX6  rga2+-HA:KanMX6                          Este trabajo 

PPG7525 h- leu1-32 ura4-D18 SPAC1B2.03c+-GFP:KanMX6  rga6+-HA:KanMX6                          Este trabajo 

PPG7528 h- leu1-32 ura4-D18 SPAC1B2.03c+-GFP:KanMX6  rga4+-HA:KanMX6                          Este trabajo 

PPG7113 h- leu1-32 ura4-D18 rga6+-GFP:KanMX6 HA-cdc42+::ura4+                          Este trabajo 

PPG7138 h- leu1-32 ura4-D18  rga6+-GFP:KanMX6  myc-rho3+::KanMX6                          Este trabajo 

PPG6641 h+ leu1-32 ura4-D18  myc-rho3+::KanMX6                          Este trabajo 

PPG4405 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6  rga6+-GFP::KanMX6   HA-rho1+                       Este trabajo 

Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo (continuación). 
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ESTIRPE GENOTIPO ORIGEN 
PPG4410 h+ leu1-32 ura4-D18   rga6+-GFP:KanMX6   HA-rho2+:KanMX6                       Este trabajo 

PPG4572 h+ leu1-32 ura4-D18   rga6::ura4+   HA-rho2+:KanMX6                       Este trabajo 

PPG4568 h+ leu1-32 ura4-D18   rga6::ura4+   HA-cdc42+:KanMX6                       Este trabajo 

PPG7159 h+ leu1-32 ura4-D18  myc-rho3+:KanMX6   rga6::ura4+                       Este trabajo 

PPG6440 h- leu1-32 ura4-D18 HA-rho4+:ura4+                 Colección laboratorio 

PPG7133 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6  rga6::KanMX6   HA-rho4+:ura4+                       Este trabajo 

PPG7135 h+ leu1-32 ura4-D18 ade6  rga6::KanMX6   HA-rho1+                       Este trabajo 

PPG3915 h- leu1-32 ura4-D18 mok1-664 rga6::ura4+                          Este trabajo 

PPG6618 h+ leu1-32 ura4-D18 cdc25-22 rga2::KanMX6                          Este trabajo 

PPG0149 h+  cdc25-22                Colección laboratorio 

PPG3930 h+ leu1-32 ura4-D18 cdc25-22 rga6::ura4+                          Este trabajo 

PPG7566 h+ leu1-32 ura4-D18 cdc25-22 rga4::KanMX6                          Este trabajo 

PPG5841 h+ leu1-32 ura4-D18  rga2::ura4+  rga6::KanMX6                       Este trabajo 

PPG5843 h+ leu1-32 ura4-D18  rga6::ura4+  rga4::KanMX6                       Este trabajo 

PPG7149 h+ leu1-32 ura4-D18  crib-3GFP:ura4+  rga2::KanMX6                       Este trabajo 

PPG7151 h+ leu1-32 ura4-D18  crib-3GFP:ura4+  rga4::KanMX6                       Este trabajo 

PPG7150 h+ leu1-32 ura4-D18  crib-3GFP:ura4+  rga6::KanMX6                       Este trabajo 

PPG6555 h+ leu1-32 ura4-D18  crib-3GFP:ura4+                       K. Shiozaki 

PPG7554 h+ leu1-32 ura4-D18  crib-3GFP:ura4+  rga6::KanMX6  rga2::ura4+                       Este trabajo 

PPG7548 h+ leu1-32 ura4-D18  crib-3GFP:ura4+  rga4::KanMX6  rga2::ura4+                       Este trabajo 

PPG7563 h+ leu1-32 ura4-D18  crib-3GFP:ura4+  rga4::KanMX6  rga6::ura4+                       Este trabajo 

PPG2517 h+ leu1-32 ura4-D18  gef1::KanMX6                       Colección laboratorio 

PPG2601 h+ leu1-32 ura4-D18  gef1::ura4+                       Colección laboratorio 

PPG3637 h+ leu1-32 ura4-D18  scd1::KanMX6                       Colección laboratorio 

PPG4303 h+ leu1-32 ura4-D18  scd1::ura4+                       Colección laboratorio 

PPG6625 h+ leu1-32 ura4-D18  gef1::ura4+ rga2::KanMX6                      Este trabajo 

PPG7153 h+ leu1-32 ura4-D18 rga2::ura4+ gef1::KanMX6                      Este trabajo 

PPG6630 h+ leu1-32 ura4-D18 rga2::ura4+ scd1::KanMX6                      Este trabajo 

PPG7503 h+ leu1-32 ura4-D18 scd1::ura4+ rga2::KanMX6                      Este trabajo 

Saccharomyces cerevisiae   

Y190 MATa gal4 gal80 his3 trp1-901 ade2-101 ura3-52 leu2-3,-112 ura3::gal1→LacZ 
lys2::gal(UAS) →his3 cyhr Colección laboratorio 

Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo (continuación). 
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Tabla I: Cepas utilizadas en este trabajo (continuación). 
ESTIRPE GENOTIPO ORIGEN 
Escherichia coli   

DH5α F- φ80dlacZ∆M 15, ∆(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk-, 
mk+), phoA, supE44, I-, 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 sólidos se prepararon añadiendo agar a 

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

(Milli-Rho) y esterilizados en el autoclave. 

 
♦ Medio YES (medio rico). Se utilizó rutinariamente para el crecimiento vegetati-

vo de S. pombe. Su composición es: glucosa al 3 % y extracto de levadura al 

0,5 %. El medio es suplementado con leucina, histidina, adenina, lisina y uracilo 

(250 mg/l). 

 
♦ Medio YES+G. Se utilizó para la selección de cepas de S. pombe transforma-

das con el marcador de resistencia a geneticina. Su composición es la del me-

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

 
♦ Medio YES+KCl. Este medio se utilizó para realizar los tratamientos de choque 

osmótico salino en los ensayos de determinación de la actividad de Pmk1. Su 

composición es la del medio YES al que se añade una concentración final de 

0,6 M de KCl. 

 
♦ Medio mínimo (MM). Se utilizó como medio en los experimentos de transfor-

mación de cepas de S. pombe auxótrofas para leucina o uracilo. Para llevar a 

cabo los experimentos de sobreexpresión con el promotor del gen nmt, las célu-

las se cultivaron en medio mínimo con los suplementos adecuados y tiamina    

(5 μg/l), consiguiendo la represión del promotor (Maundrell, 1990). Posterior-

mente, las células se lavaron 4 veces con agua estéril y se reinocularon en me-

dio mínimo sin tiamina, provocando la inducción del promotor y la expresión del 

gen regulado por él. La composición del medio es la siguiente: Glucosa al 2 %, 

ftalato monopotásico 0,3 %, Na2HPO4 al 0,22 %, NH4Cl al 0,5 %. Esta disolu-
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ción se esteriliza en el autoclave y posteriormente se le añaden diferentes canti-

dades de las soluciones concentradas de sales, minerales y vitaminas, que han 

sido esterilizados previamente por filtración: 

 
• Solución concentrada de sales (50X): 0,26 M MgCl2·6H2O, 5 mM 

Cl2Ca·2H2O, 0,67 M KCl y 14 mM Na2SO4. 

 
• Solución concentrada de minerales (10.000X): 81 mM H3BO3, 23,7 

mM MnSO4, 14 mM ZnSO4·7H2O, 7,4 mM FeCl3·6H2O, 2,5 mM 

MoO4·2H2O, 6 mM KI, 1,6 mM CuSO4·5H2O y 47,6 mM ácido cítrico. 

 
• Solución concentrada de vitaminas (1000X): 81,2 mM ácido nicotíni-

co, 55,5 mM inositol, 40,8 mM biotina y 4,2 mM ácido 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 esporulación (MEA). Usado para inducir la conjugación y la esporu-

lación en S. pombe. Su composición 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 osmótico, 

se añadió a una concentración de 1,2 M previamente a la esterilización del medio de culti-

vo. Otros compuestos como el calcoflúor, la caspofungina y el cloruro magnésico se aña-

dieron al medio esterilizado a la concentración final deseada. 

 Para los ensayos de dependencia de la localización de proteínas con respecto a la ac-

tina se usó la droga Latrunculina A a una concentración de 50 μM en cultivos de medio 

YES líquido, partiendo de una solución madre preparada en DMSO a una concentración de 

5 mM.  Para estudiar la localización de Rga2 tras el tratamiento con drogas que afectan al 

citoesqueleto de microtúbulos se utilizó el compuesto metil benzimidazol carbamato (MBC) 

a una concentración de 25 µg/ml en cultivos de medio YES líquido, partiendo de una solu-

ción madre preparada en DMSO a una concentración 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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♦ Medio rico (YEPD). Usado para el crecimiento vegetativo de S. cerevisiae. Su 

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

 
♦ Medio mínimo (YNB). Su composición es: base nitrogenada sin aminoácidos al 

0,67 %, glucosa al 2 %. Para seleccionar los clones his+ en el ensayo de doble 

híbrido, se utilizó el medio YNB suplementado con 3AT (3-aminotriazol, Sigma 

A8056) a una concentración de 40 mM. Para mantener la presión selectiva en 

las estirpes transformadas con plásmidos, se empleó una mezcla comercial de 

aminoácidos (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 utilizó para el crecimiento rutinario de E. coli. Su 

composición es: Triptona al 1 %, extracto de levadura al 0,5 % y NaCl al 1 %. 

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

 
♦ Medio 2XYT. Su composición es: Triptona al 1,6 %, extracto de levadura al 1 % 

y NaCl al 1 %. 

 
 La selección de clones resistentes a antibióticos se realizó suplementando los medios 

con ampicilina (100 μg/ml). 

 
3. Condiciones y estimación 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 preinóculo en medio líquido al que se 

dejaba alcanzar la fase exponencial y posteriormente se inoculaba el cultivo a analizar par-

tiendo del preinóculo. Todos los cultivos se incubaron a la temperatura requerida por el ex-

perimento concreto, normalmente 25ºC, 28ºC, 32ºC o 36ºC. En el caso de los cultivos líqui-

dos, los matraces se mantuvieron con una agitación de entre 200 y 250 rpm y el volumen 

de cultivo no superó 1/4 del volumen del matraz, para permitir su correcta aireación. El cre-

cimiento en medio líquido se determinó mediante lectura de la absorbancia del cultivo a 

600 nm en un espectrofotómetro (BioRad Smart- Spec 3000). Se emplearon curvas de cali-

bración obtenidas previamente en el laboratorio según las cuales una densidad óptica de 

0,13 equivale aproximadamente a 1 x 107 células/ml de S. pombe. El mantenimiento de las 
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cepas se realizó por resiembra en placas de medio sólido. 

 
3.2. Condiciones de crecimiento para E. coli 
  
 Las células de E. coli se incubaron en medio líquido con agitación orbital a una tempe-

ratura de 37ºC. Para el crecimiento en medios sólidos las células se incubaron en estufas a 

37ºC. 

 
4. Detección de la actividad β-galactosidasa en placa 
 
 Durante el escrutinio realizado con el sistema del doble híbrido se analizó la actividad 

β-galactosidasa de las colonias capaces de crecer en medio sin leucina ni triptófano si-

guiendo el proceso descrito (Durfee et al., 1993). Las colonias se transfirieron a filtros de 

nitrocelulosa, se permeabilizaron por inmersión de nitrógeno líquido durante 5 segundos y 

se depositaron sobre un papel Whatman 3MM humedecido en solución Z               

(Na2HPO4 8,53 g/l, NaH2PO4 5,08 g/l, KCl 0,75 g/l, 0,12 g/l MgSO4 y 2,7 ml                         

2-β-mercaptoetanol) con 1 mg/ml de X-Gal (American Biorganics). Los filtros se incubaron 

a 36ºC de 1 a 5 horas para verificar la coloración azulada de las colonias. 

 
5. Métodos genéticos 
 
5.1. Conjugación y obtención de diploides 
  
 Para inducir la conjugación entre dos cepas de S. pombe, se usaron estirpes heterotá-

licas de tipo sexual opuesto (h+ o h-) incubadas durante 24 horas en placa de medio YES. 

Se recogió aproximadamente la misma cantidad de células de cada cepa y se mezclaron 

en un pequeño volumen de agua estéril (25 μl). A continuación, se depositó la suspensión 

de células en una placa de MEA. Los zigotos se originan al cabo de 12-20 horas e inmedia-

tamente sufren meiosis y esporulación, formando ascas con 4 ascosporas al cabo de 1-2 

días de incubación a 28ºC. 

 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 complementación intragénica. A las 

10-12 horas después de haber preparado el cruce, cuando la conjugación 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 sólo 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 así aislados se mantienen en YES para inhibir su esporulación, reestriándolos cada 

2-3 días en medio fresco. Antes de realizar cualquier experimento con ellos, se comprueba 

su genotipo mediante réplicas en medio mínimo 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-

gación incubadas durante 2 días a 28ºC en placas de MEA, y se trataron con 20 - 50 unida-

des de glusulasa (PerkinElmer Life Sciences Inc.) durante toda la noche en agitación a 

temperatura ambiente. Este tratamiento destruye las paredes celulares de las células vege-

tativas, sin afectar a las ascosporas, que poseen una pared más resistente. Se recogieron 

las esporas por centrifugación 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 cámara Thoma se estimó el número 

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 días a 25ºC-28ºC. Mediante réplica en diferentes medios selectivos o a distintas 

temperaturas se seleccionaron las estirpes con el genotipo deseado.  

 
5.3. Aislamiento de ascosporas mediante micromanipulación: Análisis 
de tétradas 
 
 Con el fin de determinar los productos de la segregación meiótica se realizó el análisis 

de tétradas de los diploides esporulados. El proceso se llevó a cabo con un micromanipula-

dor automático (Singer MSM System Series 200) de la forma siguiente: Se resuspendió 

una pequeña cantidad de cultivo esporulado en 200 μl de agua estéril y se extendieron 5 μl 

en un extremo de una placa de YES. Se recogieron ascas y se depositaron en una zona de 

la placa libre de células. Se incubó la placa durante 4-6 horas a 25ºC o 32ºC. 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 días a 25ºC o 28ºC. Finalmente, para realizar el estudio genotí-

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 biología molecular 

 
6.1. Vectores utilizados 
 
6.1.1. Vectores de E. coli 
 

♦ pBluescript KS+ y SK+ (Stratagene) 

   Son plásmidos autorreplicativos de 2,9 kb que llevan el gen de resistencia 

a ampicilina, el origen de replicación colE1 y un fragmento del operón de lacto-

sa de E. coli que codifica el péptido α de la β-galactosidasa (LacZ’). Los dos 

vectores se diferencian por la orientación del sitio de clonación múltiple y los 

promotores de las ARN-polimerasas T3 y T7 que los flanquean y que sirven pa-

ra la síntesis in vitro del ARN. Llevan el origen de replicación del fago f1 que 

permite la obtención de ADN monocatenario tras infección de las células porta-

doras del plásmido con el fago auxiliar M13K07. En el laboratorio, se construyó 

una versión modificada del plásmido pBluescript SK+ cuyo sitio de clonación 

múltiple fue alterado introduciendo nuevos sitios de clonación y un epítopo de 

hemaglutinina del virus de la influenza. Este plásmido fue construido por el Dr. 

Manuel Arellano. 

 
♦ pGEX (Pharmacia) 

  Contiene el gen que codifica la proteína GST (de Glutation-S Transfera-

sa), el gen de resistencia a ampicilina y el promotor T7 junto con el operón de 

lactosa para inducir la expresión del gen clonado en presencia de                    

isopropil-β-D-tiogalactopiranósido (IPTG). 

 
♦ pGEM-T (Promega) 

   Es un vector de 3 kb que contiene 13 sitios de reconocimiento únicos para 

enzimas de restricción y se comercializa linearizado con una timidina adicional 

en sus extremos, lo que facilita la inserción 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 selección de clones recombinantes por                

α-complementación (azul-blanco). 

 
6.1.2. Vectores de S. pombe 
 

♦ pREP 

  Son una serie de vectores de expresión en S. pombe, reprimibles en pre-
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sencia de tiamina. Todos ellos poseen elementos comunes en su estructura: un 

origen de replicación de E. coli; el gen de resistencia a ampicilina; el origen de 

replicación ars1 de S. pombe; un gen marcador de complementación de auxo-

trofías de S. pombe y el promotor del gen nmt1 (“no messenger with thiamine”) 

fusionado a un sitio de clonación múltiple, 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-

presión, al que se le incorporó un sitio XhoI en el sitio de clonación múltiple 

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

 
•  El marcador de selección: LEU2 de S. cerevisiae (que complementa estirpes 

leu1-32), en el caso de los vectores denominados con número impar, pREP1, 

pREP3X, pREP41X y pREP81X; y ura4+ (que complementa estirpes          

ura4-D18), en el caso de los vectores denominados con número par, pREP4X, 

pREP42X y pREP82X. 

 
•  El promotor: para poder inducir niveles de expresión intermedios, se modificó 

el promotor nmt original introduciendo una serie de mutaciones en su secuen-

cia TATA, que disminuyen la fortaleza de éste. Así, los vectores de expresión 

fuerte son los plásmidos pREP1, pREP3X y pREP4X, los de expresión inter-

media son pREP41X y pREP42X; y los de expresión baja son pREP81X y 

pREP82X (Basi et al., 1993). 

 
 Existe una versión de plásmidos pREP denominados pJR3X, pJR41X y pJR81X 

(Moreno et al., 2000), que derivan de los plásmidos pREP3X, pREP41X y pREP81X 

(Forsburg, 1993). Estos plásmidos contienen la misma estructura base de los plásmidos 

pREP, y se diferencian en que contienen tres marcadores de selección distintos (LEU2 de 

S. cerevisiae que complementa leu1-32 de S. pombe, ura4+ e his3+) y dos sitios de clona-

ción múltiple diferentes (cada uno con 12 sitios de restricción únicos) (Moreno et al., 2000). 

 
Dentro de la familia de plásmidos 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 clonación múltiple, la secuencia codificante de la proteína GST y un 

sitio de corte para la trombina, y en el extremo 3’ del sitio de clonación múltiple, la secuen-

cia codificante de dos epítopos de la hemaglutinina. Se ha utilizado también una serie de 

vectores pREP, amablemente cedidos por el Dr. Ian Hagan, en los que se puede clonar el 

gen deseado en fase con la secuencia del epítopo HA de la hemaglutinina o con la del gen 

de la proteína 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 expresión de S. cerevisiae se emplean para el ensayo 

de doble híbrido (Durfee et al., 1993). Ambos vectores contienen el origen de 

replicación de E. coli, el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicación 

del fago f1 y el origen de replicación 2 μ de S. cerevisiae. 

 
• El vector pAS2 posee además el dominio de unión a ADN del gen GAL4 en 

fase con la secuencia de dos epítopos de la hemaglutinina bajo el control 

del promotor constitutivo del gen ADH y un sitio de clonación múltiple. Co-

mo marcador auxotrófico en S. cerevisiae, lleva el gen TRP1. También lleva 

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

 
• El vector pACT2, por su parte, posee el dominio de activación transcripcio-

nal del gen GAL4 en fase con la secuencia de dos epítopos de la hemaglu-

tinina y un sitio de clonación múltiple. Como marcador auxotrófico en S. ce-

revisiae, lleva el gen LEU2. 

 
6.2. Obtención de ADN 
 
 La extracción de ADN plasmídico a partir de bacterias se efectuó 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 sódico (SDS). Cuando fue preciso obtener ADN de pureza supe-

rior y en mayor cantidad, se utilizaron columnas de intercambio aniónico comerciales Wi-

zard Plus Minipreps (Promega). 

 
6.3. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
 La amplificación de fragmentos de ADN mediante PCR se llevó a cabo en un termoci-

clador GeneAmp PCR System 2700 de Applied Biosystems. Las mezclas de reacción con-

tenían: tampón de reacción suministrado por el proveedor, 1,5 mM MgCl2, los 4 desoxinu-

cleótidos trifosfatos precursores a una concentración final de 0,2 mM cada uno, 40 pmoles 

de cada oligonucleótido utilizado como cebador, 0,25 unidades de Taq polimerasa 

(EcoTaq, Ecogen) y una cantidad de ADN molde variable, dependiendo si se trataba de 

ADN genómico o plasmídico. Para la comprobación rutinaria de cepas mutantes de S. pom-

be, se utilizaron células directamente, sin necesidad de extraer el ADN.  

 La reacción requiere la desnaturalización del ADN molde, el anillamiento de los ceba-
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dores u oligonucleótidos incorporados a la reacción y, finalmente, la extensión de las 

hebras sintetizadas. En cada momento se requiere que la reacción se encuentre a una 

temperatura determinada. El número de ciclos, la temperatura de anillamiento y el tiempo 

de extensión se modificó dependiendo de las características del experimento.  

 La purificación de los productos de PCR se realizó mediante el sistema GFX PCR DNA 

and Gel Band Purification Kit de GE Healthcare.  

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

mo y sus secuencias y utilidad se describen en la Tabla II. 
 
6.4. Secuenciación de ADN 
 
 La secuenciación de fragmentos de ADN se realizó en el servicio de secuenciación de 

la Universidad de Salamanca que utiliza un secuenciador automático Abi prism 3100 Gene-

tic analyzer (Applied Biosystems). 

 La técnica usada se basa en el protocolo descrito (Sanger et al., 1977), pero en este 

caso, se emplearon didesoxinucleótidos marcados con fluorocromos y un láser capaz de 

reconocer los distintos colores (longitudes de onda de emisión) de los fluorocromos, que 

corresponden a cada una de las bases del ADN. El fundamento de este sistema es una 

reacción de PCR en la cual la extensión de una cadena de ADN a partir de un oligonucleó-

tido iniciador, empleando ADN bicatenario como molde, es interrumpida por la incorpora-

ción de didesoxinucleótidos. 

 
6.5. Manipulación de ADN 
 
 Todos los protocolos utilizados para la manipulación de ADN se recogen en              

Ausubel et al. (1995) y Sambrook et al. (1989). Además 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 análisis de los fragmentos de ADN obtenidos por tratamiento con enzimas de restric-

ción o por amplificación mediante PCR se llevó a cabo mediante electroforesis en geles de 

agarosa (UltraPure, Life Technologies) de distinto porcentaje, según el tamaño de los frag-

mentos a analizar. Los geles de agarosa llevaban bromuro de etidio a una concentración 

final de 0,1 μg/ml, para localizar el ADN tras iluminarlos con una fuente de luz ultravioleta. 

El tampón utilizado, tanto para preparar la agarosa como para realizar la electroforesis fue 

TAE (40 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (ácido etilén diamino tetra-acético), pH 7,5).  
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NOMBRE SECUENCIA UTILIDAD 

P.Rga2(NotI) 5´-AAGGAAAAAA GCGGCCGC GAGTAAACGGCTATGCAAGAATAG-3´                                   
NotI 

Clonación del 
promotor de 
rga2+ 

P.Rga2
(BamHI) 

5´-CGC GGATCC TTGACGAAGAGAACAAGCAGCTT-3´                                                     
BamHI 

Clonación del 
promotor de 
rga2+ 

T.Rga2
(EcoRI) 

5´-CCG GAATTC GAATTTAACGTCTACAAATTGTCAAC-3´                             
EcoRI 

Clonación del 
terminador de 
rga2+ 

T.Rga2(SalI) 5´-AAGGACGC GTCGAC CACAGAGCATCCACTATTCGT-3´                                         
SalI 

Clonación del 
terminador de 
rga2+ 

Rga2.15 5´-CGC GGATCCCATGG TAAAGATGGATGTTGTGCGG-3´                              
BamHI        NcoI 

Clonación de 
rga2+ 

2.6 DO 5´-GCCTAGGTGTGGTAGAAGAC-3´ Clonación de 
rga2+ 

2.9 UP 5´-GATCTTAAGTTGGAACAGAGG-3´ Clonación de 
rga2+ 

2.14 DO 5´-GTCGAATTCCTCGTCTGAGC-3´ Clonación de 
rga2+ 

erga2up 
5´TTTCACGACAAACGAACGGAGCACAAAACGAAAGCGACTCTGATGTTA
GTGATGACAATGGGGAGGATAACGAATTTTTCCGGATCCCCGGGTTAATT
AA 3´ 

Marcaje de Rga2 
en su extremo 
carboxilo 

erga2DO 
5´GATAGTAAAACACGTACAACCATTGAAAGTTTAAGTAAACTAACCGTCT
CAAGCGTTGACAATTTGTAGACGTTAAATTCCTAGAATTCGAGCTCGTTTA
AAC 3´ 

Marcaje de Rga2 
en su extremo 
carboxilo 

erga6up 
5´AGATTAATAAAAAGGCATCTCCAAGGGTCAGTTTGTGGACAAAACTGTT
TGGTAAATTCCGATCAAACAAGAAGAAATCTCGGATCCCCGGGTTAATTA
A 3´ 

Marcaje de Rga6 
en su extremo 
carboxilo 

erga6DO 
5´AAAATGAACCTAAACTTTAAGAGCAAACAAATGGTTGTAATATATGATAA
ATAAATGACACCGAAAACAGAAATCCTTTCTTAGAATTCGAGCTCGTTTAA
AC 3´ 

Marcaje de Rga6 
en su extremo 
carboxilo 

erga2up
(gap∆) 

5´GTTTTAGAGATTGCTGACACTAGACGAAACCAAGATGCTCCTGAAAAGC
ACGTCCCCGTGATAGAAATCCAGTCTTCTAGACGGATCCCCGGGTTAATT
AA 3´ 

Construcción de 
la cepa Rga2-
∆GAP-GFP 

erga2up
(gap∆pH∆) 

5´ATCAAGTTACTAGAATTTTTGTCAAGTGACACTTTACGAGAATACCTTCA
TGATGTATTCTTTCTTCCTCCTGAGCATGCTCGGATCCCCGGGTTAATTA
A 3´ 

Construcción de 
la cepa Rga2-
∆PH∆GAP-GFP 

∆N(BamHI) 5´-CGC GGATCC CATGGGCGCACCTCCTTTCCCTACTC-3´                               
BamHI 

Construcción de 
la cepa Rga2-∆N-
GFP 

2.12DO 5´-GGCACCTGCTCCATTGAATC-3´ 
Construcción de 
la cepa Rga2-∆N-
GFP 

Tabla II: Oligonucleótidos utilizados en este trabajo 
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 El aislamiento y purificación de los fragmentos de ADN después de su separación en 

geles de agarosa se llevó a cabo mediante el sistema GFX PCR DNA and Gel Band Purifi-

cation Kit de GE Healthcare.  

 La ligación de fragmentos de ADN, tras eliminar el grupo fosfato del extremo 5’ del vec-

tor mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (AP 713023, Boehringer), se realizó con la 

enzima ADN ligasa del fago T4 (EL0335, Fermentas). 

 
6.6. Transformación de E. coli 
 
 La transformación de E. coli con plásmidos o con mezclas de ligación se realizó de 

acuerdo con el procedimiento diseñado (Kushner, 1978), basado en el choque térmico.  

En algunos casos, la transformación con plásmidos purificados se realizó por un método 

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

 
6.7. Transformación de levaduras 
   
 La transformación de S. pombe y S. cerevisiae se realizó por el método del acetato de 

litio-sorbitol (Ito et al., 1983), con las modificaciones descritas (Bähler et al., 1998a). 

 
6.8. Deleción de rga2+ 

 
 La eliminación de la ORF correspondiente a rga2+ se llevó 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 construyó un “módulo de deleción”. Este módulo contenía 

1.000 pares de bases de la región promotora de rga2+, el gen de resistencia a geneticina 

(KanMX6) o de prototrofía para uracilo (ura4+)  y 1.000 pares de bases del terminador de 

rga2+. El “módulo de deleción” se construyó mediante clonación secuencial de cada una de 

las partes en el plásmido KS (Figura 60). 

 En primer lugar, se obtuvieron las distintas regiones que conforman el módulo de inte-

NOMBRE SECUENCIA UTILIDAD 

∆PH(SphI) 5´-TCAGACAT GCATGC TAGTCCCTTCTCTGTATTATC-3´                                             
SphI 

Construcción de 
la cepa Rga2-
∆PH-GFP 

GFP-1 5´-GCATCACCTTCACCCTCTCC-3´ 
Construcción de 
la cepa Rga2-
∆PH-GFP 

Tabla II: Oligonucleótidos utilizados en este trabajo 
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gración mediante PCR de alta fidelidad. La región promotora se clonó, utilizando los oligo-

nucleótidos P.Rga2(NotI), que incorpora el sitio de restricción NotI, y P.Rga2(BamHI), que 

incorpora el sitio de restricción BamHI, usando como molde ADN genómico extraído de una 

cepa silvestre. El gen de resistencia a la geneticina o el del marcador ura4+ se obtuvo me-

diante digestión del plásmido pFA6a-kanMX6 o pFA6a-ura4 con las enzimas BamHI y    

EcoRI. La región terminadora se clonó utilizando los oligonucleótidos T.Rga2(EcoRI), que 

incorpora el sitio EcoRI, y T.Rga2(SalI), que incorpora el sitio SalI, usando como molde 

ADN genómico. 

 El fragmento obtenido se cortó con la enzima XbaI, cuyo sitio de corte se localiza en el 

promotor de rga2+, y SalI, generando un fragmento de DNA que se purificó y se utilizó para 

transformar una cepa haploide de S. pombe e inducir el intercambio de la ORF del gen 

rga2+ por el marcador de selección kanMX6 o ura4+ mediante recombinación homóloga.  

 
6.9. Clonación de rga2+ 

 
 La clonación del gen rga2+ se llevó a cabo en varios pasos: 

 
A.   Los primeros 778 bp se obtuvieron llevando a cabo una PCR de alta fidelidad a 

partir de ADN genómico extraído de una cepa silvestre de S. pombe, utilizando 

los oligonucleótidos Rga2.15, que incorpora los sitios BamHI y NcoI, y 2.6 DO, 

que contiene nucleótidos de la ORF de rga2+. El producto de PCR se cortó con 

las enzimas de restricción BamHI y PuvII, cuyos sitios de corte se localizan en 

la ORF de rga2+ (Fragmento I). El segundo fragmento (II) comprendido entre 

los pares de bases 778-2.434 se obtuvo de la digestión del plásmido      

pREP3X-rga2+-N, que nos envió el Dr. Kentaro Nakano utilizando las enzimas 

de restricción PuvII y PstI. Ambos fragmentos (I y II) se clonaron en un plásmi-

do KS. Este plásmido se digirió con las enzimas BamHI y PstI y por medio de 

una ligación triple BamHI-PuvII-PstI del vector KS y los dos fragmentos de la 

ORF de rga2+, se obtuvo el plásmido KS-rga2+-(2.434 bp). Posteriormente, se 

secuenció la construcción, y una vez comprobado que la secuencia era correc-

Figura 60. Módulo de deleción de rga2+. 

promotor kanMX6/ura4+ terminador

NotI BamHI EcoRI SalI

promotor kanMX6/ura4+ terminador

NotI BamHI EcoRI SalI
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ta, proseguimos al segundo paso de clonación (Figura 61A). 

B.     El fragmento comprendido entre los pares de bases 2.434-3.828 de la ORF de 

rga2+ (III) más 600 bp del terminador del gen rga2+(T2) fueron obtenidos de la 

digestión del plásmido pREP3X-rga2+-N mediante las enzimas de restricción 

PstI y BamHI. Posteriormente se clonó en un plásmido KS                        

(KS-rga2+-(1.400 bp+terminador)) (Figura 61B). 

C. En el tercer paso, unimos el primer fragmento de 2.434 bp (I-II) con el segundo 

fragmento de 1.400 bp (III) más los 600 bp del terminador (T2). El plásmido   

KS-rga2+-(2.434 bp) se digirió con las enzimas de restricción BamHI y PstI, ob-

teniendo así el primer fragmento. El KS-rga2+-(1.400 bp+terminador) se digirió 

con las enzimas de restricción PstI y NotI, obteniendo el segundo fragmento. A 

continuación se clonaron ambos fragmentos en un plásmido KS. Este plásmido 

se digirió con las enzimas de restricción BamHI y NotI y mediante una ligación 

triple BamHI-PstI-NotI entre el vector KS y los dos fragmentos se obtuvo el 

plásmido KS-rga2+-(PstI) (Figura 61C). 

 
 El sitio PstI situado en la base nucleotídica 2.434 de la ORF de rga2+ es un sitio artifi-

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

para la clonación de rga2+, pero una vez conseguida, decidimos eliminarlo a través de va-

rios pasos de clonación: 

 
D. Se volvió a obtener el fragmento comprendido entre los pares de bases       

338-2.932 de la ORF de rga2+ a partir de ADN genómico de una cepa silvestre 

de S. pombe mediante amplificación por PCR con los oligonucleótidos 2.9 y 

2.14. Este fragmento amplificado se digirió con las enzimas de restricción SphI 

y XbaI, cuyos sitios de corte se localizan en la ORF de rga2+. Por otro lado, a 

partir del plásmido KS-rga2+-(PstI) se obtuvo el fragmento de las primeros 338 

pares de bases mediante digestión con las enzimas BamHI y SphI. Tanto el 

fragmento amplificado por PCR como el obtenido del plásmido KS-rga2+-(PstI) 

se clonaron en un plásmido KS mediante ligación triple BamHI-SphI-XbaI. Una 

vez obtenido el plásmido KS-rga2+-(2932-sin PstI), se mandó a secuenciar y se 

comprobó que la construcción era correcta. El fragmento final de la ORF de 

rga2+ (2.932-3.828 bp) más los 600 bp del terminador de rga2+ se obtienen del 

plásmido KS-rga2+-(PstI) digiriendo con la enzima de restricción XbaI. Este 

fragmento se clonó en el plásmido KS-rga2+-(2.932-sin PstI), en el sitio XbaI. 

Finalmente, se obtuvo el plásmido KS-rga2+ que se mandó a secuenciar para 

comprobar que la construcción era correcta (Figura 61D). 
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E. Posteriormente, este gen se clonó en los plásmidos pREP3X y pREP4X  en el 

sitio BamHI de su secuencia de clonación múltiple (Figura 61E). 

6.10. Marcaje de proteínas en su extremo carboxilo 
 
 Para marcar las proteínas Rga2 y Rga6 en el extremo carboxilo con los epítopos        

c-Myc, HA o con la proteína verde fluorescente (GFP) se utilizó el método descrito     

(Bähler et al., 1998a), que permite la fusión de estos epítopos en fase con la ORF del gen 

de interés. Como molde, se utilizaron los plásmidos que contienen las secuencias de los 

epítopos deseados con el marcador de selección adecuado. Como cebadores, se usaron 

oligonucleótidos que poseen una región en su extremo 3’ complementaria a los plásmidos 

moldes. Uno de los oligonucleótidos presenta en su extremo 5’ una región de 90-100 nu-

cleótidos idéntica a la región 3’ de la ORF del gen (excluido el codón de parada). El otro 

oligonucleótido incluye en su extremo 5’ una región idéntica a 90-100 nucleótidos de la re-

gión 3’ no codificante del gen que se encuentra a una distancia de entorno a 200 bp del 

codón de parada. Con el producto de PCR se transformó la cepa adecuada y los transfor-

mantes se seleccionaron dependiendo del marcador utilizado. 

 

Figura 61. Estrategia seguida para la clonación del gen rga2+. Los números I, II y III representan los dis-
tintos fragmentos de la ORF de rga2+ y el término “T2” representa los 600 bp del terminador del gen rga2+. 
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6.11. Obtención de las cepas mutantes Rga2-∆N-GFP, Rga2-∆PH-GFP, 
Rga2-∆GAP-GFP y Rga2-∆PH∆GAP-GFP 
 
 Las proteínas truncadas Rga2-∆GAP-GFP y Rga2-∆PH∆GAP-GFP fueron obtenidas 

mediante el método descrito en el apartado anterior de Materiales y Métodos, utilizando los 

oligonucleótidos erga2up (gap∆) y erga2DO en el caso de la cepa Rga2-∆GAP-GFP y erga-

2up (gap∆pH∆) y erga2DO en el caso de la cepa Rga2-∆PH∆GAP-GFP. Como molde se 

usó el plásmido pFA6a-kanMX6-GFP (Bähler et al., 1998a). El resto de versiones trunca-

das de la proteína (Rga2-∆N-GFP y Rga2-∆PH-GFP) se obtuvieron mediante la construc-

ción de un “módulo de integración” que disponía en su extremo 5' de 1.000 pares de bases 

del promotor de rga2+, seguida de la versión truncada de la ORF de rga2+ en cada caso. 

En el extremo 3' se situaba la secuencia que codifica la proteína 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 clonación fueron los siguientes: 

 
 A.   Lo primero fue obtener “un módulo de integración” para marcar la proteína Rga2 

con GFP en su extremo C-terminal. Aunque esta cepa ya se obtuvo por el método 

de Bähler, la construcción de este casete nos servía de molde para la obtención 

de las cepas Rga2-∆N-GFP y Rga2-∆PH-GFP. Por tanto, partiendo del plásmido 

del “módulo de deleción” en el que teníamos el promotor y el terminador de Rga2, 

intercambiamos la prototrofía para uracilo por el módulo GFP-Kanamicina del plás-

mido pFA6a-kanMX6-GFP (Bähler et al., 1998a). Para realizar el intercambio dige-

rimos ambos plásmidos con las enzimas de restricción BamHI y EcoRI, realizamos 

la ligación y obtuvimos el plásmido KS-P2-GFP-KanMX6-T2 (Figura 62A). 

B.   Posteriormente, clonamos la ORF de rga2+ del plásmido KS-rga2+ mediante los 

sitios de restricción BamHI y SmaI. Así obtuvimos el plásmido                         

KS-P2-Rga2-GFP-KanMX6-T2 (Figura 62B). 

C.   Una vez obtenido “el módulo de integración” de partida, amplificamos por PCR los 

fragmentos de la ORF de rga2+ que iban a ser intercambiados en dicho módulo. 

Para la construcción de la cepa Rga2-∆N-GFP se utilizaron los oligos N∆ y 2.12DO 

tomando como molde el plásmido KS-rga2+. Para la construcción de la cepa  

Rga2-∆PH-GFP se utilizaron los oligos ∆PH y GFP-1 tomando como molde ADN 

genómico de la cepa Rga2-GFP (PPG 4532). Los productos de PCR obtenidos y 

el plásmido KS-P2-Rga2-GFP-KanMX6-T2 se digirió con las enzimas de restric-

ción BamHI y SphI (en el caso de Rga2-∆N-GFP) y SphI y XmaI (en el caso de 

Rga2-∆PH-GFP). A continuación se llevaron a cabo las ligaciones y tras las com-
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probaciones se obtuvieron los plásmidos de integración KS-P2-Rga2-∆N-GFP-

KanMX6-T2 y KS-P2-Rga2-∆PH-GFP-KanMX6-T2 (Figura 62C). 

D.   Posteriormente se cortó “el módulo de integración” de cada uno de los plásmidos 

con las enzimas de restricción SalI y EcoRV (KS-P2-Rga2∆N-GFP-KanMX6-T2) y 

NotI y SalI (KS-P2-Rga2-∆PH-GFP-KanMX6-T2), generando un fragmento de DNA 

que se purificó y se utilizó para transformar la cepa rga2::ura4 (PPG 4581) de       

S. pombe e inducir el intercambio del “módulo de deleción” por las ORF truncadas 

del gen rga2+ mediante recombinación homóloga (Figura 62D). 

 
 
 

Figura 62. Estrategia seguida para la obtención de las cepas Rga2-∆N-GFP y Rga2-∆PH-GFP. “Prga2” y 
“Trga2” representa el promotor y el terminador del gen rga2+ respectivamente. 
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7. Análisis de proteínas 
 
7.1. Obtención de extractos celulares 
 
 Los ensayos de Western blot y precipitación se realizaron a partir de extractos celula-

res obtenidos de la siguiente manera: Se resuspedieron 1 x 108 células en 100 μl de tam-

pón de lisis A (20 mM Tris·HCl pH 8, 2 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5 % NP-40 y 10 % de 

glicerol) con inhibidores de proteasas (2 μ/ml aprotinina, 2 μ/ml leupeptina, 2 μ/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 comprobó la rotura celular por observación al microscopio de contraste de fases. Las 

bolitas de vidrio, paredes y restos celulares se retiraron mediante centrifugación a 5.000 

rpm durante 10 minutos. Todo el proceso se realizó a 4ºC para evitar la degradación de las 

proteínas. La concentración de proteína de los extractos se cuantificó mediante el método 

colorimétrico descrito (Bradford, 1976). 

 
7.2 Precipitación e inmunoprecipitación 
 
 Para realizar los ensayos de precipitación e inmunoprecipitación, obtuvimos extractos 

de 5 x 108 células que expresaban las diferentes proteínas marcadas con epítopos HA y 

Myc, con la proteína GFP o con la proteína GST. En el caso de las proteínas marcadas con 

GST, se incubaron los extractos (2 mg de proteína total) en presencia de 30 μl de bolitas 

de glutation-sefarosa (Glutathione Sepharose 4B, GE Healthcare) al 50 % (v/v) durante 2-4 

horas en agitación a 4ºC. En el caso de proteínas marcadas con otros epítopos, se utiliza-

ron anticuerpos frente al epítopo de interés, previamente incubados con 30 μl de proteína 

A-sefarosa (Protein A shepharose CL-4B, GE Healthcare) al 50 % en tampón de lisis du-

rante 2-4 horas a 4ºC y se añadieron a 2-3 mg de extractos proteicos. Posteriormente, los 

complejos unidos a la matriz de sefarosa se sedimentaron por centrifugación y se lavaron 4 

veces con 1 ml de tampón de lisis. Finalmente, los complejos con las bolitas de                

glutation-sefarosa o de proteína A-sefarosa se resuspendieron en 30 μl de tampón 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 proteínas 
 
 Las muestras de extracto total o de los precipitados se desnaturalizaron durante 5 mi-

nutos a 100ºC y se centrifugaron a 12.000 rpm durante otros 5 minutos.  
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 Las proteínas se separaron según su tamaño 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 tampón de carrera utiliza-

do fue Tris/ Glicina (24,8 mM/192 mM) y SDS al 0,1 % pH 8,3. Las proteínas se transfirie-

ron a membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore) utilizando el sistema Mini Protean III de 

BioRad, usando como tampón Tris/Glicina (24,8 mM/192 mM) y metanol al 10 % pH 8,3, 

durante 90 minutos a 100 V. 

 
7.4. Inmunodetección de proteínas 
 
 En primer lugar, las membranas se bloquearon en TBST (20 mM Tris·HCl pH 7,6,     

137  mM NaCl y 0,1 % de Tween 20 de Sigma) con seroalbúmina bovina al 1 % o con le-

che desnatada al 5 %, durante toda la noche a 4ºC o 45 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario a la dilución apropiada en solución 

de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4ºC. Se lava-

ron 4 veces durante 5 minutos con abundante TBST y se incubaron después con un anti-

cuerpo secundario anti-IgG unido a peroxidasa (HRP, “horseradish peroxidase”) durante 45 

minutos a temperatura ambiente. Las membranas se volvieron a lavar 4 veces con TBST y 

se añadió el sustrato para la detección de la actividad peroxidásica por quimioluminiscen-

cia. Se empleó el kit ECL (RPN2106 Amersham Corporation). Las proteínas reconocidas 

por los anticuerpos se detectaron usando películas X Ray Film 100NIF (Fujifilm). 

 
 Los anticuerpos utilizados fueron: 

 
♣ Anticuerpo monoclonal frente al epítopo HA, 12CA5 (Boehringer), a una dilu-

ción 1:6.000. 

♣ Anticuerpo monoclonal frente a actina, C4 (ICN Biomedicals) a una dilución 

1:10.000. 

♣ Anticuerpo monoclonal frente a tubulina (Sigma) a una dilución de 1:10.000. 

♣ Anticuerpo monoclonal frente a la proteína GFP, JL-8 (BD Biosciences), a 

una dilución 1:2.000. 

♣ Anticuerpo monoclonal frente al epítopo Myc (Santa Cruz Biotechnology), a 

una dilución de 1:1.000. 

♣ Anticuerpo policlonal frente al epítopo Myc (Santa Cruz Biotechnology), a una 

dilución de 1:1.000. 

♣ Anticuerpo policlonal anti-GFP a una dilución 1:5.000 (Invitrogen). 

♣ Anticuerpo policlonal anti-fosfo-p44/42 (Cell Signalling) que detecta el estado 
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activo de Pmk1, a una dilución de 1:2.500. 

♣ Anticuerpo policlonal frente a Pma1 (Serrano et al., 1986), a una dilución de 

1:20.000. 

♣ Anticuerpo monoclonal frente a Pep12 (Molecular Probes), a una dilución de 

1:2.000. 

♣ Anticuerpo monoclonal anti-IgG de ratón unido a HRP (BioRad) a una dilu-

ción 1:10.000. 

♣ Anticuerpo monoclonal anti-IgG de conejo unido a HRP (BioRad) a una dilu-

ción 1:10.000. 

 
7.5. Valoración de GTP-Rho 
 
7.5.1. Producción de GST-C21RBD o GST-CRIB 
 
 La cantidad de Rho activa se determinó mediante el ensayo de precipitación con GST-

C21RBD (Rho1-5) o GST-CRIB (Cdc42). Estos dominios sólo se asocian a Rho cuando 

está unida a GTP. Las proteínas recombinantes GST-C21RBD o GST-CRIB se obtuvieron 

en una cepa DH5α de E. coli transformada con los plásmidos pGEX-C21RBD o           

pGEX-CRIB. El plásmido pGEX-C21RBD lleva el fragmento de ADN que codifica el péptido 

C21 que contiene el dominio de unión a RhoA (RBD,”Rho binding domain”) de la proteína 

rotequina fusionada a la secuencia que codifica la proteína GST (Reid et al., 1996). El plás-

mido pGEX-CRIB lleva el fragmento de ADN que codifica el dominio CRIB (“Cdc42/Rac In-

teractive Binding”) de la proteína Pak2 fusionada a la secuencia que codifica la proteína 

GST (Manser et al., 1998). Las bacterias transformadas con el plásmido pGEX-C21RBD o 

pGEX-CRIB se incubaron a 28ºC en 400 ml de medio LB con el antibiótico ampicilina       

(50 μg/ml) hasta que alcanzaron una D.O. a 600 nm de 0,6. En este momento, se añadió 

IPTG a una concentración final de 0,5 mM para inducir la expresión del gen que codifica la 

proteína de fusión correspondiente y se incubaron 3 horas más a 28ºC.  

Se recogieron las células por centrifugación a 5.000 rpm y se resuspendieron en 20 

ml de tampón PBS (tampón fosfato salino: 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2HPO4, 137 mM 

NaCl y 2,7 mM KCl) frío al que se añadieron previamente inhibidores de proteasas (2 μg/ml 

de pestatina, 2 μg/ ml de leupeptina, 2 μg/ml de aprotinina y 1 mM de PMSF) y lisozima     

(2 mg/ml). Tras 30 minutos de incubación en hielo, las células se sonicaron 4 veces a una 

potencia de 14 μm de amplitud de onda durante 1 minuto. Se añadió Tritón TX-100 a una 

concentración final del 1 % y se centrifugaron las células lisadas a 10.000 rpm durante       

1 hora a 4ºC. 

Posteriormente, se recogió el sobrenadante, se añadieron 600 μl de glutation-



129 

Materiales y Métodos 

sefarosa al 50 % previamente equilibrada con PBS y se incubó durante 2 horas a 4ºC. A 

continuación, las bolas de glutation-sefarosa con la proteína de fusión GST-C21RBD o 

GST-CRIB unida, se lavaron 3 veces con 40 ml de PBS, recogiéndose por centrifugación a 

3.000 rpm. Por último, se resuspendieron al 50 % en solución de lisis B: 50 mM Tris·HCl   

pH 7,6, 20 mM NaCl, glicerol al 10 %, 2 mM MgCl2, 0,1 mM  DTT y NP-40 al 0,5 %, con in-

hibidores de proteasas a la misma concentración que la descrita anteriormente.  

La cantidad de proteína se cuantificó por electroforesis en gel de poliacrilamida al 

12 % teñido con azul de Coomasie Brilliant Blue R-250, comparándola con diferentes canti-

dades de seroalbúmina bovina. 

 
7.5.2. Ensayo de unión 
 

Se obtuvieron extractos celulares de las cepas en estudio que producían las diferen-

tes proteínas Rho fusionadas al epítopo HA en su extremo N-terminal, tal y como se descri-

bió en el apartado 7.1 de Materiales y Métodos, pero utilizando tampón de lisis B (ver apa-

ratado 7.5.1 de Materiales y Métodos). Los extractos (2 mg de proteína total) se llevaron a 

500 μl con tampón de lisis B y se añadieron 10 μg de GST-C21RBD (Rho1-5) o GST-CRIB 

(Cdc42) asociado a bolas de glutation-sefarosa. Se incubaron 2-4 horas a 4ºC y se lavaron 

4 veces con 1 ml de tampón de lisis B. Finalmente, los precipitados se resuspendieron en 

30 μl de tampón de carga 2X, y se sometieron a SDS-PAGE en un gel al 12 % que luego 

se transfirió a una membrana de PVDF, y se incubó con anticuerpos monoclonales           

anti-HA 12CA5, para detectar la fracción de la proteína HA-Rho unida a GTP, que había 

precipitado al unirse al dominio C21RBD (Rho1-5) o CRIB (Cdc42). 

 

8. Ensayo de la actividad GTPásica 
 
8.1. Purificación de proteínas fusionadas a GST 
 
 Para estos ensayos se utilizaron cepas transformadas con los plásmidos pREPKZ, 

pREPKZ-rho1+, pREPKZ-rho2+, pREPKZ-rho3+, pREPKZ-rho4+, pREPKZ-cdc42+                         

y  pREPKZ-rga2+ y cultivadas durante 14 horas en un medio mínimo suplementado con los 

aminoácidos correspondientes y carente de tiamina. Recogimos, por centrifugación, 100-

200 ml de células que se resuspendieron en 500 µl de solución de lisis C (50 mM Tris·HCl  

pH 7,6, 1 mM EDTA, 20 mM NaCl, 0,1 % NP-40, 2 mM MgCl2, 0,1 mM DTT y 10 % glice-

rol), con inhibidores de proteasas (2 μ/ml aprotinina, 2 μ/ml leupeptina, 2 μ/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 añadieron bolas de glutation-sefarosa, equilibradas previamente 

en solución de lisis C, hasta un 10 % del volumen final. Los extractos se incubaron durante 

dos horas a 4ºC, tras lo cual, los precipitados se lavaron tres veces con 1 ml de solución de 

lisis C y se resuspendieron en la cantidad correspondiente de solución de lisis C más inhibi-

dores de proteasas. 

 Alícuotas de cada proteína obtenida se sometieron a SDS-PAGE en un gel al 12,5 %, y 

se tiñeron con Coomassie Brilliant Blue R-250 para comprobar el grado de eficiencia de la 

purificación. 

 
8.2. Medida de la actividad GTPásica 
 
 Para cuantificar la activación de la capacidad GTPásica de las proteínas de la familia 

Rho, mediada por Rga2, se siguió el protocolo descrito (Self and Hall, 1995). Se incubaron 

30 µl de cada proteína GST-Rho purificada con 5 µCi de 32γP-GTP durante 10 minutos a 

30ºC en solución de lisis C (50 mM Tris·HCl  pH 7,6, 1 mM EDTA, 20 mM NaCl, 0,1 %      

NP-40, 2 mM MgCl2, 0,1 mM DTT y 10 % glicerol). A continuación, la mezcla se enfrió en 

hielo y se añadieron 10 µl de 25 mM MgCl2. Alícuotas de 10 µl de esta reacción se mezcla-

ron con 40 µl de solución de reacción (20 mM Tris·HCl pH 7,6, 20 mM NaCl, 5 mM MgCl2,         

1 mg/ml BSA, 0,1 mM DTT y 1 mM GTP) y con 30 µl  de proteína GST o GST-Rga2. La 

mezcla se incubó a 20ºC en agitación tomando muestras de 10 µl a intervalos de dos minu-

tos. Las alícuotas se diluían en 1 ml de solución de reacción a 0ºC. Las muestras se filtra-

ron utilizando membranas de nitrocelulosa y se lavaron con 10 ml de solución de lavado 

(20 mM Tris·HCl pH 7,6, 20 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0,1 mM DTT). Una vez secos, los fil-

tros se transfirieron a viales de centelleo. La radiactividad debida al 32γP-GTP que perma-

necía unido a la proteína GST-Rho se cuantificó en un contador de centelleo Wallac 1409, 

utilizando líquido de centelleo Optiphase “Hisafe” (Wallace). 

 
9. Marcaje y fraccionamiento de los polímeros de la pared ce-
lular 
 
 Se utilizó 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 llevó a 

cabo tras la inducción del promotor del gen nmt1, por lo que las células se incubaron en 

medio mínimo sin tiamina durante 14 horas a 32ºC antes de añadir el precursor radiactivo. 

En los demás casos, las células se incubaron en medio mínimo con los suplementos  nece-

sarios o en medio rico, antes de añadir el precursor radiactivo. Cuando los cultivos alcanza-

ron una densidad óptica entre 0,5-0,8 se llevó a cabo el marcaje de las mismos. Se realizó 
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en cultivos de 10 ml durante un periodo de 6 horas a 28ºC y con 0,5 μCi/ml de 14C-glucosa. 

 Se tomaron dos muestras de 50 μl al comenzar y dos al terminar la incubación para 

calcular la incorporación total de glucosa radiactiva en las células. El resto de cultivo se re-

cogió, se lavó tres veces con 1 mM EDTA  y se sometió a rotura mecánica mediante agita-

ción con bolas de vidrio en una Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant). La rotura se comprobó 

por observación al microscopio de contraste de fases. El extracto obtenido se diluyó hasta 

1ml con 1 mM EDTA, se decantaron las bolas de vidrio y se centrifugó 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 alícuotas de 20 μl para determinar la incorporación total de         
14C-glucosa en las paredes. 

 Las paredes se hirvieron 5 minutos para inactivar las posibles glucanasas de la pared y 

se resuspendieron en 500 μl de 1 mM EDTA. Se hicieron alícuotas de 100 μl, de las cuales 

una se incubó con 100 μl de tampón 50 mM citrato-fosfato pH 5,6; dos alícuotas se incuba-

ron en el mismo tampón en presencia de 10 μg de Zymoliasa 100T (Seikagaku Kogio) y 

otras dos se incubaron en 100 μl del tampón 50 mM Tris·HCl pH 7,5 con 100 unidades de 

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

Todas las muestras se incubaron a 28ºC durante 36 horas, tras lo cual se centrifugaron a 

12.000 rpm durante 5 minutos y se tomaron alícuotas de los sobrenadantes y de los preci-

pitados. 

 Todas las alícuotas (excepto los sobrenadantes que se valoraron directamente) se di-

luyeron con 1 ml de ácido tricloroacético (TCA) frío al 10 %, manteniéndose a 4ºC hasta ser 

filtradas sobre papel Whatman GF/C. Estos filtros se lavaron 3 veces con 1 ml de TCA y 2 

veces con 3 ml de etanol. Después se secaron y se determinó su radiactividad en un conta-

dor de centelleo Wallac 1409, añadiendo líquido de centelleo Optiphase “Hisafe” (Wallace). 

 El precipitado de la incubación con Zymoliasa 100T corresponde al α-glucano presente 

en la pared mientras que el sobrenadante de la incubación con Quantazima corresponde al 

β-(1,3)-glucano. La diferencia entre los precipitados de Quantazima y Zymoliasa 100T co-

rresponde a galactomanano y β-(1,6)-glucano. 

 
10. Fraccionamiento subcelular por centrifugación 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 tampón de lisis D (Sacarosa al 17 % (p/v),      

50 mM Tris·HCl pH 7,5 y 1 mM EDTA) con inhibidores de proteasas (2 μ/ml aprotinina,        

2 μ/ml leupeptina, 2 μ/ml pestatina y 1 mM PMSF) incorporados. La rotura de las células se 
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hizo mecánicamente en un vórtex, utilizando bolitas de vidrio (G8772, Sigma). El extracto 

crudo así obtenido se centrifugó con el fin de eliminar las paredes celulares. El sobrena-

dante se colocó en la parte superior de un gradiente lineal de sacarosa (10-65 % (p/v), en 

50 mM Tris·HCl pH 7,5 y 1 mM EDTA, de 30 ml. Este gradiente se sometió a centrifugación 

en un rotor SW28 a 25.000 rpm durante 20 horas a 4ºC. Terminada la centrifugación, se 

recogieron las muestras a través de una bomba peristáltica desde la parte inferior del tubo 

que contenía el gradiente. Se recogieron 30 fracciones de aproximadamente 1 ml empe-

zando por la parte más densa del gradiente. 

 Por cada dos o tres fracciones obtenidas, un volumen de 10 µl se sometió a SDS-

PAGE y Western blot. La presencia de las proteínas Rga2-HA, Rga6-HA y Rga4-HA, ade-

más de los marcadores de las distintas fracciones celulares se detectó mediante los si-

guientes anticuerpos específicos: 

♣ Pma1 (membrana plasmática) 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 (retículo endoplasmático), 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 construcción del gradiente se determinó el porcentaje de 

sacarosa (p/v) en cada una de las fracciones, utilizando un refractómetro modelo Abbe 

(Atago).  

 
11. Ensayo de sensibilidad a β-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 continuación, se resuspendieron a una densidad óptica de 1,0 en 

agua que contiene 25 µg/ml de Zymoliasa 100T. Las suspensiones celulares se incubaron 

a 37ºC con agitación y se valoró la lisis celular midiendo la densidad óptica a 600 nm cada 

20 minutos. 
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12. Ensayo de determinación de la actividad de Pmk1 bajo 
condiciones de estrés hiperosmótico 
 
 Se incubaron las células en medio rico YES o medio mínimo suplementado con los co-

rrespondientes aminoácidos y en ausencia o presencia de tiamina según los casos a una 

temperatura de 32ºC-28ºC. Cuando las células alcanzaron una densidad óptica de 0,5 se 

empezó el tratamiento de estrés hiperosmótico con 0,6 M KCl. En todos los casos, se reco-

gieron mediante filtración 40 ml de cultivo a diferentes tiempos. A continuación se extraje-

ron las células del filtro en tubos de microcentrífuga fríos a los que previamente se le ha 

añadido 1 ml de PBS 1X frío. Los precipitados resultantes se congelaron y guardaron en 

hielo seco. A continuación, todas las muestras obtenidas se descongelaron y se resuspen-

dieron en 150 µl de solución de lisis E (50 mM Tris·HCl pH 8, 150 mM NaCl, 10 % glicerol, 

0,1 % NP-40 y 15 mM imidazol) con inhibidores de proteasas (2 μ/ml aprotinina, 2 μ/ml leu-

peptina, 2 μ/ml pestatina y 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 comprobó la rotura celular por observación al mi-

croscopio de contraste de fases. Las bolitas de vidrio, paredes y restos celulares se retira-

ron mediante centrifugación a 13.000 rpm durante 15 minutos. Todo el proceso se realizó a 

4ºC para evitar la degradación de las proteínas. La concentración de proteína de los extrac-

tos se cuantificó por el método colorimétrico descrito (Bradford, 1976). Pmk1-HA6H se puri-

ficó utilizando 60 µl de bolas de Niquel Ni2+-NTA Agarose (Qiagen) al 50 % junto con       

800 µg de cada extracto celular obtenido e incubando las distintas muestras durante dos 

horas en agitación a 4ºC. Posteriormente, Pmk1 unida a las bolas de niquel se sedimentó 

por centrifugación y se lavó tres veces con 1 ml de 1 M Tris·HCl pH 8. Finalmente, estos 

complejos proteicos se resuspendieron en 25 μl de tampón de carga 2X para proceder a la 

electroforesis en geles de 10 % de poliacrilamida y posterior análisis por Western blot. Para 

detectar el estado activo de Pmk1 se utilizaron anticuerpos policlonales anti-fosfo-p44/42 

(Cell Signalling)  a una dilución de 1:2.500 y para detectar la cantidad total de Pmk1 purifi-

cada se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-HA, 12CA5 (Boehringer), a una dilución 

1:6.000. 

 
13. Técnicas microscópicas 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 iluminación halógena 

y equipos de fotografía digital. Además, se utilizó el equipo Personal Deltavision Microsco-
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pe (Applied Precision), que consta de un microscopio invertido Plympus IX-70. 

 
13.1. Microscopía de campo claro: contraste de fases y contraste dife-
rencial (Nomarski) 
 
 Las muestras se tomaron directamente de los cultivos incubados en medio líquido o en 

placas para su observación. Las muestras se observaron en un microscopio Leica DM RXA 

con un sistema de filtros para microscopía de contraste diferencial. 

 
13.2. Microscopía de fluorescencia 
 
 Para la observación de muestras fluorescentes, se utilizaron los microscopios Leica 

DM RXA  y Deltavision con los filtros adecuados que dejan pasar la luz UV de una determi-

nada longitud de onda, según los espectros de excitación-emisión propios de los fluorocro-

mos o proteínas fluorescentes utilizadas. Las imágenes 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 proteína verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoácidos 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 heteróloga en células eucariotas o proca-

riotas. Por ello, suele usarse como sistema de detección de la expresión y localización sub-

celular de proteínas in vivo. Para ello, es necesario fusionar la secuencia de ADN que codi-

fica esta proteína en fase con la del gen de la proteína objeto de estudio y observar la 

muestra en el microscopio de fluorescencia.  

 Existen variantes de la proteína verde fluorescente, como la EGFP (Enhanced Green 

Fluorescent Protein), más brillante que la original, que emite luz de 507 nm de longitud de 

onda cuando es excitada con luz de 488 nm; la proteína 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 proteína amarilla fluorescente o YFP (Yellow Fluorescent Protein), que 

emite luz de 527 nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de 514 nm. 

 Existe, además, la proteína 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 proteína RFP, como la mCherry, cuya luz de emisión es más 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 proteínas con diferentes combinaciones de proteínas fluorescentes permiten 

la realización de experimentos de co-localización (Shaner et al., 2005). Además, estas pro-

teínas pueden fusionarse en tándem para aumentar la intensidad de la luz de emisión. 

 
13.2.2. Tinción de calcoflúor 
 
 El calcoflúor es un fluorocromo que, en S. cerevisiae tiñe las zonas de pared celular 

ricas en quitina, pero que en S. pombe se une fundamentalmente al β-(1,3)-glucano lineal 

del septo y de los polos en crecimiento (Cortés et al., 2007) ya que S. pombe carece de 

quitina. El calcoflúor se excita al recibir luz de 372 nm de longitud de onda y emite fluores-

cencia azul. El calcoflúor (Blankophor BBH, Bayer Corporation) se preparó en agua a una 

concentración de 15 mg/ml. Para conseguir la completa disolución, se añadieron gotas de 

10 N KOH. Se esterilizó por filtración y se guardó a 4ºC protegido de la luz.  

 La tinción de calcoflúor se realizó partiendo de cultivos líquidos creciendo en fase loga-

rítmica. Las células se recogieron por centrifugación (1 minuto a 3.000 rpm), se resuspen-

dieron en 50 μl de agua con calcoflúor a una dilución 1:50 y posteriormente se lavaron con 

PBS y se concentraron para observar la fluorescencia. 

 
13.2.3. Tinción de actina 
 
 Aprovechando la propiedad de la faloidina, una toxina extraída 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-flúor 448 como sonda para detec-

tar y teñir la actina en el interior celular. 

 La tinción de actina se realizó 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 añadiendo 1 

ml (1/5 del volumen del cultivo) de formaldehído al 16 % (EM-grade MeOH Free, Polyscien-

ces) y 500 μl (1/10 del volumen del cultivo) de tampón PEM (100 mM PIPES, 1 mM EGTA y 

1 mM Mg2SO4 pH 6,9). Las células se incubaron en agitación a la temperatura del cultivo 

durante 1 hora y posteriormente se lavaron 3 veces con tampón PEM. Se recogieron de 

nuevo las células y se permeabilizaron resuspendiéndolas en PEM con Tritón TX-100 al 1 

% durante 30 segundos, para permitir la posterior entrada del fluorocromo. Finalmente, se 

lavaron tres veces con PEM, se tomó 1 μl de células permeabilizadas y se mezclaron con   

8 μl de Alexa-flúor 448-faloidina (Molecular Probes), resuspendida en PEM. Estas muestras 

se incubaron en oscuridad durante 1 hora en agitador orbital a temperatura ambiente. Las 

muestras así teñidas pueden guardarse durante 1 o 2 días a 4ºC. 



136 

Materiales y Métodos 

13.3. Microscopía electrónica 
 
 La preparación de muestras para su observación al microscopio electrónico de trans-

misión se llevó a cabo tal y como se describe a continuación: 

 Se tomaron células que alcanzaban una densidad óptica de 0,5. A continuación se rea-

lizaron tres lavados con agua y estas células se fijaron con permanganato potásico 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 continuación se 

encapsularon las diferentes muestras y se incubaron en una estufa a 70ºC durante 16 

horas para que la resina polimerizara. Se cortaron secciones ultrafinas de las muestras em-

pleando un ultramicrotomo LKB Ultratome III. Posteriormente se fijaron con acetato de ura-

nilo al 2 % y citrato de plomo para darles contraste y se observaron bajo el microscopio 

electrónico de transmisión Zeiss EM 900. 

  
14. Análisis bioinformático de los datos 
 
 Para el análisis informático de las secuencias de ADN y de proteínas, alineamiento de 

secuencias y mapas de restricción, se utilizaron los programas DNAStar, DNAStrider y 

ClustalW. Las secuencias de genes y proteínas 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 análisis de los dominios de las proteínas se realizó utilizando la base de datos Pfam 

(http://pfam.sanger.ac.uk/). Las búsquedas bibliográficas se realizaron en la base de datos 

de MedLine (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). 
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