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A Axel

Porque siempre hay algo que merece la pena






“Quien no quiere pensar es un fandtico; quien no puede pensar es un idiota;
quien no osa pensar es un cobarde.”

Francis Bacon (1561-1626)
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INTRODUCCION

1.LAS LEVADURAS COMO MODELO DE ESTUDIO

La levadura de gemacion Saccharomyces cerevisize y la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe son dos de las especies empleadas comtinmente como modelos de
investigacién en biologia molecular. Estas, aunque son organismos unicelulares y poseen
rasgos comunes, son muy distintas entre si ya que divergieron de un ancestro comiin hace
330-420 millones de afos (Sipiczki, 2000; Heckman et al, 2001; Hedges, 2002).

El empleo de S. cerevisine como sistema de estudio en el laboratorio se inicia en la
década de 1930, cuando comienza a llevarse a cabo el estudio de su ciclo y diferenciacién
celular, siendo asi mismo, el primer organismo eucariota en tener secuenciado su genoma
completo (Goffeau et al, 1996). En cuanto a S. pombe, ya en la década de los 40 comenzaron a
realizarse diversos estudios genéticos, pero no fue hasta finales de los afios 50 del siglo
pasado cuando empez6 a utilizarse como modelo biolégico para estudios de divisién celular,
crecimiento y morfogénesis (Mitchison 1957; Schlake & Gutz 1993; Mitchison 1990). La

secuenciaciéon completa de su genoma fue publicada en el afio 2002 (Wood et al, 2002).

Ambos microorganismos, siendo eucariotas unicelulares y estando separados
evolutivamente, comparten procesos celulares fundamentales con los metazoos. Esto los
convierte en excelentes organismos modelo para la investigacién cientifica, proporcionando
enfoques e ideas complementarias sobre las funciones biol6gicas en eucariotas superiores.
Ambas levaduras son sistemas genéticos manejables y faciles de manipular en el laboratorio
debido a que se trata de organismos de pequefio tamafio, con rapido crecimiento en medios

de cultivos simples y no son patégenos (Fosburg, 2001)

Algunas de las caracteristicas mas relevantes que convierten a estas levaduras en
formidables modelos de estudio son su ciclo celular, su morfogénesis y su organizacion
interna. La contribucién de estos organismos al conocimiento de éstos y otros procesos
celulares ha sido y es de gran relevancia para la ampliacién del conocimiento en general y
para la comprensién de los mecanismos moleculares de enfermedades humanas tales como
el cancer, los procesos neurodegenerativos y las enfermedades metabélicas (Cho & Hofmann,
2004; Foury & Kucej, 2002; Steinmetz et al, 2002; Hartwell, 2001; Phillips et al, 2006; Leto &
Saltiel, 2012).



2. LA LEVADURA DE FISION Schizosaccharomyces pombe

La levadura de fision S. pombe fue aislada en 1893 por P. Lindner de una variedad de
cerveza africana. En 1921, A. Osterwalder aislé de un zumo de uva procedente del sur de
Francia una cepa homotélica que se denominé h%. En esta cepa, aproximadamente el 90% de
las células eran capaces de conjugar y formar esporas en un medio pobre en nutrientes. En la
década de 1940, U. Leupold caracteriz6 genéticamente esta cepa que es conocida actualmente
como 972. De esta estirpe homotdlica se aislaron las cepas heterotalicas de tipo sexual
opuesto, h* 975 y h- 972, de las cuales proceden la mayoria de las cepas empleadas en los

laboratorios actualmente.

S. pombe es un hongo ascomiceto que en condiciones naturales es haploide. Posee 12,6
Mb de ADN que codifican 5123 genes que se distribuyen en 3 cromosomas diferentes. Como
ya se ha comentado, la secuencia completa del genoma de esta levadura fue publicada en el
ano 2002 (Wood et al, 2002). Se puede acceder a ella a través de la direccién web: http://

www.pombase.org

2.1. Ciclo de vida de S. pombe

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

células de tipo sexual opuesto (Figura 1).

Durante la fase haploide las células sufren sucesivas rondas de divisiéon mitética en
las que se pueden diferenciar las fases G1 (preparaciéon de la maquinaria necesaria para la
duplicaciéon del ADN), S (duplicacién de la informacién genética), G2 (preparacién para el
inicio de la mitosis) y M (reparto del ADN de forma equivalente entre las dos células hijas).
Esta levadura no presenta un ciclo celular eucariético tipico, ya que no posee una fase G1
muy obvia debido a su corta duracién, apenas un 10% del total del ciclo, mientras que la fase

G2 se extiende durante el 70% del mismo.

En S. pombe las células haploides pueden ser de dos tipos sexuales complementarios:
h*y Ir. La fase diploide s6lo aparece cuando dos células de tipo sexual opuesto sometidas a
condiciones limitantes de nitrégeno entran en contacto, conjugan y forman un zigoto. Este
zigoto diploide es inestable y sufre la division meiética de su ntcleo rapidamente, de modo
que esporula generando un asca zigotica que contiene en su interior cuatro ascosporas
haploides. Cuando las condiciones ambientales son favorables, las ascosporas se liberan por
dehiscencia del asca y germinan entrando de nuevo en la fase haploide del ciclo. Si los
zigotos son inoculados en un medio rico antes de que ocurra la meiosis, pueden iniciar un
ciclo mitético diploide. Cuando el medio se empobrece, los diploides heterozigoticos h*/h-
esporulan originando un asca azigética que también contiene en su interior cuatro ascas

haploides.
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Figura 1. Ciclo biolégico de Schizosaccharomyces pombe. Representacion de las distintas fases
del ciclo de vida de la levadura de fisién. Los colores rosa y verde indican dos tipos sexuales
diferentes (i* y Ir"). Consultar el texto para mas detalles.

Ademas de las estirpes heterotalicas /h* y h existe una estirpe homotalica h%,
denominada asi porque el 90% de las células son capaces de formar esporas. Estas células
pueden cambiar su tipo sexual entre /i* y h- cada dos generaciones. Esto significa que una
Unica célula es capaz de originar una colonia de células h* y h- que pueden conjugar entre si

cuando las condiciones nutricionales vuelven a ser limitantes.

2.2. Ciclo morfogenético de S. pombe

S. pombe es un organismo unicelular con forma cilindrica la cual se mantiene a lo
largo de su ciclo celular. Sus células crecen de manera polarizada y asimétrica por extensién
de sus polos y no de su zona media, manteniendo un grosor constante de 3-4 pm a lo largo
del ciclo. Al alcanzar una longitud de entre 12-15 um se lleva a cabo la citocinesis y formacion
del septo de division, que posteriormente serd degradado permitiendo la separacion celular

para generar dos células hijas de igual tamafio (aproximadamente 7-8 um).

Este patréon de crecimiento polarizado no es simétrico ya que, aunque ambos polos
poseen una tasa de crecimiento similar, sélo el polo procedente del ciclo anterior, el denomi-
nado “polo viejo”, esta activo durante la fase G1/S y toda la fase G2. El crecimiento del “polo
nuevo” que ha sido creado de novo tras la separacion celular depende del tamafo de la célula,
y s6lo se produce a partir de un determinado momento de la fase G2, denominado NETO
(New End Take Off) (Mitchison & Nurse, 1985) Figura 2. Desde ese momento las células



crecen de forma bipolar, aunque el crecimiento sigue siendo maés rapido por el “polo viejo”.
Dicho crecimiento continda hasta que se alcanza un tamafio critico, momento en el cual éste
cesa y se inicia la fase M (mitosis) del ciclo celular. Este proceso conlleva el ensamblaje y con-
traccion de un anillo de actomiosina en el ecuador de la célula y culmina con la sintesis de un
septo de material de pared celular entre ambas células hijas que finalmente serd degradado,
produciéndose asi la separacion celular definitiva (Hayles & Nurse, 2001; Martin & Chang,
2005) (Figura 2). El citoesqueleto de actina (representado por el color rojo en la Figura 2) y los
microtabulos (MT, de color verde en la Figura 2) son esenciales para que las distintas etapas
del ciclo de vida de S. pombe sean exitosas, asi como para garantizar el mantenimiento de la
forma celular. La pared celular también juega un papel esencial en el establecimiento de la

morfologia de la célula como se podra ver mas adelante.
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4mmmx Crecimiento polarizado MTs __~— Cable de F-actina
‘ Niicleo -] SPB [ Parche de F-actina

Figura 2. Ciclo morfogenético de la levadura de fision. Representacion del ciclo celular de S.
pombe donde se muestran las diferentes etapas de crecimiento y la reorganizacién de elemen-
tos morfogenéticos como el citoesqueleto de actina (en rojo) y los microtabulos (en verde).
MT=Microtibulos; SPB=Spindle Pole Body (Cuerpo polar del huso); PAA=Post Anaphase
Array (Estructura de post-anafase). Figura modificada de La Carbona et al, 2006.
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También se ha descrito que en medios naturales donde los nutrientes escasean, S.
pombe puede presentar un crecimiento invasivo acompafiado por la produccién de pseudohi-
fas. Este fendmeno se interpreta como una adaptacién de la levadura a las condiciones desfa-
vorables del medio, ya que la generacién de estas estructuras podria favorecer la busqueda
de nutrientes en el ambiente. Estudios realizados al respecto han permitido reproducir en el
laboratorio estas estructuras multicelulares ramificadas. Esto ha sido posible combinando un
medio con limitacion de nitrégeno, una fuente de carbono accesible y una temperatura de

30°C, con estirpes que tuviesen la ruta del AMP ciclico funcional (Amoah-Buahin et al, 2005).
3. EL CITOESQUELETO DE S. pombe

3.1. Citoesqueleto de actina

En la levadura de fision la actina es un componente esencial tanto para la
morfogénesis como para el crecimiento polarizado, siendo un elemento muy dinamico que
cambia su distribucién a lo largo del ciclo celular. La actina esta codificada por el gen act1*y
se puede encontrar en dos estados de agregacion diferentes: G-actina y F-actina. La primera
es una actina globular que se encuentra de forma minoritaria en la célula y la segunda,
denominada también actina filamentosa o polimerizada, es la isoforma més abundante y la
responsable de la formacion de las diferentes estucturas que se pueden encontrar en la célula.
El citoesqueleto de actina de S. pombe es relativamente simple y cuenta con tres estructuras
diferentes: los parches de actina, los cables de actina y el anillo contréctil [Figura 3 (Marks &
Hyams, 1985)]. Ademas de la actina existen numerosas proteinas que se asocian a estas

estructuras para regular su estabilidad (La Carbona et al, 2006).

parches anillo contractil

cables .

Figura 3. Distribucién del citoesqueleto de actina en S. pombe. Detalle de la organiza-
cién de las diferentes estructuras que componen el citoesqueleto de actina durante el cre-
cimiento vegetativo de S. pombe. Figura adaptada de Kovar et al, 2012.



Parches de actina

Los parches de actina son estructuras formadas por la agrupacion de hasta 150
filamentos cortos y ramificados de F-actina que alcanzan una longitud de 100-200 nm
(Sirotkin et al, 2010). Los parches son sitios de endocitosis y se localizan en las zonas de
crecimiento activo: los polos celulares durante la interfase y en la zona ecuatorial en mitosis
(Gachet & Hyams, 2005; Arellano, 1997; Balasubramanian ef al, 1994). Esta localizacion
sugiere que la endocitosis que se produce a través de los parches de actina esta asociada a la
sintesis y remodelacion de la pared celular (Kovar et al, 2012). Ademas, a diferencia de lo que
ocurre en mamiferos, en levaduras la actina es absolutamente necesaria para la invaginacion
de la membrana durante la endocitosis ya que ayuda a superar las fuerzas de resistencia de
la misma y la presiéon de turgencia citosélica (Aghamohammadzadeh & Ayscough, 2009;
Anitei & Hoflack, 2012).

El ensamblaje de los parches comienza con el reclutamiento de diversas proteinas
que intervienen en el proceso de endocitosis y que se denominan proteinas de la cubierta por
su presencia en las envueltas de las vesiculas endociticas. Posteriormente, se acumulan otras
proteinas adaptadoras necesarias para el ensamblaje de la actina, la internalizacién del
parche y la unién al complejo Arp2/3 (Castagnetti et al, 2005). La polimerizacion de la F-
actina en los parches estd regulada por el complejo Arp2/3 (Actin-related-protein) que sélo
aparece durante la fase de endocitosis (Kaksonen et al, 2003; Jonsdottir & Li, 2004), y cuya
actividad estd a su vez controlada por los factores promotores de nucleacién (NPFs)
(Boettner et al, 2012).

Ademas del complejo Arp2/3 existe otro conjunto de proteinas que regulan y
modulan la dindmica tanto de los parches como de otras estructuras de actina. La fimbrina
Fiml1p une los filamentos de actina fortaleciendo la estructura del parche (Skau & Kovar,
2010); la profilina Cdc3p, unida a un monémero de actina, se considera el principal sustrato
disponible en la célula para el ensamblaje de actina e interviene en la nucleacién y
polimerizacion de filamentos (Kovar et al, 2003, 2006). Las cofilinas Adflp y Gmflp son
necesarias para la despolimerizacién de los filamentos y el reciclaje de los monémeros de
actina tras finalizar el proceso de endocitosis e invaginacion del parche (Kovar et al, 2012). La
coronina Crnlp estd relacionada con el reciclaje de la actina en los parches; por un lado actta
como inhibidor del complejo Arp2/3 (Rodal et al, 2005) y, por otro, colabora con las cofilinas

controlando el tamano de los filamentos de actina (Gandhi et al, 2009).
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Anillo de actomiosina

La division celular en levaduras requiere la formacién de un anillo contractil de
actomiosina. Este anillo es una estructura compleja y dindmica compuesta por actina, las
cadenas pesadas de las miosinas Myo2p y Myo3p y las cadenas ligeras Cdc4p y Rlclp,
ademds de otras muchas proteinas asociadas necesarias para su estabilidad y funcionalidad
(Wu, 2003; Balasubramanian et al, 2004; Wolfe & Gould, 2005; La Carbona et al, 2006; Huang
et al, 2008; Hachet & Simanis, 2008; Hachet et al, 2012). Su establecimiento tiene lugar durante
las primeras etapas de la mitosis, seguido de un proceso de contraccion desde la superfice
celular hacia el centro de la célula (Marks et al, 1986). Mediante diversos estudios realizados
se han identificado aproximadamente 50 proteinas diferentes implicadas en la formacién y
contraccién del anillo (Guertin et al, 2002; Wu et al, 2003; Wu & Pollard, 2005). Estos analisis
han llevado a postular dos mecanismos independientes pero complementarios de

ensamblaje:

El primer modelo esta basado en la intervencién de diferentes componentes para
formar el anillo, donde la formina Cdc12p y la miosina de la clase II, Myo2p, junto con otras
proteinas, se organizan en nodos en la regién central de la célula. Estos nodos se
ensamblarian unos con otros formando un anillo contréictil funcional mediante la accién
coordinada de Cdc12p y Myo2p (Bezanilla ef al, 2000; Bahler et al, 1998; Huang et al, 2008;
Paoletti & Chang, 2000; Vavylonis et al, 2008; Wu et al, 2003, 2006).

El segundo mecanismo propuesto sugiere que la formina Cdc12p se acumula en uno
o varios puntos de la region central de la célula permitiendo el ensamblaje de otros
componentes que formarian una estructura desde la cual partiria un cable de filamentos de
actina. Fste irfa alargdndose hasta formar un “anillo basal”, a partir del cual se formaria el
anillo contractil (Chang , 1997; Chang, 2000; Yonetani et al, 2008; Motegi et al, 2004; Arai &
Mabuchi, 2002; Carnahan & Gould, 2003; Kamasaki et al, 2007).

Cables de actina

Los cables son haces de filamentos cortos y paralelos de F-actina que se distribuyen
longitudinalmente a lo largo de la célula durante el crecimiento vegetativo y que son
ensamblados por la formina For3p. Esta proteina es un factor de nucleacion y elongacién que
se orienta hacia la zona mdas proxima al cortex celular donde se activa y se produce la
polimerizacién de la actina, favoreciendo el transporte hacia los polos de factores implicados
en el crecimiento polarizado hacia (Kamasaki ef al, 2005; Martin et al, 2007, Nakano et al,
2002). A diferencia de los parches y del anillo contractil, la cantidad de proteinas de unién a
filamentos de actina que se relacionan con los cables es muy pequefia. Entre estos
componentes se incluyen la tropomiosina Cdc8p como motor proteico y la coronina Crnlp
(Pelham Jr. et al, 2001; La Carbona et al, 2006; Motegi et al, 2001; Win et al, 2001; Mulvihill et al,
2006; Fischer et al, 2008).
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La regulacion espacio-temporal de For3p es critica para la correcta organizacién y
funcién de los cables de actina durante el crecimiento polarizado (Martin , 2007; Feierbach &
Chang, 2001). Estos cables, aunque no son esenciales para la viabilidad celular, contribuyen
en gran medida al crecimiento polarizado de la célula al actuar como pistas para el
transporte de las vesiculas y orgdnulos que son dirigidos por las miosinas de tipo V hacia los
polos en expansion (Motegi et al, 2001). También son necesarios para el movimiento de los
parches de actina hacia el interior celular e intervienen en la transicion de crecimiento mono
a bipolar (Pelham Jr. et al, 2001; Gachet & Hyams, 2005).

3.2. Citoesqueleto de microtabulos

Los microtabulos son polimeros de forma cilindrica, presentes en todas las células
eucariotas, que estan formados por la asociacion no covalente de monémeros de o y B
tubulina. Son estructuras polares con dos extremos bien definidos. El polo + es dinamico y
esta relacionado con el transporte de factores de polaridad, mientras que el polo - es estatico
y normalmente estd asociado a la membrana nuclear (Figura 4) (Piel & Tran, 2009; Sawin &
Tran, 2006). Durante el crecimiento vegetativo en S. pombe los microtabulos se organizan de
diversas formas y desde distintos lugares de la célula denominados centros organizadores de
microtibulos o MTOCs (Drummond & Cross, 2000). En interfase la célula contiene entre 3 y
5 haces de microttbulos que se expanden a lo largo del eje longitudinal de la misma y que
desempefian funciones relacionadas con el posicionamiento del nucleo, el crecimiento y la
morfologia celular (Daga & Chang, 2005; Daga & Nurse, 2008).

Figura 4. Organizacién de los microttabulos en S. pom-
be. A. Ilustracién esquematica de la distribucién de los
microtdbulos (MT, en verde) en relacién con los centros

+ organizadores de microtibulos (MTOCs, en rojo) y la
B - envuelta nuclear (azul). Los extremos (-) generalmente
estan dirigidos hacia el centro de la célula y los extre-

mos (+) hacia los polos. B. Durante la mitosis se forman
el cuerpo polar del huso (SPB) y los microtabulos astra-

v _D les. C. Durante la divisién celular los centros organiza-
?-

dores de microtiibulos situados en la zona de divisiéon
C

van a nuclear los microtibulos denominados PAA (Post
' Anaphase Array) que favorecen la separacion celular.

En mitosis los microtibulos citoplasmaticos se desensamblan, formandose los
microtdbulos intranucleares -cuya localizaciéon coincide con el huso mitético- y los
microtabulos astrales, relacionados con el alineamiento del huso con respecto al eje celular
pero no con su elongacién (Sawin, 2004; Toli¢-Nerrelykke ef al, 2004; Venkatram et al, 2004).
Los microtibulos intranucleares y astrales parten desde el denominado “Spindle Pole
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Body” (SPB) o cuerpo polar del huso. En las tltimas etapas de la mitosis estos microtabulos
desaparecen para asi formarse una nueva estructura en la regién del septo de division
denominada “Post-Anaphase Array ” o PAA. El PAA participa en la citocinesis estabilizando
el anillo de actomiosina y manteniendo alejados a los ntcleos de las células hijas de la zona
de division (Pardo & Nurse, 2003; Hagan & Hyams, 1988). Al concluir la mitosis esta

estructura se desorganiza y se forman de nuevo los microtubtlos citoplasmaticos.

El citoesqueleto de microtibulos participa tanto en el control de la posiciéon del
nicleo como en la regulacion de la morfologia celular a través de la localizacion de los
factores de polaridad (Piel & Tran, 2009). Para la localizacién del nicleo durante interfase la
célula utiliza las fuerzas generadas por los microttibulos al chocar contra los polos celulares.
Los microtabulos se organizan en forma de haces antiparalelos a ambos lados del ntcleo,
favoreciendo que las fuerzas aplicadas desde ambos lados de la célula sean similares, para
asi mantener el ntcleo en el centro de ésta. En cuanto a la morfologia celular, el citoesqueleto
de actina es el responsable de dirigir el crecimiento celular, mientras que los microttbulos
son necesarios para determinar los puntos en los que se tiene que producir este crecimiento
(Fischer et al, 2008; La Carbona et al, 2006; Martin et al, 2005; Sawin & Tran, 2006). Una vez
iniciado el crecimiento, el citoesqueleto de actina es capaz de mantenerlo de forma
independiente a los microtabulos. De este modo se podria decir que los microttbulos forman
parte de un sistema de retroalimentacién global que controla la morfologia celular, mientras
que el citoesqueleto de actina forma parte de un sistema de retroalimentacion local que

controla el crecimiento celular en los polos (Encinar del Dedo, 2010).
4. LA PARED CELULAR DE S. pombe

4.1. Funciones bioldgicas de la pared celular

La pared celular es una estructura externa a la membrana plasmatica que estd

presente en gran variedad de grupos taxonémicos como plantas, algas, hongos y bacterias.

La pared celular fangica es un organulo implicado en numerosos e importantes
procesos celulares tales como el crecimiento, la morfogénesis, la conjugacién, la virulencia o
la integridad del propio microorganismo. Podria describirse como un exoesqueleto que
permite soportar la presién interna y que proporciona a la célula una barrera protectora
contra un amplio rango de condiciones ambientales, como la temperatura y los diferentes
cambios osméticos del medio. Ademas, dota a la célula de un escudo de proteccién contra el
posible ataque de otros microorganismos o de pardasitos. La pared celular es un elemento
morfogenético fundamental, ya que es la responsable final de la forma del organismo que la
posee. Lejos de ser una estructura rigida y estética, es lo suficientemente pléstica y dindmica
como para que las células puedan cambiar su forma a lo largo del ciclo celular y también en

respuesta a los muchos estimulos externos a los que estan sometidas.

11
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Centrandonos en la biologia de S. pombe, organismo sobre el que se han realizado
todos los estudios de este trabajo, estd demostrado que el crecimiento de este
microorganismo es un proceso complejo relacionado necesariamente con la biosintesis de la
pared celular. Los cambios morfolégicos que suceden durante su ciclo de vida, como son el
crecimiento monopolar y bipolar, la citocinesis, la formacién de los zigotos, y el desarrollo de
las ascas, necesitan de una pared celular plastica y en constante cambio (Ishiguro, 1998;
Duran & Pérez, 2004). Durante estas transiciones, junto a otros eventos, tiene lugar la sintesis
y remodelacion de la pared celular, procesos regulados y coordinados por la maquinaria de
control del ciclo celular. La pared celular es necesaria para el mantenimiento de la morfologia
de S. pombe y es una estructura esencial para la viabilidad de estas células. Al eliminarla
mediante la digestion enzimatica de los polimeros que la conforman, los protoplastos
obtenidos adquieren una morfologia esférica, y pierden rdpidamente la viabilidad si no se
mantienen en un medio estabilizado osméticamente (Osumi, 1998). Este organulo no sélo
tiene interés como elemento morfogenético, sino que al ser una estructura esencial para el
hongo es una excelente diana para el disefio de compuestos antiftngicos. Por ejemplo, el
antifangico CANCIDAS™ es un inhibidor de la biosintesis del f-glucano y se emplea para el
tratamiento de la aspergilosis invasiva y de otras infecciones causadas por hongos (Wagner
et al, 2006).
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Figura 5. Composicién y estructura de la pared celular de S. pombe. A. La pared lateral esta formada por
tres capas diferentes. Las capas externas estdn compuestas por galactomanano y la capa interna, menos den-
sa a los electrones, esta formada por a y B-glucanos. B. El septo presenta una capa interna denominada septo
primario (SP) que estd compuesta principalmente por B(1,3)glucano lineal. Esta capa esta flanqueada por el
septo secundario (SS) que tiene una composicién similar a la de la pared celular lateral.
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4.2. Composicion y estructura de la pared celular de S. pombe

La pared celular de hongos estd compuesta principalmente por glicoproteinas y
polisacaridos dispuestos en diferentes capas fibrilares. Estas establecen relacién entre ellas
mediante enlaces por puentes de hidrégeno, lo que convierte a la pared celular en una
estructura fuerte y resistente.

En el caso de S. pombe, los polisacaridos que forman la pared son principalmente dos
homopolimeros de glucosa que constituyen aproximadamente el 85% del total de la
estructura; el o-glucano constituido por residuos de D-glucosa con enlaces a(1,3) y en menor
proporciéon a(1,4) y el p-glucano formado por cadenas de D-glucosa unidas por enlaces (1,3)
y B(1,6). Segun el tipo de enlaces que posea, se pueden encontrar tres tipos diferentes de -
glucano en la pared: B(1,3)glucano lineal, B(1,3)glucano ramificado y P(1,6)glucano
ramificado. Ademas de estos componentes, la pared celular contiene alrededor de un 15% de
galactomanano que es un polimero no estructural que se une a proteinas para formar
glicoproteinas (Horisberger & Rouvet-Vauthey, 1985). A diferencia de lo que ocurre en otros
hongos, la pared celular de S. pombe no posee cantidades significativas de quitina como
elemento estructural durante su crecimiento vegetativo, aunque ésta si aparece en la pared

celular de las ascosporas (Duran & Pérez, 2004).

Mediante microscopia electrénica la pared celular de S. pombe se muestra como una
estructura trilaminar en la que dos capas densas al paso de los electrones, formadas
mayoritariamente por galactomanano, estdn separadas por una capa maés clara constituida
principalmente por B(1,3)glucano y o(1,3)glucano [Figura 5A (Humbel et al, 2001; Durdn &
Pérez, 2004)]. El septo de division posee también una ultraestructura muy organizada en la
que el septo primario, que estd compuesto fundamentalmente por B(1,3)glucano lineal
(Cortés et al, 2007), se observa como una capa transparente a los electrones. El septo
secundario, que delimita por ambos lados al primario, tiene una apariencia mucho mas
densa al paso de los electrones y posee una composicién similar a la pared celular lateral
[Figura 5B (Humbel et al, 2001; Sugawara et al, 2003)].
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4.3. Biosintesis de los polimeros de la pared celular

o-Glucano

El o-glucano estd presente tanto en la pared celular de S. pombe como en la de otros
hongos dimérficos y filamentosos (Bush ef al, 1974; Bobbitt et al, 1977); sin embargo, esta
ausente en la pared de S. cerevisize. En el caso de S. pombe, este polimero constituye
aproximadamente el 30% de la pared y esta formado por pequefas cadenas compuestas por
unos 200 monémeros de D-glucosa, unidos mediante enlaces o(1,3) y una pequefa
proporcién de enlaces o(1,4) (aproximadamente un 7%) (Manners & Meyer, 1977; Konomi et
al, 2003; Griin et al, 2005). El a-glucano es esencial para el mantenimiento de la morfologia
celular (Alfa et al, 1993; Cortes et al, 2007), ya que al tratar las células con a-glucanasa éstas
pierden su polaridad y se vuelven redondas (Alfa et al, 1993), hecho que también ocurre en
mutantes con menor contenido en este polimero (Griin et al, 2005). Mediante microscopia
electronica de trasmisiéon (TEM) de células marcadas con un anticuerpo anti-a(1,3)glucano
conjugado con particulas de oro coloidal, se ha podido observar la distribuciéon difusa de
estas particulas por toda la pared celular, detectindose incluso en el interior de la bicapa
lipidica que forma la membrana. La enzima responsable de la sintesis de este polimero es la
enzima a(1,3)glucan sintasa (aGS) que se localiza en la membrana celular y cataliza la unién
de monémeros de glucosa en el interior de la membrana antes de transportarlos fuera de ella
(Sugawara et al, 2003). El gen ags1*/mokI* codifica una proteina integral de membrana que
presenta cierta homologia con proteinas implicadas en el metabolismo del glucano y se
considera la enzima o-glucan sintasa, o al menos un componente de dicha actividad
(Hochstenbach , 1998; Katayama et al, 1999; Konomi et al, 2003). El a-glucano sintetizado por
Moklp es esencial para la integridad de la pared celular durante el crecimiento vegetativo.
Este interviene en la sintesis del septo secundario y en la correcta formacién del septo
primario, confiriendo a esta estructura la rigidez necesaria para soportar la presiéon de
turgencia que se genera durante la separacion celular (Cortés et al, 2012). Existen otros cuatro
genes con similitud de secuencia a mokI*: mok11*, mok12+*, mok13*y mok14*, los cuales no son
esenciales para la viabilidad celular, pero participan en la sintesis de la pared celular de las

ascosporas y en su maduracion (Garcia et al, 2006).
B-glucano

El B-glucano en S. pombe representa entre el 45% y el 54% del total de los componentes
que forman la pared celular y es el responsable de dotar a ésta de la resistencia necesaria
para mantener la morfologia de la célula (Ishiguro, 1998). Como se ha comentado
anteriormente, se pueden distinguir tres tipos de B-glucano en la pared celular segtn el tipo

de enlaces que posean:
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e ElB(1,3)glucano lineal estd compuesto por cadenas lineales de monémeros de glucosa
sin ramificaciones. Estd presente exclusivamente en el septo primario de las células
que estdn dividiéndose y su sintesis juega un papel fundamental en la division
celular (Humbel et al, 2001; Cortes et al, 2007).

e FEI B(1,3)glucano con ramificaciones B(1,6) es el polimero méas abundante de todos los
polisacaridos que constituyen la pared celular y estda formado por cadenas de
residuos de glucosa unidos por enlaces B(1,3) con ramificaciones laterales mediante
enlaces tipo B(1,6). Las estructuras filamentosas formadas se distribuyen por toda la
pared celular y se encuentran tanto en el septo primario como en el secundario.
Mediante estudios de regeneraciéon de protoplastos se ha podido observar que este
polimero es el primero en ser sintetizado por la célula, formando una red
microfibrilar de fibras largas y paralelas sobre las cuales se ensamblan
posteriormente el o-glucano y el galactomanano (Osumi, 1998; Humbel et al, 2001;
Duran & Pérez, 2004).

e El B(1,6)glucano ramificado es un polimero formado por mondémeros de glucosa
unidos por enlaces B(1,6) que esta altamente ramificado (mas del 43%) en uniones
tipo B(1,3) (Manners & Meyer, 1977; Konomi, 2003; Sugawara et al, 2004). EI B(1,6)
glucano se localiza en la parte externa de la capa de la pared celular menos densa a
los electrones, bajo la capa externa de galactomanano de la pared lateral y en el septo
secundario (Humbel et al, 2001). Esta localizaciéon estd de acuerdo con la hipétesis de
que el B(1,6)glucano conecta las manoproteinas a la pared celular. El B(1,6)glucano
también se ha encontrado asociado al aparato de Golgi en pequefias vesiculas
cercanas a la membrana plasmatica, indicando que este polimero se sintetiza en el

sistema RE-Golgi y se exporta hacia la superficie celular (Humbel et al, 2001).

La biosintesis del B-(1,3)glucano, que es el principal p-glucano sobre el que se va a
discutir en este trabajo, se cataliza por el complejo enzimatico B(1,3)glucan sintasa (BGS)
[UDP-glucosa: (1,3)-p-D-glucano-3-p-D-glucosiltransferasa, E.C. 2.4.1.34]. Esta enzima esta
unida a la membrana plasmatica y emplea UDP-glucosa como sustrato para formar cadenas
lineales de entre 60 y 700 unidades de glucosa. La actividad BGS posee al menos dos
componentes: una unidad catalitica y una reguladora (Cabib et al, 1998; Douglas, 2001). En S.
pombe se han identificado cuatro genes que codifican potenciales subunidades cataliticas del
complejo B(1,3)glucan sintasa: bgs1*, bgs2+, bgs3* y bgs4*. Todos estos genes son esenciales en
determinados momentos de su ciclo de vida: bgsl*, bgs3* y bgs4* son necesarios para la
viabilidad celular, mientras que bgs2* lo es para el proceso de esporulaciéon (Ishiguro et al,
1997; Liu et al, 2000; Martin et al, 2000, 2003; Cortes et al, 2005, 2007). Las proteinas Bgs son
proteinas transmembrana de elevado peso molecular (= 200 kDa) que presentan gran

similitud a las B-glucan sintasas descritas para S. cerevisiae, Fkslp y Fks2p (Mazur et al, 1995).
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Las enzimas Bgslp, 3 y 4 se localizan en los polos de crecimiento (Cortes et al, 2005, 2007), en
la zona de division celular (Cortes et al, 2002; Liu et al, 2002; Mulvihill et al, 2006), y también
se pueden observar en vesiculas de transporte dispersas por el citoplasma. La subunidad
reguladora de la B(1,3)glucan sintasa descrita en S. pombe esta constituida por la GTPasa
Rholp (Arellano et al, 1996).

En S. pombe, Bgslp/Cpslp se ha descrito como una unidad catalitica BGS necesaria para
la sintesis del B(1,3)glucano lineal que constituye el septo primario (Humbel et al, 2001; Liu et
al, 2002; Cortes et al, 2002). Las células con un bajo nivel de expresion del gen bgs1* presentan
septos defectuosos que atn poseen cierta cantidad de PB(1,3)glucano. Esto indicaria que,
aunque Bgslp tiene un papel principal, otras BGS intervendrian en la sintesis del B-glucano
del septo (Cortes et al, 2007). Los septos aberrantes que se forman no pueden ser degradados
correctamente tras la mitosis, lo que provoca que las células permanezcan encadenadas
(Cortes et al, 2007), hecho que permite constatar que Bgslp también juega un papel
importante en la citocinesis. Como ya se ha indicado previamente, Bgslp se localiza tanto en
los polos como en la zona de division celular. La maquinaria de secrecion es esencial para
que la localizacion de Bgslp/Cpslp en los polos sea correcta (Liu , 2002; Mulvihill et al, 2006;
Yu et al, 2012; Bendezu & Martin, 2011) y el citoesqueleto de actina es necesario para la
localizacion de la enzima en el anillo de divisién, aunque no para su mantenimiento en esta
estructura (Cortes et al, 2002; Liu et al, 2002). Por otra parte, mutantes con baja actividad bgs1
presentan defectos en polaridad y en la forma de las células (Cortes et al, 2007). Estos y otros
resultados muestran que Bgslp/Cpslp juega un papel importante en el crecimiento, la

polaridad y la morfogénesis de la levadura de fisién (Cortes et al, 2007; Mulvihill et al, 2006).

El caso del gen bgs2+ es diferente ya que sé6lo se expresa durante la esporulacién, siendo
esencial para este proceso. Los mutantes bgs2A presentan una actividad B-glucan sintasa
disminuida durante la esporulacion y las esporas que se forman son inmaduras, incapaces de
liberarse del asca, y no pueden germinar. Mediante andlisis por microscopia electrénica se ha
podido observar que la pared celular de las ascas de este mutante es mucho mas delgada que
la de una cepa silvestre, ademas de poseer una capa de B-glucano apenas detectable (Liu et al,
2000; Martin et al, 2000).

Bgs3p es necesaria para el mantenimiento de la viabilidad celular (Martin et al, 2003) y la
polaridad durante el crecimiento vegetativo, puesto que la represion del gen bgs3+ produce
células redondeadas y con una pared celular mas gruesa que una cepa control. Esto es
debido, en parte, a un aumento en la cantidad de a-glucano, probablemente causado para
compensar el descenso en la cantidad de p-glucano en la célula (Martin et al, 2003). Bgs3p
presenta una localizacion similar a Bgslp (Martin ef al, 2003) y su funcién concreta es ain
desconocida. No obstante, su expresién aumenta cuando se producen defectos en la sintesis
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de otras glucan sintasas (Bgslp y Bgs4p); esto sugiere que Bgs3p podria formar parte de un
mecanismo compensatorio que funcionaria en respuesta a dafio en la pared celular (Cortes,
2006).

Bgs4p es esencial para el mantenimiento de la integridad celular durante el crecimiento
polarizado y la citocinesis, y también es necesaria para la germinacion de las esporas. Se
localiza en el septo de divisién y en los polos al igual que Bgslp y Bgs3p. Sin embargo parece
que la funcién de Bgs4p en el septo es més critica que en los polos celulares (Cortes et al,
2005). Se ha propuesto a Bgs4p como la principal BGS encargada de la sintesis de p(1,3)
glucano de la pared y del septo secundario, ademds de formar parte del mecanismo de
reparacion contra un posible exceso degradaciéon de pared durante la divisiéon celular.
También se piensa que es la enzima responsable de la mayor parte de la actividad B-glucan

sintasa detectada in vitro (Cortes et al, 2005).
Galactomanano y manoproteinas

El galactomanano y las manoproteinas de la pared de S. pombe constituyen del 9% al
15% del total de la pared celular. El galactomanano estd formado por un esqueleto de
residuos de manosa unidos por enlaces a(1,6) que posee ramificaciones laterales unidas
mediante enlaces a(1,2), los cuales terminan en extremos no reductores gracias a unidades de
galactosa unidas a las manosas por enlaces o (Bush et al, 1974; Horisberger et al, 1978;
Magnelli et al, 2005). Este polimero se une covalentemente a proteinas mediante enlaces N- y
O- glucosidicos en el reticulo endoplasmatico (RE) y en el aparato de Golgi. Las proteinas
generadas se secretan al espacio peripldsmico uniéndose a la membrana plasméatica mediante
grupos GPI y a la capa mas externa de la pared mediante enlaces con la matriz de glucanos
(Andreishcheva et al, 2004). El galactomano esta presente en el septo, pero tnicamente en la
zona mas proxima al plasmalema. Una pequena cantidad de galactomanano esta presente en
el citoplasma de S. pombe, pareciendo indicar que éste se sintetiza en o cerca del plasmalema
(Horisberger et al, 1978; Andreishcheva et al, 2004).

Se han descrito varios genes implicados en el proceso de biosintesis de estos
polimeros. Los genes gmal2+ (Chappell & Warren, 1989; Chappell et al, 1994) y gmh3* (Yoko-o
et al, 1998) codifican dos enzimas galactosiltransferasas, mientras que el gen ochl* codifica
una enzima manosiltransferasa (Yoko-o et al, 2001); los genes omal*, oma2* y oma4* son O-
manosiltranferasas necesarias para el mantenimiento de la integridad celular (Tanaka et al,
2005; Willer et al, 2005).
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4.4. Remodelacion y degradacion de la pared celular de S. pombe

La pared celular de S. pombe sufre muchos cambios a lo largo de su ciclo de vida, lo
que la convierte en un elemento muy dindamico, necesitado de procesos de remodelaciéon y
degracién continuos. Por este motivo, ademés de enzimas encargadas de la sintesis de los
diversos polimeros que constituyen esta estructura, existen otras proteinas con actividad en-
zimatica que se encargan del mantenimiento y de la degradacién continua de la pared. Este
es el caso de las proteinas Gas, enzimas con actividad glucosil-transferasa que intervienen en
el mantenimiento de la integridad celular durante el crecimiento vegetativo, en la madura-

cion de la pared de la ascospora y en su viabilidad (de Medina-Redondo et al, 2008, 2010).

Por otra parte, y encargandose de la degradaciéon del glucano en determinados
estadios del ciclo de vida de esta levadura, existen enzimas con actividad glucandsica, como
es el caso de las endo-a-glucanasas Agnlp y Agn2p y las endo-B(1,3)-glucanasas Englp y
Eng2p. Tras la citocinesis, el septo de division que separa a las dos células hijas ha de
disolverse para que éstas puedan ser independientes. Para ello es necesario que se erosione la
pared celular adyacente al septo y que el septo primario sea degradado. Estos procesos son
llevados a cabo por la B-endoglucanasa Englp, necesaria para la disoluciéon del septo
primario, degradando el B(1,3)glucano existente (Martin-Cuadrado et al, 2003, 2005; Martin-
Cuadrado et al, 2008) y por la a-glucanasa Agnlp, encargada de la digestion del a-glucano de
la pared lateral (Alonso-Nunez et al, 2005; Dekker et al, 2004; Garcia et al, 2005). Asi mismo, se
ha descrito que Eng2p y Agn2p estdn implicadas en la degradacion de la pared del asca,
favoreciendo la liberacion de las esporas (Dekker et al, 2004, 2007; Encinar del Dedo et al,
2009).

Las enzimas implicadas en la sintesis y remodelacion de la pared celular se localizan
en la membrana plasmatica o en la pared celular. Sin embargo, en S. pombe no se sabe
practicamente nada de céomo se regula la sintesis del glucano por los mecanismos de
transporte vesicular. Es mas, la regulaciéon de la sintesis del B(1,3)glucano por estos
mecanismo no se ha estudiado en ningtin hongo. Una parte importante de este trabajo ha
sido el andlisis del papel que juega el transporte vesicular mediado por clatrina como proceso
regulador de la sinteis de la pared celular en general y de la biosintesis del p-glucano en
particular. A continuacién, se describen de un modo general los mecanismos que constituyen
el trafico vesicular en las células eucariotas.
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5. MECANISMOS DE TRAFICO VESICULAR

Una de las caracteristicas esenciales de las células eucaridticas es que poseen diversos
subcompartimentos intracelulares rodeados de membrana. Estos organulos constituyen
compartimentos bien diferenciados en los que tienen lugar procesos muy especificos, lo que

hace que la célula posea una distribucion interna compleja.

El transporte vesicular permite la comunicaciéon entre los diferentes compartimentos
membranosos de la célula y la membrana plasmatica. La transferencia de material entre los
organulos estd mediado por diferentes vesiculas que estdan gemando continuamente desde
una membrana para fusionarse con otra. Este transito permite el transporte de diferentes
moléculas denominadas “cargos”. Los diferentes cargos pueden ser proteinas
transmembranales y solubles, lipidos, material extracelular, etc. El transporte vesicular
ademas favorece la remodelacion de la membrana, ya sea plasmatica o de los diferentes

organulos implicados (Figura 6).
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Figura 6. Esquema general del trafico vesicular. En la ilustracién se muestran los distintos compartimentos
celulares implicados en el transporte vesicular y los diferentes tipos de vesiculas que intervienen en los pro-
cesos de endocitosis, secrecion y trafico interno entre organulos. Los colores indican la localizacién y distri-
bucién de los diferentes tipos de vesiculas. Las flechas muestran las diferentes vias de transporte de dichas
vesiculas. Figura modificada de Bonifacino & Glick, 2004.
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Con caracter general, el transporte vesicular se puede dividir en un namero reducido
de fases que incluyen: la formacion y escision de la vesicula desde el compartimento
donador, su transporte por la célula, el anclaje de la vesicula a la membrana del
compartimento aceptor y su fusién con el mismo. Todos estos procesos estan muy regulados
para garantizar que las vesiculas generadas se transporten hacia su destino correcto Figura 7
(Bonifacino & Glick, 2004).

5.1. Formacion de la vesicula

La formacion de las vesiculas de transporte estd mediada en la mayoria de ocasiones
por proteinas “de cubierta” que se encuentran en el citoplasma. Estas proteinas interaccionan
unas con otras en regiones especificas de la membrana donde se va a generar la vesicula y
tienen gran especificidad por las moléculas que van a transportar. En ocasiones los cargos
que se transportan son capaces de establecer contacto directo con las proteinas de la cubierta,
sin embargo lo mas habitual es que esta conexién se produzca a través de diversas proteinas

o complejos adaptadores (Bonifacino & Glick, 2004).

En las células se pueden encontrar diferentes tipos de vesiculas con cubierta que se
pueden clasificar segun el tipo de proteinas que las recubren. Generalmente, cada tipo de

vesicula lleva a cabo uno o varios procesos de transporte determinados.

Tipos de vesiculas

1. Vesiculas cubiertas por clatrina: Participan en la ruta de secrecion tardia,
transportando cargos entre el aparato de Golgi y diversos organulos, y en la
endocitosis. Son las vesiculas de transporte mejor estudiadas y median gran parte de
los procesos de trafico vesicular.

2. Vesiculas COPII: Intervienen en la ruta de secreciéon temprana exportando proteinas

desde el reticulo endoplasmatico (RE) al aparato de Golgi.

3. Vesiculas COPI: Emergen desde el aparato de Golgi para transportar cargos de forma
retrégrada hacia el RE. Estas vesiculas median el reciclaje de proteinas del RE y
conforman un sistema de control de dicho organulo.

4. Exémero: Cubierta que hasta el momento sélo se ha descrito en S. cerevisize y que
media el transporte de proteinas desde la region trans-Golgi (TGN o trans-Golgi

Network) hasta la membrana plasmatica.

5. Retrémero: Es una cubierta que media la recuperaciéon de proteinas desde los
endosomas hacia el TGN.
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Aunque estas vesiculas tienen especificidad por diferentes compartimentos celulares y
poseen distintos elementos estructurales, los mecanismos generales para su formacién son
similares. Los complejos proteicos que recubren la vesicula tienen una organizacién comun
ya que estan formados por las proteinas propias de la cubierta, por adaptadores y por

proteinas accesorias (en apartados posteriores se abordara cada caso en particular).

Regulacion por GTPasas

El momento y el lugar donde se va a formar una vesicula esta generalmente regulado
por pequenas proteinas de unién a GTP. Estas GTPasas pequefias, también denominadas
proteinas G, pertenecen a la superfamilia Ras y son reguladores esenciales del trafico
vesicular. Son proteinas monomeéricas de unién a nucleétidos de guanina que alternan entre
su forma activa, unida a GTP, y su forma inactiva, unida a GDP. La actividad de las GTPasas
estd mediada por factores de intercambio de nucleétidos de guanina; los factores que
inducen la liberacion del GDP unido y su intercambio por el GTP se denominan GEFs
(Guanine nucleotide Exchange Factors), mientras que los GAPs (GTPase-Activating Proteins)
promueven la hidrélisis de GTP a GDP.

Inicialmente se produce la activaciéon de una GTPasa que favorece el ensamblaje de
las proteinas de la cubierta, que se encuentran en el citoplasma, en la porcién de la
membrana donde se va a formar la vesicula y, en determinados casos, la interaccién con los
“cargos” que se van a transportar. Ademds, promueven la curvatura de la membrana que va
a formar la vesicula e inducen su escision liberandola del compartimento donador (Beck et al,
2011; Lee et al, 2005). Los lipidos de la membrana también tienen un papel importante en el
proceso de formacién de vesiculas, ya que interaccionan directamente tanto con las
diferentes GTPasas como con las proteinas de la cubierta y los adaptadores (Krauss et al,
2003).

Las GTPasas de la familia Arf (ADP-Ribosylation Factor) son esenciales para la
formacién de distintos tipos de vesiculas. Arflp interviene en el reclutamiento de vesiculas
de clatrina asociadas al complejo adaptador AP-1 en procesos de secrecion y reciclaje de
proteinas (Valdivia et al, 2002; Daboussi et al, 2012; Zhdankina et al, 2001; Mullins &
Bonifacino, 2001; Stearns et al, 1990). Esta GTPasa también interviene en la formacién de la
cubierta del exémero y de las vesiculas COPI (Gaynor et al, 1998; Beck et al, 2011). En el caso
de las vesiculas COPII es la GTPasa Sarlp la que recluta el complejo adaptador Sec23-24 en la
membrana plasmatica (Matsuoka et al, 2001; Lee et al, 2005).

En el proceso de endocitosis mediado por clatrina (que se abordara con més detalle
posteriormente) no se conoce hasta el momento la necesidad de la presencia de ninguna
GTPasa para la iniciaciéon de la formacién de las vesiculas. En este caso, el complejo
adaptador AP-2 es reclutado en la membrana plasmética mediante su interaccién con los
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fosfatidil-inositoles fosfato (Gaidarov & Keen, 1999), aunque en mamiferos se ha visto que la
GTPasa Arf6 favorece el reclutamiento de AP-2 a las membranas activando quinasas

especificas que actiian sobre estos fosfolipidos (Krauss et al, 2003).

Por otra parte, las GTPasas de la familia Rho (Ras HOmolog) son necesarias para la
organizacion del citoesqueleto de actina, la progresioén del ciclo celular, y el establecimiento
de la polaridad celular, interviniendo ademas en procesos de endocitosis independiente de
clatrina (Perez & Rincon, 2010; Prosser et al, 2011). Las GTPasas de la familia Rab (Ras-related
protein in Brain) son necesarias para aportar la energia necesaria para la fusiéon de las

vesiculas al compartimento “aceptor” al que se dirigen (Segev, 2001).

De este modo todas estas proteinas son necesarias para que exista un correcto

funcionamiento de los mecanismos de trafico vesicular.
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Figura 7. Esquema ilustrativo de la vida de una vesicula desde su formacién en el compartimento dona-
dor hasta su fusién con la membrana del compartimento aceptor. El proceso simplificado consiste en la
formacion de la vesicula mediante el reclutamiento de proteinas de la cubierta en torno a los cargos y la de-
formacién de la membrana plasmatica; con ayuda de la actina la vesicula se escinde del compartimento do-
nador y viaja por el citosol a lo largo del citoesqueleto de actina y los microttbulos. En su destino final la
vesicula es reconocida por los factores “amarra” del compartimento aceptor que permiten el anclaje de ésta
para facilitar la posterior fusién con la membrana del compartimento aceptor a través de las proteinas SNA-
REs. Figura modificada de Bonifacino & Glick, 2004.
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Requerimientos de actina

Tras la deformacion inicial de la membrana es necesaria la formacién de un cuello
tubular para que se pueda liberar la vesicula. Estos procesos requieren la intervencion del
citoesqueleto de actina y de proteinas motoras para generar la fuerza necesaria que libere la
vesicula del compartimento donador. En levaduras, la F-actina es totalmente necesaria para
que se lleve a cabo el proceso de endocitosis, mientras que en mamiferos no lo es (para mas
informacién sobre la actina ver apartado 3.1. de esta seccién) (Anitei & Hoflack, 2012;
Boettner , 2012; Weinberg & Drubin, 2012).

Escision de la vesicula

Para que la vesicula formada se escinda de la membrana necesita tanto la tension
generada por la polimerizacién de actina, como la intervenciéon diferentes proteinas. Este es
el caso de las anfifisinas, las dinaminas y otras proteinas con dominios N- y F- BAR que se
asocian al cuello de la invaginacion y van a ayudar a “estrangular” la porcién de membrana

asociada al compartimento donador para liberar la vesicula.

Las anfifisinas forman heterodimeros que se ensamblan en el cuello de Ia
invaginacion. En mamiferos, las dinaminas actdan en la escision de vesiculas de la
membrana plasmatica, del TGN y de los endosomas (Pucadyil & Schmid, 2009;
Ramachandran, 2011). Esta proteina es una GTPasa que se enrolla como un collar en el cuello
de la vesicula naciente y controla la escision de ésta mediante la hidrdlisis de GTP; ademas se
ha visto que interacciona con diversos reguladores de actina en la membrana plasmaética y en
el aparato de Golgi (Cao et al, 2003, 2005). En este proceso también es necesaria la actuacién
de diversas fosfatasas que desfosforilan los lipidos adyacentes a la vesicula permitiendo la

deformacion de la membrana para favorecer la accién de las anfifisinas (Liu et al, 2009).

5.2. Transporte de la vesicula a través del citoplasma

Tras la escision, la vesicula se desplaza por el citoplasma hacia su destino final -los
compartimentos aceptores o la membrana plasmatica- a una velocidad que puede rondar los
250 nm/s. En algunos casos las trayectorias parecen ser indefinidas, mientras que en otras
ocasiones el movimiento es claramente lineal (Robertson et al, 2009). Los cables de actina y
los microtabulos sirven como vias para guiar a las vesiculas por la célula, mientras que
diversas proteinas motoras (miosinas, dineinas y quinesinas) son necesarias para generar la
fuerza que hace que se produzca el movimiento vesicular (Anitei & Hoflack, 2012; Boettner,
2012; Weinberg & Drubin, 2012).
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5.3. Desensamblaje de la cubierta proteica

Una vez que la vesicula se ha escindido del compartimento donador, la envuelta
proteica se despolimeriza dejando a la vesicula rodeada simplemente por la membrana que
se va a fusionar con el compartimento aceptor. Para que se produzca el desensamblaje de
esta cubierta hace falta el aporte de energia que procede de la hidrélisis de GTP mediada por
proteinas GAPs que favorecen la pérdida de la cubierta proteica (Doherty & McMahon, 2009;
Boettner et al, 2012). La pérdida de las cubiertas hacen a las vesiculas aptas para su posterior
fusion con el compartimiento aceptor, no obstante, se han encontrado evidencias de que, en
determinadas ocasiones, las proteinas de la cubierta se mantienen hasta el momento de
fusion de la vesicula, favoreciendo la unién con las proteinas de amarre del compartimento
aceptor (Trahey & Hay, 2010; Cai et al, 2007).

5.4. Anclaje a la membrana

Una vez que la vesicula llega a su destino es necesario que ésta se ancle inicialmente
a la membrana del compartimento aceptor para, posteriormente, fusionarse con ella. Para
ello existen diversas proteinas amarra o “Tethering factors” cuya funcién es aproximar la
vesicula a la membrana a la que se va a fusionar para asi favorecer el posterior
emparejamiento de los complejos SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
Attachment protein REceptor). Las proteinas amarra, al entrar en contacto con la vesicula,
forman un puente entre ésta y la membrana aceptora favoreciendo el reconocimiento inicial
de la vesicula. Estos factores de unién son reclutados por las GTPasas de la familia Rab los
cuales, ademas, favorecen y regulan la posterior fusién de las membranas a través de la
concentracion de SNAREs en ellas. Las proteinas de amarre se pueden agrupar en dos
categorias: proteinas largas con dominios “coiled-coil” y complejos multiproteicos
(Multisubunit Tethering Complexes o MTCs). La mayoria de las proteinas de amarre “coiled-
coil” se han encontrado en el aparato de Golgi, por lo que se han denominado “golginas”,
aunque algunas estan presentes en los endosomas (es el caso del factor EEA1) (Robinson et al,
2008; Niemes et al, 2010; Brocker et al, 2010; Cai et al, 2007).

Por otra parte, se conocen nueve complejos multiproteicos (MTCs) que intervienen en
procesos de secreciéon y endocitosis (COG, CORVET, Dsllp, exocisto, GARP/VFT, HOPS/
Clase C VPS, TRAPPI, TRAPPII y TRAPPIII). Estos complejos se pueden dividir en tres
grandes grupos diferentes (Brocker ef al, 2010):

a) Los necesarios para la fusién con el aparato de Golgi y con organulos que
intervienen en la ruta de secrecion, también denominados CATCHR (Complexes Associated
with Tethering Containing Helical Rods) que son COG, Dsl1p, exocisto y GARP.

b) Los que intervienen en la ruta entre endosomas y lisosomas/vacuolas como
CORVET y HOPS (Solinger & Spang, 2013).
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c) Los complejos TRAPP (I, II y III), que son GEFs multiméricos necesarios para la
activacion de GTPasas de la familia Rab (Yptlp, Ypt31p/Ypt32p) y que promueven la fusion
de las membranas (Cai et al, 2007; Yu & Hughson, 2010; Brocker et al, 2010).

5.5. Fusién con el compartimento aceptor

La altima parte del viaje de una vesicula es su fusién con el compartimento aceptor.
Este proceso ocurre a través del reconocimiento e interaccién especifica entre pares de
proteinas transmembranales denominadas SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor Attachment protein Receptors) seguido de la fusién entre las bicapas fosfolipidicas de
las membranas de la vesicula y de la diana. Los SNARE se han descrito como una familia de
proteinas de membrana que estdn relacionadas con tres proteinas neuronales:
sinaptobrevina, sintaxina y SNAP-25. Existen dos tipos proteinas SNARE: las v-SNAREs, que
estdn presentes en la vesicula desde su formacién, y las t-SNAREs, que se localizan en la
membrana aceptora de la vesicula (Rothman, 1994; Sollner et al, 1993). La energia que se
desprende en el proceso de unién de los dos tipos de SNAREs favorece la fusion de las dos
bicapas lipidicas. En S. pombe, el gen syb1*/sncl* codifica una proteina v-SNARE similar a la
sinaptobrevina (Edamatsu & Toyoshima, 2003) y los genes psy1*/ssol*y sec9* codifican las t-
SNARESs similares a la sintaxina y a SNAP-25, respectivamente (Nakamura et al, 2001, 2005;
Maeda et al, 2009).

Ademas de los SNAREs, la fusiéon de las vesiculas requiere otros tipos de proteinas.
Las GTPasas de la familia Rab influyen en la interaccién de las v-SNARE y las t-SNARE para
regular y facilitar la formacién de los complejos de interacciéon v-SNARE/t-SNARE. La
interacciéon entre los dos complejos promueve el acercamiento de las dos membranas,
haciendo que se libere a su vez la energia necesaria para que se lleve a cabo la fusioén. Las
proteinas NSF (N-ethylmaleimida-Sensitive Factor) son AAA ATPasas necesarias para el
reciclaje de las SNAREs que forman un complejo con las proteinas adaptadoras SNAPs
(Soluble NSF Attachmente Proteins). Los complejos NSF/SNAP son reclutados en las
membranas tras la unién de las v-SNARE y las t-SNARE, pero no se requieren para el
emparejamiento vesicula/membrana aceptora o para la fusién de las membranas apareadas.
Las proteinas NSF/SNAP acttan después de la fusién de las membranas para desmontar el
complejo SNARE y permitir que estas proteinas transmembrana se reciclen para realizar

sucesivos ciclos de transporte vesicular (Risselada & Grubmiiller, 2012).
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6. TRAFICO VESICULAR MEDIADO POR CLATRINA

La secrecion y la endocitosis son mecanismos a través de los cuales las células
eucariotas regulan el flujo de proteinas hacia y desde la membrana plasmatica y entre los
diversos organulos intracelulares. Estos procesos implican la formaciéon y el trafico de
vesiculas, en su mayor parte con cubiertas proteicas, tal y como se ha indicado en el apartado
anterior. Las vesiculas recubiertas por clatrina juegan un papel fundamental y abarcan gran
parte del transporte intracelular de proteinas y lipidos (Boehm & Bonifacino, 2001; Brodsky,
2012; Evans & Owen, 2002; Lafer, 2002; Girao et al, 2008; Bonifacino & Lippincott-Schwartz,
2003; Boettner et al, 2012; Weinberg & Drubin, 2012; Faini et al, 2013).

6.1. Clatrina

La cubierta que poseen las vesiculas de clatrina (CCVs) estd compuesta por
moléculas de clatrina y un complejo adaptador. Existen multiples complejos adaptadores
asociados con diferentes membranas intracelulares, que varian desde grandes adaptadores
heterotetraméricos (APs) hasta proteinas monoméricas como son las GGAs (Nakayama et al,
2003).

6.1.1. Estructura de la clatrina

La unidad estructural o de ensamblaje de la clatrina se denomina trisquelién y esta
formada por un trimero de cadenas pesadas de clatrina (Chclp), de aproximadamente 190
kDa cada una, que se unen radialmente sobre un eje central. Sobre cada una de estas cadenas
pesadas se une de forma no covalente una cadena ligera de clatrina (Clclp) de
aproximadamente 25 kDa (Kirchhausen & Harrison, 1981; Ungewickell & Branton, 1981).

Cada uno de los tres brazos que forman el trisquelién mide aproximandamente 475 A
(Kirchhausen et al, 1986) y se puede dividir en en seis segmentos o regiones diferentes:
segmento proximal, segmento knee, segmento distal, segmento ankle, segmento de unién y
segmento o dominio terminal (Figura 8A). El grosor de cada brazo es relativamente
uniforme, exceptuando el dominio terminal que posee una estructura globular
correspondiente a la regién amino terminal de la cadena pesada. Las tres cadenas pesadas

interaccionan entre ellas por su extremo carboxilo terminal (Fotin et al, 2004).

Cuando aproximadamente 36 trisqueliones (108 moléculas de Chclp y 180 de Clclp)
se ensamblan alrededor de la membrana para formar la envuelta proteica de la futura
vesicula, los brazos de cada uno de ellos interconectan desde el segmento distal hasta la
region ankle, formando una estructura poliédrica con caras hexagonales y pentagonales que
constituyen un enrejado de clatrina que envuelve la region de la membrana donde se va a

formar la vesicula [Figura 8B; (Fotin ef al, 2004)]. En esta estructura las cadenas ligeras de
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clatrina quedan expuestas hacia el exterior de la vesicula. Por otra parte, la region terminal y
el segmento de unién de las cadenas pesadas quedan libres para contactar con los diferentes

adaptadores y con proteinas accesorias (Chu et al, 1996; Huang et al, 1997; Boettner et al, 2011;
Fotin et al, 2004; Faini et al, 2013; Brodsky, 2012).

La cadena ligera de la clatrina se asocia al segmento proximal de la cadena pesada
proximal (Ungewickell & Branton, 1981; Kirchhausen et al, 1983) a través de una region
central de 71 residuos con repeticiones a-hélice (Kirchhausen et al, 1987; Jackson et al, 1987;
Scarmato & Kirchhausen, 1990; Fotin et al, 2004), y también interacciona de forma variable
con el segmento knee de ésta (Wilbur et al, 2010). Mediante diversos estudios se ha podido
comprobar que en células de mamiferos la cadena ligera de la clatrina interacciona con la
cadena pesada a través de tres residuos de triptéfano que son esenciales para la unién, y que

la region carboxilo terminal de CLC es la encargada de estabilizar la estructura del
trisquelién (Ybe et al, 2007).

A B

/Segmento de unién

Dominio
terminal

Figura 8. Arquitectura de la clatrina. A. Representacion esquematica de un trisquelién donde se muestran
las cadenas pesadas y ligeras de la clatrina y se indican los diferentes dominios de Chclp. B. Ilustracion de la
organizacion de la envuelta de clatrina donde se observa resaltado un trisquelioén en color azul claro.

En levaduras, la cadena ligera de la clatrina regula el ensamblaje eficiente de las
cubiertas de clatrina (Chu et al, 1996; Huang et al, 1997). En mamiferos se ha visto que Clclp
es importante para la estabilizacion in vitro de los trisqueliones (Ybe et al, 2003, 2007) y que
acttia inhibiendo la unién espontanea de trimeros de Chclp (Ungewickell & Ungewickell,
1991; Liu et al, 1995). De igual manera, se sabe que la unién de Clclp con Chclp previene un
mal plegamiento de las cadenas pesadas y que, por lo tanto, la cadena ligera de la clatrina es
necesaria para el ensamblaje de la cubierta (Wilbur et al, 2010). Varios estudios, también
realizados en mamiferos, sugieren que CLC desempefia un papel en el desensamblaje de la
cubierta proteica (Ferreira et al, 2012; DeLuca-Flaherty et al, 1990; Schmid et al, 1984).
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6.1.2. Funciones de la clatrina

El papel principal descrito para la clatrina es el de formar la cubierta de vesiculas que
participan en el transporte de moléculas desde la membrana plasmatica a los endosomas
tempranos y en el trafico entre diferentes organulos intracelulares (estos eventos se
describiran detalladamente més adelante).

Gran cantidad de proteinas implicadas en la formaciéon y trafico de vesiculas
cubiertas por clatrina han sido estudiadas en profundidad empleando como organismo
modelo la levadura de gemacion Sacchromyces cerevisize. En este organismo, los mutantes
obtenidos mediante la delecion del gen que codifica la cadena pesada de la clatrina (CHCI) se
han estudiado desde los afios 80 (Payne & Schekman, 1985; Lemmon & Jones, 1987). En los
estudios realizados se descubri6 que la deleciéon de CHC1 provocaba multitud de defectos en
la levadura. Las células presentaban crecimiento lento y morfologia aberrante, ademés de ser
genéticamente inestables (Payne & Schekman, 1985; Lemmon & Jones, 1987). Sin embargo, la
ausencia del gen no era letal, a no ser que las células portasen una segunda mutacion en otro
gen (Lemmon & Jones, 1987; Munn et al, 1991). Aun con todos los defectos encontrados en los
mutantes de CHCI, éstos eran capaces de secretar eficientemente diversas proteinas como la

fosfatasa dcida y la invertasa (Payne & Schekman, 1985; Payne et al, 1987).

En S. cerevisiae los mutantes chclA y clcIA presentan algunos fenotipos similares, sin
embargo, los mutantes carentes de CLCI son viables en todas las condiciones y fondos
genéticos estudiados (Chu et al, 1996; Silveira et al, 1990). En el caso de la ameba Dictyostelium
discoideum, al igual que en S. cerevisiae, el fenotipo de los mutantes carentes de la cadena
pesada es mucho maés drastico que el que presentan los mutantes que no poseen la cadena
ligera (Wang et al, 2003). En mamiferos, la cadena ligera de la clatrina tampoco es esencial,
pero es necesaria para la estabilidad de los trisqueliones (Ybe et al, 2003, 2007). Por otra parte,
aunque la deplecion o sobrexpresién de CLC s6lo provoca un defecto leve en la endocitosis,
se han observado diversos defectos en el trafico TGN /endosomas (Poupon et al, 2008; Wilbur
et al, 2008; Huang et al, 2004; Chen & Brodsky, 2005), lo que sugiere que la funcién de la

clatrina es mas relevante para la secrecién que para la endocitosis.

Un hecho a resaltar es que, mientras las secuencias aminoacidicas de las cadenas
pesadas de la clatrina estdn altamente conservadas en diferentes especies, no ocurre lo
mismo con las secuencias de las cadenas ligeras, aunque éstas si que presentan caracteristicas
fisico-quimicas similares (Silveira et al, 1990; Wang et al, 2003; Brodsky, 2012). Estas
diferencias sugieren que, o bien la cadena ligera de la clatrina es menos importante que la
cadena pesada para la funcionalidad de las vesiculas, o bien la cadena ligera tiene distinta

funcién en diferentes organismos.
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La clatrina, ademés de constituir la cubierta de las vesiculas que participan en
distintos procesos de transporte, se ha visto que contribuye de forma auténoma a la

organizacion de los citoesqueletos de actina y microtabulos.
La clatrina como elemento organizador de actina

La cadena ligera de la clatrina juega un papel importante en el proceso de endocitosis
ya que regula la polimerizacién de actina en los parches endociticos a través de su unién a la
proteina Sla2p (Newpher & Lemmon, 2006; Boettner et al, 2011).

Ademaés del papel que tiene la cubierta de clatrina en el reclutamiento de la actina
para favorecer la escisiéon de las vesiculas de la membrana plasmatica, se han descubierto
diferentes funciones para la clatrina relacionadas con la organizaciéon de la actina. En
mamiferos, durante la infeccion por Listeria, la clatrina y la actina se acumulan en la region
donde contactan la bacteria y la célula hospedadora para formar una vesicula de
internalizaciéon del patégeno mucho mayor que las tipicas vesiculas de clatrina (Cossart &
Veiga, 2008; Brodsky, 2012). Asi mismo, la formacién de sinapsis inmunolégicas (IS) en las
regiones de contacto de las células T con los complejos APCs (Antigen-Presenting Cells)
también conlleva un reclutamiento masivo de actina en esas zonas, la cual es dependiente de
la clatrina (Calabia-Linares et al, 2011).

Por otra parte, en Drosophila se ha visto que la cadena pesada de la clatrina est4
implicada en el reclutamiento del complejo Scar/Wave, necesario para la formacién de la
melopodios, en la membrana plasmatica (Gautier ef al, 2011), por lo que la clatrina también

podria tener un papel en la migracion celular.
La clatrina y su interaccion con los microtibulos

En mamiferos, la cadena pesada de la clatrina también se localiza en el SPB (Spindle Pole
Pole Body o Cuerpo polar del huso) durante la mitosis. En este caso Chclp forma un
complejo con la proteina asociada a microttibulos TACC3 y con la proteina ch-TOG, el cual
participa en el crecimiento y estabilizaciéon de los microtabulos (Royle, 2011, 2012). El
complejo formado juega un papel importante en la estabilizacién de las fibras del cinetocoro.
Estas fibras, que se extienden desde el cinetocoro hasta el centrosoma, participan en la
segregacion de los cromosomas durante la mitosis y son fundamentales para que este proce-

so se lleve a cabo eficientemente (Royle, 2011, 2012).
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6.2. Adaptadores de clatrina

Para la correcta formacion de las vesiculas cubiertas por clatrina se necesitan
diferentes complejos adaptadores que interconecten las membranas en las que estan los
cargos con las moléculas de clatrina que se van depositando sobre ellas. Existen diversos
tipos de adaptadores asociados a la clatrina que varian tanto en su estructura, como en los

procesos en los que intervienen.
6.2.1. Complejos Adaptadores (APs)

Los complejos adaptadores AP (Assembly Polypeptides) se han catalogado como el
mayor componente estructural que forma parte de las vesiculas cubiertas por clatrina, tras la
propia clatrina. Estos complejos intervienen en la seleccién del cargo que se va a transportar

y en el ensamblaje de la cubierta de las vesiculas (Schmid, 1997; Hirst & Robinson, 1998).

En mamiferos, hasta el momento, se conocen cinco complejos adaptadores diferentes
denominados AP 1-5. Estos complejos estan asociados a la membrana plasmaética, al TGN y a
los endosomas, mediando el trafico entre estos compartimentos. Sélo en en el caso de AP-1y
AP-2 se ha visto interaccion directa con clatrina, los otros complejos adaptadores parecen
poder ejercer su funcién sin unirse a ella (Boehm & Bonifacino, 2001; Robinson & Bonifacino,
2001; Hirst et al, 2011). En levaduras solamente se han descrito tres complejos pertenecientes

a esta familia, los complejos adaptadores AP-1, AP-2 y AP-3.

Se denominan adaptinas a cada una de las subunidadades que conforman los
complejos adaptadores de tipo AP. Estos son heterotetrameros formados por dos
subunidades mayores (una subunidad y/0/3/e o { y una subunidad B 1-5, que tienen un
peso comprendido entre los 70-100 kDa), una adaptina mediana (n 1-5, de unos 50 kDa) y
una adaptina pequefia denominada ¢ 1-5, de unos 20 kDa aproximadamente (Figura 9)
(Boehm & Bonifacino, 2001; Robinson & Bonifacino, 2001; Hirst et al, 2011). Las adaptinas
analogas de cada uno de los complejos adaptadores poseen una homologia a nivel
aminoacidico del 21 al 90% (Boehm & Bonifacino, 2001; Hirst et al, 2011). De modo general,
las subunidades de diferentes complejos no son intercambiables entre si, exceptuando
posiblemente a las subunidades 1 y B2 de mamiferos y a las subunidades hibridas $1/2 de
diversos invertebrados, que pueden formar parte tanto de los complejos AP-1, como AP-2
(Boehm & Bonifacino, 2001; Sosa et al, 2012).
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Todos estos complejos poseen una estructura similar en la que las regiones amino
terminales de las subunidades mayores forman un ntcleo donde se unen las subunidades
mediana y pequefia, mientras que las regiones carboxilo terminales forman unos apéndices
que se unen al ndcleo a través de una region bisagra flexible. Esta region flexible es una zona
desestructurada de la proteina por la que el adaptador se une al dominio amino terminal de
la cadena pesada de la clatrina, a través de dominios especificos de unién a clatrina (Fotin et
al, 2004; Brodsky, 2012). En mamiferos, la interaccién de los adaptadores AP-1 y AP-2 con la
clatrina se produce a través de las regiones bisagra de las subunidades 1 y p2 (Gallusser &
Kirchhausen, 1993; Dell’ Angelica et al, 1998), aunque la estructura helicoidal solenoide de las
subunidades y y a también contribuye a la unién con la clatrina (Edeling et al, 2006). La
subunidad p es la principal encargada de la interaccién de los adaptadores con los cargos y la
adaptina ¢ tiene un papel estabilizador de la estructura del complejo. En S. cerevisiae
solamente se ha observado interaccion fisica de la clatrina con el adaptador AP-1 y no con los
otros dos adaptadores que se han descrito para levaduras, AP-2 y AP-3 (Yeung et al, 1999). La
ausencia de alguna de las cuatro subunidades afecta drasticamente a la formacion de un
complejo estable, pese a que en algunos organismos como C. elegans se ha comprobado que la
pérdida de ciertas subunidades, atin permite la existencia de un complejo AP-2 parcialmente
funcional (Panek et al, 1997; Gu et al, 2013). En el caso de S. cerevisiae se sabe que la delecion
del gen APL3, que codifica la subunidad mayor o de AP-2, hace que se pierda la unién entre
las subunidades Apll y Aps2, impidiendo la formacién del complejo adaptador (Yeung et al,
1999).

Dominio de unién a cargos
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Figura 9. Estructura de los complejos AP. Estructura general de los complejos de la
familia de adaptadores de clatrina AP. Se muestran las posiciones relativas de las
cuatro subunidades que los componen y algunos de los dominios implicados en su
funcién. Figura modificada de Hirst et al, 2011.
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Cada uno de los complejos AP posee una localizacion y funcion diferente, aunque todos

poseen una estructura similar:

El complejo AP-1 posee una subunidad mayor y (Apl4p) y otra f1 (Apl2p); una
adaptina mediana (ul), denominada Apmlp; y una subunidad pequefa o1,
denominada Apslp (Boehm & Bonifacino, 2001). Este adaptador media el trafico
bidireccional entre TGN y los endosomas (Touz et al, 2004; Wang et al, 2003). En S.
cerevisiae, diferentes mutaciones en los componentes del complejo AP-1 producen
letalidad sintética con mutantes del gen CHCI, pero por si mismas s6lo originan un
pequeno defecto en el procesamiento de la feromona factor o (Boehm & Bonifacino,
2001). Ademas, la ausencia de este adaptador provoca la deslocalizacién de proteinas
del TGN o de los endosomas. El reciclaje de la quitin sintasa Chs3p y de la proteina
SNARE Tgllp, desde los endosomas hasta el TGN requiere la presencia de AP-1
(Valdivia et al, 2002; Yeung & Payne, 2001; Sacristan et al, 2013). AP-1 también es
necesario para el correcto transporte entre TGN/endosomas de Stel3p, Kex2p,
Gaplp y Drs2p (Ha et al, 2003; Foote & Nothwehr, 2006; O’Donnell et al, 2010; Liu et
al, 2008). En contraste con lo que ocurre en la levadura de gemacion, la delecion de
alguna de las subunidades de AP-1 en S. pombe provoca fenotipos mas severos en las
células como, por ejemplo, sensibilidad térmica y defectos en la citocinesis, en la
integridad de la pared celular, en la fusién de las vacuolas y en la secrecién de
diversas enzimas (Kita et al, 2004). De igual modo, la ausencia de AP-1 produce la
acumulaciéon de proteinas destinadas a la secrecion como la v-SNARE Syblp en
vesiculas proximas al TGN (Kita et al, 2004; Ma et al, 2009). Recientemente también se
ha descrito que en la levadura de fision el transporte de la enzima Bgslp depende
parcialmente de AP-1 y que este adaptador es necesario para la correcta localizacién
de la GTPasa Rho3p (Yu et al, 2012; Kita et al, 2011; Yu et al, 2013). En D. discoideum
este complejo es necesario para el transporte de enzimas desde et TGN a los
lisosomas y para la biogénesis de las vacuolas (Lefkir et al, 2003), y en C. elegans es el
encargado de transportar las vesiculas de receptores hacia los cilios olfativos (Dwyer
et al, 2001). En mamiferos, AP-1 estd implicado en el transporte del receptor de la
manosa 6-fosfato desde el sistema endosomal hasta el TGN y también en el
transporte de proteinas de membrana desde el aparato de Golgi o desde los
endosomas hasta la membrana plasmaética basolateral de las células epiteliales
(Boehm & Bonifacino, 2002).

El complejo AP-2 es el segundo componente méas abundante de las vesiculas endociti-
cas recubiertas por clatrina y es el adaptador mejor caracterizado dentro de la familia
AP (Boehm & Bonifacino, 2001; Reider & Wendland, 2011). Las subunidades mayores
o y B2 se denominan Apl3p y Apllp, respectivamente, y Apm4p y Aps2p
corresponden a las subunidades mediana (n2) y pequefa (02) (Yeung et al, 1999). Este

adaptador se localiza en la membrana plasmatica y participa en la endocitosis
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mediada por clatrina (Boehm & Bonifacino, 2001). AP-2 se une a la membrana
plasmatica a través de la subunidad o que interacciona con las cabezas lipidicas del
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI(4,5)P2) (Collins et al, 2002; Gaidarov & Keen, 1999;
Rohde et al, 2002); en mamiferos se ha comprobado que la GTPasa Arf6 facilita el
reclutamiento de este adaptador y de la clatrina en las membranas de las vesiculas
sindpticas, estimulando la produccion de PI(4,5)P2 (Krauss et al, 2003). Las
subunidades p2 y o2 poseen sitios de unién a los diferentes cargos que se van a
transportar (Jackson et al, 2010) y la adaptina B2 es la encargada de unirse a la
clatrina. En animales, AP-2, junto con otros adaptadores endociticos, es fundamental
para la formacioén de vesiculas sindpticas en neuronas (Robinson, 2004; Kim et al,
2013). Igualmente, AP-2 interviene en la endocitosis mediada por clatrina del
receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR, del receptor de LDL y del virus
de la gripe, entre otros (Zupancic et al, 2008; Goh et al, 2010; Motley et al, 2003; Maurer
& Cooper, 2006; Lakadamyali et al, 2006). En D. melanogaster la ausencia de la a
adaptina de AP-2 provoca diferentes problemas relacionados con el desarrollo y la
diferenciacién celular, desde letalidad embrionaria hasta incapacidad de volar y
caminar en individuos que llegan a adultos (Gonzalez-Gaitdn & Jackle, 1997; Berdnik
et al, 2002; O’Connor-Giles & Skeath, 2003). En C. elegans la ausencia de alguna de las
subunidades de AP-2 también provoca problemas en el desarrollo e incluso
inviabilidad embrionaria (Grant & Hirsh, 1999; Shim & Lee, 2000). En D. discoideum la
ausencia de la adaptina 1/2, subunidad que influye tanto al adaptador AP-1 como
al AP-2, provoca serios defectos en el crecimiento, la citocinesis, el desarrollo y la
formacién de vacuolas (Sosa et al, 2012). En S. cerevisiae, al igual que ocurre en otros
organismos, AP-2 se localiza en los lugares de endocitosis activa (Kaksonen et al,
2005; Carroll et al, 2009). Sin embargo, en este caso, no se ha encontrado interaccién
directa entre la subunidad B2 del complejo adaptador y la clatrina (Yeung et al, 1999).
No existe mucha informacién con respecto a la funcion exacta del complejo AP-2 en
levaduras pero éste no parece tener mucha relevancia en la endocitosis mediada por
clatrina. En S. cerevisiae el tinico cargo que se conoce de este complejo adaptador es la
toxina “killer” K28 (Carroll et al, 2009) y en S. pombe, hasta ahora, no se le habia
atribuido ninguna funcién. Estos datos parecen indicar que en levaduras, AP-2
podria estar involucrado en la internalizaciéon de cargos muy especificos por lo que

su papel no seria tan relevante como en otros organismos.

El complejo AP-3 estéd relacionado con el transporte desde el TGN a las vacuolas
(Bowers & Stevens, 2005; Dell’ Angelica, 2009; Hirst et al, 2011). Sus subunidades
mayores & y B3 se denominan Apl6ép y Apl5p, mientras que Apm3p y Apsbp
corresponden a las subunidades p3 y o3, respectivamente. En S. cerevisiae, la ruta
mediada por este complejo adaptador va desde el TGN a las vacuolas directamente
sin pasar por los endosomas; también se denomina ruta ALP, ya que se descubri6 al
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analizar el trafico de la enzima fosfatasa alcalina. Para llevar a cabo este transporte es
necesaria la presencia del complejo AP-3 pero no la de la clatrina. Otras de las
proteinas que siguen esta ruta son Yck3p, Vamp3p y Nyvlp, que estan localizadas en
la membrana de la vacuola. Esto indicaria que esta ruta mediada por el adaptador
AP-3 podria ser un mecanismo de transporte directo a la vacuola sin tener que pasar
previamente por compartimentos intermedios (Dell’Angelica, 2009). Estudios
realizados en mutantes del complejo AP-3 en moscas, ratones y en humanos han
demostrado que este adaptador es particularmente importante para el trafico de

proteinas destinadas a los lisosomas (Robinson, 2004; Dell’ Angelica, 2009).

6.2.2. Otros adaptadores

Existen otra serie de adaptadores que median el transporte de las vesiculas cubiertas

por clatrina en el proceso de endocitosis y en la secrecion.

Este es el caso de los adaptadores monoméricos GGAs (Golgi-localized, Gamma-ear
containing ARF-binding proteins) que estan relacionados con el transporte desde el TGN
hasta los endosomas tardios. En levaduras (S. cerevisize y S. pombe) existen dos GGAs
diferentes, mientras que en mamiferos existen tres. Estos adaptadores poseen una estructura
similar al dominio carboxilo terminal de las adaptinas mayores. En levaduras la delecion de
las dos GGAs provoca defectos en el transporte de las proteinas CPY (carboxipeptidasa Y),
CPS (carboxipeptidasa S), Pep12p, y Gaplp, en la maduracién del factor o y en la morfologia
vacuolar (Boehm & Bonifacino, 2001; Bonifacino, 2004; Scott et al, 2004).

Por otra parte, estan las proteinas con homologia a epsinas que en levaduras son las
proteinas Entlp, Ent2p, Ent3p y Ent5p. Estas poseen estructura monomérica y tienen
funciones redundantes con otros adaptadores en los procesos en los que participan. Ent3p y
Ent5p son proteinas que intervienen en procesos de tréfico desde el TGN a los endosomas y a
las vacuolas (Copic et al, 2007; Duncan et al, 2003). Entlp y Ent2p, por su parte, promueven la
endocitosis de moléculas que poseen sefales de ubiquitinacién, como es el caso del receptor
Ste2p (Reider & Wendland, 2011). Las proteinas adaptadoras homologas a AP180 (Yap1801 y
Yap1802) actian también en el proceso de endocitosis y son necesarias para la internalizacién
de v-SNAREs, como es el caso de Scnlp (Burston et al, 2009), y parecen tener un papel

redundante con las epsinas (Maldonado-Baez et al, 2008).
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6.3. Endocitosis mediada por clatrina

La endocitosis mediada por clatrina es la mayor ruta de internalizaciéon de
membranas y lipidos desde la superficie celular. Es un proceso altamente conservado desde
levaduras a humanos y estd muy regulado. Tal y como se ha explicado previamente, el
proceso comienza con la incorporacioén de diversas proteinas sobre la porcién de membrana
que se va a endocitar para promover la formacioén de las vesiculas y el posterior transporte
de las mismas hacia el interior celular. [Figura 10 (Sirotkin ef al, 2010; Boettner et al, 2012;
Weinberg & Drubin, 2012)].

En primer lugar es necesaria la unién de diversos factores, denominados proteinas
tempranas, al fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI(4,5)P2) de la membrana, que marcaran los
sitios donde se va a formar la vesicula endocitica. La fosforilacion de estos lipidos por
inositol quinasas es fundamental para la formaciéon de las vesiculas (Stefan et al, 2002;
Antonescu et al, 2011). En levaduras, las primeras proteinas que llegan al sitio de formacion
de la vesicula son la clatrina, Edelp (una proteina con homologia a Eps15p) y Syplp (una
proteina con dominios F-BAR/n2) (Reider et al, 2009; Stimpson et al, 2009).
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Figura 10. Modelo del mecanismo del proceso de endocitosis mediada por clatrina en levaduras. La endo-
citosis mediada por clatrina en levaduras se puede dividir en tres etapas temporales diferentes. La formacién
de la cubierta comienza con la unién de diversas proteinas tempranas a la membrana plasmética como
Syplp y Edelp, para que posteriormente se una la cubierta principal de clatrina y otras proteinas accesorias.
Una vez establecida la cubierta, hay una polimerizacién masiva de actina inducida y controlada por el com-
plejo Arp2/3 que va a ejercer la fuerza necesaria para invaginar la membrana plasmaética. Las anfifisinas
Rvs161/167 son las encargadas de escindir la vesicula. Una vez liberada la vesicula se produce el desensam-
blaje de las proteinas de la cubierta por la accién de proteinas quinasas y fosfatasas para que intervengan en
la formacién de sucesivas vesiculas endociticas. Figura modificada de Boettner et al, 2012.
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La proteina Edelp es necesaria, al igual que la clatrina, para que la formacién de la
vesicula se lleve a cabo correctamente, mientras que Syplp interviene en la formacién de los
parches de actina y es esencial para la formacién de estos en células de mamiferos (Henne et
al, 2010), pero no asi en levaduras (Kaksonen et al, 2005; Boettner et al, 2009; Stimpson et al,
2009).

Para que se produzca la formacién de la cubierta proteica es necesaria la presencia de
diversos adaptadores que favorezcan la interaccién de la clatrina con el componente lipidico
de la membrana y con los diferentes cargos que se van a endocitar. Como ya se ha
comentado, el complejo adaptador AP-2 es el mediador principal de la endocitosis en células
de mamiferos. En el caso de las levaduras este complejo no es esencial para la endocitosis
mediada por clatrina y parece que su papel estaria mas relacionado con la endocitosis de
determinados cargos especificos (Carroll et al, 2009). En este caso, sin embargo, parecen
cobrar mayor protagonismo otros adaptadores como las epsinas Entlp y Ent2p y las
proteinas Yap1801/2 (AP180), que tendrian un papel redundante entre ellas (Maldonado-
Béez et al, 2008). Seguidamente se unen una serie de proteinas, entre las que se incluyen
Sla2/End4p y Slalp, para formar las cubiertas intermedias y tardias que van a permitir la
unién de diversos Factores Promotores de la Nucleacion o NPFs (Nucleation-Promoting
Factors), los cuales favoreceran el ensamblaje de una densa red de actina para promover la
invaginacion de la membrana plasmaética (Moseley & Goode, 2006; Boettner et al, 2012). El
responsable principal de la polimerizacion de esta red de filamentos de actina es el complejo
Arp2/3, cuya actividad estd regulada por los NPFs. En S. cerevisiae se conocen cinco NPFs
diferentes: la proteina con homologia a Eps15 (EH) Panlp, el miembro de la familia WASP
Las17p, los miembros de la familia MYO Myo3p y Myob5p, y la proteina Abplp, que también
es importante para el reclutamiento de los factores necesarios para el desensamblaje de la
cubierta tras la escision de la vesicula (Kaksonen et al, 2005). Estas, junto con la accién de
otras proteinas, favorecen la activacién del complejo Arp2/3 y la nucleacién de la actina. Los
filamentos de actina formados, junto con la fuerza motora ejercida por las miosinas,
deforman la membrana y provocan su invaginacion para que posteriormente se escinda la
vesicula (Boettner et al, 2012). En S. cerevisiae, las anfifisinas Rvs161p/Rvs167p intervienen en
la liberacion de la vesicula de la membrana plasmaética y la dinamina Vpsl, aunque no parece
ser necesaria para la escision, estd presente en los parches de endocitosis (Boettner et al,
2012). En el caso de S. pombe, las proteinas con dominios F-BAR Cdc15p y Bzz1p parecen ser
criticas para la escision de la vesicula endocitica (Arasada & Pollard, 2011). En este proceso
también son necesarias las fosfatasas Slj1p y Sjl2p o “sinaptojaninas”, que desfosforilan los
lipidos PI(4,5)P2 adyacentes a la vesicula permitiendo la deformacién de la membrana para
favorecer la accién de las anfifisinas (Liu et al, 2009).
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La posteriror despolimerizacion de la cubierta se inicia con la accién de las fosfatasas
sinaptojaninas, las quinasas Arklp/Prklp y a la hidrélisis de GTP mediada por proteinas
GAPs que favorecen la pérdida de la cubierta proteica (Doherty & McMahon, 2009; Boettner
et al, 2012). Finalmente, la red de actina presente alrededor de las vesiculas es eliminada por
la acciéon de diversas moléculas como Coflp, Crnlp, Srvlp y Aiplp (Okreglak & Drubin,

2010; Boettner et al, 2012), dejando a las vesiculas libres para fusionarse con su diana.

6.4. Secrecion mediada por clatrina

El daltimo compartimento del aparato de Golgi, el TGN, dirige proteinas a diferentes
destinos entre los que se incluyen la membrana plasmatica y el sistema endosomal. El
transporte desde el TGN estd mediado mayoritariamente por vesiculas cubiertas por clatrina
que se dirigen a los endosomas tempranos. Los principales adaptadores que participan en la
formacion de las vesiculas cubiertas por clatrina en el TGN son las proteinas GGAs, las
proteinas con homologia a epsinas Ent3p y Entp5, y el complejo adaptador AP-1. La
formacién de vesiculas recubiertas por clatrina en el TGN para llevar a cabo el transporte de
diversos cargos hasta los endosomas tempranos es un proceso que atin no esta tan detallado
como la endocitosis mediada por clatrina. A pesar de ello, diferentes estudios estan

permitiendo que cada vez se conozca mas informacién sobre esta ruta de transporte.

Se ha descrito que los diferentes adaptadores se reclutan secuencialmente sobre la

misma vesicula en dos momentos diferentes coordinados en el tiempo (Daboussi et al, 2012).

El proceso para la formacién de la vesicula en TGN comienza con la llegada a la
membrana de la GTPasa Arflp, necesaria para el reclutamiento de la cubierta de clatrina, y
de la proteina Piklp que sintetiza el lipido de membrana fosfatidil-insositol-4-fosfato (PI4P).
La presencia de Arflp y el incremento de PI4P hacen que se incorpore a la membrana la
proteina Gga2p, que a su vez favorece la llegada de mas Piklp, produciéndose mayor
cantidad de PI4P, que, a su vez, reclutaran mas GGAs. Estas proteinas interaccionan con
Ent3p, que se une a diferentes SNAREs involucrados en el reconocimiento/fusién de las
vesiculas a los endosomas (Black & Pelham, 2000; Wang et al, 2011) y también se une una
pequena proporcion de moléculas de EntSp. Una vez establecidos estos adaptadores, y
debido a un incremento de los niveles de PI4P, comienza una segunda oleada de
reclutamiento en la que se incorporan AP-1 y una mayor cantidad de EntSp, que tiene
capacidad autorreguladora en el proceso, para formar las vesiculas de transporte que
viajardn desde el TGN (Daboussi et al, 2012).
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7. TRAFICO VESICULAR INDEPENDIENTE DE CLATRINA

Aunque los eventos de transporte vesicular mediados por vesiculas cubiertas por
clatrina son los mejor caracterizados, existen otra serie de rutas implicadas en la endocitosis y
secrecion de moléculas en las que intervienen otra serie de vesiculas. A continuacién se des-
criben brevemente estas rutas, su funcion y el tipo de vesiculas que intervienen ellas.

7.1. Vesiculas COPII

Las vesiculas COPII son las responsables del transporte de proteinas desde el reticulo
endoplasmatico (RE) al aparato de Golgi. Estas vesiculas parten de regiones especificas del
RE denominados ERES (Endoplasmic Reticulum Exit Sites), que son las zonas donde se van a
reclutar los diferentes componentes de las cubiertas de las vesiculas (Okamoto et al, 2012;
Spang, 2009). La GTPasa responsable del reclutamiento de las diferentes proteinas de la cu-
bierta en la membrana del RE, es Sarlp. Esta GTPasa pertenece a la familia Arf y es activada
por el GEF Sec12p. La cubierta de las vesiculas COPII estd formada por un heterodimero
constituido por las proteinas Sec23p y Sec24p, que reclutan las moléculas cargo que se van a
transportar, y por un heterotetrdmero formado por dos unidades de la proteina Sec13p y dos
unidades de Sec31p (Jensen & Schekman, 2011). Ademas Secl6p es una proteina fundamen-
tal para la estabilizacion de la cubierta, ya que actia como andamio de unién entre los dife-
rentes componentes de la cubierta (Whittle & Schwartz, 2010). A diferencia de la clatrina, las
proteinas que constituyen la cubierta COPII pueden interaccionar y reconocer los cargos que
se van a transportar, aunque también existen diversos adaptadores especificos que median el
tréfico de determinadas moléculas. Este es el caso de los receptores de la familia p24, que me-
dian el trafico de proteinas con anclaje GPI, o de Erv29p y Erv14p, que son necesarias para el
transporte de la proteina soluble Cpylp, la primera, y de proteinas transmembrana dirigidas
a la via de secrecion, la segunda .

7.2. Vesiculas COPI

El transporte mediado por vesiculas COPI es un mecanismo importante para la recu-
peracién de proteinas y de membrana desde el aparato de Golgi al reticulo endoplasmaético.
Estas vesiculas también estan implicadas en el reciclaje de proteinas y en el transporte an-
terégrado (biosintético) en el aparato de Golgi (Hsu & Yang, 2009). Las vesiculas COPI y CO-
PII no son iguales estructuralmente ni realizan las mismas funciones. El ensamblaje de la cu-
bierta COPI sobre la membrana depende de la actividad de la GTPasa Arflp, mediada por
los GEFs Gealp y Gea2p (Bonifacino & Lippincott-Schwartz, 2003; Faini et al, 2013). La cu-
bierta de las vesiculas COPI se denomina coatémero y esta formada por siete proteinas dife-
rentes. Las subunidades a, B’y & (Retlp/Sec27p/Sec28p de levaduras) forman el complejo
externo o COPI-B y las subunidades B, v, 3, y { (Sec26p/Sec21p/Ret2p/Ret3p) constituyen el
complejo interno o COPI-. Las subunidades de COPI-f, por su parte, presentan homologia
con los componentes del complejo adaptador AP-2 (Faini et al, 2013; Schledzewski et al, 1999;
Gabriely et al, 2007; Popoff et al, 2011).
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Al igual que las vesiculas COPII, determinadas subunidades de COPI pueden
interaccionar con diferentes moléculas cargo para su reconocimiento y transporte. Este es el
caso de las proteinas solubles marcadas con las sefiales de recuperacion KDEL o KKXX
(HDEL en levaduras) que son transportadas desde el Golgi de vuelta al RE a través del recep-
tor KDEL, o Erd2p en el caso de las levaduras (Lewis & Pelham, 1992). El reciclaje de las pro-
teinas de membrana se lleva a cabo a través del reconocimiento de motivos di-lisina o di-
arginina por parte de los componentes de la cubierta COPI. Las subunidades Sec27p y Retlp
se unen a sefiales di-lisina, mientras que Sec26p y Ret2p lo hacen a motivos di-arginina pre-
sentes en las proteinas que se van a transportar (Eugster et al, 2004; Duden et al, 1994).
Ademas de éstos, existen otros receptores de proteinas de membrana como es el caso de
Rerlp, que recupera proteinas como Mnslp, Sec12p, Sec63p y Sec71p al RE mediante vesicu-
las COPI (Kaether et al, 2007; Sato et al, 2003; Spasic et al, 2007).

7.3. El retromero

Se denomina retrémero a la cubierta de determinadas vesiculas que estan implicadas
en el trafico y recuperacién de proteinas desde los endosomas hacia el TGN (Seaman, 2005).
Es una ruta conservada desde levaduras hasta mamiferos. En S. cerevisiae, el retrémero esta
formado por 5 proteinas diferentes, un heterotrimero constituido por Vps26p, Vps29p y
Vps35p, que son las encargadas de reconocer a los cargos; y un heterodimero de las proteinas
Vpsl7p y Vps5p, que van a deformar la membrana de los endosomas para formar la vesicula
(Collins, 2008). El ensamblaje de las diferentes proteinas que forman la cubierta esta controla-
do por la activacion de la GTPasa Ypt7p (Balderhaar et al, 2010; Liu et al, 2012).

Se conocen diferentes adaptadores que participan en la recuperaciéon de diversos
complejos transportadores, como es el caso la proteina Snx3p, que es necesaria para el reco-
nocimiento del transportador de hierro Frtl-Fet3 (Strochlic ef al, 2008). También son cargos
de este tipo de vesiculas las proteinas Kex2p y Yiflp (Collins, 2008; Strochlic et al, 2008). Las
vesiculas del retrémero son reconocidas en el TGN por el complejo GARP (Golgi-Associated
Retrograde Protein), que esta formado por Vps51p-Vps52p-Vps53p-Vpsddp, y es reclutado
por la GTPasa Rab Ypt6p (Cullen & Korswagen, 2012; McGough & Cullen, 2011; Bonifacino
& Hierro, 2011).

En S. pombe, Vpsl7p y Vps5p son necesarias para la esporulacion (Koga et al, 2004),
mientras que Vps26p, Vps29p y Vps35p son necesarias para el transporte retrégrado de
Vps10p desde el compartimento prevacuolar al Golgi. Vps10 es una proteina necesaria para
el transporte a la vacuola de diversas proteinas, entre las que se incluye la carboxipeptidasa
Y (Cpylp) (Iwaki et al, 2006).
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7.4. El exdmero

El término exémero se ha propuesto para un tipo de cubierta vesicular solo descrita
hasta el momento en S. cerevisiae (Sanchatjate & Schekman, 2006; Trautwein ef al, 2006; Wang
et al, 2006). Es la cubierta de un tipo de vesiculas que median el transporte de proteinas desde
el TGN hasta la membrana plasmatica. Esta formada por la proteina Chs5p y por cuatro pro-
teinas (Chs6p, Bud7p, Bchlp y Bch2p) que se denominan ChAPs (Chs5 and Arfl-binding
Proteins). Chs5p y las ChAPs son reclutadas a la membrana del TGN por la GTPasa Arflp
(Trautwein et al, 2006; Wang et al, 2006). Las ChAPs determinan la especificidad de las protei-
nas cargo que se van a transportar hacia la superficie celular, y su reclutamiento a las vesicu-
las depende del autoensablaje de Chs5p que acttia de “andamio” para que las proteinas del
complejo se mantengan unidas (Trautwein et al, 2006). Hasta el momento, sélo se conocen
dos cargos de estas vesiculas, que son la quitin sintasa Chs3p y Fuslp, siendo el tréfico de la
proteina Chs3p el mecanismo més estudiado (Valdivia et al, 2002; Martin-Garcia et al, 2011;
Sacristan et al, 2013).

7.5. ESCRT

El transporte de diversas proteinas para su posterior degradacion por proteasas va-
cuolares se lleva a cabo mediante la actuacién de la maquinaria ESCRT (Endosomal Sorting
Complex Required for Transport). Esta la forman cinco complejos diferentes denominados
ESCRT-0, -1, -1I, -1l y Vps4p, que son los encargados de transportar las proteinas que se van a
degradar hasta los endosomas tardios y son los responsables de la formacién los denomina-
dos cuerpos multivesiculares o MVB (Multivesicular Bodies). Posteriormente, los MVB se
fusionardn con las vacuolas, favoreciendo la degradacién de las proteinas por la actuacion de
las enzimas hidroliticas presentes en estos orgénulos (Rusten et al, 2012; Henne et al, 2011).

7.6. Endocitosis independiente de clatrina

A pesar de que el proceso de endocitosis mediado por clatrina es el mecanismo de inter-
nalizacién de moléculas mas estudiado, existen otras vias independientes al trafico de vesicu-
las cubiertas de clatrina por las cuales se produce la entrada de diferentes tipos de cargos en
las células.

En mamiferos es donde se han descrito mas rutas diferentes de endocitosis independien-
tes de clatrina (Doherty & McMahon, 2009; Hansen & Nichols, 2009; Prosser et al, 2011; Sand-
vig et al, 2011).

1. Endocitosis dependiente de RhoA y dependiente de Cdc42: Ambos mecanis-
mos parecen ser dependientes de los lipid rafts para la formacion de las vesicu-
las (Kumari et al, 2010; Lamaze et al, 2001; Howes et al, 2010). La ruta depen-
diente de RhoA es responsable de la endocitois del receptor de la interleucina-2
(Lamaze et al, 2001) y también de diferentes toxinas como la toxina C2 de Clos-
tridium botulinum (Pust et al, 2010; Gibert et al, 2011). La endocitosis dependien-
te de Cdc42 es la responsable de la toma de la mayor parte de fluido en la célu-
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la. También es responsable de la internalizaciéon de proteinas con anclaje GPL;
este tltimo mecanismo también se denomina ruta CLIC/GEEC (clathrin- and
dynamin-independent carrier/glycosyphospahtidylinositol-anchored protein-
enriched early endosomal compartment) (Kumari et al, 2010).

2. Endocitosis asociada a caveolina: La caveolina es una proteina estructural aso-
ciada a microdominios en la membrana plasmaética ricos en colesterol y esfin-
golipidos, denominados caveolas. La conformacién de las caveolas depende de
la expresion de las caveolinas, que se organizan en oligémeros que recubren la
porcién de membrana que se va a endocitar. El virus SV40 es uno de los cargos
conocidos que se endocitan mediante esta ruta (Pelkmans et al, 2001; Norkin et
al, 2002).

3. Endocitosis dependiente de flotilina: Las flotilinas son otro tipo de proteinas
que se asocian a la membrana para llevar a cabo la endocitosis de diferentes
particulas entre las que se encuentran la toxina B del célera y los proteoglica-
nos (Payne et al, 2007; Glebov et al, 2006).

4. Endocitosis asociada a Arf6: Esta ruta esta relacionada con la entrada del com-
plejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHC I) y de las integrinas. Mas
que un mecanismo de endocitosis propiamente dicho, ésta parece ser una ruta
de reciclaje entre la membrana plasmética y endosomas (Grant & Donaldson,
2009).

5. Macropinocitosis: Este mecanismo se refiere a la internalizacién de grandes
porciones de membrana en las que se forman vesiculas con un tamano de dié-
metro mayor a 5 um. Para que se lleve a cabo este proceso es necesaria la inter-
vencion de otras proteinas entre las que se incluyen Racl, Pakl, Cdc42, Arf6y
las nexinas (Kerr & Teasdale, 2009; Wang et al, 2010).

Aunque las rutas de endocitosis independientes de clatrina fueron descritas inicialmente
en células de vertebrados, se ha comprobado la existencia de algiin mecanismo de endocito-
sis independiente de clatrina en otros organismos como Caenorhabditis elegans, Drosophila me-
lanogaster, Dictyostelium discoideum y plantas, demostrandose que estas vias estan conserva-
das a lo largo de la evolucion (Cardelli, 2001; Glodowski et al, 2007; Bandmann et al, 2011;
Prosser et al, 2011). Hasta hace unos afios no se tenia informacién de que estos mecanismos
también existiesen en hongos, incluyendo a las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Schizosac-
charomyces pombe, aunque habia evidencias de su existencia ya que los mutantes chcIA de S.
cerevisiae mantenian aproximadamente un 30% del nivel de endocitosis (Kaksonen et al, 2005;
Newpher et al, 2006; Chu et al, 1996). No obstante, estudios recientes al respecto han descu-
bierto una ruta de endocitosis no mediada por clatrina y dependiente de la GTPasa Rholp y
la formina Bnilp en la levadura de gemancién S. cerevisine (Prosser et al, 2011; Prosser &
Wendland 2012).

41






OBJETIVO







OBJETIVO

El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido profundizar en el conoci-
miento de cémo el trafico vesicular mediado por clatrina regula la morfogéne-
sis de la levadura de fisiéon Schizosaccharomyces pombe. En particular, se ha
querido estudiar el papel que juegan en este proceso tanto la cadena ligera de

la clatrina como su complejo adaptador AP-2.
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1. LOCALIZACION DE LA PROTEINA Clclp

De acuerdo con la base de datos de S. pombe (http://www.pombase.org) las ORFs
SPBC9B6.08 y SPAC26A3.05 codifican las proteinas Clclp y Chclp, que corresponden a las

cadenas ligera y pesada de la clatrina respectivamente. Estos genes poseen una identidad del

29% (clc1*) y del 51% (chcl*) con sus genes ortologos en S. cerevisize. Antes de proceder al es-
tudio de la funcién de la clatrina en S. pombe se llevo a cabo el andlisis de la localizaciéon de
Clclp y Chclp in vivo para conocer si su distribucion en la levadura de fisién era similar a la

observada en otros organismos (desde levaduras hasta mamiferos).

Con tal fin se clonaron los genes de la cadena ligera y pesada de la clatrina. El gen clc1*
se marco en su extremo carboxilo terminal con las secuencias de las proteinas de fusién GFP
y mCherry (ver “Materiales y métodos”). Por otra parte, el gen chcl* se marcé en su region
central con la secuencia de la proteina verde fluorescente (GFP). Con estas construcciones
integradas en el genoma de la levadura se observé que las proteinas Clc1-mCherry y Chcl-
GFP se distribuian por el citoplasma de la célula como puntos de diferentes tamafios, y que la
seflal de ambas proteinas co-localizaba (Figura 11A). Posteriormente al desarrollo de estos
estudios Sirotkin y colaboradores (Sirotkin et al, 2010) describieron una localizacién similar

para ambas proteinas en este organismo.

A DIC Clcl-mCherry Chcl-GFP Superposicion
cdc10 (36°C) cdc25 (36°C)
B

Clc1-GFP

Figura 11. Localizacién de Clclp en S. pombe. A. Micrografias de contraste interferencial (DIC) y fluorescen-
cia de células que expresan las proteinas de fusion Clcl-mCherry y Chcl-GFP y la imagen superpuesta de
ambas fluorescencias. Las imdgenes son proyecciones maximas de planos adquiridos en series-z con un sis-
tema de microscopia DeltaVision. B. Micrografias de la localizacién de Clc1-GFP en células silvestres, cdc10 'y
cdc25 incubadas a 36°C durante tres horas. Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia con-
vencional. Barra de escala, 5 pm.
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Como se observa en la Figura 11A, Clclp y Chclp no presentaban un patrén claro de
polarizacién hacia los sitios activos de endocitosis, que en S. pombe son los polos y el ecuador
celular. Para confirmar la ausencia de polarizaciéon durante todo el ciclo celular se observé la
localizacion de la proteina de fusion Clc1-GFP en los mutantes cdc10* y cdc25*, que a 36°C
sufren parada en las fases G1 y G2 del ciclo celular respectivamente. En ambos casos, al igual
que ocurria en cultivos asincréonicos de la estirpe silvestre, la fluorescencia de Clc1-GFP se
observaba como puntos brillantes dispersos por el citoplasma (Figura 11B). Un posible moti-
vo por el cual no se apreciaria la senal de Clc1-GFP en los polos celulares podria ser que la
intensa sefial emitida por la proteina en el interior celular estuviese enmascarando la localiza-

cion de Clclp en los sitios activos de endocitosis.

Para abordar esta cuestion, células silvestres que expresaban Clc1-GFP se trataron con
Brefeldina A, una droga que en neuronas inhibe el transporte desde el reticulo endoplasmati-
co hasta el aparato de Golgi, pero que no interfiere con el reclutamiento de AP-2 ni de la cla-
trina en la membrana plasmaética. La Brefeldina A también bloquea el tréfico del reticulo en-
doplasmatico al Golgi en la levadura de fisiéon (Krauss et al, 2003; Turi et al, 1994). Tras un
breve tratamiento (100 pM de Brefeldina A durante 10 minutos, ver “Materiales y métodos”)
fue posible observar pequefnos puntos fluorescentes de Clc1-GFP en la superficie celular de
los polos y en la zona de divisién celular (Figura 12A, puntos sefialados con flechas en la fo-
tografia situada a la derecha). Al hacer una tinciéon con el colorante lipofilico FM4-64 y super-
poner las imagenes obtenidas con las de la localizacion de la cadena ligera de la clatrina, se
pudo observar cémo diversos puntos de Clc1-GFP coincidian con sitios donde se estaban for-
mando vesiculas endociticas (panel de la izquierda de la Figura 12B, las flechas sefialan posi-

bles vesiculas).

Otra aproximacién con la que se pudo observar la sefial de Clc1-GFP en la superficie ce-
lular sin emplear ninguna droga fue expresando esta proteina en un mutante end4A, que pre-
senta defectos en la progresion de las vesiculas endociticas hacia el interior celular (Iwaki et
al, 2004). En el panel situado a la derecha en la Figura 12B se observa como la vesicula de
Clclp sefialada con una flecha coincide con una posible vesicula endocitica al hacer una tin-
cion simultanea con FM4-64.



RESULTADOS

WT +

A Brefeldina A end4A
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Etanol Brefeldina A

Clc1-GFP
Clc1-GFP

Figura 12. Localizacién de Clclp en la su-
perficie celular. A. Micrografias
(proyecciones maximas de planos adquiri-
dos en series-z) de la localizacién de la pro-
teina de fusién Clc1-GFP en células silves-
tres tratadas con etanol (solvente) o Brefeldi-
na A (100 pM) durante 10 minutos. B. Micro-
grafias de secciones medias de células silves-
tres tratadas con Brefeldina A (panel de la
izquierda) y del mutante end4A (panel de la
derecha) tefiidas con FM4-64; las flechas
indican los puntos donde la senal de Clcl-
GFP co-localiza con un sitio de endocitosis.
Las imagenes de A y B se han obtenido con
un sistema de microscopia DeltaVision. Ba-
rra de escala, 5 pm.

FM4-64
FM4-64

Superposicion
Superposiciéon

2. LA DELECION DEL GEN clc1* ES LETAL PARA LAS CELULAS DE S. pombe

Con el fin de estudiar la funcién del gen clc1*en S. pombe se construy6 un mutante nu-
lo para el mismo. Para ello se transformé una cepa diploide (HVP124) con el casete de dele-
cion cle1::KANMX6 construido tal y como se explica en la seccion “Materiales y métodos”. En
varios clones diploides heterozigéticos clc1*/clc1::KAN, fruto de la transformacién, se indujo
la esporulacién y se realizé el andlisis de tétradas mediante micromanipulacién en placas de
medio YES. Como se muestra en la Figura 13A, tras 5 dias de incubacién a 28°C solamente
dos de las cuatro esporas diseccionadas generaron colonias, las cuales eran sensibles a geneti-
cina. Este dato indicaba que la delecién del gen clc1* podria ser letal ya que los mutantes nu-
los deberian ser resistentes a este antibiético. Este mismo experimento se realiz6 diseccionan-
do las tétradas en placas de YES suplementadas con el estabilizador osmético sorbitol. En
esta ocasion las cuatro esporas formaron colonias, dos de ellas de tamafio bastante reducido
y capaces de crecer en placas de YES suplementadas con sorbitol y geneticina (resultado no
mostrado).
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2.1. La estabilizaciéon osmotica del medio rescata la letalidad del mutante clc1A

Para determinar si clc1* era necesario para el crecimiento vegetativo de S. pombe, o s6lo
lo era para la germinacion de las esporas, se realiz6 un ensayo de crecimiento para determi-
nar la supervivencia del mutante clcIA en ausencia de un estabilizador osmético en el medio.
Células de una estirpe silvestre y de la estirpe mutante, incubadas en medio YES liquido su-
plementado con sorbitol, se lavaron y se transfirieron a un medio libre del estabilizador
osmotico. En estas condiciones se tomaron alicuotas a las 0 horas (células creciendo en medio
con sorbitol) y después de estar incubadas sin estabilizacion osmética durante 12, 24 y 36
horas. Por cada muestra recogida se sembraron un total de 600 células en placas de YES con
sorbitol que se incubaron durante 5 dias a 28°C. Transcurrido ese tiempo se cuantificé el
ntmero de colonias formadas. Como se muestra en la grafica de la Figura 13B, tras 12 horas
de crecimiento en ausencia de sorbitol en el medio la viabilidad de las células del mutante
clcIA se redujo hasta el 30%. A las 24 horas de estar creciendo en esas mismas condiciones
practicamente la totalidad de las células mutantes estaban muertas, hecho que no ocurria al
analizar el crecimiento de colonias en la cepa silvestre. Mediante una tinciéon con azul de me-
tileno se observé que aproximadamente un 50% de las células mutantes estaban lisadas tras
12 horas de incubacién en YES sin sorbitol (Figura 13B, ejemplos mostrados en el panel situa-

do a la derecha).

Con estos datos se asumi6 que la delecion del gen clc1* era letal y que la estabilizacion
osmotica del medio era capaz de rescatar esta letalidad, permitiendo el crecimiento y la divi-

sion de las células.

Posteriormente a la realizacion de estos experimentos, en el afio 2010 Kim y colabora-
dores en su estudio titulado "Analysis of a genome-wide set of gene deletions in the fission
yeast Schizosaccharomyces pombe" (Kim et al, 2010) determinaron que tanto la delecion de clcI*
como la de chcl* eran letales para S. pombe, corroborando asi nuestros resultados.

Dado que el analisis del mutante cIcIA sélo podia ser realizado empleando medios es-
tabilizados osmoéticamente, los experimentos presentados en este trabajo en los que se em-
pled el mutante cIcIA se realizaron utilizando medios suplementados con sorbitol 1,2 M. Las

cepas utilizadas como controles se incubaron en las mismas condiciones que la estirpe clcIA.
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Figura 13. La delecién clclA es letal en ausencia de sorbitol. A. Placas que muestran el resultado del anali-
sis de tétradas; se diseccionaron esporas de una estirpe diploide clc1*/clc1::KAN en placas de YES y se hicie-
ron réplicas en placas de YES+geneticina (G418) que se incubaron a 28°C durante 5 dias. B. Panel izquierdo,
grafica que muestra la cantidad de unidades formadoras de colonias (CFU) de una estirpe silvestre y del
mutante clcIA capaces de crecer en placas de YES+sorbitol tras haber sido transferidas desde YES+sorbitol a
medio YES y haber sido cultivadas durante los tiempos indicados (en horas) a 28°C. Se representan las me-
dias de los valores obtenidos. Panel derecho, micrografias de células de las cepas indicadas incubadas en
presencia y ausencia de sorbitol durante 12 horas y tefiidas con azul de metileno. Imagenes obtenidas con un
microscopio 6ptico convencional. Barra de escala, 5 pm.

3. LAS CELULAS DEL MUTANTE clc1A PRESENTAN MORFOLOGIA ABERRANTE

Las células clcIA presentaban morfologia aberrante cuando se incubaban en un medio
suplementado con sorbitol. Fstas poseian diferente morfologia sin seguir ningtin patrén defi-
nido. Como se observa en la Figura 14A algunas eran redondeadas, mientras que otras mos-
traban formas multipolares con tres y cuatro polos de crecimiento. También se encontraron
células con un polo més ancho que otro; el polo mas estrecho, en ocasiones, presentaba lisis
celular (constatado por tincién con azul de metileno, resultado no mostrado). Estas células
habitualmente formaban agregados y, generalmente eran de mayor tamafno que las de la es-
tirpe control. Ademas se pudo apreciar que el tiempo de generacién de la cepa mutante era
notablemente mayor (t = 3,5-4 h en YES+sorbitol a 28°C) que el de una cepa silvestre en las

mismas condiciones de crecimiento, que suele ser de 2,5 horas.

Para conocer cual era el motivo que causaba los defectos vistos en la morfologia de las
células de clc1A, se llevo a cabo el analisis del citoesqueleto de actina y de la pared celular,

que son dos elementos esenciales para la morfologia de las células.
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Figura 14. El mutante clc1A tiene defectos en morfogénesis A. Micrografias de contraste de fases que mues-
tran células de la estirpe clcIA cultivadas en medio YES+sorbitol. B. Células de las estipe silvestre y clc1A
incubadas en YES+sorbitol, fijadas y tefiidas con rodamina-faloidina para observar la distribucién de la acti-
na. C. Células de las mismas estirpes tefiidas con Hoechst 33258 para observar la pared celular y los ntcleos.
D. Células de las mismas estirpes tefiidas con Calcofluor para observar la pared celular de forma especifica.
La barra de escala representa 5 pm.

3.1. Analisis del citoesqueleto de actina en el mutante clc1A

Al realizar una tincién con rodamina-faloidina para analizar la distribucién del citoes-
queleto de actina, se observé que en la cepa silvestre utilizada como control la mayoria de la
actina se detectaba como parches discretos localizados en los polos y en la zona ecuatorial de
las células (Figura 14B). En el caso de la cepa mutante se pudo observar una notable dismi-
nucion del nimero de parches de actina, aunque la mayoria de ellos seguian distribuyéndose
de forma relativamente polarizada. En muchas ocasiones las células carentes de clcI* presen-
taban grandes acimulos de actina que eran mucho mayores que los parches de la estirpe sil-
vestre. Estas anomalias en la distribucion de la actina podrian estar contribuyendo a que se
desarrollase un patrén de crecimiento aberrante que contribuiria al defecto en morfologia

observado en el mutante clc1A.
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3.2. Analisis de la pared celular en el mutante clc1A

El hecho de que las células necesitasen un estabilizador osmético para poder crecer
sugeria que las cepa clc1A podria tener defectos en la sintesis de la pared celular. Ademas, no
s6lo los defectos presentes en el citoesqueleto de actina explicarian la morfologia de esta es-
tirpe, ya que defectos similares han sido observados en mutantes con problemas en la sintesis
de pared celular (Ribas et al, 1991).

3.2.1. Distribucién de la pared celular en el mutante clc1A

Al teniir las células mutantes con el colorante Hoechst 33258, que permite observar si-
multdneamente el ndcleo y la pared celular, no se vieron diferencias en la tincién de los
nucleos con respecto a la cepa silvestre, lo cual indicaria que estas células no tenian defectos
en el proceso de division nuclear (Figura 14C). Sin embargo, al observar la tincién inespecifi-
ca de la pared celular con este colorante se vieron diversos defectos en las células carentes de
clc1*. La mayoria de éstas presentaban grandes acumulaciones de pared celular, siendo espe-
cialmente evidente la aparicion de engrosamientos en las regiones centrales de los septos ya
cerrados (en la Figura 14C la flecha sefiala un septo engrosado). Con esta tincion también se
observé que mas del 50% de las células poseian mas de un septo de divisién. Estos defectos
se confirmaron mediante la tincién de las células con el colorante especifico de pared Calco-
fluor White, tal y como se muestra en la Figura 14D. El Calcofluor se une especificamente al

B(1,3)glucano lineal, que en el caso de S. pombe se encuentra localizado en el septo primario.

Para analizar el estado de la pared celular en mayor detalle se realizaron fotografias de
microscopia electrénica de transmisién de las cepas silvestre y mutante. En las micrografias
mostradas en la Figura 15 se puede observar que la ausencia de Clclp causaba defectos tanto
en la morfologia de las células como en la distribucién de la pared celular. Estas anomalias
inclufan diferente grosor de la pared lateral y de los septos, deformidad de éstos y engrosa-
mientos en su region central (en la Figura 15, los tridngulos en la imagen b sefialan anomalias
en los septos). También se observaron células multiseptadas y otras que, tras la divisién celu-
lar, atn permanecian unidas sin que hubiese un septo de divisién entre ellas (Figura 15, ima-
gen e; las flechas sefalan zonas por las que las células siguen unidas tras la citocinesis). Los

defectos en la separacion celular podrian contribuir a la formacién de agregados celulares.
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Figura 15. Microscopia electrénica de la estirpe clc1A. Fotografias de microscopia electrénica de células de
una cepa silvestre y de clcIA incubadas en presencia de sorbitol en el medio. Se muestra una célula de la cepa
silvestre (imagen a) y diferentes células del mutante nulo clcIA (imagenes b-e). Los tridngulos en la imagen b
sefialan los septos que estdn engrosados en su region central; las flechas de la imagen e indican los restos de
pared celular que permanecen unidos tras la divisioén celular.

3.2.2. Composicion de la pared celular en las células clc1A

Para caracterizar mejor el defecto en la sintesis de pared celular del mutante cIcIA se
analiz6 su composicion y se comparo con la de en una cepa silvestre. La Figura 16 A muestra
que la incorporacién de glucosa marcada con #C en la pared celular, con respecto al total de
1C incorporado, fue significativamente menor en la cepa clcIA que en la cepa control (36% en
la cepa silvestre y 29% en el mutante). Asi mismo, en esta grafica se puede observar la pro-
porcién de cada uno de los polimeros que componen la pared celular. Se encontré una reduc-
cion significativa de B(1,3)glucano en el mutante clcIA (19% +2,0% y 11,1 +1,5% para las ce-
pas silvestre y mutante respectivamente); los niveles de a-glucano eran similares en ambas
estirpes (12,4 £ 1,6% y 11,7 £ 1,4% en cepas silvestre y clc1A respectivamente) y la cepa mu-
tante presentaba mayor cantidad de manano que la cepa silvestre (4,6 £ 0,7% y 7,1 £0,9% en
la cepa silvestre y mutante respectivamente). Con estos datos se puede asumir que la compo-
sicion de la pared en el mutante nulo de clcI* estaba alterada debido, principalmente, a de-
fectos en la sintesis de B(1,3)glucano y manoproteinas.
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3.2.3. Actividad f(1,3)glucdn sintasa en el mutante clc1A

Al cuantificar la actividad B(1,3)glucan sintasa in vitro se observé un descenso del 20%
de la actividad en el mutante clcI* con respecto a una cepa control (Figura 16B). Los defectos
encontrados en la sintesis de B-glucano valorada in vivo, y en la actividad B(1,3)glucan sintasa
medida in vitro eran mas fuertes que los detectados en algunos mutantes de las enzimas f

(1,3)glucén sintasa Bgslp/Cpslp y Bgs4p (Cortes et al, 2005; Ishiguro et al, 1997).

Posteriormente se analiz6 la distribucion de las proteinas de fusion GFP-Bgs1l, GFP-
Bgs3 y GFP-Bgs4 en el mutante clcIA y en una estirpe silvestre para conocer si los defectos
vistos en la sintesis del glucano en el mutante de clc1* se debian a una localizaciéon aberrante
de las enzimas encargadas de su sintesis. En la cepa control las tres enzimas se localizaban en
las zonas de crecimiento activo de las células, tanto en los polos como en el ecuador celular, y
en algunas vesiculas dispersas por el citoplasma (Figura 16C, panel situado a la izquierda).
En el caso del mutante clcIA ninguna de las tres se detect6 en la superficie celular sino que tal
y como se aprecia en el panel de la izquierda de la Figura 16C, GFP-Bgsl y GFP-Bgs3 parec-
ian localizarse en las vacuolas y GFP-Bgs4 en estructuras tubulares dispersas por el citoplas-
ma. Mediante una tincién simultdnea con el colorante lipofilico FM4-64 se confirm¢é que la
fluorescencia asociada a Bgs1lp y Bgs3p se localizaba en las vacuolas, mientras que la fluores-
cencia asociada a Bgs4p no coincidia ni con las vacuolas ni con endosomas (en el panel situa-

do a la derecha en la Figura 16C, las flechas seguidas de una V sefialan vacuolas).

En resumen, la ausencia de la proteina Clclp alteraba el trafico vesicular de las tres
enzimas esenciales B(1,3)glucén sintasa provocando graves defectos en la sintesis de la pared
celular. Estos defectos junto con la distribucién anémala del citoesqueleto de actina podrian
contribuir en gran medida a la morfologia aberrante de las células del mutante clc1A.

4. ANALISIS DEL TRAFICO VESICULAR EN LAS CELULAS MUTANTES clc1A

El papel principal descrito para la clatrina es formar la envuelta de vesiculas que parti-
cipan en el proceso de endocitosis y en la distribucion de proteinas desde la red trans-Golgi
hacia los diferentes compartimentos celulares. Por ese motivo era relevante analizar cémo y
en qué grado estaban afectados estos procesos en el mutante de delecién clcIA. Los datos que
se presentan a continuaciéon muestran la situacion general de los procesos de secrecion y en-

docitosis en el mutante carente de la cadena ligera de la clatrina.
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Figura 16. Las células clcIA muestran defectos en la sintesis de pared celular. A. Andlisis de la pared celu-
lar de células de una cepa silvestre y del mutante clcIA. La gréfica representa el porcentaje de incorporacion
de radiactividad en los polisacéridos de la pared celular de cultivos celulares incubados en YES+sorbitol y en
presencia de 1#C-glucosa. El experimento se realiz6 un minimo de cinco veces con duplicados. Se muestra la
desviacién estandar y la significacion estadistica de la diferencia de la incorporacién total de glucosa en la
pared celular (*, p<0.05. Test t-Student). B. Actividad p(1,3)glucan sintasa in vitro de células silvestres y de
clcIA incubadas en medio YES+sorbitol. El experimento se realizé6 un minimo de 5 veces con duplicados. En
la gréfica se muestran los valores medios, las desviaciones estdndar y la significacién estadistica de la dife-
rencia entre cepas (*, p<0.001. Test t-Student). C. El panel situado a la izquierda muestra micrografias de
fluorescencia (secciones medias) de la localizacién de las B(1,3)glucan sintasa Bgslp, Bgs3p, y Bgs4p en las
cepas silvestre y clc1A cultivadas en YES+sorbitol. En el panel situado a la derecha se muestran las vacuolas
en células clc1A marcadas con el colorante FM4-64. La letra V marca una vacuola. Las fotografias se adquirie-
ron con un sistema de microscopia DeltaVision. Barra de escala, 5 pm.

4.1. La ausencia de clcl* provoca defectos en el proceso de endocitosis

Para conocer si la ausencia de Clcl afectaba a la endocitosis en S. pombe se analiz6 la
toma de dos colorantes diferentes en una cepa silvestre y en la cepa mutante cIc1A.

En primer lugar se emple6 el colorante FM4-64, que es un compuesto orgénico, lipofili-
co y con propiedades fluorescentes, que permite observar el proceso endocitico in vivo desde
su incorporacién a la membrana plasmatica hasta su llegada a la membrana vacuolar, pasan-
do previamente por la ruta endosomal (Betz et al, 1992; Vida & Emr, 1995; Betz et al, 1996).
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Para examinar la cinética del transporte de este colorante se sigui6 el protocolo descrito en la
seccion “Materiales y métodos”. Como se muestra en la Figura 17A, las células de clcIA in-
corporaban el FM4-64 a la membrana plasmaética y lo introducian en la célula al igual que lo
hacian las células de la cepa silvestre. Sin embargo, aunque el colorante llegaba hasta las va-
cuolas, su endocitosis parecia estar retrasada con respecto a la cepa silvestre, ya que cuando
el colorante se detectaba en el interior de las células silvestres, en las del mutante de clc1* aun
se observaba en la superficie celular (Figura 17A, comparar las cepas silvestre y mutante a los
10" de haber realizado la tincién). Esta tincion también permitié observar que, en algunas
ocasiones, en el mutante cIcIA el colorante no marcaba la membrana vacuolar sino el lumen

de estos orgéanulos (Figura 17A, la flecha sefiala una vacuola).

Por otra parte se estudid la endocitosis de fase fluida mediante la tincién con Lucifer
Yellow, que es un colorante impermeable a la membrana plasmaética, soluble y de bajo peso
molecular, que se toma por endocitosis y se almacena en el lumen vacuolar. Tras 90 minutos
de incubacién con el Lucifer Yellow se observé que la estirpe silvestre tenia tefiidas las va-
cuolas, mientras que en el mutante clcIA no se apreciaba ninguna sefial del colorante (Figura
17B). Con este dato se puede afirmar que la ausencia de la cadena ligera de la clatrina provo-
ca alteraciones en la célula que bloquean la endocitosis de fase fluida, o al menos la reducen

hasta niveles indetectables por microscopia.
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Figura 17. Analisis del proceso de endocitosis en el mutante clc1IA. A. Micrografias de fluorescencia de
células de las cepas indicadas tefiidas con el colorante FM4-64 e incubadas a 32°C; las muestras se tomaron a
los tiempos indicados (minutos desde el momento de la tincién). La flecha indica la sefial del colorante en el
interior de la vacuola. Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. B. Células de
las mismas estirpes que en A tefiidas con el colorante Lucifer Yellow. Las imédgenes son proyecciones maxi-
mas adquiridas con un sistema de microscopia DeltaVision. Barra de escala, 5 pm.
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4.2. El mutante clclA no presenta defectos aparentes en la secrecion de fosfatasa acida

Para analizar el proceso de exocitosis se valor¢ la secrecion de la enzima fosfatasa aci-
da en el mutante clcIA y se comparé con la de una estirpe silvestre. Asi mismo, se valor6 la
secrecion de esta enzima en la cepa mutante apmIA, en la que se han descrito defectos en este
proceso (Kita et al, 2004).

En S. pombe aproximadamente el 40% de la fosfatasa dcida producida es secretada al
medio de cultivo por lo que esta proteina es un buen indicador de la funcién secretora (Wang
et al, 2002). Inicialmente se valoré la cantidad de actividad secretada al medio de cultivo (ver
“Materiales y métodos”). Como se puede observar en la gréfica situada a la izquierda en la
Figura 18, la actividad fosfatasa detectada en los sobrenadantes de los cultivos correspon-
dientes a los mutantes clc1IA y apmIA era muy inferior a la cantidad detectada en los cultivos
de la estirpe control en diferentes puntos de crecimiento, indicando un defecto drastico en
este proceso. Se ha descrito que la invertasa y la fosfatasa dcida son dos enzimas secretadas
casi al mismo nivel en las estirpes silvestres y en los mutantes chclA de S. cerevisiae y D. dis-
coideum (Payne & Schekman, 1985; Payne et al, 1987; Ruscetti et al, 1994), mientras que en el
mutante apmIA de S. pombe la secrecion de la fosfatasa 4cida estd muy reducida (Kita et al,
2004). La actividad fosfatasa 4cida estd altamente regulada y depende tanto de la composi-
cion del medio de cultivo como de las condiciones de crecimiento a las que estan sometidas
las células (Schweingruber et al, 1992; Miyata & Miyata, 1978). Por esta razén, una posible
explicacion para esta discrepancia en la secrecién de fosfatasa acida entre los diferentes orga-
nismos podria deberse a que en los primeros casos (S. cerevisiae y D. discoideum) las activida-
des se midieron tanto en las células como en los medios de cultivo, mientras que en el caso

del mutante apm1A de S. pombe la actividad se cuantificé sélo en el medio de cultivo.

Conociendo esta informacién era posible que en los mutantes clc1A y apm1A de S. pom-
be que presentaban defectos de crecimiento, el bajo nivel de actividad detectado no se debiera
simplemente a una menor tasa de secrecion, sino a que también pudiese haber una menor
sintesis de la enzima. Asi pues, con el fin de estimar mas correctamente la secrecién de la ac-
tividad fosfatasa dcida en estas cepas, se procedi6 a valorar dicha actividad en el medio y en
extractos celulares. Cuando se calcul6 la actividad secretada respecto al total de actividad
producida (medio + extractos celulares), se observé que la cepa clc1A presentaba una secre-
cion de la enzima similar a la de la cepa silvestre (Figura 18, grafica de la derecha). Sorpren-
dentemente, el mutante apm1A presentaba un nivel de secrecion superior al del control. Estos
resultados indicarfan que el mutante clc1A, en principio, no presentaba defectos en la secre-
cion de la fosfatasa acida. No obstante, observando los datos de la cantidad de enzima proce-
dente de los extractos celulares (Figura 18, grafica central) se puede observar claramente
coémo la produccién de fosfatasa acida estaba drasticamente disminuida en los mutantes de
delecién de clc1*y apm1*.
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Figura 18. La secrecion de la enzima fosfatasa acida no esta alterada en el mutante clcIA. La actividad fos-
fatasica de las estirpes sefialadas se valor6 en el medio de cultivo y en los extractos celulares tal y como se
indica en la seccién Materiales y métodos. Los valores se normalizaron por ml de cultivo. Las muestras se
tomaron de cultivos celulares incubados en YES+sorbitol creciendo en fase logaritmica cuando cada cultivo
alcanzo6 la D.O.s00nm indicada. La grafica de la izquierda muestra la actividad fosfatasa acida valorada en el
medio de cultivo. La grafica central muestra la actividad fosfatasa acida valorada en los extractos celulares.
La grafica de la derecha muestra el porcentaje de secrecién de cada cepa. Para estimar el porcentaje de secre-
cién se calcul6 el porcentaje de actividad en el medio con respecto al total de la actividad medida (actividad
en el medio + actividad en los extractos celulares).

5. EL MUTANTE NULO DE LA CADENA LIGERA DE LA CLATRINA POSEE DIFE-
RENTES DEFECTOS EN LAS VACUOLAS

En algunos de los experimentos que se han descrito anteriormente se pudo observar
cémo las vacuolas de la estirpe mutante clcIA presentaban diferentes defectos. En el caso de
la tincién con FM4-64 se vio que en algunas ocasiones el colorante no tefia solamente la
membrana de la vacuola sino también el lumen (Figura 17A, la flecha senhala una vacuola).
También, mediante microscopia electrénica se observé que las células mutantes posefan ma-
yor nimero de vacuolas que una cepa silvestre y que ademds éstas eran de menor tamafio

(Figura 15, en la fotografia b la V indica una vacuola).

Contraste de fases CDCFDA

R

WT

Figura 19. Las vacuolas del mutante clcIA presentan morfologia
aberrante. Tincion vacuolar con el colorante CDCFDA de células de
la estirpe silvestre y del mutante nulo clcIA cultivados en
YES+sorbitol. Imagenes adquiridas con un microscopio de fluores-
cencia convencional. Barra de escala, 5 pm.
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Para corroborar estos defectos se realizé una tincién con el colorante CDCFDA. Este es
un derivado del diacetato de fluoresceina (FDA) que se hidroliza a pH &cido, por lo que se
libera en la vacuola tifiendo especificamente su lumen. Ademads, su entrada en las células es
independiente de endocitosis, ya que se introduce mediante mecanismos de difusién pasiva
a través de la membrana plasmatica, lo cual no impediria, en principio, la tincién de las va-
cuolas del mutante clcIA (Gachet et al, 2005). Esta tinciéon confirmé que las vacuolas de la ce-
pa mutante clcIA eran mas numerosas y de menor tamafio que las de la cepa silvestre (Figura
19). Este fenotipo podria estar indicando que el mutante clcIA presentaba una fragmentacién
vacuolar al igual que la vista en otros mutantes con defectos en tréfico vesicular (O'Halloran
& Anderson, 1992; Kita et al, 2004; Gachet et al, 2005; Ma et al, 2009).

6. EL MUTANTE DE DELECION clc1A PRESENTA IMPORTANTES DEFECTOS EN
LOS PROCESOS DE CONJUGACION Y ESPORULACION

Teniendo en cuenta los graves defectos morfolégicos de la cepa mutante clc1A, los pro-
blemas observados en el proceso de endocitosis, y el poco éxito con el que se conseguian rea-
lizar cruces unilaterales con esta estirpe era posible que clc1A tuviese algin tipo de problema
en los procesos de diferenciacién sexual. Por este motivo se analizo6 la eficiencia de conjuga-
cion y de esporulacion en las cepas silvestre, clc1A y end4A (esta ultima se empleé como cepa
control que posee defectos en endocitosis) (Iwaki et al, 2004). Para realizar estos experimentos

se emplearon cepas homotdlicas (h%’) de cada una de las estirpes a estudiar.
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Figura 20. Las células cIc1A tienen defectos en los procesos de conjugacion y esporulacion. A. Gréfica de la
eficiencia de conjugaciéon (ntmero de zigotos + ascas / ntimero de zigotos + ascas + células) y eficiencia de
esporulacién (ntmero de ascas con cuatro esporas maduras / nimero de ascas + zigotos) de las cepas indi-
cadas. B. Micrografias de contraste de fases de las cepas indicadas bajo condiciones de esporulacion. a, by c
son fotografias de clc1A que muestran la morfologia de los shmoos (a; los triangulos sefialan shmoos con hiper-
trofia), zigotos sin fusionar (b; la flecha sefiala la regién de contacto entre células) y ascas (c). Barra de escala,
5 pm.
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Como se muestra en la grafica representada en la Figura 20A, el mutante clcIA presen-
taba una reduccion en la eficiencia de conjugacion con respecto a la cepa silvestre ya que sélo
iniciaron este proceso el 9% de las células incubadas en YES+sorbitol a 28°C, mientras que los
valores del control silvestre alcanzaron el 72%. En el caso del mutante end4A también se en-
contré defecto en conjugacién aunque éste era menor que en el mutante clcIA ya que el 30%

de la poblacion fue capaz de iniciar la conjugacion.

En cuanto a la eficiencia de esporulacion el defecto fue mucho mas dréstico. Menos
del 1% de los zigotos de la cepa mutante clcIA fueron capaces de formar ascas maduras con
respecto al 78% que lo consiguieron en la cepa silvestre. En el mutante end4A el 25% de la

poblacion presentaba ascas maduras.

Estos defectos en las eficiencias de conjugacién y esporulaciéon estaban acompafiados
por una morfologia aberrante tanto de los zigotos como de las esporas en las estirpes mutan-
tes, lo que podria estar afectando a la correcta viabilidad de estos procesos. Las células de
clc1IA eran capaces de formar shmoos, aunque el tamafio que presentaban era anormalmente
grande (Figura 20B, en la imagen a los triangulos sefialan shrmoos). También se aprecié un
considerable nimero de prezigotos (Figura 20B, en la imagen b la flecha sefiala el contacto
entre dos células conjugando), algunos zigotos y ascas -aunque ninguna de éstas contenia

cuatro ascosporas maduras- (Figura 20B, imagen c).

Con estos datos se puede asumir que la ausencia de Clclp también provoca defectos en

distintos procesos del ciclo sexual de S. pombe.

7. CONSTRUCCION Y ESTUDIO DE UN MUTANTE CON NIVELES REDUCIDOS
DE Clclp

Como se ha descrito en los apartados anteriores, el mutante clc1A posefa graves defec-
tos. Las células tenian morfologia aberrante, formaban agregados y crecian muy lentamente.
Ademas, éstas presentaban severos defectos en conjugacion y esporulacién, y la eficiencia de
transformacion era extremadamente baja, posiblemente debido a los defectos observados en
la pared celular y a la fragilidad de las células. Todo ello impedia analizar con detalle las fun-
ciones de Clclp en S. pombe. Asi mismo, el tener que realizar los experimentos en presencia
del estabilizador osmético sorbitol podia provocar estrés en las células (Rodriguez-Pena et al,
2008) y afectar al proceso de endocitosis, como se ha descrito en S. cerevisiae
(Aghamohammadzadeh & Ayscough, 2009; Prosser et al, 2011). Con el fin de evitar todos es-
tos problemas se construy6 una cepa en la que la cantidad de Clclp pudiese ser regulada, de
manera que su andlisis permitiera identificar aquellos procesos celulares que fuesen mas sen-
sibles a la deficiencia de Clclp. Para construir esta cepa se fusioné la ORF del gen clcI* al epi-
topo HA en la region N-terminal de la proteina y se expresé bajo el control de un promotor
de expresion media 41Xnmtl* reprimible por tiamina (ver “Materiales y métodos”).
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Mediante Western blot se analizé el nivel de proteina que poseian las células incubadas en
ausencia o presencia de la vitamina a diferentes tiempos. Como control se empleé una cepa
en la que el alelo HA-clc1* estaba integrado en el genoma de S. pombe y se expresaba bajo el
control de su propio promotor. Como se muestra en la Figura 214, incluso en ausencia de
tiamina, cuando el promotor no estaba reprimido, la cantidad de Clclp en la cepa mutante
estaba reducida a un 60% con respecto al control. Tras 3 horas de represion la cantidad de
Clclp era el 20% de la cepa control, y a partir de las 6 horas de haber afiadido la tiamina al
medio la cantidad de proteina era menor del 10%. Tras tiempos de represion largos (mas de
12 horas en presencia de la vitamina), el mutante 41XHAclc1 s6lo era viable si se incubaba en

un medio de cultivo estabilizado osméticamente, al igual que ocurria con el mutante clcIA.

7.1. El descenso en la cantidad de Clclp afecta a la viabilidad celular

La supervivencia celular esta ligada a la cantidad de Clclp ya que la viabilidad del
mutante 41XHAclc1 después de estar 3, 6 y 9 horas cultivado en presencia de tiamina fue del
86+6 %,76+4 %,63+5 %,y 48 £6 % respectivamente (datos mostrados en la parte inferior
de la Figura 21A). Estos datos se obtuvieron cuantificando el nimero de colonias formadas
en placas de YES+sorbitol con respecto a las células procedentes de cultivos de MM suple-
mentados con tiamina durante diferentes tiempos (0, 3, 6 y 9 horas) que se sembraron en
ellas. En cada caso se realiz6 el experimento plaqueando 600 células de cada condicién de
cultivo en tres placas diferentes de medio YES+sorbitol que se incubaron a 28°C durante 4-5

dias. Este experimento se realiz6 tres veces por triplicado de manera independiente.

7.2. Clclp es necesaria para la estabilidad de Chclp

Para analizar cémo se veia afectada la cadena pesada de la clatrina por la reduccién del
nivel de Clclp en las células se realizé un analisis de Western blot que permitié detectar la
proteina de fusion Chcl-GFP en una cepa silvestre y en el mutante 41XHAclc1 durante los
diferentes tiempos de represion del gen clc1*. Tal y como se muestra en la Figura 21B, la pro-
teina Chcl-GFP se detect6 como una serie de bandas tanto en la cepa mutante como en la
silvestre. En esta misma figura se puede apreciar como en ausencia de tiamina (condicion en
la que la cantidad de Clclp esta reducida en un 40%), la cantidad de Chclp es inferior a la del
silvestre. Ademas tras los diferentes tiempos de represion del gen clc1* la cantidad de protei-
na Chclp seguia disminuyendo a medida que lo hacia la cantidad de Clclp (cuantificacion
mostrada en la parte inferior de la Figura 21B). Estos resultados indicaban que Clclp era ne-
cesaria para la estabilidad de Chclp, y apoyaba la idea de que los fenotipos encontrados en el
mutante 41XHACcIcl se debian a defectos en clatrina y no a alteraciones producidas por fun-
ciones especificas de Clclp, independientes de su funcion en la formacién de la cubierta pro-
teica de vesiculas.
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Figura 21. Caracterizacién de la clatrina en el mutante 41XHACclc1. A. Western blot de extractos celulares de
células que portan el gen clc1* fusionado al epitopo HA bajo el control de su promotor nativo o del promotor
41Xnmt1*. Los cultivos se incubaron en ausencia de tiamina (condiciones que permiten la expresién del gen
clc1*) o en presencia de esta vitamina (condiciones de represion) durante las horas indicadas (h). La cantidad
de Clclp se calculd considerando que la cantidad de proteina producida por el gen clc1* bajo el control de su
propio promotor (cepa WT) era el 100%. Como control de carga se emple6 la proteina Cdc2p. En la parte
inferior del panel se indica el porcentaje de supervivencia de las células que tienen distintos niveles de clatri-
na. Los datos mostrados corresponden a las medias de los valores obtenidos. B. El mismo experimento que
en A pero en este caso las células portaban la proteina de fusién Chc1-GFP. C. Ensayo de crecimiento en el
que 3x104 células y diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas se inocularon en medio minimo sin uraci-
lo, sin y con tiamina, y se incubaron durante tres dias a 28°C. D. Micrografias de contraste de fases de células
de las estirpes y en las condiciones indicadas (sin tiamina y con tiamina 12 horas). Las imé4genes se adquirie-
ron utilizando un microscopio convencional.

7.3. La sobrexpresion de chcl* complementa parcialmente los defectos de crecimiento del
mutante 41XHAclc1

Para confirmar la hipétesis de que los defectos observados en los mutantes con una
cantidad reducida de Clclp se debian a una menor cantidad de clatrina se transformaron las
cepas silvestre y 41XHAclc1 con el plasmido multicopia pAU y con este mismo vector portan-
do el gen chcl*. Esto se realiz6 con el fin de analizar si la sobrexpresién del gen chcl* era ca-
paz de suprimir los defectos causados por la disminucién de Clclp. Cuando se realizé un
ensayo de crecimiento en el que las células se incubaron en placas de MM sin tiamina o en
placas de MM suplementado con la vitamina durante 48 horas, el plasmido multicopia que
portaba el gen chcl* suprimia los defectos de crecimiento que presentaba el mutante
41XHAclcl en ambas condiciones (Figura 21C). Al analizar la morfologia de las células del
mutante 41XHAclc1 que portaban el plasmido pAU+chcl*, procedentes de cultivos liquidos

65



66

de MM incubados en ausencia de tiamina (la expresion de clcI* no estd reprimida) o presen-
cia de ésta durante 12 horas (condicién en la que la expresion del gen clc1* esta reprimida), se
pudo observar que en ausencia de la vitamina las células de la estirpe mutante tenian un as-
pecto muy similar a las de la cepa control (fotografias situadas en la parte inferior izquierda
de la Figura 21D). Sin embargo, las células que habian sido incubadas durante 12 horas en
presencia de tiamina poseian una morfologia totalmente aberrante, muy similar a la del mu-

tante de delecion clcIA (fotografias situadas en la parte inferior derecha de la Figura 21D).

Con estos datos se asumi6 que un incremento en la cantidad de Chclp era capaz de
suprimir ciertos fenotipos provocados por una reduccién del 40% de la cantidad de Clclp en
la célula. Sin embargo, cuando la cantidad de la proteina Clclp era practicamente nula,
Chclp no era completamente funcional ya que no podia por si misma suprimir los defectos
causados por la ausencia de Clclp. Estos resultados estan de acuerdo con los encontrados en
S. cerevisine donde Clclp es necesaria para la completa funcionalidad de la clatrina y donde
CHC(1 solo es capaz de suprimir alguno de los fenotipos del mutante clcIA (Chu et al, 1996;
Huang et al, 1997).

7.4. La estabilizacion osmética del medio no corrige los defectos en la cantidad ni afecta a
la distribucion de la clatrina en el mutante 41XHAclc1

Era posible que la supresion de la letalidad de las células carentes de clc1* por parte del
sorbitol se debiese a un incremento en la cantidad de Chclp causada por la estabilizacion
osmoética del medio. Un andlisis de Western blot mostré que la cantidad de Chcl-GFP dismi-
nuia en la cepa 41XHAcIc1 al anadir tiamina al medio (crecimiento con la vitamina durante
12 horas) tanto al incubar las células en medio minimo como en medio minimo con sorbitol
(Figura 22A). En cuanto a la localizacién de esta proteina, en una cepa silvestre Chc1-GFP se
observaba como una serie puntos intracelulares tanto si estaba creciendo en presencia o en
ausencia de sorbitol (fotografias situadas a la izquierda en la Figura 22B). Esta localizacion
era similar en el mutante 41XHAclc1 en condiciones en las que el gen clc1* se estaba expre-
sando, aunque los puntos parecian ser mas pequefos que los observados en la cepa control,
hecho que estaba de acuerdo con una reduccién en la cantidad de Chclp en la cepa mutante.
Como se muestra en la Figura 22B, la presencia de sorbitol en el medio de cultivo tampoco
parecia producir ninguna alteracién en la distribucion de Chcl-GFP en el mutante
41XHAclc1. Con estos datos se pudo determinar que la adicién de sorbitol al medio de culti-
vo no parecia incrementar la cantidad de las proteinas HA-Clcl y Chcl-GFP ni en la cepa
silvestre ni en el mutante 41XHAclc1, y tampoco parecia afectar a la distribucién de la protei-

na Chclp en ninguna de las estirpes.
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El hecho de que las células del mutante 41XHACcIc1, incubadas en condiciones en las
que el gen clc1* no estaba reprimido, fuesen parcialmente deficientes en clatrina permitiria la
comparacion de sus fenotipos con los observados en una cepa control, y ademas ayudaria a
detectar los procesos y/o elementos celulares mas dependientes del trafico vesicular media-
do por clatrina. Por otra parte, el crecimiento del mutante 41XHAclc1 en presencia de tiamina
durante diferentes tiempos (condiciones de represion de clc1*) permitiria estudiar cémo la
disminucion de la cantidad de Clclp iba afectando a los diferentes procesos y elementos ce-
lulares.
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corrigen por la presencia de sorbitol en el medio. A.
Western blot de extractos celulares de una cepa sil-
vestre y del mutante 41XHAclc1 que portan las protei-
nas de fusiéon HA-Clcl y Chcl-GFP. Las células se
incubaron en medio minimo con o sin sorbitol; la
estirpe mutante se cultivé en ausencia (- T) y en pre-
sencia (+ T) de la vitamina durante 12 horas. La

a-tubulina (Atb2) se empleé como control de carga. B.
Micrografias de fluorescencia de células silvestres y
del mutante 41XHAclcl que portan la proteina de
fusién Chel-GFP, incubadas en medio minimo o me-
dio minimo con sorbitol en ausencia de tiamina. Las
imagenes corresponden a proyecciones maximas de
planos adquiridos con un sistema de microscopia
DeltaVision. Barra de escala, 5 pm.
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En los experimentos que se describen a continuacién, los diferentes fenotipos se analiza-
ron empleando una cepa control, donde el gen clc1* se encontraba bajo el control de su pro-
pio promotor, y la cepa mutante 41XHAclc1 incubada en ausencia de tiamina (leve reduccién
en la cantidad de Clclp) y/o en presencia de la vitamina a diferentes tiempos (3, 6, 9, 12, 15
horas), donde la reduccién de Clclp era més dréstica a medida que aumentaba el tiempo de
represion. En cada uno de los experimentos detallados se muestran solamente aquellos tiem-
pos en los que se encontraron diferencias significativas con sus respectivas cepas control para

facilitar la lectura y comprension de cada seccion.
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8. MORFOLOGIA CELULAR DEL MUTANTE CON NIVELES REDUCIDOS DE
CLATRINA

Al observar mediante microscopia de contraste de fases las células del mutante
41XHAclcl en condiciones en las que la expresion del gen clcl* no estaba reprimido, se vio
que aproximadamente el 15% de estas células poseian morfologia aberrante, con los polos
y/o regiones centrales abombadas (Figura 23A). A las 6 horas de represion, el 23% del total
de las células analizadas presentaban estos fenotipos y tras 15 horas en presencia de tiamina,
aproximadamente el 75-80% de ellas tenian morfologia aberrante. Este fenotipo era un claro

indicador de un patrén de crecimiento anormal y/o de una pared celular debilitada.

Adicionalmente, mediante una tincién con el colorante Hoechst 33258, se observé que
un pequefio porcentaje de células mutantes incubadas en condiciones en las que el gen clc1*
no estaba reprimido (4%) poseian un engrosamiento en la regién central de sus septos ya ce-
rrados (panel situado en la parte superior izquierda de la Figura 23B). Este fenotipo comenzé
a hacerse mas patente a partir de las 6 horas de represion, cuando ya el 35% de la poblacion
poseia engrosamientos en la region central del septo de divisién (Figura 23B, en la gréfica
situada a la derecha se muestra la cuantificacién de células con septos aberrantes en las dife-
rentes estirpes y condiciones estudiadas). Estos engrosamientos eran un rasgo caracteristico
de las células mutantes, ya que a partir de las 9 horas de represion mas del 80% de la pobla-

cion mostraba este fenotipo.

Como se ha mostrado en apartados anteriores, la apariciéon de engrosamientos en la
region central de los septos ya cerrados también era un fenotipo caracteristico del mutante
clc1A (Figura 15, célula mostrada en la imagen b). Al observar estas estructuras en el mutante
condicional 41XHAclc1 mediante microscopia electrénica de transmisién se pudo ver que la
region central del septo estaba engrosada y tenia una estructura aberrante que parecia estar
formada por la acumulacién de pared celular (Figura 23B, panel inferior izquierdo), al igual
que parecia ocurrir en el mutante nulo clcIA (Figura 15, panel inferior de la imagen b).

9. ANALISIS DE LA PARED CELULAR EN LAS CELULAS CON NIVELES REDUCI-
DOS DE Clclp

9.1. Composicion de la pared celular

Para caracterizar en mas detalle el proceso de sintesis de la pared celular en las células
que posefan niveles reducidos de clatrina, se analiz6é la composicién de esta estructura en
una cepa silvestre y en la cepa mutante 41XHAclcl incubada en ausencia de tiamina
(condicién en las que la expresion del gen clc1* no esta reprimida). En la cepa mutante la in-
corporacion de glucosa marcada radiactivamente a los polimeros de la pared estaba reducida
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hasta un 64% con respecto al valor obtenido en la cepa silvestre (Figura 23C). Esta reduccién
afectaba a los tres polimeros por igual ya que los valores porcentuales obtenidos para las ce-
pas silvestre y mutante respectivamente, fueron: (1,3)glucano 21,2 + 2,1% y 14,1 + 1,8% ; o-
glucano 12,4 +1,6% y 7,7 £ 0,6%; manano 8,7 +1,9% y 4,7 + 0,6%.

Como se ha indicado en secciones anteriores, el mutante nulo clc1A también mostraba
reduccion de alguno de los polimeros de la pared celular. Los datos obtenidos al analizar el
mutante nulo y el mutante condicional no se pueden comparar directamente ya que los expe-
riementos se realizaron empleando medios de cultivo diferentes (medio minimo en el caso
del mutante 41XHAclc1 y YES+sorbitol cuando se analiz6 clc1A).

40 1
357
30 A
25 1
20
15 1
10 1
5
0

A WT 41XHAclel -T C 457

N

% (Respecto al total de
glucosa incoporada)

WT  41XHAclel -T

@ Manano B ¢-Glucano O B-Glucano

100 =
41XHAclel -T

80

Porcentaje (%)
2

Hoechst

40

20

0"WT T +T(6h)
%/_)
41XHAclcl

41XHAclcl - T

[] Septos normales

[I] Septos anormales

Figura 23. La morfologia celular y la sintesis de la pared celular estan alteradas en las células 41XHAcIcl.
A. Microscopia de contraste de fases de células silvestres y células del mutante condicional 41XHAcIc1 incu-
badas en ausencia de tiamina (condiciones que permiten la expresiéon del gen clc1*). Las imagenes se adqui-
rieron con un microscopio 6ptico convencional. Barra de escala, 5 pm. B. Panel superior izquierdo, tincién
con Hoechst 33258 de células del control y del mutante 41XHAcIc1 cultivadas en ausencia de tiamina. Grafica
situada a la derecha, cuantificacién de septos normales y anormales en células silvestres y mutantes incuba-
das en ausencia y presencia de tiamina durante 6 horas; se cuantificaron un minimo de 100 septos en cada
uno de los tres experimentos independientes que se realizaron. Panel inferior, microscopia electrénica de los
septos de las estirpes anteriormente mencionadas. C. Andlisis de la composicién de la pared celular de una
cepa silvestre y del mutante 41XHAclc1 en condiciones en las que el gen clcI* se esta expresando. La gréfica
representa el porcentaje de incorporacion de radiactividad en los polisacéridos de la pared celular en culti-
vos incubados en ausencia de tiamina y presencia de “C-glucosa. El experimento se realiz6 cinco veces con
duplicados. Se indican la desviacién estandar y la significacion estadistica de la incorporacién total en la
pared celular (¥, p<0.01. Test t-Student).
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9.2. Valoracion de la actividad B-glucdn sintasa in vitro

Para obtener méas informacion sobre la naturaleza de la regulacién de la sintesis de la
pared celular por mecanismos de transporte dependientes de clatrina se analiz¢ el efecto que
tenia la alteracion en la exocitosis y/o endocitosis en la actividad B(1,3)glucén sintasa medida
in vitro. Para ello se compar¢ esta actividad en el mutante 41XHAclc1 incubado en condicio-
nes en las que la expresion del gen clc1* no estaba reprimida y en las que habia sido reprimi-
da durante 6 horas, con la de una cepa silvestre, la del mutante apmI1A defectivo en exocitosis
(Kita et al, 2004), y la del mutante de endocitosis end4A (Iwaki et al, 2004). Este experimento se
realiz6 cinco veces con duplicados; en todos los experimentos la tendencia de los valores ob-

tenidos fue la misma.

La media del valor de la actividad B(1,3)glucan sintasa obtenida para el mutante
41XHACclc1 cultivado en ausencia de tiamina fue del 66% con respecto a la cepa control y dis-
minuy6 hasta el 59% cuando las células se incubaron durante 6 horas en condiciones de re-
presion. En el mutante apm1A la actividad detectada fue del 56% con respecto al control, y el
mutante end4A poseia una actividad media del 170% con respecto a la estirpe silvestre
(Figura 24A).

Estos datos mostraban que el nivel de actividad del mutante condicional de clcI* era
mas parecido al obtenido para el mutante que tiene alterado el trasnporte entre el Golgi y los
endosomas y por lo tanto tiene problemas en secrecién, que para el mutante defectivo en el
proceso de endocitosis. Los resultados obtenidos podrian estar indicando que el mutante
condicional de clc1* poseia problemas en el transporte de las enzimas encargadas de la sinte-

sis del B-glucano hacia la membrana plasmatica.

9.3. Distribucion de las enzimas B-glucan sintasa

Bgslp es la B(1,3)glucén sintasa responsable de la sintesis del B(1,3)glucano lineal, que
se detecta con Calcofluor White en el septo de divisién y en los polos (Cortes et al, 2007), y
Bgsdp esta descrita como la B(1,3)glucan sintasa responsable de la mayoria de la actividad
detectada in vitro (Ishiguro et al, 1997; Cortes et al, 2005).

De acuerdo con esta informacién se analiz6 la distribucién de estas proteinas tanto en
la cepa control como en la cepa mutante 41XHAclc1 en distintas condiciones de expresion del
gen clc1*. Para ambas enzimas la sefial en los polos era mas débil en la cepa mutante incuba-
da en ausencia de tiamina que en la cepa control. Cuando el mutante condicional se cultivd
en condiciones de represiéon durante 6 horas, la sefial de las enzimas Bgs era practicamente
inexistente en los polos celulares (Figura 24B). No obstante, en el mutante condicional
41XHAclc1 la sefial interna de GFP-Bgsl y GFP-Bgs4 era mayor que en la estirpe silvestre,
localizdndose principalmente en las vacuolas. Estos resultados sugerian que las enzimas
Bgslp y Bgs4p se deslocalizaban cuando habia una reduccién del nivel de clatrina en las
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células. Este mismo ensayo se realiz6 para analizar la localizacién de la enzima GFP-Bgs3 y
se observo que ésta se distribuia por la célula del mismo modo que las otras dos B-glucan

sintasa estudiadas (resultado no mostrado).

Recientemente se ha descrito que en el mutante apmI1A hay una reduccién de la enzi-
ma Bgslp en los polos celulares apoyando la idea de que defectos en la exocitosis mediada

por clatrina disminuyen la secrecién de las enzimas necesarias para la sintesis de la pared
celular (Yu et al, 2012).

Otro resultado que apoyaba la idea de que la clatrina esta implicada en el transporte
de las enzimas Bgs es que mediante un andlisis de fluorescencia pudimos observar cémo
Clc1-GFP co-localizaba con la proteina de fusion To-Bgsl en en vesiculas intracelulares
(Figura 24C).
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Figura 24. La actividad y la localizacion de las B-glucan sintasa se alteran
por el descenso de clatrina en las células. A. Actividad B(1,3)glucan sinta-
sa de las estirpes indicadas medida in vitro. Las células se incubaron en
medio minimo sin tiamina, excepto la muestra 41XHAclc1 (+T) que se in-
cubd con la vitamina durante 6 horas. El experimento se realiz6 5 veces con
duplicados; se representan los valores medios, las desviaciones estandar y
la significacién estadistica (*; p<0,0001. #; p< 0.01. Test t-Student, confirma-
do con el test Wilcoxon-Mann-Whitney) B. Distribuciéon de las proteinas de
fusion GFP-Bgs1 y GFP-Bgs4 en células de una cepa silvestre y del mutante
41XHAclcl incubadas en ausencia o en presencia de tiamina durante 6
horas. Las flechas sefialan los polos celulares. Las imagenes son proyeccio-
nes maximas de planos adquiridos en series z con un sistema de micros-
copia DeltaVision. Barra de escala, 5 pm. C. Co-localizacién entre las pro-
teinas Clc1-GFP y RFP-Bgsl. Los tridangulos marcan estructuras de Golgi/
endosomas donde la fluorescencia de ambas proteinas co-localiza.
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9.4. El transporte de las enzimas f(1,3)glucin sintasa hacia la membrana esta a alterado en
el mutante 41XHAclc1

Para confirmar la hipétesis de que la secrecién de las enzimas Bgs podria estar reduci-
da en el mutante 41XHACcIcl se realizaron experimentos de FRAP (Fluorescence Recovery
After Photobleaching) para comprobar si el recambio de las enzimas B-glucan sintasa en la
membrana de la region de los polos se producia eficientemente. En estos experimentos se
fotoblanquearon los polos de células de las estirpes silvestre y mutante 41XHAclc1, que se
habian incubado en medio minimo sin tiamina y que portaban las proteinas de fusiéon GFP-
Bgsl o GFP-Bgs4. Una vez realizado el “blanqueo” de los polos se midi6 el tiempo medio de
recuperacion de la fluorescencia de cada una de las proteinas en la superficie celular. En la
cepa silvestre la fluorescencia de GFP-Bgsl y GFP-Bgs4 se recuper6 con un tiempo medio
(t1/2) de 81 y 73 segundos respectivamente. En la cepa mutante, sin embargo, se recupero al-
go de fluorescencia en la region citoplasmatica que habia sido fotoblanqueada pero no hubo
recuperacioén de ésta en la superficie de los polos celulares incluso 300 segundos después de
haber realizado blanqueamiento. Estos resultados se muestran en las graficas de la Figura
25A donde se puede oservar la tasa de recuperacion de las proteinas en ambas estirpes. En la
parte superior de la Figura 25A también se pueden ver dos ejemplos de las fotografias obte-
nidas en estos experimentos. Estos resultados mostraban un recambio lento o incluso inexis-
tente de las enzimas Bgs en los polos celulares de la cepa mutante, lo que indicaba un trans-

porte defectuoso de estas proteinas hacia la superficie celular.

9.5. La secrecion de la endo-p(1,3)glucanasa Englp esta alterada en el mutante que posee

una cantidad reducida de clatrina

También se investigo si la regulacién de la sintesis de la pared celular a través de la
clatrina estaba limitada al control de las B(1,3)glucan sintasa o afectaba a otras enzimas rela-
cionadas con esta estructura. Para abordar esta cuestion se analiz6 el efecto que provocaba la
disminucion de la cantidad de clatrina en la secrecién de la endo-f(1,3)glucanasa Englp, que
es necesaria para la separacion celular. Englp se sintetiza en el citoplasma y necesita ser se-
cretada para degradar el septo desde el exterior de la célula (Martin-Cuadrado et al, 2003).
Mediante un ensayo de Western blot se pudo determinar que en la estirpe utilizada como
control la proteina Englp solo se detectaba en la fraccién correspondiente al medio de culti-
vo. Sin embargo, en el mutante condicional 41XHAcIc1 (en condicones en las que la expresion
del gen clc1* no estaba reprimida o en las que se reprimié durante 6 horas) se encontré sefial
de la endoglucanasa tanto en la fracciéon correspondiente al medio de cultivo como en la ci-
tosolica (Figura 25B). La presencia de proteina en el medio no era debida, en ninguno de los
casos, a que hubiese lisis celular segiin se determiné por tincién con el colorante azul de me-
tileno (dato no mostrado). Este resultado demuestra que cuando la cantidad de clatrina esta
reducida la proporcion de Englp secretada también lo esta.
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FRAP donde células de las estirpes indicadas portan las proteinas de
fusion GFP-Bgsl y GFP-Bgs4. Las células fueron fotoblanqueadas en las
regiones acotadas por el cuadro blanco (tiempo 0) y posteriormente se
tomaron imagenes a lo largo del tiempo (se muestran algunos ejemplos
en los paneles superiores). En los paneles inferiores se muestra la cuan-
tificacion de la recuperacion de la intensidad de la fluorescencia
(porcentaje respecto al valor inicial para cada cepa). Cada punto repre-
senta el valor medio de un minimo de siete células obtenidas en cada
uno de los tres experimentos realizados. Las barras de error indican la
desviacién estandar de la media. B. Western blot de Engl-GFP en la
cepa silvestre y en el mutante 41XHAclc1 incubado en ausencia o pre-
sencia de tiamina durante seis horas. La cantidad de proteina proceden-
te del medio de cultivo o del citosol celular procede del mismo volumen
de cultivo original de modo que puede ser comparada directamente. En
las muestras correspondientes al citosol la proteina Cdc2p se utiliz6
como control de carga.
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En resumen, una reduccién del 40% en la cantidad de Clclp (cantidad estimada en el
mutante condicional cultivado en ausencia de tiamina) tenia un efecto significativo sobre la
composicion de la pared celular de S. pombe. El defecto producido parecia deberse principal-
mente a una secrecién defectuosa de las enzimas necesarias para la sintesis y la remodelacion

de esta estructura esencial.
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10. ANALISIS DE LOS CITOESQUELETOS DE ACTINA Y TUBULINA EN CELU-
LAS CON UNA CANTIDAD REDUCIDA DE Clclp

Previamente se habia observado que el mutante nulo de clcI* poseia serios problemas
en la distribucién de los parches de actina. Como se ha comentado, probablemente los defec-
tos relacionados con el citoesqueleto de actina podrian ser los causantes de los defectos mor-
folégicos en las células clc1A. Por este motivo, se quiso analizar como el descenso en la canti-

dad de Clclp afectaba a los citoesqueletos de actina y tubulina.

10.1. Cuantificacion y distribucién de los parches de actina

El anélisis del citoesqueleto de actina se realiz6 inicialmente sobre células fijadas y te-
fiidas con rodamina-faloidina. En la cepa mutante 41XHAcIc1 se observé que tanto el nimero
como la distribucién de los parches de actina estaban alterados. Como se puede ver en la Fi-
gura 26A, cuando se cuantificé el nimero de parches por célula (en un minimo de 500 células
de cada estirpe y condiciéon de expresion de clc1*) se encontré que en la cepa silvestre las
células tenian entre 21 y 35 parches, siendo el rango entre 26 y 30 parches el valor mas abun-
dante. En el caso del mutante 41XHAcIc1 incubado en condiciones en las que clc1* no estaba
reprimido (sin tiamina en el medio; 0 horas), el nimero de parches por célula era significati-
vamente menor; el 63% de las células tenian menos de 21 parches, el 12,5% tenian un méximo
de 10 parches y ninguna de las células analizadas tenian mas de 30 parches. Tras 3 horas de
represion del gen clc1*, s6lo el 19% de las células tenian mds de 20 parches de actina y en las
restantes la mayoria de ellas presentaban entre 11 y 15 parches; después de 6 horas en pre-
sencia de tiamina, el 97% de las células presentaban un maximo de 15 parches y el 41% de
éstas solamente de 0 a 5 parches por célula.

Con respecto a la distribucién de los parches de actina en las células, en la cepa silves-
tre estas estructuras se localizaban en las zonas de crecimiento activo, tanto en los polos celu-
lares como en la zona del septo. En el mutante 41XHAcIc1 incubado en ausencia de tiamina el
9,5% de las células tenian los parches dispersos (no polarizados) y el 1% no poseia parche
alguno. Esta distribucion no parecia variar tras 3 horas de represién del gen clc1*. No obstan-
te, a partir de las 6 horas de represion se observé una modificacion significativa en la distri-
bucién de los parches de actina; el 34% de la poblacion celular tenia parches dispersos, el 13%
de las células no poseian parches y el 1,2% presentaba grandes acimulos de actina (Figura
26B).

Estos datos indicaban que el descenso de Clclp afectaba directamente al nimero de
parches formados y que la disminucién en la cantidad de clatrina y en el ntimero de parches
era proporcional. Ademas, la ausencia de Clclp provocaba defectos notables en la distribu-

cioén de los parches haciendo que en muchos casos se perdiese la polarizacion de los mismos.
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Figura 26. Defectos en los parches de actina producidos por la disminucién de clatrina. A. Cuantificacion
del ntimero de células con diferente ntimero de parches de actina por célula con respecto al total de células
en las estirpes y condiciones indicadas. B. Cuantificacién del namero de células con distinto patrén de distri-
bucién de los parches de actina con respecto al namero total de células. Panel derecho, micrografias mos-
trando los diferentes patrones de distribucién que se han cuantificado; las células se tifieron con rodamina-
faloidina. Los experimentos se realizaron tres veces; se cuantificaron un minimo de 500 células en cada uno
de ellos.

En este contexto también se analiz6 la distribucién de la proteina de fusiéon Arc5-GFP.
Arc5p es un componente del complejo Arp2/3, necesario para la correcta movilidad e inte-
gridad de los parches de actina (Nolen & Pollard, 2008). Tanto en las células de la cepa silves-
tre como en las del mutante 41XHAclc1 se observo esta proteina como multipes puntos fluo-
rescentes, proximos a las zonas activas de endocitosis. Sin embargo, en la cepa mutante pa-
recia que habia un menor ntimero de puntos por célula (panel situado a la izquierda en la
Figura 27A). En estas células también se observaron acumulaciones de puntos fluorescentes
cerca de la superficie celular; estos focos de puntos eran més frecuentes en la cepa mutante
que en la cepa silvestre (regiones indicadas con flechas en el panel situado a la derecha en la
Figura 27A). Estos fenotipos se encontraron en la estirpe mutante en todos los tiempos de
represion estudiados (desde 0 hasta 9 horas). A través de un andlisis de Western blot se pudo
ver que no existian diferencias significativas entre la cantidad total de esta proteina en una
estirpe silvestre y en la estirpe mutante analizada a diferentes tiempos de represién (Figura
27B).

Todos estos datos indicaban que un nivel reducido de Clclp provocaba alteraciones en

los parches de actina y en algunas proteinas que regulan la formacién de estas estructuras.
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Figura 27. Distribucién de Arc5-GFP. A. Distribucién de la proteina de fusién Arc5-GFP en células silvestres
y del mutante 41XHAcIc1 creciendo en ausencia de tiamina. Los paneles a la derecha muestran regiones de
los polos celulares ampliadas; la flecha sefiala un foco. B. Western blot anti-GFP y anti-Cdc2 de extractos
celulares de una cepa silvestre y del mutante 41XHAclcl incubado en presencia de tiamina durante las horas
indicadas.

10.2. La estirpe 41XHACclc1 posee cables de actina aberrantes

Mediante un andlisis de Western blot se demostré que la reduccién en el ntimero de
parches de actina no estaba acompanada por una reduccién en la cantidad total de actina en
las células mutantes (Figura 28A, panel situado a la izquierda). En diversos estudios se ha
visto que existe un intercambio entre la actina de los cables y de los parches (Gao & Brets-
cher, 2008). En el caso del mutante 41XHAcIc1, el descenso en la cantidad de actina presente
en los parches de actina podria estar compensado por un aumento en el naimero de cables de
actina. Una tinciéon con el colorante Alexa Fluor 488-faloidina revelé que el mutante
41XHAclc1 (cultivado tanto en ausencia como en presencia de tiamina) poseia cables de acti-
na que eran muy irregulares en cuanto al grosor, longitud y orientacién al compararlos con
los de una estirpe silvestre (Figura 28A, panel situado a la derecha). De acuerdo con estos
datos, la cantidad de actina “perdida” por la disminucién de parches de actina podria estar

compensada por una mayor incorporacion de monémeros de actina en los cables.

10.3. La formina For3p se ve afectada por la disminucidn en la cantidad de Clclp

La formina For3p es necesaria para la formacion de los cables de actina en S. pombe
(Feierbach & Chang, 2001). En nuestro estudio encontramos que esta proteina era menos
abundante en las células 41XHAclc1 que en las células control, incluso en condiciones en las
que el gen clc1* no estaba reprimido (Figura 28B, panel situado a la derecha), y que su distri-
bucién era anormal (Figura 28B, panel situado a la izquierda). En la cepa silvestre, For3-GFP
se detecté como una serie de puntos brillantes concentrados en las zonas de los polos y del
septo de divisién, mientras que en el mutante condicional 41XHACcIc1, el tamafo y la distribu-
cién de los puntos fluorescentes era mas irregular. Como se observa en el panel izquierdo de
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la Figura 28B, en la estirpe mutante en condiciones en las que la expresion del gen clcI* no
estaba reprimido, ya se podian encontrar puntos fluorescentes dispersos por el citoplasma y
la totalidad de la superficie celular. Estos defectos en la distribucién y en la cantidad total de
proteina podrian explicar en gran medida la morfologia aberrante de los cables de actina en

el mutante 41XHAclc1.
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Figura 28. Distribucion de los cables de actina y de la formina For3p. A. Panel situado a la izquierda, Wes-
tern blot de la cantidad de actina presente en extractos celulares de una cepa silvestre y del mutante
41XHAclc1 incubado en medio minimo en ausencia y en presencia de tiamina durante las horas indicadas.
Como control de carga se emple6 la proteina Cdc2. Panel de la derecha, tincién con Alexa Fluor 488-
faloidina de las cepas indicadas para visualizar los cables de actina. B. Western blot (panel de la izquierda) y
distribucién (panel de la derecha) de la proteina de fusién For3-GFP en células cultivadas en las mismas con-
diciones que en A. Barra de escala, 5 pm. Las imagenes corresponden a proyecciones maximas de planos
adquiridos en z con un sistema de microscopia DeltaVision.

10.4. El anillo de actomiosina se ve afectado por la disminucion de la cantidad de clatrina

La actina también es un componente del anillo contractil de actomiosina (CAR). Cuan-
do se observaron los anillos de division en las células fijadas y tehidas para el andlisis de los
parches y cables de actina, se observé que éstos eran irregulares. Con el fin de obtener infor-
macién mas precisa sobre la morfologia de los anillos de actomiosina, se analiz6 la localiza-
cion y distribucion de la proteina Cdc15-GFP (que esta asociada al anillo) en una cepa silves-
tre y en la cepa mutante. Al cuantificar el nimero de células con anillos rotos o asimétricos
(se analizaron un minimo de 100 anillos de cada cepa estudiada) se vio que el ntimero de
anillos anormales presentes en la cepa silvestre estaba en torno al 2% de la poblacion celular.

Este valor era superior en las células mutantes cultivadas en ausencia de tiamina (la expre-
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sion del gen clcI*no estaba reprimida) siendo aproximadamente del 11%. Tras 6 horas de
incubacion del mutante 41XHAclc1 en condiciones de represion, el 61% de la poblacién celu-

lar tenia anillos defectuosos (Figura 29A).
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Figura 29. La disminucién de clatrina en las células afecta a la correcta distribucién del anillo de acto-
miosina. La grafica de la izquierda representa la cuantificacién de la tipologia de los anillos de actomiosina
presentes en células silvestres y del mutante 41XHAcIc1 en las condiciones indicadas, con respecto al total de
células. La morfologia se observé analizando la localizacién de la proteina de fusién Cdc15-GFP. Panel de la
derecha, micrografias que muestran ejemplos de los tipos de anillos de actomiosina cuantificados para reali-
zar la grafica anterior. Imagenes adquiridas con un sistema de microscopia DeltaVision.

Este mismo experimento se realizé observando la localizacién de la proteina Rlc1-GFP,
que es la cadena ligera reguladora de una miosina tipo II que interviene en la formacién del
anillo contractil. En una estirpe silvestre el porcentaje de células que tenian una localizacién
anormal de esta proteina era solamente el 0,3%. En la estirpe mutante cultivada en ausencia
de tiamina la cifra de células que presentaban una localizacién defectuosa de Rlc1-GFP era
superior (1,9% de los anillos). Cuando estas mismas células se incubaron en condiciones de
represion, la cantidad de células con defectos en la localizaciéon de Rlclp fue incrementando
paulatinamente, siendo de un 6,5% tras 3 horas de represion y de un 15% después de estar
creciendo 6 horas en presencia de tiamina (resultado no mostrado).

Todos estos resultados mostraron que el descenso en la cantidad de Clclp provocaba
alteraciones en todas las estructuras que contienen actina, aunque el anillo de actomiosina

era el elemento que parecia afectarse en menor grado.
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10.5. Los microtitbulos no presentan defectos morfoldgicos apreciables como consecuencia

de una disminucién leve de clatrina

Se quiso saber si los microtibulos se afectaban de algin modo al disminuir la canti-
dad de clatrina en las células. Para llevar a cabo el andlisis de estas estructuras se observo la
proteina de fusién GFP-Atb2 en una estirpe silvestre y en el mutante condicional 41XHAclc1
en diferentes condiciones de expresioén del gen clcI*. No se encontraron diferencias aparentes
en la distribucion, el nimero o la morfologia de los microttbulos en el mutante condicional
antes de las 6 horas de represiéon cuando se compararon con los de una estirpe silvestre
(Figura 30 y resultados no mostrados). A las 6 horas de estar en presencia de tiamina, aproxi-
madamente el 20% de las células presentaban microttbulos cortos y desorganizados (flecha
en la Figura 30) y s6lo cuando las células llevaban varios tiempos de generacion sin clatrina
(12 horas en presencia de tiamina), aproximadamente el 80% de la poblacion celular poseia
graves defectos en el citoesqueleto de tubulina (fotografia situada a la derecha en el panel
superior de la Figura 30). Al analizar la cantidad total de Atb2-GFP presente en las células
mediante un analisis de Western blot se observé que ésta no parecia alterarse al disminuir la

cantidad de clatrina en las células (Figura 30, panel inferior).

Segtin estos datos, y teniendo en cuenta que no se ha analizado la dinamica de los mi-
crottbulos, se podria concluir que en S. pombe la organizacién y estructura de los microtabu-

los no parece depender directamente de la cantidad de clatrina presente en las células.
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Figura 30. Andlisis de los microtibulos en el mutante
41XHACclcl. Distribucion (panel superior) y Western blot (panel 41XHAclcl
inferior) de la proteina de fusion Atb2-GFP en las células de A

. . . / R
una estirpe silvestre y del mutante 41XHAcIcl incubadas en -
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11. ANALISIS DEL PROCESO DE SECRECION EN LAS CELULAS CON NIVELES
REDUCIDOS DE Clclp

La clatrina es necesaria para que la secrecion y el transporte interno de multitud de pro-

teinas se produzca de forma correcta.

En el Apartado 9 de esta misma seccién ya se describié que los fenotipos observados
en la pared celular del mutante 41XHAcIc1 se debian principalmente a defectos en el trans-
porte hacia la membrana plasmaética de enzimas relacionadas con la biosintesis y remodela-
cion de esta estructura. Por este motivo se ha querido determinar si los defectos observados
eran especificos en el transporte de esas enzimas, o bien eran consecuencia de un defecto ge-

neral en los procesos de secrecion.

Para ello se han caracterizado diversos componentes y procesos celulares relacionados

con la secrecion y transporte interno de proteinas.

11.1. El complejo adaptador AP-1 no pierde la afinidad por Chclp cuando hay un descenso

en la cantidad de Clclp en las células

La distribuciéon del complejo adaptador de clatrina AP-1, que esta relacionado con el
trafico bidireccional de vesiculas entre el trans-Golgi y los endosomas, se observé analizando
la localizacion de su subunidad Apmlp fusionada a la proteina fluorescente GFP. Esta cons-
truccion se observo en las células como puntos citoplasmaticos que co-localizaban en su in-
mensa mayoria con la proteina de fusién Chcl-mCherry (Figura 31A). De acuerdo con la re-
duccion de Chclp que sufria el mutante defectivo en Clclp, los puntos de Chcl-mCherry
eran mas pequefos en esta estirpe que en la cepa control, como ya se habia visto previamente
con la construccion Chcl-GFP (Figura 22B). Sin embargo, incluso después de 6 horas de re-
presion del gen clc1*, Chclp y Apmlp co-localizaban tal y como se puede observar en la Fi-
gura 31A. Este resultado indicarfa que, aparentemente, la reduccién de Clclp no eliminaba la
capacidad de reclutamiento de Chclp y Apmlp a las membranas.

11.2. Analisis del exocisto en la cepa 41XHAclc1

Cuando se analiz6 la distribucién de la proteina del exocisto Sec8-GFP, se pudo ver
que ésta se localizaba en los polos celulares de células en interfase y en la zona del ecuador
de las células en division, tanto en la estirpe silvestre como en la estirpe mutante 41XHAclc1
incubada en ausencia de tiamina (Figura 31B, panel izquierdo). Este fenotipo persistia tras 3
horas de represion del gen clc1+,y s6lo después de 6 horas de represion se pudo apreciar que
alrededor del 50% de las células mostraban una deslocalizacién del exocisto de las zonas de
crecimiento, observandose la sefial de la GFP de una forma difusa por el citoplasma (Figura
31B, fotografia situada a la derecha en el panel izquierdo). Esta deslocalizacién de Sec8-GFP
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estaba acompafiada de una leve reduccién de la cantidad total de la proteina, tal y como se
vio al realizar un analisis de Western blot (Figura 31B, panel derecho). Asi, una reduccién del

40% en la cantidad de clatrina no tiene un efecto aparente en la localizacién del exocisto.
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Figura 31. Localizaciéon de proteinas implica-
das en procesos de secrecion. A. Localizacién
de las proteinas de fusién Apm1-GFP y Chcl-
mCherry en células silvestres (WT) y del mu-
tante 41XHAcIc1 incubadas en ausencia (-T) o
presencia (+T) de tiamina durante seis horas.
Las micrografias son proyecciones méximas de
planos tomados en series-z con un sistema de
microscopia DeltaVision. B. Panel de la iz-
quierda, micrografias de la distribuciéon de la
proteina Sec8-GFP en una cepa silvestre y en el
mutante 41XHAclcl incubado en ausencia o
presencia de tiamina durante seis horas; ima-
genes tomadas con un microscopio de fluores-
cencia convencional. Barra de escala, 5 pm.
Panel de la derecha, Western blot de estas mis-
mas cepas.
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11.3. Anaélisis de la distribucion de los complejos SNARE

Al llevar a cabo el andlisis de la localizacién del v-SNARE Syb1-GFP no se encontrd
ninguna diferencia aparente en la distribuciéon de esta proteina entre la cepa silvestre y la ce-
pa mutante 41XHACcIc1, cultivada en ausencia o en presencia de tiamina durante 3 e incluso 6
horas. En ambas Syb1-GFP se localizaba en la superficie de los polos y el ecuador celular, y
en vesiculas dispersas por el citoplasma (Figura 32A, panel superior). Se ha descrito que la
pérdida del complejo AP-1 perturba la distribucién de Syb1-GFP, de manera que en este mu-
tante Syblp no se observa en la superficie celular (Kita et al, 2004). En el caso del mutante
41XHACclcl la deslocalizaciéon de Syb1-GFP en la superficie sélo se observé tras incubar las

células en presencia de tiamina durante 48 horas (en medio minimo suplementado con sorbi-
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tol; Figura 32A, panel inferior), condiciéon equivalente a la delecién de clc1*. Este resultado

indicaba que los defectos en la maquinaria que media la secreciéon es mayor en el mutante

apmlA que en el mutante 41XHAclcl incubado en ausencia de tiamina y concordaba con

nuestra observacion previa de que en la cepa 41XHAcIcl el defecto en la actividad B(1,3)

glucan sintasa era menor que en el mutante apm1A, incluso tras 6 horas de represion.

También se analiz6 la distribucién de la t-SNARE Psylp fusionada a la proteina fluo-

rescente GFP. En este caso, la localizacion de GFP-Psy1l en la estirpe 41XHAclc1 tampoco

mostraba diferencias con respecto a la de la cepa control, incluso después de 6 horas de re-

presion del gen clc1* (Figura 32B).
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Figura 32. Distribucién del v-SNARE Syblp y
del t-SNARE Psylp. A. Panel superior, micro-
graffas de células de las estirpes silvestres (WT)
y mutante 41XHAclcl que portan la proteina
Syb1-GFP incubadas en medio minimo en au-
sencia (-T) y en presencia (+T) de tiamina du-
rante 6 horas. Panel inferior, el mismo ensayo
que en el panel superior pero en este caso las
células se incubaron en presencia de tiamina y
de sorbitol durante 48 horas. B. Distribucion de
la proteina GFP-Psyl en las estirpes silvestre y
41XHAclc1 cultivadas en ausencia o en presen-
cia de tiamina durante 6 horas. Todas las ima-
genes son secciones medias y se realizaron con
un sistema de microscopia DeltaVision. Barra
de escala, 5 um.
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11.4. Analisis de la secrecion de fosfatasa acida en la estirpe con niveles reducidos de cla-

trina

Para analizar la secrecion de la enzima fosfatasa acida en el mutante 41XHAclc1 se em-
pled la misma aproximacion bioquimica que se utilizé con el mutante de delecion clcIA. Al
analizar la actividad de la enzima en el medio de cultivo se encontré que ésta estaba reducida
en los mutantes apm1A, rho3A y 41XHAclc1 (incubada tanto en ausencia como en presencia de
tiamina durante 6 horas). Se obtuvieron resultados similares cuando se cuantificé la activi-
dad en extractos celulares de estas mismas estirpes (grafica situada a la izquierda en la Figu-
ra 33A y resultados no mostrados). Cuando se calcul6 la proporcién entre la actividad detec-
tada en el medio y la actividad total (medio + extractos celulares) se encontré que no habia
diferencias significativas entre la estirpe silvestre y la mutante 41XHAclc1 incluso bajo condi-
ciones de represion del gen clc1* (6 horas en presencia de tiamina), como se observa en la
grafica situada a la derecha en la Figura 33A (en esta grafica se muestran solamente los datos
referentes al mutante de clc1* incubado bajo condiciones de represion durante 6 horas). Este
resultado fue similar al obtenido en el mutante clcIA cultivado en presencia de sorbitol, indi-
cando que los mutantes del gen clc1* no parecian tener defectos en la secrecién de la enzima
fosfatasa acida. Utilizando este método de valoraciéon tampoco se detecté6 un defecto de se-

crecién en el mutante apmIA, pero si en el mutante rh103A.

11.5. El mutante 41XHAclcl no muestra defectos aparentes en el trafico intracelular de la

carboxipeptidasa Y

El andlisis del transporte de la hidrolasa carboxypeptidasa Y (Cpylp) hacia la superfi-
cie celular se emplea frecuentemente para detectar un posible defecto en el trafico vesicular
entre el Golgi y las vacuolas. El hecho de que esta hidrolasa se secrete al exterior celular pone
de manifiesto problemas en el tréfico interno de la célula. Mediante la realizacion de un ana-
lisis Dot-blot de colonias (Conibear & Stevens, 2002), se observé que la estirpe 41XHAclcl en
condiciones en las que el gen clcI* no estaba reprimido, no secretaba la proteina Cpylp al
medio (Figura 33B). Este ensayo no pudo realizarse reprimiendo el gen clc1* con tiamina du-
rante diferentes tiempos porque las placas de crecimiento necesitaban incubarse durante va-
rios dias en estas condiciones, hecho que era incompatible con la viabilidad de las células del
mutante 41XHAcIcI.

Todos los resultados descritos en esta seccion mostraron que una reduccion del 40% de
la cantidad de Clclp en las células (cantidad de proteina estimada en células mutantes cre-
ciendo en ausencia de tiamina) no conducian a un defecto general en los procesos de secre-
cion. Sin embargo, una mayor disminucién de la cantidad de Clclp estaba acompafiada de

alteraciones adicionales en la maquinaria de secrecién.
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Figura 33. La secrecion de fosfatasa acida y el transporte de la carboxipeptidasa Cpylp parecen no afectar-
se por la disminucion de clatrina en las células. A. Actividad fosfatasa 4cida valorada en el medio de culti-
vo y en extractos celulares. Todas las muestras se recogieron de cultivos celulares que estaban creciendo lo-
garitmicamente a una densidad de 2x107 células/ml. Panel situado a la izquierda, actividad medida en el
medio de cultivo y en extractos celulares de las cepas indicadas. Panel derecho, la secrecién de fosfatasa aci-
da se calcul6 como el porcentaje de actividad obtenida en los cultivos con respecto al total de actividad de-
tectada (actividad en el medio + actividad en los extractos celulares). El experimento se realizé6 un minimo
de cinco veces con duplicados; se muestra la significacion estadistica (*; p<0.05; Test t-Student). B. Deteccién
de la carboxipeptidasa Cpylp secretada mediante un analisis de Western Dot-blot de las cepas indicadas,
incubadas en medio minimo sin tiamina durante cinco dias a 28°C.

12. ANALISIS DEL PROCESO DE ENDOCITOSIS EN CELULAS CON NIVELES RE-
DUCIDOS DE CLATRINA

Al igual que para la secrecién, la clatrina es un elemento necesario para que se lleve a
cabo el proceso de endocitosis correctamente. Contar con un mutante que permitiese modu-
lar la cantidad de clatrina en la célula hizo posible el analisis de este proceso de un modo de-
tallado. Se realizaron diferentes aproximaciones que permitieron determinar el grado de
afectacion de la maquinaria endocitica en funcién de los diferentes niveles de clatrina presen-

tes en la célula.

12.1. Analisis del complejo AP-2

El anélisis de la localizacién de la proteina Apl3p que forma parte del complejo adap-
tador AP-2, relacionado con la endocitosis, mostré que en una estirpe silvestre esta proteina
se distribuia principalmente como una serie de pequefios puntos concentrados en los polos o
en el ecuador celular (Figura 34A, panel superior). Observando la localizacion de Apl3-GFP
en el mutante condicional 41XHAclcl incubado en condiciones en las que la expresiéon del
gen clcI* no estaba reprimida, no se encontraron muchas diferencias con respecto a la locali-
zacion de esta proteina en las células de una estirpe control, aunque en algunas células era
posible observar puntos de Apl3-GFP de mayor tamafio que los de la estirpe silvestre. Cuan-

do la cantidad de Clclp se redujo mas drasticamente utilizando el mutante condicional
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41XHACclc1 incubado en condiciones de represiéon durante seis horas, las células parecian te-
ner menos puntos de Apl3-GFP (Figura 34A, panel superior). Ademas, en la estirpe mutan-
te la mayoria de los puntos se observaban principalmente en la superficie celular, sugiriendo
que su movilidad podia estar reducida, o bien que su tiempo de permanencia en la membra-
na era mayor. Esta alteracion era mds evidente en condiciones de represion. Mediante un
analisis de Western blot también se pudo apreciar que la cantidad total de Apl3-GFP en las

células estaba ligeramente reducida en el mutante 41XHAclc1 (Figura 34A, panel inferior).
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Figura 34. Anailisis de proteinas implicadas en la endocitosis mediada por clatrina. A. Panel superior, dis-
tribucion de Apl3-GFP en una estirpe silvestre (WT) y en la estirpe 41XHAclcI incubada en ausencia (-T) y en
presencia (+T) de tiamina durante 6 horas; el tridngulo blanco indica un agrupamiento de puntos de
AplI3-GFP. Barra de escala, 5 pm. Panel inferior, Western blot anti-GFP y anti-Cdc2 de extractos celulares
obtenidos de las mismas muestras que en el panel superior. B. Panel superior, distribucién de la proteina
End4/Sla2-GFP en las mismas condiciones que en A. La flecha sefiala una célula que tiene fluorescencia con-
tinua en la superficie celular. En cada fotografia se indica el porcentaje de células con esta distribucion conti-
nua de End4-GFP. Barra de escala 5 pm. Panel inferior, Western blot de extractos celulares procedentes de
las mismas muestras. La flecha indica la sefial de End4-GFP, el tridangulo sefiala una banda que podria co-
rresponder a la GFP y el asterisco indica una banda inespecifica.

12.2. Distribucion de End4p

Cuando se llevé a cabo el analisis de la localizacién de End4/Sla2-GFP, una proteina
adaptadora que permite la unién de la actina a la clatrina y es necesaria para la endocitosis
(Iwaki et al, 2004; Castagnetti et al, 2005), se vio como en una cepa silvestre esta proteina se
distribuia como puntos concentrados principalmente en las zonas de los polos y del septo de
divisién (fotografia situada a la izquierda en el panel superior de la Figura 34B). En la cepa
mutante incubada en ausencia de tiamina esta localizacién era similar, pero aproximadamen-
te el 6% de las células mostraban una sefial continua de End4-GFP en la superficie de las

areas de crecimiento (la flecha de la fotografia central del panel superior de la Figura 34B se-
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fala la sefial continua de la proteina). El porcentaje de células con este fenotipo fue aumen-
tando al afadir tiamina al medio, desde el 22% a las 3 horas de represion, hasta el 45% tras
estar 6 horas en presencia de la vitamina (Figura 34B, panel superior). Este porcentaje siguié
incrementando a medida que pasaba el tiempo en el que las células estaban en presencia de
tiamina. Mediante un ensayo de Western blot se observé que la cantidad total de End4-GFP
estaba reducida en las células 41XHAcIc1 (panel inferior de la Figura 34B, la flecha indica la
seflal de End4-GFP). Ademads, en las muestras correspondientes a la cepa mutante se pudo
observar una banda que podria corresponder a la GFP procedente de la proteina de fusiéon
End4-GFP, que no aparecia en la muestra de la cepa silvestre (panel inferior de la Figura 34B,
la banda esta sefialada por un tridngulo negro). La aparicién de esta banda podria estar indi-
cando degradacion proteica de End4-GFP en las muestras de las estirpe 41XHAclc1. La banda
seflalada con un asterisco en el panel inferior de la Figura 34B corresponde a una banda ines-

pecifica.

En S. cerevisiae esta descrito que Clclp se une a Sla2/End4 y promueve la progresion
de los parches de actina en los sitios de endocitosis regulando este proceso eficientemente
(Newpher & Lemmon, 2006; Boettner et al, 2011). En nuestro caso, segtn los datos obtenidos,
la disminucién de la cantidad de clatrina en S. pombe también podria estar ralentizando la
progresion de los parches en los sitios de endocitosis, haciendo que la proteina End4-GFP

fuese mas inestable.

12.3. Un descenso del 40% en la cantidad de clatrina no afecta de forma significativa a la

internalizacion de material de membrana plasmatica

Para comprobar el efecto que podria causar la disminucién de clatrina en la endocitosis
de proteinas de la membrana plasmaética se llevé a cabo un anélisis de la incorporacién del
colorante FM4-64 en las células. La tincion se realizé en cultivos mixtos de células del mutan-
te 41XHAcIcl y de una estirpe silvestre que portaban la proteina del cuerpo polar del huso
fusionada con la proteina verde fluorescente (Sad1-GFP) para poder diferenciar ambas estir-
pes. Los cultivos se incubaron en ausencia o presencia de tiamina durante 3 y 6 horas; las fo-
tografias mostradas en la Figura 35A se tomaron a los 0, 2 y 30 minutos después de haber
anadido el FM4-64 al medio (ver “Materiales y métodos”). En los cultivos mixtos donde no se
afladi6 tiamina, tanto en la cepa silvestre (células con un punto verde fluorescente) como en
la mutante, el colorante se observaba en la superficie celular a tiempo 0, en endosomas inter-
nos a los 2 minutos, y marcando la membrana vacuolar a los 30 minutos de haber estado a
32°C en presencia del colorante. Al realizar la tincién en células que habian sido incubadas
en presencia de tiamina durante 3 horas, no se apreciaron diferencias significativas en las
diferentes etapas de transporte del colorante entre ambas cepas. Cuando se analiz6 la endoci-
tosis del FM4-64 en cultivos mixtos que habian estado sometidos a 6 horas de represién, se
observé que las células de las dos estirpes presentaban tefiidas su membrana plasmatica

(tiempo 07). Tras dos minutos de estar en presencia del colorante, éste se observaba en el in-
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terior de las células silvestres (células que poseen un punto verde fluorescente en su interior),
pero no en las células mutantes. Después de 30 minutos de incubacién a 32°C en presencia
del colorante, las vacuolas de la cepa control estaban marcadas, sin embargo en las células
mutantes el colorante todavia se podia observar en la superficie (fotografias en la parte infe-
rior de la Figura 35A). En estas condiciones solamente se pudo apreciar una leve tinciéon en el
interior celular en un reducido ntimero de células del mutante condicional de clc1* (flechas
en la Figura 35A). Con estos datos se puede asumir que una reduccién del 40% de Clclp no
afectaba a la toma de FM4-64 y solo al disminuir en méas del 90% la cantidad de esta proteina
en las células se detectaba un retraso bastante notable en el proceso, aunque éste no parecia

bloquearse totalmente.
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Figura 35. Analisis de la endocitosis en células de la estirpe 41XHACclcl. A. Incorporacion del colorante
FM4-64 en cultivos mixtos de células silvestres que poseen la proteina Sad1-GFP y células del mutante
41XHAclc1 crecidas en ausencia o presencia de tiamina durante 6 horas. Las células se tifieron con el coloran-
te y se fotografiaron tras el tiempo indicado (en minutos) de incubacién a 32°C; las flechas indican la interna-
lizacién del FM4-64. Las imégenes de fluorescencia son secciones medias que se obtuvieron con un sistema
de microscopia DeltaVision. La barra de escala representa 5 pm. B. Ensayo de crecimiento donde 3x104 célu-
las y diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas que se inocularon en placas de medio minimo y medio
minimo suplementado con 0,9 mg/ml del andlogo de L-prolina, acido L-azetidina-2-carboxilico (AZC) y se
incubaron a 28°C durante cinco dias.
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Por otra parte también se llevaron a cabo estudios de crecimiento en presencia del
compuesto L-azetidin-2-caboxilico (AZC), que es un analogo téxico del aminoéacido L-
prolina. Estos ensayos permiten evaluar la endocitosis del transportador de membrana

plasmaética de este aminoécido (ver “Materiales y métodos”).

Est4 descrito que el AZC inhibe el crecimiento celular en el mutante end4/sla24 debido
a que los defectos en la endocitosis del transportador del aminoacido hacen que las células
incorporen mas analogo, lo que provoca una inhibicion del crecimiento (Iwaki et al, 2004).
Cuando se estudi6 qué ocurria con el mutante 41XHAclc1, en condiciones en las que la expre-
sion de clc1* no estaba reprimida (células creciendo sin tiamina en el medio), no se encontr6é
ninguna diferencia en el crecimiento con respecto a la cepa silvestre (Figura 35B). Este expe-
rimento no se pudo realizar en medio minimo con tiamina debido a que la mayoria de las
células del mutante 41XHAclc1 morian antes de 24 horas de incubaciéon en presencia de la

vitamina.

En resumen, una reduccién de hasta el 40% de Clclp en la célula no provoca un defec-

to generalizado en la internalizacién de material asociado a la membrana plasmaética

12.4. Influencia de la estabilizacion osmoética del medio sobre la internalizaciéon del colo-
rante FM4-64

Como se ha indicado en el punto anterior, las células del mutante condicional
41XHAclc1 incubadas durante 6 horas con tiamina no eran capaces de internalizar el coloran-
te FM4-64 correctamente. Estas células practicamente sélo presentaban tefiida la membrana
plasmatica incluso tras 30" minutos de incubaciéon a 32°C en presencia del colorante
(fotografia inferior derecha de la Figura 35A). No obstante, cuando realizamos esta misma
tincion en células del mutante nulo clc1IA habiamos observado que el FM4-64 si era capaz de
entrar en las células, aunque con cierto retraso (Figura 17A). El hecho de que el mutante nulo
de clc1* pudiese internalizar el colorante y el mutante condicional 41XHAclc1 no, podria de-
berse a que las células de clc1A estaban incubadas en un medio suplementado con sorbitol, ya
que en S. cerevisiae se ha visto que la estabilizacion osmética del medio afecta directamente a
la endocitosis (Aghamohammadzadeh & Ayscough, 2009). Para analizar esta posibilidad, se
llevé a cabo la tincion con el colorante FM4-64 de células de una estirpe silvestre y del mu-
tante condicional 41XHACclc1, incubadas en condiciones de represion durante 9 horas, y culti-
vadas en medio minimo o en medio minimo suplementado con sorbitol (Figura 36). Como se
observa en el panel de la izquierda de la Figura 36, las células de la estirpe silvestre incuba-
das en medio minimo presentaban tefiidas las vacuolas tras pasar 15 y 30 minutos en presen-
cia del colorante. En estas mismas condiciones, las células del mutante condicional mostra-
ban tefiida principalmente la membrana plasmatica, incluso tras estar 30 minutos en contacto
con el FM4-64. Cuando este mismo experimento se realizé en medio minimo suplementado

con sorbitol (panel situado a la derecha en la Figura 36) se observé que las células silvestres
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incorporaban el colorante con la misma eficiencia que en un medio sin sorbitol. Sin embargo,
a diferencia de lo que ocurria en un medio sin estabilizaciéon osmética, el mutante condicio-
nal incubado durante 9 horas en condiciones de represion era capaz de internalizar el FM4-64
tras estar 15 minutos en presencia del colorante, aunque parecia existir cierto retraso con res-
pecto a la estirpe silvestre analizada en las mismas condiciones (fotografia superior derecha
del panel situado a la derecha en la Figura 36), ya que mientras que en las células silvestres
ya habia alcanzado la membrana vacuolar, en las mutantes éste se observaba en la superficie
celular y en endosomas. Tras 30 minutos de incubacion de las células del mutante en presen-
cia del FM4-64, se pudo apreciar el marcaje de las vacuolas (fotografia situada en la parte in-
ferior derecha del panel situado a la derecha en la Figura 36), al igual que ocurria en las célu-
las del mutante nulo clcIA (Figura 17A). Sin embargo, atn se observaban numerosos endoso-

mas, lo que confirmaba el retraso.

Estos datos confirmaban nuestra hipétesis de que la estabilizacién osmética del medio
afectaba a la endocitosis en S. pombe, o al menos a la incorporacioén del colorante FM4-64 de
manera que, en estas condiciones, la clatrina no es estrictamente necesaria para el proceso,

aunque si lo es para que ocurra eficientemente.
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Figura 36. Influencia de la estabilizacion osmética del medio de cultivo en la endocitosis del FM4-64 en S.
pombe. El panel de la izquierda muestra células de la cepa silvestre y del mutante 41XHAclc1 cultivadas en
presencia de tiamina durante 9 horas en medio minimo e incubadas con el colorante FM4-64 durante 15 y 30
minutos. Panel derecho, células de las mismas estirpes y en las mismas condiciones, cultivadas en medio
minimo suplementado con sorbitol e incubadas con el colorante FM4-64 durante 15 y 30 minutos. Las imag-
nes son planos tnicos adquiridos con un sistema de microscopia DeltaVision.
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13. LAS PROPIEDADES DE LAS VACUOLAS ESTAN ALTERADAS EN LAS CELU-
LAS CON NIVELES REDUCIDOS DE Clclp

Se habia observado que las células del mutante nulo clcIA poseian vacuolas pequenias
o fragmentadas (Figuras 13 y 14). Por ese motivo también se analizaron las caracteristicas de

las vacuolas en las células que tenian un nivel reducido de clatrina

13.1. Defectos en la morfologia y el nimero de las vacuolas

La tincién de las vacuolas con el colorante CDCFDA mostré que incluso en las células
del mutante 41XHAclc1 cultivadas en ausencia de tiamina (disminucién del 40% de Clclp),
estos organulos eran de menor tamafio y mas numerosos que los de la cepa silvestre (Figura
37A). Para confirmar estos resultados, en primer lugar se cuantificé el nimero de vacuolas
por célula que tenian ambas estirpes. En el caso de la cepa silvestre se contaron 768 vacuolas
en un total de 48 células (media de 16,4 vacuolas por célula) y para el mutante 41XHAclc1 se
detectaron 449 vacuolas pertenecientes a 15 células (media de 29,9 vacuolas por célula). Por
otra parte, se midieron los didmetros de las vacuolas en la estirpe silvestre y en la cepa condi-
cional del gen clcl* sin reprimir para valorar si existian diferencias en el tamafio de estos
organulos entre ambas cepas. La Figura 37B muestra los resultados de la distribucion de los
diametros vacuolares en cada poblacién celular analizada. En las células silvestres la mayoria
de las vacuolas poseian un diametro entre 0,2 y 1,19 um, siendo los valores comprendidos
entre 0,8 y 0,99 um los mas representados, aunque existia un pequefio nimero de vacuolas de
mayor tamafio con un didmetro superior a 2,0 um. En el mutante 41XHAcIcI la mayoria de
las vacuolas tenian un didmetro comprendido entre 0,2 y 0,99 um, y los tamafos entre 0,4 y
0,79 um eran mayoritarios. El nimero de vacuolas con un didmetro superior a 0,99 pm fue
significativamente menor que en la cepa silvestre, mientras que el nimero de vacuolas con
un didmetro menor a 0,2 pm fue mayor que en esta cepa. En resumen, las células mutantes

tenian mas vacuolas y éstas eran de menor tamafio que las que presentaba la estirpe silvestre.

Adicionalmente se realiz6 microscopia electrénica de transmisién para observar en
mas detalle la morfologia de las vacuolas en estas cepas. Como se puede observar en la Figu-
ra 37C, en el mutante 41XHAclc1 incubado en ausencia de tiamina, algunas de las vacuolas
poseian aparencia silvestre (vacuola sefialada por una flecha en la fotografia marcada como
Oh), mientras que otras, sobre el 60%, posefan contenido en su interior y/o eran de forma
irregular (un ejemplo esta sehalado por un tridngulo blanco en la misma fotografia). A partir
de las 3 horas de represion del gen clc1*, la mayoria de las vacuolas aparecian como cuerpos
multivesiculares lo que podria estar indicando problemas en la fusién de las vacuolas.
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Figura 37. Las vacuolas de la estirpe mutante 41XHAcIcl presentan defectos de tamafio y morfologia. A.
Vacuolas de una cepa silvestre y del mutante 41XHAcIc1 incubado en condiciones en las que el gen clc1* se
estd expresando (sin tiamina en el medio), tefiidas con diacetato carboxi-2',7'-diclorofluoresceina (CDCFDA);
en la parte inferior del panel se indica la media del niimero de vacuolas por célula para cada estirpe. Image-
nes tomadas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 pm. B. Gréfica que mues-
tra el porcentaje de vacuolas clasificadas segtin la medida de su didmetro con respecto al ntiimero total de
vacuolas cuantificadas en células de una estirpe silvestre y del mutante 41XHAcIc1 incubado en ausencia de
tiamina. C. Fotografias de microscopia electrénica de vacuolas en la cepa silvestre y en el mutante 41XHAclcl
cultivado en condiciones de expresién del gen clc1* (Oh) y bajo condiciones de represién del mismo durante 3
y 6 horas.
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13.2. El descenso de Clclp provoca defectos en la fusion homotipica de las vacuolas y alte-

ra sus propiedades

Se analiz6 si las vacuolas en el mutante 41XHACcIc1 eran capaces de llevar a cabo la fu-
sion homotipica cuando las células eran sometidas a un choque hipo-osmético. Al transferir
células de una estirpe silvestre de medio minimo a agua, e incubarlas en esas condiciones
durante 90 minutos, el tamafio de las vacuolas incrementé en el 86% de las células analizadas
(Figura 38, panel izquierdo). Cuando se realizé este mismo ensayo con las células del mutan-
te condicional incubado en condiciones en las que el gen clcI* no estaba reprimido (sin tiami-
na en el medio) se observaron dos hechos: i) sélo el 32% de las células eran capaces de llevar
a cabo la fusién vacuolar (un ejemplo de una vacuola fusionada -con un tamafio superior al
de una vacuola media- esta sefialado por un tridngulo en el panel central de la Figura 38); ii)
algunas de las vacuolas no se tifieron con el colorante CDCFDA, o la tincién que presentaban
era muy débil (ejemplos sefialados por flechas en el panel central de la Figura 38). Tras tres
horas de crecimiento en condiciones de represion, sélo se detecté un pequefio nimero de va-
cuolas de gran tamafio en las células incubadas en agua durante 90 minutos (Figura 38, panel
derecho. En una fotografia de DIC el tridngulo sefiala una vacuola). Ademas, bajo estas con-
diciones el colorante CDCFDA no proporcioné una clara tincién vacuolar; las células mutan-
tes exhibian una fluorescencia difusa por todo el citoplasma e incluso, en ocasiones, las célu-
las no presentaban fluorescencia indicando que las propiedades de las vacuolas se alteraban

cuando se reducia la cantidad de clatrina en las células.
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Figura 38. Las vacuolas del mutante 41XHACclc1 tienen alteradas sus propiedades. Las fotografias superio-
res muestran imagenes de DIC y de fluorescencia donde se observan las vacuolas de una cepa silvestre y del
mutante 41XHAclc1 incubado en medio minimo en ausencia (Oh) o en presencia de tiamina durante tres
horas (3h), tefiidas con el colorante CDCFDA. En las fotografias inferiores se muestran imagenes de DIC y de
fluorescencia de células de cada cultivo indicado, que se transfirieron de medio minimo a agua y se incuba-
ron durante 90 minutos en presencia de CDCFDA. Las flechas sefialan células que no se tifieron; los tridngu-
los muestran vacuolas fusionadas. Barra de escala, 5 pm.
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14. CARACTERIZACION DE LA PROTEINA Apl3p

Con el fin de analizar si el complejo AP-2, asociado a las vesiculas endociticas de clatri-
na, juega algtin papel en la sintesis de la pared celular y/o en la morfogénesis de S. pombe, se

ha caracterizado la proteina Apl3p que corresponde a la subunidad a de dicho adaptador.

En la base de datos de S. pombe (http://www.pombase.org) el gen anotado como

SPBC691.03c aparece como la ORF del gen apl3*, que codifica una proteina conservada en
eucariotas que se corresponde con Apl3p. Para proceder a su estudio se clon6 este gen y se
construyeron diferentes pldsmidos integrativos en los que apl3* estaba marcado con distintos
epitopos en su extremo carboxilo terminal (ver “Materiales y métodos”). Mediante un anali-
sis de Western blot se determiné que este gen se expresa en S. pombe y que codifica una pro-

teina con un tamafio de aproximadamente 100 kDa, tal y como se esperaba segtn la informa-

cion registrada en http:/ /www.pombase.org (ver Figura 34A, panel inferior).

En cuanto a su localizacién celular, la proteina de fusiéon Apl3-GFP se distribuia a mo-
do de pequefios puntos fluorescentes en las zonas de los polos y el ecuador celular, ademas
de en pequenas vesiculas intracelulares dispersas por el citoplasma (Figura 34A, panel supe-
rior). Puesto que los polos y el ecuador celular corresponden a los sitios de endocitosis activa,
la localizacion de Apl3p estaba de acuerdo con una posible intervencién de esta proteina en

dicho proceso.

14.1. Relaciéon de Apl3p con Clclp

Como se ha comentado con anterioridad apl3* codifica la subunidad a del complejo
tetramérico AP-2, conocido por su asociacion con la clatrina en la membrana plasmatica. En
mamiferos la subunidad a es la parte del complejo encargada de interaccionar con las cabe-
zas de fosfatidilinositol-(4,5)-bifosfato, que es un lipido muy abundante en la membrana
plasmatica (Collins et al, 2002; Gaidarov et al, 1996; Rohde et al, 2002; Reider & Wendland,
2011). Sin embargo, la interaccién de los adaptadores con la clatrina se produce a través de
las subunidades B, segtin diversos andlisis realizados (Dell’ Angelica et al, 1998; Gallusser &
Kirchhausen, 1993). En el caso de S. cerevisiae solamente se ha visto interacciéon de la clatrina
con el adaptador AP-1, pero no con los otros dos adaptadores que se han descrito para leva-
duras, AP-2 y AP-3 (Yeung et al, 1999).

En S. pombe no se habia estudiado la interacciéon del complejo AP-2 con la clatrina, pe-
ro por predicciones informaticas y diversos anélisis estructurales se sabe que la subunidad
Apllp, la adaptina 2 del complejo AP-2, no posee ninguna region de unién a clatrina
(Clathrin Binding Box o CBB) (ELM Motif: http://elm.eu.org). Apl3p si que posee este moti-
vo, lo cual indica que esta subunidad podria interaccionar con la clatrina.
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Para analizar esa posibilidad se realizé un ensayo de co-inmunoprecipitacion entre las
proteinas Apl3p y Clclp. Se incubaron los extractos celulares procedentes de una cepa silves-
tre (en la que ninguna de las proteinas a estudio estaba marcada) y de las cepas que portaban
las proteinas de fusiéon Apl3-GFP, Clc1l-HA, o ambas en presencia del anticuerpo monoclonal
anti-GFP. Tras realizar la inmunoprecipitaciéon (ver “Materiales y métodos”), se realizaron
ensayos de Western blot empleando anticuerpos anti-GFP o anti-HA para detectar la presen-
cia de Apl3p o Clclp en los inmunoprecipitados y en los extractos celulares. Como se puede
observar en la Figura 39, Clc1-HA se detecté en los inmunoprecipitados procedentes de la
cepa que portaba ambas proteinas marcadas pero no en los procedentes de las estirpes em-
pleadas como controles. Este resultado indicaria que ambas proteinas interaccionaban directa
o indirectamente en S. pombe, y pondria de manifiesto la capacidad de la subunidad o del
complejo AP-2 para interaccionar con la clatrina, a diferencia de lo que se sabe hasta ahora en

S. cerevisiae.

ApB-GFP: - - + +
Clel-HA: - + - +
" 3
-
Extractos 5 -_— Figura 39. Clclp y Apl3p co-inmunoprecipitan. Extrac-
. o | o-HA g tos celulares de estirpes que expresan las proteinas de
. % | fusién Apl3-GFP y/o Clcl-HA se analizaron mediante
> ; Western blot empleando los anticuerpos monoclonales
R a-GFP .i:; anti-GFP (a-GFP) o anti-HA (a-HA). Alicuotas de los
IP a-GFP < - extractos se inmunoprecipitaron con el anticuerpo poli-
o-HA clonal anti-GFP para la inmunoprecipitacion (IP) y se
% 45 ) analizaron por Western blot con anticuerpos anti-HA y
anti-GFP.

14.2. Apl3p es necesaria para la estabilidad del complejo AP-2

Al analizar la localizacion de Apl1-GFP (subunidad B2 de AP-2) en el mutante de dele-
cion de apl3* y la de Apl3-GFP en el mutante apl1A observamos que en ambos casos se perdia
la localizacion de las proteinas en los sitios activos de crecimiento (Figura 40). Este dato indi-
caba que la pérdida de una de las subunidades mayores de AP-2 desestabilizaba el complejo
adaptador en S. pombe. En el caso de mamiferos y de S. cerevisiae ya se habia estudiado con
anterioridad que la ausencia de alguna de las cuatro subunidades afectaba drasticamente a la
formacién de un complejo estable (Panek et al, 1997; Dell’ Angelica et al, 1999). Ademas, se
sabe que en S. cerevisiae la delecién de APL3 hace que se pierda la unién entre las subunida-
des Apllp y Apl2p, impidiéndose la formacién del complejo AP-2 (Yeung et al, 1999). Como
se ha podido comprobar en S. pombe, AP-2 presentaba un comportamiento similar al de otras

especies estudiadas.
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WT

ApI3-GFP
Apl1-GFP

Figura 40. El complejo AP-2 es inestable en ausencia de alguna de sus subunidades mayores (ay f). Loca-
lizacién de las proteinas de fusién Apl3-GFP y Apl1-GFP en una estirpe silvestre y en los mutantes aplIA 'y
apl3A respectivamente. Proyecciones maximas de planos adquiridos en series z con un sistema de microscop-
ia DeltaVision.

15. ANALISIS DEL MUTANTEA apl3A

Como se ha explicado en la “Introduccién”, Apl3p estd descrito como una subunidad
perteneciente a un complejo adaptador de clatrina que se asocia a la membrana plasmaética e
interviene en el proceso de endocitosis. Por este motivo quisimos determinar ésta y otras po-
sibles funciones de esta proteina en S. pombe. Para conocer la funcién de apl3* se llev6 a cabo
la construccién del mutante nulo apl3::KAN del modo que se explica en la seccién “Materiales
y métodos”. Se transformé una cepa haploide de S. pombe con el casete de deleciéon y se obtu-
vieron diferentes transfomantes capaces de crecer en medio rico suplementado con G418, lo
que indicaba a priori que a diferencia de lo que ocurria con el gen clc1*, la delecién de apl3* no
era letal para las células de S. pombe.

Para detectar posibles defectos morfolégicos o de crecimiento en el mutante apl3A se
realizaron fotografias de contraste de fases de muestras de cultivos de apI3A que se incubaron
en diferentes medios de cultivo (medio rico YES y medio minimo) y a diferentes temperatu-
ras (17°C, 28°C, 32°C y 37°C). En ninguna de las condiciones observadas se encontraron de-
fectos morfologicos ni de crecimiento al comparar las células del mutante apl3A con las de
una estirpe silvestre (resultados no mostrados).

A continuacion se procedid a analizar el papel de Apl3p en los distintos procesos im-

plicados en el trafico vesicular y en la regulacion de la sintesis de la pared celular.
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15.1. La ausencia de Apl3p podria afectar a la distribucion de las vesiculas de clatrina

En primer lugar se analiz6 como se distribuia la clatrina en las células carentes del
adaptador AP-2. Para ello se observo la proteina Clc1-GFP en el mutante de delecion de apl3*
y se vio que ésta se distribuia en puntos dispersos por el citoplasma, al igual que en una estir-
pe silvestre. No obstante, en algunas células de la poblacion mutante se pudo apreciar coémo
algunos puntos de la sefial de Clc1-GFP se localizaban de forma mas nitida en zonas proéxi-
mas a la membrana plasmatica de los sitios activos de endocitosis (polos y zona del septo).
En la Figura 41 se muestran dos ejemplos de células del mutante apl3A donde se observa la
localizacion de la proteina de fusién Clc1-GFP y se compara con la vista en una estirpe silves-
tre. En la fotografia de apI3A situada a la izquierda (imagen b) se muestra la localizacién de
Clc1-GFP mas comtn observada en las células de la estirpe mutante. La fotografia de la dere-
cha (imagen c) muestra una célula en la que se puede apreciar la acumulacién de clatrina jun-
to a la superficie celular (regiones sefialadas con flechas). En otras células solo 2 6 3 puntos
de Clc1-GFP se localizan en la periferia celular (resultado no mostrado). Clc1-GFP soélo se
observa de forma nitida préxima a la membrana plasmatica en una estirpe silvestre si ésta se
ha sometido a un tratamiento con la droga Brefeldina A, tal y como se muestra en la Figura
12A. Por otra parte, esta acumulaciéon de vesiculas de clatrina en la membrana plasmatica
también pudo observarse en el mutante end4A (Figura 12B panel situado a la izquierda), se-
guramente como consecuencia de los graves problemas de esta estirpe en el proceso de endo-

citosis.

Estas diferencias en la localizacion de Clc1-GFP entre algunas células de la poblaciéon
del mutante apl3Ay el silvestre nos llevaron a pensar que la ausencia de AP-2 podria estar

afectando, en cierta medida, al comportamiento de las vesiculas de clatrina.

apl3A

WT

Figura 41. La distribucion de Clc1-GFP es ligeramente diferente en el mutante apI3A. Localizacién de la
proteina de fusion Clc1-GFP en una estirpe silvestre y en un mutante apI3A. La imagen a corresponde a la
localizacién de la proteina de fusién en una estirpe silvestre, mientras que las imagenes b y ¢ muestran la
distribucién de Clc1-GFP en la estirpe mutante apl3A. La célula de la fotografia b es un ejemplo de la dis-
tribucién mas comdn de la clatrina observada en apI3A. La célula de la fotografia ¢ es un ejemplo del tipo
de células que muestran sefial de Clc1-GFP en la superficie de la célula; las flechas indican la localizacién
de ClIc1-GFP en los polos celulares. Las imagenes son proyecciones maximas adquiridas con un sistema
de microscopia DeltaVision.
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15.2. El proceso general de endocitosis no parece afectarse por la ausencia de Apl3p

Posteriormente, se analiz6 la incorporacion y el transporte del colorante FM4-64 en las
células del mutante apl3A y se compard con las de una cepa silvestre que portaban la proteina
Sad1-GFP (de manera que las células presentan un punto verde fluorescente en su interior).
Para que las condiciones experimentales fueran lo mas parecidas posibles la tincion se realizé
en cultivos mixtos de células silvestres y mutantes. Como se muestra en la Figura 42A, las
células del mutante apl3A (carentes del punto verde fluorescente) no mostraban diferencias
apreciables con las células silvestres en la tincion de la membrana plasmatica (07), transporte

por la ruta endosomal (27), e incorporacién del colorante a la membrana vacuolar (307).

A

0’ 2 30°

Lucifer Yellow

FIGURA 42. El mutante apI3A no presenta defectos apreciables en el proceso de endocitosis. A. Incorpora-
cién del colorante FM4-64 en cultivos mixtos de células silvestres que poseen la proteina Sad1-GFP (células
con un punto verde fluorescente) y células del mutante apl3A, cultivadas en medio YES. Las células se tifie-
ron con el colorante y se fotografiaron tras el tiempo indicado (en minutos) de incubacién a 32°C. B. Tincién
con el colorante Lucifer Yellow en cultivos mixtos de células de una cepa silvestre que portaba la proteina de
fusiéon Cutl1-RFP (células con la membrana nuclear marcada en rojo), y del mutante apl3A. C. Ensayo de
crecimiento donde 3x104 células y diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas se inocularon en placas de
YES y YES suplementado con el andlogo de L-prolina, dcido L-azetidina-2-carboxilico (AZC), a una concen-
traciéon de 0,9 mg/ml y se incubaron a 32°C durante tres dias.
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Ademas de utilizarse el colorante FM4-64 para analizar el proceso de endocitosis de pro-
teinas asociadas a la membrana plasmatica, se estudi6 la incorporacién del colorante Lucifer
Yellow, que permite valorar la eficiencia de la endocitosis de fase fluida. La tincién con este
colorante se realizé en cultivos mixtos de células silvestres que portaban la proteina de fusion
Cut11-RFP, que marca la periferia nuclear, y del mutante apI3A. El motivo por el cual se ha
realizado el ensayo en cultivos mixtos es porque esta estrategia permite detectar pequefnas
diferencias en la incorporacion del colorante sin que éstas se deban a variaciones experimen-
tales. En la Figura 42B se puede observar cémo no existian diferencias apreciables entre las
células silvestres (con la periferia nuclear marcada en rojo) y las células mutantes, ya que tras
90 minutos de incubacién en presencia del colorante ambas estirpes tenian las vacuolas tefi-
das.

Por otra parte se analizo el crecimiento de apl3A en presencia de L-azetidin-2-
carboxilico (AZC), que como ya se ha explicado con anterioridad es un compuesto téxico
analogo al aminoacido L-prolina. Tal y como se aprecia en la Figura 42C, al realizar este ex-
perimento se comprobd que el mutante apl3A no era sensible a este compuesto. Este resultado
indicaba que la ausencia del adaptador AP-2 no producia defectos apreciables en la endocito-

sis del transportador de L-prolina.

Todos estos datos sugerian que, en principio, en S. pombe el proceso de endocitosis no
parecia verse afectado por la ausencia del complejo adaptador de clatrina AP-2, al igual que

se ha descrito en S. cerevisiae.

15.3. El complejo AP-2 es necesario para que el proceso de endocitosis sea plenamente efi-

ciente

El hecho de no haber encontrado defectos aparentes en la endocitosis no eximia a AP-2
de influir en el proceso ya que éste podria estar jugando un papel muy sutil. Para estudiar
esta posibilidad se analiz6 el efecto que generaba sobre la internalizacién de material de
membrana plasmatica la disminucién de la cantidad de Clclp, junto con la ausencia de
Apl3p. Para ello se realiz6 el ensayo de incorporacién del colorante FM4-64 en el mutante
doble 41XHAclc1 apl3A'y como control se utiliz6 la cepa mutante 41XHAclc1 que portaba la
proteina Sad1-GFP (de manera que las células tienen un punto verde fluorescente en su inter-
ior). Este experimento se realizé en cultivos mixtos de las dos estirpes, donde se compararon
ambos mutantes en condiciones en las que la expresién del gen clcI* no estaba reprimida, o
bien se habia reprimido durante 3 horas. Como se puede apreciar en la Figura 43, en condi-
ciones en las que el gen clc1* no estaba reprimido (-T) las células del mutante simple y las del
mutante doble incorporaban el colorante a la membrana plasmatica (tiempo 07). Sin embargo,
tras 2 minutos en presencia del colorante se observo que existia cierto retraso en la entrada
de éste a las células del mutante doble al compararlo con la estirpe 41XHAclc1 (células marca-

das con un punto verde correspondiente a Sadl-GFP) ya que mientras que la estirpe
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41XHACclc1 presentaba bastantes endosomas marcados en el interior de las células, en el mu-
tante doble esto no ocurria. No obstante, a los 30-40 minutos de incubacién a 32°C en presen-
cia del colorante lipofilico ambas cepas mostraban marcadas la superficie de sus vacuolas.
Cuando este mismo experimento se llevé a cabo en cultivos mixtos que se habian incubado
durante 3 horas en presencia de tiamina (condiciones de represion del gen clc1*, reduccion
del 80% de la cantidad de clatrina) se pudo observar mas claramente el retraso en la toma del
colorante en las células que carecian de Apl3p y tenian una cantidad reducida de clatrina. A
los 30-40 minutos de incubacién en presencia del FM4-64 las células del mutante 41XHAclc1
presentaban endosomas y bastantes vacuolas marcadas, mientras que la mayoria de las célu-
las del mutante doble solamente presentaban tefiida la membrana plasmatica (Figura 43, fo-
tografia inferior derecha). Este resultado, afiadido al mostrado en la Figura 35A, donde se
observaba que solo existia un retraso significativo de la internalizaciéon del FM4-64 cuando la
estirpe mutante 41XHAclc1 estaba sometida a 6 horas de represion del gen clc1* en compara-
cién con una estirpe silvestre, demostraba que la presencia del complejo adaptador AP-2 es
necesaria para que la endocitosis de este colorante sea totalmente eficiente, sobre todo en los

casos en los que las células se ven comprometidas por un descenso de clatrina.

Con todos estos datos se puede llegar a la conclusién de que si bien AP-2 por si solo no
parece tener mucha relevancia en la endocitosis, si es necesario para que este proceso sea ple-

namente eficiente.
0 2 30°

+T (3h)

FIGURA 43. El mutante doble 41XHAclc1 apI3A presenta retraso en la toma de FM4-64 respecto al mutan-
te 41XHACclc1. Incorporacion del colorante FM4-64 en cultivos mixtos de células del mutante 41XHAclc1 que
poseen la proteina Sadl-GFP (células con el punto verde fluorescente) y células del mutante doble
41XHAclc1 apl3A, cultivadas en medio minimo sin tiamina (-T) y con tiamina (+T) durante 3 horas. Las célu-
las se tifieron con el colorante y se fotografiaron tras el tiempo indicado (en minutos) de incubacién a 32°C.
Las imagenes son planos medios adquiridos con un sistema de microscopia DeltaVision.
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15.4. La falta de Apl3p no afecta a la secrecidon general en S. pombe

Aunque en otros organismos el complejo AP-2 no tiene un papel descrito en exocitosis
se decidi6 analizar la secrecién de la enzima fosfatasa acida para valorar un posible defecto
en este proceso, ya que por lo que habiamos observado, en S. pombe este adaptador no tenia
una funcién esencial en la endocitosis. Ademds del mutante apl3A se analiz6 una estirpe sil-
vestre, el mutante condicional de clcI* que no presentaba defecto en la secrecién de esta enzi-
ma, y el mutante rho3A que si presentaba defectos en este proceso. Tras realizar este ensayo
un minimo de cinco veces (del mismo modo que se llevé a cabo para los mutantes de clc1*),
se lleg6 a la conclusion de que el mutante apl3A no poseia defectos en la secrecion de la enzi-
ma fosfatasa acida. Cuando se analiz6 el efecto de la delecién de apl3* en la secrecién hacia la
superficie de la carboxipeptidasa Y (Cpylp) tampoco se observé sefial alguna de esta protei-

na en los ensayos de Dot-blot realizados (resultados no mostrados).

En resumen, ninguna de las aproximaciones realizadas determinaron un problema en

secrecién debido a la ausencia de apl3+.

15.5. La morfologia y las propiedades de las vacuolas no se ven afectadas por la ausencia
de apl3+

Otro aspecto relacionado con el tréfico vesicular que se valoré a la hora de caracterizar
el mutante del complejo adaptador AP-2 fue si la ausencia de Apl3p podria afectar a la mor-
fologia o a las propiedades de las vacuolas. Mediante la tincién de estos orgéanulos con el co-
lorante CDCFDA se observ6 que ni su tamafio, ni su morfologia parecian verse afectados
(resultado no mostrado). Posteriormente se analiz6 la capacidad de fusién de las vacuolas
sometiéndolas a un choque hipo-osmético, pasando las células de su medio de cultivo habi-
tual (medio rico YES) a agua durante 90 minutos. Al cuantificar el porcentaje de vacuolas fu-
sionadas en la estirpe silvestre y en la mutante, se pudo observar que ambas presentaban va-
lores similares (entre el 80 y el 90% de las células tenian sus vacuolas fusionadas), lo que su-

geria que no existian problemas en la fusién homotipica de vacuolas en la estirpe apl3A.

15.6. Apl3p v su relacion con la pared celular

15.6.1. La distribucion de la pared celular no presenta defectos aparentes en el mutante apI3A

Al haber comprobado que la pared celular es uno de los primeros elementos morfo-
genéticos que se afectan por una disminucién de la cantidad de clatrina en la célula, quisimos
analizar si la ausencia de AP-2 generaba algtn tipo de defecto en esta estructura celular. En
primer lugar se realizé una tincion con el colorante Hoechst 33258 en células del mutante de
apl3* incubadas en medio rico YES a 28°C. Como se puede observar en las fotografias de la
Figura 44, no se apreci6 ningan tipo de defecto en la distribucién de la pared celular al com-
parar las células de la estirpe apI3A con las de una cepa silvestre. Para verificar estos resulta-
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dos se realiz6 una tincién con el colorante especifico de pared Calcofluor White, que corro-
bor6 la ausencia de defectos aparentes en la pared celular de este mutante (dato no mostra-

do). La tincién con Hoechst 33258 también permitié observar que la segregacion de ntcleos

no estaba afectada en el mutante apl3A.

FIGURA 44. Distribucion de la pared
celular del mutante apI3A. Células de
una estirpe silvestre y del mutante apl3A
incubadas en medio rico YES a 28°C y
tefiidas con Hoechst 33528. Imagenes
tomadas con un microscopio de fluores-
cencia convencional. Barra de escala, 5

pm.

15.6.2. La ausencia de Apl3p provoca una disminucion de la actividad f-glucdin sintasa in
vitro

Como se ha mostrado anteriormente, hemos probado una relacién directa entre el
transporte de las enzimas relacionadas con la sintesis de la pared celular y la clatrina. Por ese
motivo quisimos analizar si existia una relacion entre el complejo AP-2 y las B(1,3)glucan sin-

tasas.

Aunque los resultados obtenidos al realizar la tincién de las células de la cepa mutante
con Hoechst y Calcofluor no parecian indicar que hubiese defectos aparentes en la sintesis de
la pared celular, llevamos a cabo el andlisis de la actividad B(1,3)glucan sintasa in vitro en la
cepa mutante del complejo adaptador AP-2. Esta actividad se valoré en una cepa silvestre, en
el mutante apl3A y en la estirpe end4A, como estirpe control que posee defectos en endocito-
sis. Todas las estirpes se cultivaron en medio rico (YES) a una temperatura de 28°C. Como se
muestra en la Figura 45A, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
actividad especifica de la estirpe silvestre y la del mutante apl3A, la cual estaba reducida has-
ta el 79,8%. En el mutante end4A, defectivo en el proceso de endocitosis, la actividad p(1,3)
glucan sintasa fue mucho mayor a la de la estirpe silvestre, como ya se habia podido compro-
bar en los experimentos realizados con los mutantes de clcI*. La tendencia de los datos obte-

nidos fue la misma en los 5 experimentos que se realizaron.
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15.6.3. Sensibilidad del mutante apl3A a antifiingicos que inhiben la sintesis de f-glucano

La Caspofungina es un antifingico perteneciente a la familia de las equinocandinas
que inhibe la sintesis del B(1,3)glucano y afecta a la integridad de la pared celular. Emplea-
mos esta droga para analizar si el mutante apI3A tenia problemas en la sintesis de B(1,3)
glucano que afectasen a la composicién de la pared celular. Para ello se realizaron ensayos de
crecimiento en los que se inocularon 3x104 células en diluciones seriadas 1:4 de una cepa sil-
vestre, del mutante apl3A, de la estirpe cwgl-1 (que es un mutante puntual de la enzima
Bgs4p y posee problemas en la sintesis del (1,3)glucano) y del mutante doble apI3A cwgl-1,
sobre placas de medio YES suplementado con diferentes concentraciones de Caspofungina
(0,0 pg/ml; 0,75 pg/ml 1,5 pg/ml; 2,0 pg/ml; 3,0 ug/ml; 4,0 pg/ml y 5,0 ug/ml) que se incu-
baron durante 3 dias a 32°C. En estas condiciones encontramos que tanto las cepas cwgl-1
como apl3A cwgl-1 eran mas sensibles que la cepa silvestre a 1,5 pg/ml de Caspofungina.
Ambas estirpes eran igual de sensibles, y a partir de una concentracién de 2 pg/ml ya no
eran capaces de crecer. En esas mismas condiciones el mutante apl3A crecia al mismo nivel
que la estirpe silvestre y no fue hasta que se incub6 en placas con una concentraciéon de
5 ng/ml de Caspofungina, cuando se aprecié que apl3A era levemente mas sensible que la

cepa silvestre (Figura 45B).

Estos resultados sugerian que la composicion de la pared celular del mutante apl3A
podia estar alterada, probablemente debido a defectos en B-glucano, aunque éstos no incre-

mentaban los problemas observados en la cepa cwgl-1.
15.6.4. Sensibilidad del mutante apl3A a la digestion por glucanasas

El tratamiento con glucanasas se emplea para valorar a grosso modo en qué estado se
encuentra la pared celular. En S. pombe, la sensibilidad a estas enzimas puede deberse a di-
versos motivos que comprenden desde una reduccion en la cantidad de glucano, hasta a un
incremento en la permeabilidad de la pared celular. La sensibilidad a la degradacién enzima-
tica puede utilizarse para corroborar otros resultados que sugieren una pared celular defec-
tuosa (Perez & Ribas, 2004).

Este experimento se realiz6 utilizando la glucanasa Zimoliasa 100T que principalmente
degrada el B(1,3)glucano y el galactomanano de la pared celular (Perez & Ribas, 2004). Las
cepas empleadas para realizar este ensayo fueron una estirpe silvestre y los mutantes apl3A,
cwgl1-1y apl3A cwgl-1. Las células analizadas procedian de cultivos incubados en medio YES
a una temperatura de 28°C. Posteriormente las células se cultivaron en tampén 50 mM citrato
-fosfato en presencia de la f-glucanasa (concentracién final 5 pg/ml). Ver “Materiales y méto-

”

dos”.
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Como se muestra en la Figura 45C, las tres estirpes mutantes presentaban una sensibi-
lidad a Zimoliasa 100T mucho mayor que la cepa silvestre. En todos los experimentos reali-
zados, el mutante apl3A fue el que presenté una mayor sensibilidad, siendo el comportamien-
to de las cepas cwgl-1 y apl3A cwgl-1 ligeramente variable de experimento a experimento.
Estos resultados indicaban que en el mutante apl3A existia un defecto en la composicién y/o

la integridad de la pared celular.
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FIGURA 45. El mutante apI3A posee diferentes defectos en la sintesis del B(1,3)glucano. A. Actividad
B(1,3)glucan sintasa in vitro de células silvestres, de apl3A y end4A incubadas en medio YES a 28°C. El experi-
mento se realizé 5 veces con duplicados. En la grafica se indican los valores medios, las desviaciones estan-
dar y la significacién estadistica de la diferencia entre cepas (*, p<0.05. Test t-Student) B. Ensayo de creci-
miento donde 3x104 células y diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas se inocularon en placas de YES
y YES suplementado con las cantidades indicadas de Caspofungina. Las placas se incubaron durante 3 dias a
32°C. C. Densidades 6pticas (D.O.) de suspensiones celulares de las estirpes indicadas, cultivadas en medio
YES a 28°C. Las células se incubaron en presencia de la cantidad indicada de Zimoliasa 100T; se valor6 la
D.O.600nm de las muestras que se fueron recogiendo cada 30 minutos. El experimento se realizé cinco veces y
la tendencia de los datos fue la misma en todos los casos. La grafica muestra los valores medios para cada

punto y sus desviaciones estandar.
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15.6.5. Distribucién de las enzimas f-glucin sintasa

Tal y como se ha explicado en la “Introduccién” y en apartados anteriores de esta mis-

ma seccion, Bgslp es una B-glucan sintasa necesaria para la sintesis del B-glucano lineal, y

Bgs4 es la responsable de la mayoria de la actividad B-glucén sintasa detectada in vitro. Am-

bas son proteinas de gran tamafio con diversos motivos transmembranales que, en una cepa

silvestre, se localizan en la zona de sintesis del septo, en los polos celulares y en vesiculas

intracelulares (Ishiguro et al, 1997; Cortes et al, 2002, 2007). Para conocer si la disminucién de

la actividad BGS estaba asociada a algtun tipo de defecto en la localizaciéon de las enzimas

B(1,3)glucan sintasa se analizo la localizacion de éstas en la estirpe mutante apI3A y se com-

par6 con la de una estirpe silvestre. Como se observa en la Figura 46A, la distribucion de las

proteinas de fusion GFP-Bgs1 y GFP-Bgs4 era muy similar en las células de ambas estirpes.

WT api3A

>

GFP-Bgsl

GFP-Bgs4

=

WT

GFP-Rhol

FIGURA 46. La localizaciéon de las
B(1,3)glucan sintasa Bgslp y Bgsdp, y
de la subunidad reguladora Rholp pa-
rece no alterarse en el mutante apI3A.
A. Distribucién de las proteinas de fu-
sién GFP-Bgsl y GFP-Bgs4 en células de
una cepa silvestre y del mutante apl3A
cultivadas en medio rico YES. B. Locali-
zaciéon de la proteina de fusiéon GFP-
Rhol en las cepas anteriormente citadas.
Las imagenes de A y B estan adquiridas
con microscopio de fluorescencia con-
vencional. Barra de escala, 5 pm.
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15.6.6. Localizacion de Rholp en el mutante apl3A

El hecho de que la actividad B-glucan sintasa estuviese reducida en la estirpe mutante
apl3A pero que ésta no tuviese defectos en la localizacion de las enzimas Bgs, llevé a pensar
que quizas la subunidad activadora de estas enzimas, Rholp, no estaba llevando a cabo su
funcién correctamente. Cuando se observo la localizacion de la proteina GFP-Rhol en el mu-
tante apl3A se vio que ésta era muy similar a la estirpe silvestre (Figura 46B). Esto parecia in-
dicar que el defecto en la actividad B(1,3)glucén sintasa no se debia a un defecto aparente en

la distribucién del activador de las enzimas B(1,3)glucan sintasa.

15.6.7. Apl3p podria estar formando parte de las vesiculas que portan las enzimas f-glucin

sintasa

Aunque la distribucién de Bgslp y Bgs4p no parecia estar alterada significativamente
en el mutante apl3A, quisimos averiguar si estas enzimas podrian ser cargos de las vesiculas

de transporte en las que el complejo AP-2 actuaba como adaptador.

Para ello se llev6 a cabo la cuantificacion de la co-localizacién de la proteina de fusiéon
AplI3-GFP con respecto a la proteina To-Bgsl en células de una estirpe silvestre que portaba
ambas construcciones. Como se muestra en la gréfica situada a la izquierda en la Figura 47A,
el 70% de los puntos de Apl3-GFP presentes en la superficie celular (septo y polos) co-
localizaban con To-Bgsl. Este porcentaje era de un 18% en el interior celular, debido a que en
condiciones normales de incubacién la cantidad de vesiculas de Bgslp en el interior celular
es bastante baja. Al cuantificar la cantidad de puntos de To-Bgsl que co-localizaban con pun-
tos de Apl3-GFP, el porcentaje disminuia en la superficie celular hasta el 47% y en el citoplas-
ma hasta el 5% (gréfica situada a la derecha en la Figura 47A). Esto se debia a que el namero
de puntos de To-Bgsl presentes en las células era mayor que el de Apl3-GFP. Para realizar
este experimento se cuantificé la co-localizacién de ambas proteinas en un minimo de 100

células (ejemplos de las células analizadas mostrados en el panel inferior de la Figura 47A).

Por otra parte, se realiz6 un ensayo de co-inmunoprecipitacion entre las proteinas
Apl3p y Bgslp (ver “Materiales y métodos”). Los extractos celulares procedentes de una cepa
silvestre (en la que ninguna de las proteinas a estudio estaba marcada) y de las cepas que
portaban las proteinas de fusién Apl3-HA, GFP-Bgsl, o ambas se incubaron en presencia del
anticuerpo monoclonal anti-GFP. Tras realizar la inmunoprecipitacién se realizaron ensayos
de Western blot empleando anticuerpos anti-GFP o anti-HA para detectar la presencia de
Bgslp o Apl3p en los inmunoprecipitados y en los extractos celulares. Como se puede obser-
var en la Figura 47B, Apl3-HA se detect6 en los inmunoprecipitados procedentes de la cepa
que portaba ambas proteinas marcadas, pero no en los procedentes de las estirpes empleadas
como controles. Este resultado indicaria que ambas proteinas podian estar interaccionando
de forma directa o indirecta, por lo que Bgslp podria ser un “cargo” de las vesiculas cubier-
tas por clatrina en las que AP-2 actuaria como adaptador.
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Los resultados obtenidos sugerian que AP-2 podia estar interviniendo en el transporte
de la B(1,3)glucén sintasa Bgslp, o al menos en su reclutamiento en la membrana plasmatica.
Respecto a Bgs4p, los resultados obtenidos hasta el momento no han sido concluyentes por lo

que no se han recogido en esta memoria.
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% Vesiculas de Apl3- % Vesiculas de To-
GFP que co-localizan Bgsl que co-localizan
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FIGURA 47. Apl3p co-localiza y co-inmunoprecipita con Bgslp. A. La grafica situada a la izquierda repre-
senta el porcentaje de puntos de Apl3-GFP que co-localizan con puntos de To-Bgsl en células que expresan
ambas protefnas. La grafica situada a la derecha representa el porcentaje de puntos de To-Bgsl que co-
localizan con puntos de Apl3-GFP en células que expresan ambas proteinas. El panel inferior muestra varios
ejemplos de las micrografias analizadas para la cuantificacion. Se analizaron un minimo de 100 células para
cada una de las cuantificaciones realizadas. Las imagenes son planos medios adquiridos con un sistema de
microscopia DeltaVision. B. Ensayo de co-inmunoprecipitaciéon donde extractos celulares de estirpes que
expresan las proteinas de fusiéon GFP-Bgsl y/o Apl3-HA se analizaron mediante Western blot. Se emplearon
los anticuerpos monoclonales anti-GFP (a-GFP) o anti-HA (a-HA) para revelar el Western blot y el anticuer-
po policlonal anti-GFP para realizar la inmunoprecipitaciéon (IP).
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16. OTROS FENOTIPOS DEL MUTANTE aplI3A

Ademas de los fenotipos descritos en el punto anterior se han encontrado otra serie de

defectos en el mutante apI3A los cuales se detallan a continuacién:

16.1. Defectos en la membrana plasmatica

El Miconazol es un derivado imidazolico que altera la membrana plasmaética fangica al
inhibir la biosintesis de ergosterol y de otros esteroles. Se realizaron ensayos de crecimiento
de una estirpe silvestre y del mutante apl3A en placas de medio rico YES suplementadas con
Miconazol a unas concentraciones de 1 uM y 1,25 uM. Estas placas se incubaron a 32°C du-
rante 2-3 dias. Como se observa en la Figura 48A, el mutante apI3A presentaba cierta sensibi-
lidad con respecto a la estirpe silvestre. Recientemente se ha publicado que apl3A es sensible
a Anfotericina B y resistente a Clotrimazol y Terbinafina que son compuestos que afectan a la

biosintesis del ergosterol (Fang et al, 2012).

Por otra parte, al realizar una tinciéon con el colorante Filipin (ver “Materiales y méto-
dos"), que en levaduras marca especificamente los esteroles de la membrana plasmatica, se
observé que en el mutante apl3A la regién de los polos tefiida por el colorante era levemente

mas amplia que la que se tenia en las células de una cepa silvestre (Figura 48B).

Miconazol

FIGURA 48. El mutante apI3A
1,25 uM podria tener defectos en la
membrana plasmatica. A. En-
sayo de crecimiento en el que
3x10* células y diluciones se-
riadas 1:4 de las estirpes indi-
cadas se inocularon en placas
YES y YES suplementado con
Miconazol a concentraciones
de 1,0 pM y 1,25 pM. Las pla-
cas se incubaron a 32°C duran-
te 2-3 dias. B. Tincion de célu-
las de una estirpe silvestre y
del mutante apI3A con el colo-
rante Filipin a una concentra-
cién final de 0,05 mg/ml. Las
imagenes se adquirieron con
un microscopio de fluorescen-
cia convencional. Barra de es-
cala, 5 pm.

Filipin
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Todos estos datos estarfan indicando que el mutante carente de apl3* podria tener pro-
blemas en la organizaciéon y/o estructura de la membrana plasmaética, que causaria distinta

sensibilidad a compuestos que interfieren con la sintesis de esta estructura.

16.2. Crecimiento en placas suplementadas con diferentes compuestos inductores de estrés

Para conocer la viabilidad de las células del mutante apl3A incubadas bajo diversas
condiciones de estrés se analizo el crecimiento de ésta y otras cepas en placas de YES suple-
mentadas con diferentes concentraciones de KCl, MgCl,, cafeina, CdCl,, MnCl, y CaCl, (ver
“Materiales y métodos”). En cada caso se tomaron 3x10* células de cultivos creciendo en fase
logaritmica y se hicieron diluciones seriadas 1:4, que se inocularon sobre las placas corres-

pondientes y se incubaron durante 2-3 dias a 32°C.

En estos experimentos se analizaron una cepa silvestre, el mutante apl3A y también el
mutante apl1A para comprobar si ambos componentes de AP-2 presentaban en mismo com-
portamiento. También se emple6 como control la cepa mutante cf13A, que es sensible a deter-
minadas condiciones de estrés y estd relacionado con la endocitosis de la enzima Bgslp
(Sharifmoghadam & Valdivieso, 2009), y el mutante doble apI3A cfh3A.

En todos los casos analizados los mutantes apl3A y apl1A mostraron el mismo compor-
tamiento. Ambas cepas eran levemente sensibles a MgCl, 0,08 y 0,09 M, a CdCl, 75 uM y a
MnCl 3 y 4 mM, (aunque de un modo muy sutil en este altimo caso), eran hiper-resistentes
en placas con altas concentraciones de CaCl, (200 mM y 300 mM), y no mostraban diferencias

con la estirpe silvestre cuando crecian en presencia de KCl y cafeina (Figura 49).

~ Cafeina 12 mM

YES KCl0,3M KCl12 M - MgCl, 0,08 M - MgCl, 0,09 M ) Cafeina 8 mM
WT b » e ® ,
apl3A
apllA
cfh3A
cfh3A apl3A

CdCl, 50uM CdCl, 75 uM

WT r 3 TEEEES
apl3A
aplIA
cfh3A ;
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MnCl, 3mM MnCl, 4mM CaCl, 200mM CaCl, 300mM

i

FIGURA 49. Analisis de la sensibilidad de aplI3A al estrés. Ensayos de crecimiento donde 3x104 células y
diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas se inocularon en placas de YES y YES suplementado con los
componentes indicados. Las placas se incubaron durante 3 dias a 32°C.

Al comprobar qué ocurria con los mutantes cfh3A y apl3A cfh3A se pudo ver que el mu-
tante doble apI3A cfh3A era mas sensible a MgCly, cafeina, CdCl> y MnClx que la estirpe cfh3A.
Sin embargo era resistente altas concentraciones de CaCl,, aunque no tanto como lo eran los

mutantes apl3A 'y apl1A (Figura 49).
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16.3. Disminucion de la viabilidad durante la fase estacionaria de crecimiento

A lo largo del andlisis de los fenotipos del mutante apI3A observamos que las células
de este mutante perdian viabilidad cuando los cultivos habian estado en fase estacionaria
durante varios dias. La falta de nutrientes en el medio es una condicién que genera estrés a
las células. Por este motivo se analiz6 en detalle la viabilidad de una cepa silvestre y del mu-
tante apl3A tras la fase estacionaria de crecimiento, ya que durante este periodo el crecimiento
celular se detiene por agotamiento de alguno de los componentes del medio de cultivo, o por
acumulacién de inhibidores. Como control de este experimento se utiliz6 la cepa stylA, ca-
rente de la MAP quinasa responsable de la respuesta a estrés, que es sensible a las condicio-
nes de la fase estacionaria. Las cepas se incubaron durante 0, 1, 3, 5, 7 y 10 dias a 32°C en me-
dio YES liquido (ver “Materiales y métodos”). Después de ese tiempo se hicieron diluciones
seriadas (1:4) de los cultivos y se inocularon sobre placas de YES (que contenia un 3% de glu-
cosa). Las placas se incubaron durante 2-3 dias a 32°C. En el panel superior de la Figura 50 se
muestra la viabilidad de las distintas estirpes después de haber sido incubadas durante 0 y 5
dias en medio YES liquido que contenia un 3% de glucosa. Se puede observar cémo los mu-
tantes apl3A y stylA, a diferencia de lo que ocurria en la estirpe silvestre, eran incapaces de

generar colonias después de haber sido cultivados durante 5 dias en esas condiciones.

api3d [ N XX X 4
NZ0 ® ® @ &

Glucosa 1% Glucosa 3%

FIGURA 50. La viabilidad en fase estacionaria de aplI3A esta reducida. Ensayos de crecimiento en los que
3x104 células y diluciones seriadas 1:4 de las estirpes indicadas se inocularon en placas de YES con 3% de
glucosa. Paneles superiores, placas de YES donde las estirpes inoculadas se habian cultivado en YES liquido
con 3% de glucosa durante los dias indicados. Paneles inferiores, placas de YES donde las estirpes inocula-
das se habian cultivado en YES liquido con 1% de glucosa durante los dias indicados. Todas las placas se
incubaron durante 3 dias a 32°C.

Se ha demostrado que el crecimiento de S. pombe en condiciones de restriccién caldrica
(menor cantidad de glucosa en el medio) favorece la supervivencia de las células durante la
fase estacionaria, y este efecto es totalmente dependiente de la activacion de la ruta Styl
(Zuin et al, 2010). Por ese motivo realizamos el mismo experimento de viabilidad celular en
fase estacionaria, pero esta vez utilizando YES liquido con glucosa al 1% como medio de cul-
tivo para realizar el ensayo de crecimiento en unas condiciones de restriccién calérica. Las
placas de YES donde se inocularon las diluciones seriadas de los distintos cultivos contenian
en todos los casos un 3% de glucosa.
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Como se puede ver en el panel inferior de la Figura 50, al disminuir la cantidad de glu-
cosa en el medio, el mutante apl3A era capaz de generar colonias tras 5 dias de cultivo en fase
estacionaria a diferencia de lo que ocurria cuando se incubaba en un medio con mayor canti-
dad de glucosa. Este dato podria indicar que Apl3p lleva a cabo algtun papel en los procesos

de mantenimiento de la longevidad celular en condiciones de alta concentracién de glucosa.
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DISCUSION

Las vesiculas de transporte recubiertas por clatrina estdn implicadas en la endocitosis
de moléculas desde la membrana plasmaética y en el transporte de proteinas desde la regién

trans-Golgi.

Actualmente contamos con un amplio conocimiento del trafico de membranas y pro-
teinas entre diferentes orgdnulos de la célula que estd mediado por vesiculas cubiertas de
clatrina. Esto es asi debido a la informacién existente sobre la bioquimica, la estructura y las
proteinas que interaccionan con esta envuelta, asi como de las propiedades y caracteristicas

de las cadenas ligeras y pesadas que la constituyen.

Mediante el estudio de los efectos celulares causados por la ausencia de clatrina en
diferentes organismos se han podido descubrir nuevas funciones de estas proteinas que van
mas alla de las relacionadas con el transporte vesicular como, por ejemplo, su implicacién en
las infecciones bacterianas o en la segregaciéon cromosémica mediante su interaccion con los
microtibulos (Cossart & Veiga, 2008; Calabia-Linares et al, 2012; Royle, 2011, 2012).

En nuestro caso, nos hemos planteado como objetivo general de este trabajo profun-
dizar en el conocimiento del papel que juegan la clatrina y su complejo adaptador AP-2 en la
morfologia de las células eucariotas. Para ello hemos utilizando como modelo biolégico la
levadura de fision Schizosaccharomyces pombe. De manera mds concreta, hemos analizado
como estos elementos influyen en la regulacién de la sintesis de la pared celular de este mi-

croorganismo.
LA CLATRINA EN S. pombe: PAPEL DE Clclp

En este trabajo hemos analizado el impacto que produce la disminucién de la canti-
dad de clatrina en la morfogénesis de S. pombe. Para abordar esta cuestion hemos estudiado

el papel que juega la proteina Clclp en la biologia de la levadura de fision.

Aunque la delecion del gen clc1* resulta letal para las células, los mutantes clcIA son
capaces de crecer si el medio de cultivo esta estabilizado osméticamente. Las células mutan-
tes clcIA incubadas en un medio suplementado con sorbitol presentan un crecimiento lento,
tienen morfologia aberrante, poseen defectos en el desarrollo sexual y, generalmente, son de
mayor tamafio que las de una estirpe silvestre. En los mutantes clc1Ay chclA de S. cerevisiae y
de D. discoideum se han observado fenotipos similares; no obstante, en ambos organismos los
mutantes clcIA son viables en cualquiera de las condiciones analizadas, lo cual indica que la
delecién de clc1* es menos deletérea que la de chcl*. Esta diferencia con respecto a los reque-
rimientos de la cadena ligera de la clatrina en las distintas especies podria ser explicada por
el hecho de que, por ejemplo, en D. discoideum la ausencia de la cadena ligera no afecta a la
cantidad de cadena pesada existente en las células (Wang ef al, 2003). En S. cerevisiae, la dele-
ciéon de CLC1 hace que disminuya la cantidad de Chclp y, aunque los trisqueliones formados
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bajo estas condiciones son inestables, siguen siendo funcionales de forma parcial ya que la
sobrexpresion de CHCI1 complementa algunos de los defectos observados en los mutantes
clc1A (Chu et al, 1996; Huang et al, 1997).

En el caso de S. pombe, utilizando un mutante condicional que permite modular la
cantidad de clatrina en las células, hemos podido comprobar que la proteina Chc1-GFP no se
detecta tras 9 horas de represion del gen clc1* (Figura 21B). Este dato sugiere que en la leva-
dura de fisién Clclp es més importante para la estabilidad de Chclp que en otros organis-
mos. También pone de manifiesto que los fenotipos causados por la ausencia o disminuciéon
de la cadena ligera de la clatrina en S. pombe son debidos a defectos en clatrina y no a funcio-
nes especificas de Clclp independientes de Chclp. Esto esta sustentado por el hecho de que
la sobrexpresiéon de chcl* suprime algunos de los fenotipos observados en el mutante
41XHAclcl.

TRAFICO VESICULAR EN LOS MUTANTES clc1: SECRECION

La disminucién de un 40% de la cantidad total de clatrina presente en las células no
causa defectos aparentes en la distribucién de distintas proteinas que intervienen en los pro-
cesos de secrecion en la célula. Este es el caso del complejo adaptador AP-1, que esta implica-
do en el transporte de proteinas desde el TGN, los SNAREs Syblp y Psylp, que se localizan
en diferentes tipos de vesiculas de transporte y en la membrana plasmatica receptora de las

mismas (Gurunathan et al, 2002), e incluso en el exocisto (Figuras 31y 32).

También hemos comprobado que el mutante 41XHAclc1, incubado en condiciones en
las que el gen clcI* no estd reprimido, no secreta al medio la carboxipeptidasa Cpylp (Figura
33B), sugiriendo este hecho que el tréfico de esta proteina a la vacuola se realiza correcta-
mente, incluso cuando existe una reducciéon del 40% en la cantidad de clatrina en las células.
Este resultado es similar al encontrado en los mutantes chcIA y clcIA en S. cerevisiae (Payne et
al, 1988; Chu et al, 1996).

La secrecion de la enzima fosfatasa dcida tampoco estaba afectada en ninguno de los
mutantes de clcI* utilizados en este estudio, lo que sugiere que la clatrina no es necesaria pa-
ra el transporte de esta enzima al exterior celular (Figuras 18 y 33A). En el caso de los mutan-
tes chclA de S. cerevisiae y D. discoideum sucede lo mismo; ni la secrecion de la enzima fosfata-
sa acida, ni la de la invertasa parecen verse alteradas por la ausencia de clatrina (Payne &
Schekman, 1985; Payne et al, 1987; Ruscetti et al, 1994).
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Unicamente hemos encontrado defectos en la secrecién de la proteina Englp, una
B(1,3)glucanasa necesaria para remodelacion de la pared celular. Del mismo modo, el mu-
tante chclA de D. discoideum presenta defectos en la secrecion de o-manosidasa y pB-

glicosidasa que son enzimas relacionadas con esta estructura (Ruscetti et al, 1994).

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos en otros organismos y refuerzan la

idea de que la clatrina media solamente la secrecion de determinadas proteinas.
ENDOCITOSIS

En lo que se refiere a como se ve afectado el proceso de endocitosis por la disminu-
cion o ausencia de Clclp en las células, hemos podido observar que las células mutantes
41XHACclcl, en condiciones en las que el gen clcI* no esté reprimido, presentan leves defectos
en la localizacién del complejo AP-2 (Figura 34A). Este es un complejo adaptador entre las
moléculas que se van a endocitar y la clatrina. Estos defectos van aumentando ligeramente a
medida que se disminuye la cantidad de Clclp en las células, lo que indica que una disminu-
cion en la cantidad de clatrina afecta en cierto modo a la localizacién de las proteinas que van
a formar parte de la envuelta de las vesiculas endociticas (Boettner et al, 2012; Weinberg &
Drubin, 2012). Este hecho est4d de acuerdo con los resultados obtenidos en S. cerevisiae tras el

andlisis de la distribucion de las proteinas Slalp y Las17p (Kaksonen et al, 2005).

De igual manera, una pequefia disminucién en la cantidad de Clclp produce defectos
en la distribucién de End4p, que permite la interaccion de la clatrina con la actina; estas ano-
malias en la localizacion de la proteina se incrementan al disminuir la cantidad de Clclp. Los
defectos encontrados podrian ser una consecuencia general de la distribucién anémala de las
proteinas tempranas que forman la envuelta proteica, como hemos visto que ocurre en el ca-
so de Apl3p. Sin embargo, se sabe que en S. cerevisiae la cadena ligera de la clatrina interac-
ciona directamente con Sla2/End4p, regulando el reclutamiento de la actina en los parches
endociticos (Newpher & Lemmon, 2006; Boettner et al, 2011). En el mutante condicional
41XHAclcl, los defectos observados en la distribuciéon de End4p son mucho mas notables
cuando el mutante estd sometido a tiempos largos de represion (Figura 34B). En estas condi-
ciones, la sefial de End4-GFP se observa mayoritariamente en la superficie celular sugiriendo
que la movilidad de esta proteina podria verse afectada por la reducciéon de la cantidad de

Clclp, tal y como sucede en la levadura de gemacion.

En resumen, la cadena ligera de la clatrina de S. pombe parece ser necesaria para el
ensamblaje correcto de la maquinaria endocitica al igual que ocurre en otros organismos es-
tudiados. No obstante, es necesario que la disminucion de clatrina en las células sea muy se-
vera para que exista una deslocalizacion significativa de las proteinas implicadas en la endo-

citosis.
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Las alteraciones producidas en la formacion de los sitios de endocitosis en los mutan-
tes chclA 'y clclA de S. cerevisine probablemente explican la reduccion en la endocitosis detec-
tada en estas cepas (Chu et al, 1996; Payne et al, 1988) hecho que también puede estar ocu-

rriendo en S. pombe.

En S. pombe no se ha caracterizado la endocitosis mediada por clatrina de ningtn re-
ceptor. Nosotros hemos analizado el efecto que provoca la ausencia de clc1* sobre la interna-
lizacién general de material de membrana y la endocitosis de fase fluida mediante la toma de
los colorantes FM4-64 y Lucifer Yellow. Los resultados obtenidos mostraron que existia una
internalizacion del colorante FM4-64 en ausencia de clatrina, aunque con cierto retraso
(Figura 17A, experimento realizado en medio suplementado con sorbitol). En estas mismas
condiciones, sin embargo, no se pudo apreciar rastro de Lucifer Yellow en el interior de las
células mutantes (Figura 17B). En S. cerevisiae se ha visto que el colorante Lucifer Yellow pue-
de internalizarse en las células cuando la actina estd despolimerizada, simpre y cuando las
células estén creciendo en presencia de sorbitol (Aghamohammadzadeh & Ayscough, 2009).
Esto no ocurre en el caso de la ausencia de clatrina en S. pombe, ya que hemos comprobado
que la estabilizacion osmética del medio no mejora la entrada del colorante en las células.
Este resultado esta de acuerdo con los obtenidos en el mutante chclA de D. discoideum, donde
la endocitosis de fase fluida estd boqueada (O'Halloran & Anderson, 1992; Ruscetti et al,
1994). No obstante, la deleciéon de la cadena ligera en este organismo no afecta a la toma de
dextrano (Wang et al, 2003), lo cual aporta una prueba més de la mayor relevancia que tiene

Clclp para la funcién de la clatrina en S. pombe.

Por otra parte, cuando procedimos a analizar la incorporacién del colorante FM4-64
en el mutante condicional 41XHAclcl cultivado en medios no estabilizados osméticamente,
se observéd que ésta no se ve alterada cuando las células poseen aproximadamente un 40%
menos de clatrina; sin embargo, en condiciones de represién (6 horas en presencia de tiami-
na), donde las células poseen menos del 10% de la cantidad de clatrina, el colorante entra en
las células de manera muy ineficiente, marcando mayoriatariamente la membrana plasmatica
(Figura 35A). Estos resultados muestran que para que se lleve a cabo la internalizaciéon de

material de membrana de forma efectiva se requiere la presencia de clatrina en las células.

El hecho de que el colorante sea capaz de entrar en las células cuando existen niveles
reducidos de clatrina podria explicarse si el FM4-64 fuese internalizado tanto por mecanis-
mos dependientes como independiente de clatrina. Se sabe que la clatrina en mamiferos no
es totalmente esencial para la endocitosis y que existen mecanismos de endocitosis indepen-
dientes de estas vesiculas (Sandvig et al, 2011). En la levadura de gemacion se ha propuesto la
existencia de un mecanismo de endocitosis independiente de clatrina y del complejo Arp2/3
y dependiente de la GTPasa Rholp y de la formina Bnilp (Prosser et al, 2011). Un balance
entre los dos mecanismos podria ser suficiente para que se llevase a cabo la penetracion del

colorante en las células, es decir, no seria necesario que la totalidad de la clatrina estuviese
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disponible, siempre y cuando el otro mecanismo de internalizaciéon estuviese funcionando
correctamente. En S. pombe la ausencia de clatrina provoca muchos defectos entre los que se
incluyen problemas de polaridad. Por este motivo, cuando el descenso de clatrina en las célu-
las es muy acusado podria verse afectada la localizaciéon de Rholp en la membrana plasmati-
ca, por lo que si existiese un mecanismo de endocitosis independiente de clatrina pero de-
pendiente de Rholp, al igual que en S. cerevisiae, los diferentes mecanismos de internaliza-
cion de material de membrana en las células estarian afectados, haciendo préacticamente im-

posible la entrada del colorante.

Con estos ensayos hemos comprobado que la clatrina es necesaria para que las célu-

las incorporen eficientemente el colorante FM4-64.

Un hecho resefiable es que cuando analizamos la toma de FM4-64 en el mutante nulo
clc1A éste es capaz de entrar en las células de forma mas eficiente que en mutante condicional
cultivado en condiciones de represion. Esta diferencia puede deberse a que el mutante clcIA
se mantiene en un medio suplementado con sorbitol que podria favorecer la incorporacién

del colorante al interior celular (Figura 36).

Estos datos indicarian que en S. pombe la estabilizacion de la presion osmética entre
las células y el medio de cultivo favorece la entrada del colorante de una forma independien-
te al trafico dependiente de clatrina, de modo similar a lo que ocurre con la incorporacién de
Lucifer Yellow en S. cerevisize cuando se elimina la actina polimerizada en las células
(Aghamohammadzadeh & Ayscough, 2009).

RELACION DE LA CLATRINA CON LOS CITOESQUELETOS DE ACTINA
Y TUBULINA

En S. pombe la delecién de Clclp provoca una reduccién en el nimero de parches de
actina. Estos se deslocalizan y, en muchas ocasiones, adquieren un tamafio mayor que el ob-
servado en una cepa silvestre (Figura 14), al igual que ocurre en los mutantes chclA y clcIA
de S. cerevisiae (Henry et al, 2002). Utilizando el mutante condicional 41XHAcIc1, corrobora-
mos que la disminucién de clatrina en las células afecta directamente al nimero y a la distri-

bucién de los parches de actina.

Los agregados de actina observados en las células de los mutantes clc1 de S. pombe
podrian deberse a alteraciones en la distribucion de Sla2/End4p. Como ya se ha comentado,
en otros organismos defectos en la proteina Sla2/Hip1R prolongan el tiempo de nucleacion
de la actina en los sitios de endocitosis, provocando su acumulacién (Boettner et al, 2012;
Weinberg & Drubin, 2012). De hecho, tal y como se ha explicado en el punto anterior, cuando
se analiz6 la distribucion de esta proteina a lo largo de la represion del gen clc1* observamos

que la sefial de End4-GFP era mas continua en la superficie celular a medida que la clatrina
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iba disminuyendo en las células. Este fenotipo podria estar indicando una mayor estabilidad
de la proteina en la membrana que favoreceria la polimerizacién masiva de actina. Estos de-
fectos aparecian acompafiados de una ligera alteracion en la distribucién de la proteina
Arc5p, necesaria para la nucleacion de los parches de actina (Pelham Jr. et al, 2001). Al reali-
zar un breve tratamiento con Brefeldina A, en una cepa silvestre que portaba la proteina
Arc5-GFP se pudo observar que la distribucion de esta proteina no estaba afectada (resultado
no mostrado). Este dato sugiere que su alteracion y, posiblemente, la reduccién del nimero
de parches de actina, estan directamente relacionadas con la disminucién en la cantidad de
clatrina en los sitios de endocitosis y que, por lo tanto, no es un efecto indirecto causado por

problemas en el trafico vesicular.

El mutante condicional de clatrina, durante los diferentes tiempos de represion, tiene
cables de actina largos e irregulares. Ademads esta cepa posee defectos significativos en la
cantidad y en la distribucién de la formina For3p (Figura 28). Se ha descrito que en S. cerevi-
sige existe un balance de la actina polimerizada entre los cables y los parches (Gao & Brets-
cher, 2008; Okada et al, 2006). Podriamos encontrar aqui la explicacién de que el descenso en
el nimero de parches de actina en la estirpe 41XHAclc1 no se tradujese en un descenso en la
cantidad total de actina en las células, ya que los cables de actina podrian estar compuestos
por méds mondmeros de actina. Ademas, los cables, no asi los parches, son necesarios en la
levadura de gemacion para que se lleve a cabo correctamente la endocitosis independiente de
clatrina y dependiente de Rholp (Prosser et al, 2011). Teniendo en cuenta estos datos podria
ser que el incremento en la longitud de los cables de actina en el mutante 41XHAcIc1 se deba
a un mecanismo compensatorio desarrollado en las células deficientes en clatrina para llegar
a un nivel de endocitosis suficiente para el desarrollo de las células. Los cables de actina tam-
bién son necesarios para el movimiento de los parches hacia los sitios de crecimiento activo
(Pelham Jr. et al, 2001). De acuerdo con esto, la pérdida de polaridad de los parches de actina
vista en los diferentes mutantes de clc1 podria ser atribuida, al menos en parte, a los defectos

en los cables de actina.

Estos defectos en los cables de actina, presumiblemente estarian originados por la
distribucion aberrante de la formina For3p encargada de su sintesis. Sin embargo, el porqué
de estas anomalias en la localizacién de esta proteina, incluso cuando la cantidad de clatrina
estd reducida un 40%, seria mas dificil de justificar con los datos de que disponemos, pudien-
do existir varias explicaciones al respecto. La llegada de For3p a las zonas activas de creci-
miento no parece depender del trafico mediado por vesiculas, ya que tratamientos realizados
con la droga Brefeldina A (que disrumpe el trafico de membranas) no afectan a la localiza-
cién de la proteina (Martin & Chang, 2006). Por lo tanto, en principio, la disminucién de la
cantidad de clatrina en las células no afectaria directamente al transporte de For3p. No obs-
tante, tampoco esta claro si For3p viaja a los polos celulares mediante transporte activo o di-
fusion pasiva de la proteina por el citoplasma (Martin & Chang, 2006). Otra posibilidad podr-
ia ser que la disminucion de la cantidad de clatrina produjese defectos en la localizacion de
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diferentes marcadores de polaridad necesarios para la correcta localizacién de For3p en la
membrana plasmatica, lo que también contribuiria a los defectos en polaridad vistos en las
células. Esos posibles defectos podrian ser una consecuencia directa del trafico dependiente
de clatrina, ya que alguno de los marcadores podria viajar hacia los lugares de crecimiento
activo en ese tipo de vesiculas, o indirecta, ya que el descenso en la cantidad de clatrina podr-

ia estar afectando a la dinamica de los microtabulos.

No obstante, la ausencia de datos concretos al respecto, sélo nos permite formular

distintas hipétesis, sin poder confirmar ninguna de ellas.

En D. discoideum se ha observado que las células chcIA no son capaces de ensamblar
correctamente los anillos contractiles de actomiosina (CARs) lo que provoca serios problemas
en el proceso de citocinesis (Niswonger & O’Halloran, 1997). Las células del mutante
41XHAclcl de S. pombe, analizado en condiciones de no represioén, poseen anillos de actomio-
sina ensamblados y localizados correctamente en la mayoria de las células, aunque a medida
que va disminuyendo la cantidad de clatrina una creciente parte de la poblacién posee ani-
llos con defectos morfolégicos. Este hecho parece indicar que en S. pombe la clatrina también
influye en cierto modo en la estabilidad de los anillos de divisién, si bien la reduccién de
Clclp en las células parece tener mayor efecto sobre los cables y los parches de actina que
sobre los anillos contréctiles. Esta diferencia podria explicarse por la compleja estructura de
los anillos. En estas estructuras hay gran cantidad de proteinas que contribuyen tanto a la
estabilidad como a la funcionalidad, las cuales no tienen por qué verse afectadas directamen-
te por el descenso de clatrina en las células. No obstante, los defectos en la morfologia de los
anillos podrian deberse en parte a las anomalias encontradas en la formina For3p, ya que se
ha descrito recientemente que ésta colabora con Cdc12p en el ensamblaje del anillo contractil

durante la citocinesis (Coffman et al, 2013).

Por otra parte, no hemos detectado defectos aparentes en el nimero, distribucién y
morfologia de los microttbulos antes de las seis horas de represion del gen clc1* (cuando la
cantidad de clatrina en las células estda muy disminuida). Esto ocurre de forma similar en D.
discoideum donde las células chcIA poseen microtabulos bien organizados (Wessels et al,
2000). En mamiferos, sin embargo, se ha descrito que la clatrina interviene en la organizacion
del cuerpo polar del huso, estableciendo la unién de los microttbulos con las fibras del cine-
tocoro (Royle, 2012). Por el momento no se conoce que la clatrina ejerza un papel similar en
levaduras, lo que podria indicar que ésta es una funcién de la clatrina no conservada en to-

dos los organismos.

Todos nuestros resultados confirman que la clatrina es necesaria para la organizacion
de las estructuras que contienen actina en la levadura de fisién, pero no parece jugar un pa-
pel determinante en la organizacion del citoesqueleto de tubulina. Las alteraciones encontra-
das en los distintos elementos del citoesqueleto podrian explicar en gran medida los defectos

morfol6gicos vistos en las células carentes de clatrina.
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SINTESIS DE LA PARED CELULAR Y VIABILIDAD DE LOS
MUTANTES clc1

Una cuestion relevante que surge de los resultados obtenidos en este estudio es por
qué la ausencia de clatrina es mas perjudicial para S. pombe que para otros organismos. En la
ameba D. discoideum el mutante chcIA es viable (Ruscetti et al, 1994) y en S. cerevisiae las dele-
ciones chclA y chclA clc1A son letales solamente cuando existen mutaciones en otros loci que
comprometen el crecimiento celular (Lemmon & Jones, 1987; Munn et al, 1991). Una posible
respuesta a esta diferencia podria residir en la composiciéon de la pared celular de estos orga-
nismos, ya que D. discoideum no posee pared celular durante el crecimiento vegetativo, y en
el caso de S. cerevisiae su pared celular estd compuesta por B(1,3)glucano y quitina. En este
organismo se sabe que defectos en la sintesis del glucano activan mecanismos compensato-
rios que incrementan la cantidad de quitina para permitir la viabilidad celular (Garcia-
Rodriguez et al, 2000; Valdivieso et al, 2000; Walker et al, 2008). S. pombe, a diferencia de S.
cerevisiae, no posee cantidades detectables de quitina (Kreger, 1954; Horisberger et al, 1978) y
su pared estd constituida principalmente por polimeros de glucano, lo cual provoca que de-
fectos en la sintesis de glucano no puedan ser compensados y, por tanto, se reduzca la viabi-
lidad celular (Ribas et al, 1991).

El mutante de delecion clcIA posee graves defectos en la composiciéon de la pared ce-
lular, en la actividad B(1,3)glucan sintasa, y en la distribucion de las enzimas B(1,3)glucan
sintasa (Figura 16). El afiadir sorbitol al medio no estabiliza Clc1p ni Chclp, y tampoco corri-
ge los defectos en la localizaciéon de Syblp y For3p detectados en las células tras largo tiempo
de represion (Figura 32 y resultados no mostrados). Por lo tanto, la explicacién maés plausible
por la que el sorbitol es capaz de rescatar la letalidad de la mutacién clcIA en S.pombe seria
porque ésta se deba a defectos en la sintesis de la pared celular, y la estabilizacion osmética
del medio los atenuase y no a que este compuesto subsane otros problemas celulares.

Es posible que la sintesis de p(1,3)glucano también esté regulada por mecanismos de
tréfico dependiente de clatrina en otros hongos. No obstante, en estos otros organismos, dife-
rentes mecanismos compensatorios podrian promover la sintesis de quitina y la construccion
de una pared celular de “remediacién”, que protegeria a las células contra la lisis y permitiria

la viabilidad de los mutantes defectivos en clatrina.

TRAFICO VESICULAR Y SINTESIS DE LA PARED CELULAR EN LOS
MUTANTES clc1

Las células 41XHACclc1 incubadas en condiciones en las que el gen clc1* no esta repri-
mido mostraban una reduccién de la sefial de las enzimas B-glucan sintasa en la superficie

celular que estaba acompafiada de una disminucién significativa en la sintesis de glucano
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(Figuras 23 y 24). Bajo estas mismas condiciones, los procesos generales de secreciéon y endo-
citosis no estaban significativamente afectados, por lo que puede asumirse que los defectos
en la pared celular estan causados por una alteracion especifica en la regulaciéon de su bio-
sintesis por la clatrina y que no son una consecuencia secundaria de un defecto general en el
trafico vesicular. En cualquier caso, los defectos en la sintesis del B-glucano podrian ser debi-
dos a una disminucién en la secrecién y reciclaje de las enzimas implicadas en este proceso, o
bien, a un incremento en la endocitosis de estas proteinas que haria que fuesen mds inesta-

bles en la membrana plasmatica.

En S. pombe el bloqueo de la endocitosis, ahadiendo Latrunculina A al medio de culti-
vo o delecionando el gen end4*, estabiliza la glucan sintasa Bgslp en la superficie celular en
condiciones de estrés osmotico (Sharifmoghadam & Valdivieso, 2009). En nuestro estudio
hemos encontrado que la actividad B(1,3)glucén sintasa medida in vitro de la estirpe end4A,
que presenta un serio bloqueo en la endocitosis, cultivada en condiciones estandar de labora-
torio, es extremadamente alta (Figuras 24 y 47). Estos datos indican que la actividad p(1,3)

glucan sintasa esté regulada por endocitosis.

Si el principal mecanismo de regulacién de la sintesis de glucano a través de la clatri-
na fuese mediante la endocitosis de las enzimas responsables de la sintesis de este polimero,
la actividad cuantificada en el mutante 41XHAclc1 deberia ser mayor que la encontrada en la
cepa control, al igual que ocurre en el mutante end4A. Por el contrario, hemos encontrado que
la actividad B(1,3)glucan sintasa era menor en la estirpe mutante que en la cepa control
(Figura 24A). Ademas, comprobamos que en condiciones en las que el gen clc1* estaba fuer-
temente reprimido (6 horas en presencia de tiamina), y existia un bloqueo significativo de la
endocitosis (valorado mediante la toma del colorante FM4-64, Figura 32), la actividad PGS
seguia disminuyendo. Asi pues, aunque es posible que puedan existir mecanismos de endo-
citosis independientes de clatrina que se activen en el mutante 41XHAcIc1 reprimido durante
6 horas, y que afecten a la endocitosis de las enzimas Bgs, éstos tendrian que ser indepen-
dientes de End4p, ya que la actividad B(1,3)glucan sintasa en el mutante end4A es mucho ma-

yor que en una cepa silvestre.

Por otra parte, hemos encontrado fuertes evidencias de que las alteraciones observa-
das en la pared celular son consecuencia directa de defectos especificos en la secreciéon de las

enzimas encargadas de su sintesis y remodelacién.

Las células del mutante apm1A en S. pombe son sensibles a antifingicos que inhiben la
sintesis de la pared celular y exhiben una localizacién aberrante de Bgslp (Yu et al, 2012; Kita
et al, 2004). Al analizar la actividad B(1,3)glucén sintasa de esta estirpe hemos encontrado que
es menor que la de una cepa silvestre. Como se ha indicado anteriormente, la actividad valo-
rada en la estirpe 41XHACcIc1 incubada en condiciones en las que la expresion del gen clc1* no
estd reprimido es inferior a la de la cepa control, pero superior a la del mutante apmIA. Este
resultado concuerda con el hecho de que la proteina Syb1-GFP esté correctamente localizada
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en el mutante 41XHAclc1 pero no asi en las células de apmIA. De igual modo, también coinci-
de con la hipétesis de que la ausencia de un 40% de la clatrina no provoca una alteracién
completa del tréfico vesicular en las células. Al disminuir la cantidad de clatrina los valores
de la actividad BGS siguen disminuyendo, acercindose a los valores del mutante apmIA. Este
hecho sugiere que la disminucién de la actividad B(1,3)glucén sintasa se debe a problemas
relacionados con el tréfico de las enzimas responsables de dicha actividad hacia la membrana
plasmaética. A esto podemos afiadir que los andlisis de FRAP y Western blot realizados indi-
can un retraso en el transporte de las f(1,3)glucén sintasas Bgslp y Bgs4p hacia la membrana
plasmatica y problemas en la secrecién de la endo-B(1,3)glucanasa Englp al espacio periplas-

mico.

Todos estos datos son una fuerte evidencia de que la tasa de secrecién de las enzimas
necesarias para la sintesis y remodelacién de la pared celular se reduce cuando disminuye la
cantidad de clatrina en las células, incluso en condiciones en las que el trafico vesicular no

estd afectado de una manera generalizada.

Recientes trabajos dirigidos a caracterizar la funcién del complejo adaptador AP-1
(Yu et al, 2012; Kita et al, 2004) han aportado informacién sobre la relacion existente entre la
maquinaria de secrecién y la sintesis de la pared celular en S. pombe. Dado que en S. cerevisiae
se han encontrado componentes del complejo AP-1, pero no clatrina, en vesiculas del exéme-
ro (Sanchatjate & Schekman, 2006; Trautwein et al, 2006), el hecho de que el mutante apmI1A
presente determinados fenotipos, no implica necesariamente que estos sean debidos en su
totalidad a su defecto en clatrina. Por eso podria ser posible que ciertos fenotipos observados
en el mutante apmlA de S. pombe sean mds graves que los del mutante condicional
41XHACclcl, incluso en condiciones en las que el gen clc1* estd reprimido. Sin embargo, nues-
tros resultados apoyan la idea de que el defecto en la localizacién de Bgslp detectado en el
mutante apmIA podria deberse a problemas en la ruta de secrecion mediada por clatrina y
AP-1.

Como ya se ha explicado, el mutante 41XHAcIc1 secreta la enzima fosfatasa al medio
de forma correcta (Figura 36A) del mismo modo que lo hacen los mutantes chclA de S. cerevi-
size y D. discoideum, que secretan tanto la invertasa, como la fosfatasa 4cida a niveles casi
iguales a los de una cepa silvestre (Payne & Schekman, 1985; Payne et al, 1987; Ruscetti et al,
1994). Por el contrario, la cepa chclA de D. discoideumn muestra defectos en la secrecion de la o-
manosidasa y la B-glicosidasa (Ruscetti et al, 1994), dos enzimas implicadas en la sintesis de
su pared celular, indicando que la ausencia de la clatrina sélo afectaria al transporte de una

determinada serie de proteinas.
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Estos resultados apoyan la idea de que la clatrina puede ser requerida especificamen-
te, aunque probablemente no exclusivamente, para el correcto trafico de enzimas necesarias
para la sintesis y remodelacion de la pared celular, ya que cuando la cantidad de Clclp esta
reducida estas enzimas parecen estar parcialmente deslocalizadas en vesiculas de secrecion

y/o en las vacuolas (Figuras 16 y 24).

En S. cerevisiae se han descrito dos clases diferentes de vesiculas de secreciéon denomi-
nadas de baja y alta densidad (Gurunathan et al, 2002). La ATPasa de membrana Pmalp, por
un lado, y enzimas solubles como la invertasa, la fosfatasa acida y las exoglucanasas por otro,
se encontraron en vesiculas diferentes. Se ha demostrado que la clatrina solamente es necesa-
ria para la biogénesis de las vesiculas de alta densidad (Gurunathan et al, 2002) y también
que un bloqueo en la endocitosis mediante la delecion del gen END4 no afecta a la formacién

de ninguna de ellas (Harsay & Bretscher, 1995).

Teniendo en cuenta todos estos datos, y compardndolos con nuestros resultados, su-
gerimos que en S. pombe la clatrina podria ser prescindible para el transporte de algunas pro-
teinas solubles como la fosfatasa 4cida y la carboxipeptidasa Cpylp y, sin embargo, necesaria
para la formacién de vesiculas que transportasen diferentes proteinas a la superficie celular,

entre las que se incluirian las B-glucén sintasas y las endoglucanasas.

En S. cerevisinze, los v- y t-SNAREs estan presentes en ambos tipos de vesiculas
(Gurunathan et al, 2002); esta observacién concuerda con los resultados mostrados en el mu-
tante 41XHAcIc1 ya que en esta cepa las proteinas Syb1-GFP y GFP-Psy1 estan correctamente
localizadas incluso tras 6 horas de represién del gen clc1* (Figura 32).

Aunque S. cerevisiae y S. pombe son organismos alejados evolutivamente (Sipiczki,
2000), hemos encontrado evidencias suficientes para asegurar que nuestros resultados coinci-
den con la hipétesis de que los mecanismos de secrecién se desarrollaron de forma temprana
en la evolucion previa a la separacién de estos organismos (Gurunathan et al, 2002) y por tan-
to estos procesos son muy similares. Sin embargo, al divergir los organismos, algunas funcio-

nes se han podido especializar debido a la distinta biologia de ambas levaduras.
RELACION DE Clclp CON LAS VACUOLAS

Todos los mutantes clcl analizados en este estudio presentan vacuolas de menor ta-
mafo que las de la estirpe control, lo que seguramente se deba a los defectos observados en
tréfico vesicular (Figuras 19 y 37). En estos mutantes probablemente exista un flujo deficiente
de material de membrana desde la membrana plasmaética y los organulos intracelulares hasta

la vacuola, alterando en gran medida la composicién de sus membranas.
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El descenso de clatrina en las células afecta tanto a la morfologia como a las propieda-
des de las vacuolas. Mediante microscopia electrénica detectamos una abundancia de cuer-
pos multivesiculares (Figura 37) que sugieren defectos en fusion con las vacuolas. Este hecho
se corroboré cuando las células del mutante 41XHACcIc1 se transfirieron a un medio hipoténi-
co, ya que muchas de las vacuolas eran incapaces de fusionarse. Asi mismo, cuando se rea-
lizé una tincién con el colorante CDCFDA se observé que en muchas ocasiones las vacuolas
no se tefilan adecuadamente. Todos estos defectos mostraban cambios en las membranas de

las vacuolas (Figura 38).

Los mutantes chcIA de S. cerevisiae y D. discoideum presentan fenotipos similares a los
que hemos visto en los mutantes clc1 de S. pombe. Poseen vacuolas de pequefio tamafio y en
muchas ocasiones muestran cuerpos multivesiculares indicando problemas en la fusién de
las membranas (Payne et al, 1987, 1988; O'Halloran & Anderson, 1992).

Con estos datos se puede concluir que la ausencia de clatrina y los consecuentes de-
fectos causados en el trafico vesicular de las células afectan gravemente a la biogénesis de las

vacuolas en los diferentes organismos estudiados.

RELACION DE LA CADENA LIGERA DE LA CLATRINA CON LA MOR-
FOGENESIS EN S. pombe

Los mutantes de clcI* que hemos estudiado presentan diferentes defectos en su mor-
fologia. En el mutante condicional incubado en condiciones en las que la expresién del gen
clc1* no esta reprimida, se puede apreciar un pequefio porcentaje de células que presentan
septos de division engrosados en su zona central, porcentaje que va elevidndose a medida
que disminuye la cantidad de clatrina en la célula, siendo éste un rasgo caracteristico de las
células de la estirpe clc1A (Figuras 15 y 23). En S. pombe es frecuente observar un ligero en-
grosamiento en la region central de los septos de divisién justo después de que se éstos se
hayan cerrado. Esto se debe a que los septos crecen de manera centripeta hasta que se produ-
ce su cierre (Sipiczki & Bozsik, 2000). Los engrosamientos anormales observados en los sep-
tos de los mutantes clc1 sugieren que la sintesis de pared celular no concluye con el cierre del
septo de divisién y que, durante algtn tiempo, contintia depositindose material celular en
esa region, quizds debido a un trafico vesicular descontrolado. En los mutantes SLA2/END4
de S. cerevisiae también se han observado septos engrosados, por lo que una explicacion alter-
nativa para este fenotipo podria ser que existiese una reduccion en la endocitosis de alguna

proteina necesaria para el cierre del septo o para la fusién de las membranas.

En el mutante condicional 41XHAclc1 no se han observado las células multiseptadas
y con ramificaciones, ni los agregados celulares frecuentemente presentes en la poblacién del
mutante nulo clcIA (Figuras 14 y 15). Esto indicaria que esos fenotipos morfolégicos estan
producidos por una acumulacién de defectos, tanto en la sintesis de la pared celular, como en
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el citoesqueleto de actina, debidos a que las células llevan largo tiempo creciendo en ausencia
de clatrina. Probablemente, algunos de estos fenotipos son consecuencia de una separaciéon
celular ineficiente provocada por defectos en la estructura del septo, unida a una secrecién

defectuosa de la enzima Englp.

En el mutante condicional 41XHAclc1 en condiciones en las que el gen clcI* no esta
reprimido es posible observar células que, aunque estdn polarizadas, son de mayor tamafo
que las células control y que ademés presentan ensanchamientos en alguno de sus polos o en
la region central (Figura 23A). Estos defectos se van incrementando a medida que va pasan-
do tiempo en condiciones de represion de clc1*. Este fenotipo podria explicarse también por
el hecho de que estos mutantes posean una pared celular defectuosa, incapaz de soportar la
presion de turgencia eficientemente, tal y como se ha descrito para otros mutantes (Ribas et
al, 1991). En cuanto a lisis celular, ésta s6lo se ha observado en el mutante condicional tras
llevar mas de 12 horas en presencia de tiamina y en el mutante nulo clc1A, lo que también nos
lleva a sugerir que dicha lisis es debida a la gran acumulacién de defectos en las células ca-

rentes de clatrina.

Vistos todos estos resultados, podemos asumir que una reduccién parcial de Clclp
provoca problemas en la sintesis de la pared celular que van aumentando a medida que dis-
minuye la cantidad de clatrina en las células. La acumulacién de estos defectos a lo largo del
tiempo produce graves anormalidades en esta estructura que provocan serios defectos mor-
folégicos y hace que las células de S. pombe terminen por no poder soportar la presion inter-

na.

A estos defectos en la pared celular hemos de anadir las alteraciones morfoldgicas de
las células defectivas en clatrina que pueden deberse en gran medida a los problemas obser-
vados en el citoesqueleto de actina. Estos favorecerian la pérdida parcial de la polaridad y la
aparicion de células hinchadas. También hemos visto que en el mutante condicional, bajo
condiciones de represion, la localizacion del exocisto -un sistema de “amarre” de las vesicu-
las, que colabora con la actina en el mantenimiento de la polaridad- (Bendezu & Martin,
2011) es defectuosa (Figura 31B). Por todo ello, es probable que la combinacién de los defec-
tos en la sintesis de la pared celular con las anomalias en el exocisto y en el citoesqueleto de
actina contribuya a la morfologia aberrante observada en las células de los mutantes de clcI*.

125



126

RELACION DE Clclp CON LA CONJUGACION Y LA ESPORULACION

En el mutante nulo de la clatrina se han encontrado defectos durante la diferenciacion
sexual ya que las células h? del mutante clcIA eran incapaces de conjugar y esporular eficien-
temente (Figura 20). Las células presentaban graves defectos en la morfologia de los shmoos,
de los zigotos y también en el desarrollo de las esporas. Estos defectos eran bastante mayores
en la cepa clcIA que en el mutante sla2/end4A, quedando patente que la acumulacion de de-
fectos no era sé6lamente debida a problemas relacionados con la endocitosis sino también con
la secrecién, y que éstos afectaban directamente a la morfologia de las estructuras necesarias

para el desarrollo sexual de S. pombe.

En S. cerevisiae Chclp y Clclp contribuyen al proceso de conjugacion (Payne et al,
1988; Chu et al, 1999). En D. discoideum, Chclp y Clclp son necesarias para desencadenar el
programa de meiosis (O’'Halloran & Anderson, 1992; Wang et al, 2003) y en Drosophila la cla-
trina resulta esencial para el proceso de gametogénesis (Bazinet et al, 1993). Hemos visto que
en el mutante clcIA de S. pombe la mayoria de los procesos que conducen a la conjugacion
estan alterados, lo que indicaria que la clatrina también juega un papel importante en el desa-
rrollo sexual de este organismo. No obstante, con los datos de que disponemos, no podemos
dilucidar si los problemas observados se deben a la ausencia directa de la clatrina o a los de-
fectos morfolégicos que se desarrollan por la falta de estas cubiertas proteicas, ya que este

analisis no se ha realizado en el mutante condicional.

En resumen, el anélisis de los mutantes de S. pombe y la comparaciéon de sus fenotipos
con los de los mutantes de clatrina de S. cerevisiae y D. discoideum muestran que la cadena li-
gera de la clatrina tiene funciones similares en los organismos unicelulares. También hemos
comprobado que algunas de estas funciones se mantienen incluso en organismos mas com-
plejos. Sin embargo, una diferencia muy significativa con respecto al resto de especies anali-
zadas hasta el momento es que la cadena ligera de S. pombe es mucho mds importante para la
estabilidad de la clatrina, hecho que la hace esencial para la viabilidad celular. Del mismo
modo, hemos comprobado que, la principal causa de la letalidad del mutante cIcIA de S. pom-
be sea el papel que ejerce la clatrina en el trafico de las enzimas encargadas de la sintesis y

remodelacion de la pared celular.

EL COMPLEJO ADAPTADOR AP-2 EN S. pombe. CARACTERIZACION DE
LA PROTEINA Apl3p

Como se ha podido comprobar, el transporte mediado por clatrina ha resultado ser
un mecanismo importante de regulacion de la sintesis de la pared celular. Asi mismo, hemos
observado que la ausencia de clatrina influye dramaticamente en multitud de procesos y ele-

mentos celulares; tanto es asi que la mutacion clc1A resulta letal para las células.
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Con el fin de profundizar en el conocimiento de la relaciéon entre el transporte vesicu-
lar y la regulacion de la sintesis de pared celular en S. pombe, decidimos estudiar el complejo
adaptador AP-2.

Para llevar a cabo este estudio, hemos clonado y comenzado a caracterizar el gen
apl3* de S. pombe, que codifica la proteina Apl3p correspondiente a la subunidad a del com-
plejo adaptador antes citado. Hemos constatado que este gen se expresa en la levadura de
fisién y que codifica una proteina con un tamaro similar al descrito para otros organismos.
En lo que se refiere a la localizacion de esta proteina hemos podido comprobar, mediante la
observacion de Apl3-GFP al microscopio de fluorescencia, que ésta se observa como una se-
rie de puntos fluorescentes distribuidos principalmente en la zona de los polos y del septo de
divisién, aunque también se pueden apreciar en pequeiias vesiculas dispersas en el interior

de las células.

En mamiferos, la subunidad a del complejo AP-2 es la encargada de interaccionar con
las cabezas del lipido de membrana fosfatidilinositol-(4,5)-bifosfato (Collins et al, 2002; Gai-
darov et al, 1996; Rohde et al, 2002; Reider & Wendland, 2011). Esta unién del adaptador a la
membrana plasmatica favorece la interaccion de otras regiones del complejo con los cargos
que estan situados en esa zona de la membrana (Ohno et al, 1995; Owen & Evans, 1998). Por
otra parte, también se ha visto que las subunidades B de los complejos AP-1, AP-2 interaccio-
nan con la clatrina en células animales (Yeung et al, 1999; Gallusser & Kirchhausen, 1993;
Dell’ Angelica et al, 1998; Boehm & Bonifacino, 2001). En S. cerevisiae sélo se ha podido esta-
blecer la existencia de interaccion entre la subunidad P del complejo AP-1 y la clatrina
(Yeung et al, 1999). En el caso de la levadura de fisién no se conoce informacién relativa a la
interacciéon de AP-1 con la clatrina, aunque hay estudios al respecto que la presuponen (Kita
et al, 2004; Ma et al, 2009; Yu et al, 2012) y, hasta el momento, tampoco existia ningtn tipo de
informacion experimental relativa a la interaccion del complejo AP-2 con la clatrina. Median-
te un ensayo de co-inmunoprecipitacion hemos podido observar que Apl3p forma un com-
plejo con la clatrina, aunque no sabemos si su unién es directa o indirecta (Figura 40). Este
dato sugiere que en la levadura de fision el complejo AP-2 si es capaz de interaccionar con la
clatrina a diferencia de lo observado en S. cerevisiae, aunque el hecho de que pudiera hacerlo
no tiene por qué descartar que la subunidad p del complejo (Apllp), también lo hiciese.

Una caracteristica del complejo AP-2 de S. pombe, que se conserva en mamiferos y en
S. cerevisiae, es el hecho de que la pérdida de cualquiera de las subunidades del complejo
afecta drasticamente a la estabilidad de mismo [Figura 41; (Panek et al, 1997; Yeung et al,
1999; Dell’ Angelica et al, 1999)].

Teniendo en cuenta todos estos datos, podemos asumir que la proteina Apl3p, que
forma parte del complejo AP-2 en S. pombe, posee caracteristicas similares a las estudiadas en

otros organismos.
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La ausencia de apl3* no resulto6 ser letal para las células y no parecia afectar a la mor-
fologia de éstas en ninguna de las condiciones de crecimiento analizadas. Este resultado es
similar al encontrado en S. cerevisiae, donde la delecién de las subunidades de AP-2 no es le-
tal y provoca minimos efectos sobre las células (Huang et al, 1999; Yeung et al, 1999). No obs-
tante, estos datos difieren de los resultados encontrados en metazoos, donde la delecién de
los genes que codifican AP-2 resulta mas deletérea en muchos casos (Mitsunari et al, 2005;
Gonzalez-Gaitan & Jackle, 1997; Grant & Hirsh, 1999).

Toda esta informacién sugiere que el complejo AP-2 lleva a cabo funciones més espe-

cializadas en eucariotas superiores que en levaduras.
AP-2 Y SU PAPEL EN EL TRAFICO VESICULAR DE S. pombe

En algunas células del mutante apl3A hemos visto que las vesiculas de clatrina se dis-
tribuyen de forma discreta en las zonas activas de crecimiento (Figura 42), hecho que rara
vez se ha observado en una estirpe silvestre a no ser que las células se tratasen con Brefeldina
A (Figuras 12A y 12B). Este fenotipo también se ha encontrado en la estirpe mutante end4A,
que posee serios problemas en la internalizacion de las vesiculas de clatrina (Figura 12B, pa-
nel situado a la derecha), aunque era mucho mads sutil en el mutante apI3A. Este dato podria
estar indicando que la ausencia de AP-2 en las células de S. pombe causa cierto retraso en la
endocitosis, por el que se produciria la acumulacién de vesiculas endociticas en la superficie
celular, pero este defecto serfa muy leve. De acuerdo con ello, el mutante apl3A no parece te-
ner afectado el trafico de membranas de una forma notable, en comparacién con lo que ocu-
rre en el mutante end4A (Iwaki et al, 2004; Castagnetti et al, 2005).

Estos resultados coinciden con lo reflejado en los estudios realizados en S. cerevisiae,
donde la ausencia de Apl3p no muestra defectos generales en la internalizaciéon de material
de membrana (Munn, 2001). Por el momento, en S. cerevisiae, s6lo se han encontrado defecto
en la endocitosis de la toxina “killer” K28 cuando falta el complejo AP-2 (Carroll et al, 2009).
Esto nos indicaria que este complejo, en levaduras, no participa en la endocitosis de manera

general, sino que podria estar involucrado en la internalizacién de cargos especificos.

Todos los resultados obtenidos en el mutante apl3A al analizar los diferentes procesos
implicados en el transporte vesicular parecian indicar que el complejo AP-2 no tenia un papel
relevante en ellos. Sin embargo, cuando analizamos la incorporacién del colorante FM4-64 en
el mutante doble 41XHAclc1 apl3A 'y la comparamos con el mutante 41XHAclc1 (ambas estir-
pes se cultivaron en condiciones en las que el gen clcI* no estaba reprimido, o en las que la
represion se llevo a cabo durante 3 horas) encontramos que, a tiempos cortos de represion,
existe un bloqueo, o al menos un fuerte retraso en la internalizaciéon del colorante (Figura 44).
Este dato pone de manifiesto que el complejo AP-2 sijuega un papel en el proceso de endoci-
tosis en S. pombe, pero que solo se hace patente cuando el mecanismo endocitico esta afecta-
do. No sabemos si este defecto se debe a que la ausencia del adaptador bloquea o ralentiza,
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en cierto modo, la endocitosis mediada por clatrina, lo que explicaria que en ocasiones se ob-
serven vesiculas en la superficie celular, o al hecho de que en ausencia del adaptador la cla-
trina sea mas inestable en las membranas. Cualquiera de estas dos circunstancias unida a la
disminucién de la cantidad de clatrina en las células, podria estar impidiendo la internaliza-

cion del FM4-64 eficientemente.

Nos encontramos, pues, ante el primer dato que sugiere la intervencién del complejo

AP-2 en el proceso general de endocitosis en levaduras.

EL COMPLEJO AP-2 Y SU RELACION CON LA BIOSINTESIS DE LA PARED
CELULAR

Mediante diferentes tinciones que permiten visualizar la pared celular de S. pombe
hemos comprobado que, aparentemente, esta estructura no presenta ningun tipo de altera-
ciéon en el mutante apl3A (Figura 45). Aun asi, al igual que hemos visto que AP-2 influye de
una manera bastante sutil en la endocitosis de esta levadura, éste también podria estar jugan-
do un papel muy concreto en la regulacién de la sintesis de la pared celular que no produjera

alteraciones muy aparentes en esta estructura.

Tal y como hemos comentado con anterioridad, el tnico cargo que se conoce en S.
cerevisiae cuya endocitosis es dependiente del complejo AP-2 es la toxina “killer” K28 (Carroll
et al, 2009). Se sabe que el primer paso para que las toxinas pertenecientes a la familia “killer”
entren en las células se produce a través de su unién a los polimeros de la pared celular
(Schmitt & Radler, 1988, 1990). Dependiendo del tipo de toxina “killer” los sitios de unién con
la pared celular estan localizados en el glucano (para las toxinas K1, K2 y K3) o en la porcién

de manano en el caso de la toxina K28.

Estos datos podrian indicar una posible relacion entre la ausencia de AP-2 y la modi-
ficaciéon de diferentes componentes de la pared celular, ya que atin no se conocen con exacti-
tud los mecanismos de entrada de la toxinas killer en las células.

Teniendo en cuenta toda esta informacién se llevaron a cabo una serie de experimen-
tos para intentar aclarar si el complejo AP-2 tiene alguna funcién sobre la regulacién de la
sintesis de la pared celular en S. pombe. Los resultados obtenidos hasta el momento apuntan a
que el complejo AP-2 podria intervenir en la regulacién de la sintesis de pared celular afec-
tando a la fraccién constituida por el B-glucano. Hemos comprobado que en el mutante apl3A
hay una leve reduccioén en la actividad B(1,3)glucédn sintasa que no estd asociada a una distri-
bucién aberrante de las enzimas responsables de esta actividad, pero si parece influir sobre la
composicion de la pared celular. Cuando comparamos la sensibilidad a compuestos que afec-
tan a la sintesis de f(1,3)glucano del mutante apl3A con la de un mutante cwgl-1, defectivo en
la enzima B-glucan sintasa Bgs4p, comprobamos que apl3A es sensible a ellos pero en menor

grado que la cepa mutante de Bgs4p (Figura 46). Estos datos sugieren que Apl3p si estd im-
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plicado de algtin modo en la sintesis del f-glucano, pero claramente, no al nivel que lo hace

la enzima Bgs4p.

En este punto consideramos que seria interesante determinar la composicién de la
pared celular del mutante apl3A para verificar si existe una disminucién en la cantidad de B-
glucano, lo cual explicaria en gran medida la sensibilidad de este mutante a enzimas que de-
gradan principalmente el -glucano de la pared. Esto también mostraria si existe o no un in-
cremento de alguno de los otros dos polimeros constituyentes de esta estructura que estuvie-
ran compensando la posible disminucién de B-glucano y permitiesen que las células no tu-

vieran ningan problema de viabilidad.

El motivo del descenso de la actividad BGS cuando no esta presente el complejo
adaptador AP-2 podria explicarse si la funcién que lleva a cabo éste consistiese en estabilizar
las cubiertas de clatrina sobre la porcién de membrana plasmatica donde se encuentran los
cargos que se van a endocitar. Bajo este supuesto, AP-2 podria estar regulando, en cierto mo-
do, el correcto ensamblaje de la cubierta de clatrina sobre las enzimas B(1,3)glucan sintasas.
Al desaparecer este adaptador, la cubierta de clatrina podria ser mds inestable en la membra-
na haciendo que los cargos se endocitasen antes o a un ritmo mayor que en condiciones nor-

males.

Sin embargo, el mayor defecto visto en la endocitosis del FM4-64 cuando hay una
cantidad reducida de clatrina y AP-2 est4 ausente, comparado con lo que ocurre cuando sélo
disminuye la cantidad de clatrina, pone de manifiesto que la ausencia de AP-2 podria hacer
mas inestable a estas cubiertas en las membranas e incrementaria el efecto que produce la

disminucion de clatrina sobre la endocitosis.

Es muy posible que AP-2 actte en colaboracién con otras proteinas adaptadoras, de
manera que todas ellas modulen la estabilidad de las cubiertas de clatrina y/o la velocidad
de internalizacién de las vesiculas (Teckchandani ef al, 2012). Al faltar AP-2, estos procesos se
alterarfan acelerandose o ralentizdndose segtn los casos. Si las enzimas Bgs fuesen cargos
especificos de AP-2 éstas podrian incrementar su velocidad de internalizacién, sin embargo

no se tendria por qué estar afectando la endocitosis de otros cargos.

Mediante ensayos de co-localizacion y co-inmunoprecipitaciéon de la proteinas Apl3p
y Bgslp hemos observado que la enzima P(1,3)glucan sintasa Bgslp, probablemente sea
transportada hacia el interior celular en vesiculas recubiertas de clatrina en las que AP-2
podria actuar como adaptador. De igual modo, se conoce que el transporte de esta enzima
hacia la membrana plasmatica depende en parte del complejo adaptador AP-1 (Yu et al, 2012,
2013), que es un complejo adaptador muy similar a AP-2, pero que interviene en el trafico

intracelular.

Todos nuestros datos, entre los que se encuentra un leve descenso en la actividad
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(1,3)glucan sintasa detectada in vitro sugieren que AP-2 podria estar afectando al transporte o
estabilidad en la membrana plasmatica de la enzima Bgslp, responsable de la sintesis del B-
glucano lineal (Cortes et al, 2007), que a su vez es un componente minoritario de la pared ce-
lular (Humbel et al, 2001). De todas formas, tampoco se puede descartar que AP-2 participe
de algin modo en la regulacion del resto de enzimas B-glucan sintasas aunque atn no dispo-

nemos de datos concluyentes al respecto.

Ademas de los fenotipos relacionados con la sintesis de la pared celular hemos en-
contrado otros en los que se aprecia que el mutante apl3A presenta diferente sensibilidad
cuando esta sometido a distintas condiciones de estrés. Estos datos sugieren que el complejo
AP-2 podria estar interviniendo en la endocitosis, o en la estabilidad de diversos receptores
en la membrana plasmatica. Sin embargo, no se puede descartar que los defectos encontra-

dos sean consecuencia de los problemas apreciados en la sintesis de la pared celular.
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La delecion de la cadena ligera de la clatrina es letal para las células de
Schizosaccharomyces pombe. Esta letalidad se rescata cuando las células se incu-

ban en un medio estabilizado osmdticamente.

En S. pombe la ausencia de Clclp afecta a la estabilidad de Chclp de forma mas

drastica a como lo hace en otros organismos.

La letalidad que ocasiona la ausencia de la cadena ligera de la clatrina en
S. pombe se debe principalmente a defectos graves en la sintesis de la pared

celular.

Una disminucion del 40% en la cantidad de clatrina en las células afecta grave-
mente a la secrecion de enzimas de sintesis y remodelacién de la pared celular,
como son las [3(1,3)glucan sintasas y las endoglucanasas, sin embargo causa un
leve impacto sobre el transporte vesicular en general, el citoesqueleto y otros

elementos celulares.

La subunidad o del complejo AP-2 de S. pombe forma un complejo con la
cadena ligera de la clatrina a diferencia de lo que se conoce hasta el momento

en otros organismos unicelulares.

El complejo AP-2 interviene en el proceso general de endocitosis en S. pombe,
aunque su papel s6lo se pone de manifiesto cuando la endocitosis est4

comprometida.

La ausencia del complejo AP-2 en S. pombe disminuye la actividad p(1,3)glucan
sintasa y hace que este organismo sea hiper-sensible a compuestos que afectan
a la integridad de la pared celular.
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MATERIALES Y METODOS

1. MICROORGANISMOS EMPLEADOS

Los organismos empleados en esta Tesis Doctoral se recogen en las Tablas I y II de la

seccion 1 del Apéndice.
2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Todos los medios de cultivo empleados fueron preparados con agua destilada (Milli-
Rho) y esterilizados en el autoclave. Los correspondientes medios sélidos se prepararon me-

diante la adicion de agar al 2% o 3% segun los casos.

2.1. Crecimiento de Escherichia coli

Para el crecimiento de las estirpes de E. coli se utilizaron los medios LB y YT2X cuya

composicion se muestra en el secciéon 2 del Apéndice.

La resistencia a antibiéticos se analiz6 suplementando los medios de cultivo con am-
picilina (100 pg/ml) o kanamicina (30 pg/ml). El crecimiento de las células se realiz6 en pla-
cas Petri en el caso de medios sélidos, o en matraces Erlenmeyer cuando fueron medios liqui-
dos, que se incubaron a 28°C y/o 37°C con una agitaciéon de 250 rpm en el caso de los culti-
vos liquidos. Las diferentes cepas de E. coli se mantienen en viales con glicerol al 50% y a una

temperatura de -80°C.

2.2. Crecimiento de Schizosaccharomyces pombe

Los medios de cultivo empleados para el crecimiento y mantenimiento de S. pombe se
describieron por Moreno y colaboradores en 1991 (Moreno et al, 1991). Asi mismo, las técni-

cas generales para trabajar con la levadura de fisién se pueden encontrar en:

www.biotwiki.org/bin/view /Pombe/NurseL.abManual

PombeNet: www-bcf.usc.edu/~forsburg/index.html
2.2.1. Crecimiento vegetativo

Los medios de cultivo utilizados rutinariamente para el crecimiento vegetativo de S.
pombe fueron medio rico YES y medio minimo (MM), cuyas composiciones se detallan en la
seccion 2 del Apéndice. A la hora de seleccionar cepas con distintas auxotrofias, o transfor-
madas con plasmidos, el medio minimo se suplementé con 225 mg/1 de uracilo, leucina, ade-
nina e/o histidina, segtin fuera necesario. Cuando fue pertinente el medio YES se suple-
ment6 con geneticina (G418, de ForMedium) a una concentracién final de 120-300 pg/ml. En
los casos que se trabajo con el mutante nulo clc1::KANMX6 los medios de cultivo empleados

se suplementaron con sorbitol a una concentracién final 1,2 M.
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En el caso del mutante condicional 41XHAcIcl se utilizd como medio selectivo de
crecimiento PMG (MM en el que el NH4Cl se ha sustituido por acido L-glutdmico) suplemen-
tado con 250-300 pg/ml de geneticina. Para analizar el comportamiento del mutante
41XHACclc1 en condiciones de represion se afiadioé a los cultivos celulares tiamina a una con-
centracion final de 30 ng/ml. Estos cultivos estuvieron creciendo en presencia de la vitamina

durante diferentes periodos de tiempo (3, 6, 9, 12 y 15 horas) a una temperatura de 28°C.

El crecimiento general de las células se llevé a cabo en placas Petri o en matraces Er-
lenmeyer que se incubaron a 25°C, 28°C, 32°C o a 37°C, con una agitaciéon de 250 rpm para
los cultivos liquidos. En este altimo caso el crecimiento se controlé determinando la densi-
dad optica (D.O.) a 600 nm en un espectrofotémetro 6ptico. Por estudios previos realizados
en el laboratorio se sabe que una D.O.¢00 = 1,0 equivale a 1 x 107 células/ml cuando se utiliza

un espectrofotémetro SmartSpec™Plus (BioRad).
Ensayos de resistencia o sensibilidad a distintos compuestos

Los estudios de sensibilidad a diferentes compuestos se realizaron en medios sélidos
YES y/o MM suplementados con diferentes cantidades de los compuestos en cuestiéon (las
cantidades empleadas se detallan en los apartados referidos a cada ensayo). Se tomaron 3x104
células que provenian de cultivos liquidos en crecimiento exponencial y se hicieron dilucio-
nes seriadas 1:4 hasta un total de seis concentraciones decrecientes. Con un replicador se ino-
cul6 una gota de cada concentracion sobre las placas que contenian el medio de cultivo. Las

placas se incubaron a 28°C o 32°C durante 3-4 dias.
2.2.2. Conjugacion y esporulacioén

El medio de cultivo empleado para la induccion de la conjugacién y esporulacion de
S. pombe fue MM que contiene adenina, leucina, uracilo, histidina y lisina (también denomi-
nado MM completo). En los casos en los que se trabajé con el mutante nulo de clc1* los me-

dios mencionados se suplementaron con sorbitol a una concentracién final de 1,2 M.

Para realizar cruces genéticos se mezcl6 igual cantidad de células de las estirpes pa-
rentales de interés (cuando se trabajo con cepas heterotélicas haploides i* o I) en placas de
medio MM completo, que se incubaron a 28°C (25°C en el caso de cepas termosensibles) du-
rante 4-5 dias para que tuvieran lugar la conjugacién y la esporulacion. Este mismo procedi-
miento se llevé a cabo cuando se realizaron cruces genéticos entre cepas homotélicas h% y
cepas heterotélicas hi* o Ir. La tinica salvedad es que en estos casos la cantidad de células de la
cepa h% utilizada siempre fue menor que la de la cepa heterotélica para disminuir asi la pro-

babilidad de conjugacién entre células procedentes de la cepa homotélica.
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Aislamiento de ascosporas al azar

Para la seleccion de esporas al azar se tom6 una pequefia muestra del cruce realiza-
do cuando las ascas estuvieron maduras y se resuspendi6 en 1 ml de agua al que se afiadie-
ron 5 pl de extracto enziméatico “Helix pomatia juice” (Biosepra). La mezcla se incub¢ a 28°C
en agitaciéon durante 16 horas aproximadamente para facilitar la digestién de la pared celular
del asca y la liberacién de las esporas. Pasado este tiempo se cuantificé el niimero de esporas
presentes por ml de muestra y se hicieron diluciones, de modo que se sembraron entre 300 y
500 esporas en cada una de las placas de medio sélido empleadas. Las colonias obtenidas se
analizaron seleccionando aquellas que poseian el genotipo de interés mediante la utilizacién

de medios selectivos, por PCR o por observacién al microscopio.
Aislamiento de ascosporas mediante micromanipulacion: andlisis de tétradas

El analisis de tétradas se realiz6 a partir de ascas con el fin de analizar los productos
de la segregacion meiética. El proceso se llevé cabo con un micromanipulador automético

(Singer MSM System Series 200) de la siguiente forma:

Se tomaron 5 pl de un cultivo esporulado y se extendieron en un extremo de una pla-
ca de medio rico (YES o YES+sorbitol segtn el caso). Con el micromanipulador se recogieron
ascas y se depositaron en una zona de la placa libre de células. La placa se incub6é durante 4-5
horas a 37°C (en el caso de micromanipular en placas de medios suplementados con sorbitol
el tiempo de incubacion se increment6 al doble). Posteriormente se separaron las 4 esporas
de cada asca a posiciones libres de células de la misma placa. Las placas se incubaron duran-
te 4 dias a 25°C o0 28°C. Finalmente, para realizar el estudio genotipico de cada espora, se rea-

lizaron réplicas en medios selectivos y se incubaron a la temperatura adecuada.

2.2.3. Condiciones especiales de crecimiento
Medios suplementados con AZC

El compuesto L-azetidin-2-carboxilico (AZC; SIGMA) es un andlogo t6xico del ami-
nodcido L-prolina que se ha empleado para evaluar posibles defectos en el proceso de endo-
citosis. El AZC es un aminodacido no proteinico relacionado estructuralmente con el aminoa-
cido proteinico L-prolina. La incorporacién de este compuesto a las células produce protei-
nas estructuralmente aberrantes que afectan directamente a la viabilidad celular. Estirpes
defectivas en el proceso de endocitosis tendrian los receptores de este aminoacido expuestos
mas tiempo del debido lo que las haria mas sensibles a este compuesto toxico. Se realizaron
placas de MM completo o YES suplementados con el compuesto AZC a una concentraciéon
final de 0,9 mg/ml. Estas placas se incubaron de 3 a 5 dias a 28°C o 32°C, segtin el medio de

cultivo empleado.
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Medios suplementados con sales

Para analizar el crecimiento de diferentes estirpes de S. pombe bajo condiciones de
estrés se suplement6 medio YES con diferentes concentraciones de sales. Las placas se incu-
baron durante 2-3 dias a 32°C.

Las concentraciones de las sales utilizadas fueron:
KCL:03M; 06 M;1,2My15M.
MgClz: 0,06 M; 0,08 M; 0,09 M; 0,1 M; 0,125 M y 0,15 M.
CdCla: 50 pM, 60 pM y 70 uM.
MnCl: 3 mM y 4 mM.
CaCla: 200 mM y 300 mM.
Medios suplementados con cafeina

Para analizar el crecimiento de diferentes estirpes en presencia de cafeina se realiza-
ron placas de medio rico YES suplementadas con este compuesto a unas concentraciones fi-
nales de 8 mM, 10 mM y 12 mM. Las placas se incubaron 2-3 dias a 32°C.

Medios suplementados con antifangicos

Para analizar la sensibilidad de diversas cepas de S. pombe a los antifangicos Caspo-
fungina y Miconazol se realizaron placas de medio rico YES que se suplementaron con las

siguientes concentraciones de estos compuestos:
Miconazol: 1uM y 1,25 uM.
Caspofungina: 0,75 pg/ml; 1,5 ng/ml; 2,0 pg/ml; 3,0 pg/ml; 4,0 png/ml y 5,0 pug/ml.
Las placas se incubaron durante 2-3 dias a 32°C.
Medios con diferente concentracion de glucosa

Para evaluar la supervivencia de diversas cepas de S. pombe en fase estacionaria y la
influencia de la cantidad de glucosa presente en el medio en dicha supervivencia se utilizé
como medio de cultivo YES liquido suplementado con las siguientes cantidades de glucosa:

. Medio YES: 0,2%, 1,0%, 2,0% y 3,0%

Para realizar estos experimentos, inicialmente se incubaron cultivos de cada estirpe
durante toda la noche a una temperatura de 28°C. Tras 12-14 horas de crecimiento se midi6é
la densidad optica a 600 nm de cada uno de los cultivos y todos se igualaron a una
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D.O.¢00 de 0,5. Una vez igualados los cultivos se incubaron durante 3 horas mas a 32°C para
favorecer que las células estuvieran creciendo activamente. Una vez transcurrido ese tiempo,
los cultivos se volvieron a igualar a una D.O.¢00 de 1,0 y se procedi6 a realizar un ensayo de
crecimiento correspondiente al dia denominado 0, donde se tomaron 3x104 células de los di-
ferentes cultivos y se hicieron diluciones seriadas 1:4 que se sembraron con un replicador en
placas de medio YES al 3% de glucosa. El resto de los cultivos celulares se incubaron durante
varios dias (1, 3, 5, 7 y 10 dias) a 32°C, tras los cuales se realiz6é un ensayo de crecimiento to-
mando una muestra de cada cultivo y realizando diluciones seriadas 1:4 a partir de las mis-
mas. En estos casos no se igualaron los cultivos antes de realizar la siembra en las placas. To-

das las placas se incubaron durante 3 dias a una temperatura de 32°C.

3. PROCEDIMIENTOS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

Las transformaciones tanto de levaduras como de bacterias, la extraccion de ADN
gendmico, reacciones de PCR, mutagénesis dirigidas y otros procedimientos generales de
manipulacién de ADN se realizaron mediante los procedimientos estandarizados por dife-
rentes autores (Rothstein, 1983; Kunkel et al, 1987; Sambrook et al, 1989; Moreno et al, 1991;
Sambrook Russell, D.W., 2001).

3.1. Vectores utilizados

3.1.1. Vectores de E. coli

pBluescript II KS* y SK* (Stratagene): Se trata de plasmidos auto-replicativos de 2958
pares de bases (pb) que llevan incluido el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replica-
cion ColE1l y un fragmento del operén lac de E.coli que codifica la enzima B-galactosidasa.
Disponen de un sitio de clonacién mdltiple, en el que hay 21 sitios tnicos de restriccion que
permiten la selecciéon de clones recombinantes por a-complementaciéon de cepas de E. coli
portadoras de la delecién lacZ M15. Flanqueando los sitios de restriccién tnicos se encuen-
tran los promotores de las ARN polimerasas T3 y T7 que se utilizan para la sintesis de ARN
in vitro. También poseen el origen de replicacion f1 que permite la obtencién de ADN mono-

catenario tras la infeccién de las células portadoras del plasmido con el fago auxiliar M13KO07.

pGEM-T (Promega): Plasmido de un tamafio de 3003 pb derivado del vector pGEM-
5Zf (+). En su secuencia presenta el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacion
ColE1 y un fragmento del operén lac de E. coli que codifica el péptido a de la B-galactosidasa.
Tiene 13 sitios tinicos de reconocimiento para endonucleasas de restriccién y flanqueandolos
se encuentran los promotores de las ARN polimerasas T3 y SP6. Ademads estos plasmidos
presentan un fragmento de 456 pb que contiene el origen de replicacién f1 que permite la ob-
tencion de ADN de cadena sencilla. Este vector es lineal y cuenta con una con una timina en
cada extremo por lo que se emplea principalmente para la clonacién de fragmentos de ADN

amplificados por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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3.1.2. Vectores de S. pombe

Los plasmidos usados para S. pombe poseen una serie de caracteristicas comunes que
basicamente consisten en: un origen de replicacién, un marcador de selecciéon bacteriano
(generalmente un gen de resistencia a un antibiético) y un marcador de seleccién de levadu-
ras (normalmente un marcador metabdlico). Algunos poseen una secuencia de replicacion
autonoma (ARS). Para la levadura de fision no existen plasmidos centroméricos (monocopia)
ya que su centrémero es demasiado grande para ser incluido en los plasmidos. Una alternati-
va es usar plasmidos integrativos sin secuencias ARS. La linearizacion de los plasmidos per-

mite la integracion estable en el genoma de S. pombe por recombinacién homologa.

pAL-KS* (J.Ishiguro, Konan University, Japén): Es un plasmido multicopia de 6300
pb obtenido a partir del vector pBluescript KS*, al que se afiadi6 la secuencia de replicacion
auténoma ars1*. Lleva el marcador de seleccion LEU2 de S. cerevisiae, capaz de complementar

la mutacién leul* de S. pombe.

pAU-KS*: Plasmido multicopia con tamano de 5600 pb con las mismas caracteristicas
que pAL. En este caso el marcador de seleccién es el gen URA3 de S. cerevisiae, capaz de com-

plementar la mutacion ura4-A18 de S. pombe.

PREPs: Estos vectores fueron obtenidos a partir del plasmido de E. coli pUC119. Con-
fieren resistencia al antibiético ampicilina y son auténomos en la bacteria. El marcador de
seleccién para S. pombe es el gen LEU2 procedente de S. cerevisiae. Estos plasmidos poseen el
promotor nmtl* (no message in thiamine), reprimible por tiamina. Hay tres versiones dife-
rentes de este promotor dependiendo del nivel de expresiéon que produzcan. pREP3X es el
mas fuerte, pPREP41X es de expresion media y pREP81X es el mas débil. Los plasmidos tienen
un sitio de clonacién maultiple a continuaciéon del promotor nmtl* (Maundrell, 1993; Fors-
burg, 1993).

pJK148 (McLeod et al, 1987; Keeney & Boeke, 1994) Vector integrativo de 5343 pb. Po-
see un sitio de clonacién mdltiple, el gen leul* como marcador de seleccion en levaduras, el
gen de resistencia a ampicilina, un fragmento del operén lac de E. coli y el origen de replica-
cién ColE1 de E.coli. No posee secuencia ARS. La tinica forma de mantener este plasmido en
la célula es estando integrado en el cromosoma. La eficiencia de integracién se puede incre-
mentar digiriendo con una enzima de restriccion que corte en el ADN de la levadura (en el

gen de interés o en el marcador de seleccion).
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3.2. Construccion de plasmidos

3.2.1. Clonacién del gen clcl*

El gen clcI* se clon6 a partir de ADN genémico amplificando mediante PCR las re-
giones flanqueantes 5" y 3" del gen clcI*. Como cebadores se utilizaron las parejas de oligo-
nucleétidos clc1Xba-F/clc1XhoATG-R para amplificar 1 kb de la regién promotora no codifi-
cante del gen, y los oligonucleétidos cIc1ISTOPHpal-F/ clc1SacPm-R para amplificar 1 kb de la
regién terminadora del mismo. Asi mismo se amplificé el fragmento de ADN de 686 pares
de bases correspondiente a la ORF de clc1* utilizando los oligonucleétidos clc1XhoATG-F/
clc1ISTOPHpal-R. Las secuencias de los diferentes oligonucleéticos empleados se muestran en
la Tabla III de la seccién 3 del Apéndice.

Los productos de PCR obtenidos se clonaron simultdneamente mediante clonacion
multiple en el vector KS* digerido con las siguientes enzimas de restriccion: Xbal/Xhol para
la regién 5%, Xhol/Hpal para la ORF del gen, Hpal/Sacl para la region 3" y Xbal/ Sacl para el
vector de clonacién KS*. Posteriormente se secuenci6 la construccion utilizando los oligonu-
cleétidos Universal y Reverso del vector KS* y diversos oligonucleétidos especificos que ani-
llaran en la region clonada del gen clc1*. Se comprobo que el gen clonado estaba libre de mu-

taciones por comparacion de su secuencia con la depositada en las bases de datos.

El plasmido obtenido denominado KS+5'+clc1*+3” se emple6 posteriormente para
construir el casete de delecién y para la introduccién de sitios de restriccién por mutagénesis
dirigida. Estos sitios se usaron para poder realizar el marcaje de Clclp con diferentes protei-
nas de fluorescentes y con el epitopo HA mediante la fusion con las secuencias codificantes

correspondientes.

3.2.2. Construccion del casete de delecion clcl::KAN

Con el fin de estudiar la funcion del gen clc1+* se procedi6 a la construccion de un mu-
tante nulo para el mismo. Se emple6 la técnica de reemplazamiento génico descrita por
Rothstein en 1983 (Rothstein, 1983). Para ello se construyo el casete de delecion clc1::KAN de

la siguiente manera:

El plasmido KS+5+clc1*+3” se digiri6 con las enzimas de restriccion Xhol y Hpal para
eliminar la ORF del gen. El plasmido resultante se ligé al gen KANMX6 digerido con las mis-
mas enzimas de restriccion, de modo que éste reemplazé a la ORF del gen clcI*. El gen
KANMX6 confiere resistencia a kanamicina en bacterias y resistencia a geneticina (también
llamada G418) en levaduras. El plasmido resultante (KS+clc1::KAN) se digiri6é con las enzi-
mas Xbal y Sacl para liberar el casete de delecion que se empled para transformar una cepa
haploide homotélica (HVP281) y una cepa diploide (HVP124) de S. pombe. Las diferentes es-
tirpes de S. pombe utilizadas en este trabajo se muestran en la tabla I de la secciéon 1 del Apén-

dice.
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Se obtuvieron tres transformantes diploides capaces de crecer en medio rico suple-
mentado con G418 y ningtn transformante haploide. Se extrajo ADN genémico de esos clo-
nes que se utilizé para comprobar mediante PCR que la delecién habia ocurrido correcta-
mente. Como cebadores se utilizaron los oligonucleétidos clcI-5°F (externo a la regiéon de
ADN clonada), K2 (que hibrida en la region 5" del gen KANMX6), K3 (que hibrida en la re-
gion 3’ del gen KANMX6) y clc1-3'R (externo a la regiéon de ADN clonada).

3.2.3. Construccion del alelo 41XHA-clc1:KAN

El alelo 41XHA-clc1:KAN se construy6 mediante el procedimiento de marcaje de la
region N-terminal descrito por Bahler (Bahler et al, 1998) empleando los oligonucleétidos
clcINt-F y clcINt-HA-R (ver Tabla III de la secciéon 3 del Apéndice). El producto de la amplifi-
cacion por PCR se utilizé para transformar una cepa diploide (HVP124); los transformantes
se seleccionaron en placas de PMG suplementadas con sorbitol y 300 pg/ml de G418

(ForMedium). Se diseccionaron tétradas en placas de PMG con y sin sorbitol.

La combinacién del alelo mutante 41XHA-clc1*:KAN con otras proteinas marcadas se
llevé a cabo mediante cruces genéticos con las cepas de interés y posterior germinacién de
las ascosporas aisladas al azar (Moreno et al, 1991) en placas de PMG+G418. Los clones de
interés se seleccionaron mediante réplica en diferentes medios, segtin los marcadores de se-
leccién empleados, y se comprobaron mediante PCR y/o andlisis por microscopia de fluores-

cencia.

3.2.4. Clonacion del gen apl3*

El gen apl3*+ se clon6 desde el genoma de una cepa silvestre de S. pombe mediante la
técnica de “Gap Repair” (Orr-Weaver et al, 1983). Esta técnica permite la transferencia de un
fragmento de ADN desde el genoma a un plasmido replicativo. En este caso el gen apl3* se

cloné del siguiente modo:

Se emplearon los oligonucleétidos apl3 Apal-F y apl3 Pstl-R para amplificar por PCR
una region de ADN de 1 kb, anterior al ATG de la ORF del gen apl3* en el genoma de
S. pombe, flanqueada por los sitios de restriccion Apal y Pstl. Por otra parte los oligos apl3
XbaSpe-F y apl3 Sacl-R se utilizaron para amplificar una regién de tamafio similar a la ante-
rior, flanqueada por los sitios de restriccion Xbal y Sacl posterior al codén de parada de apl3+.
Ambos fragmentos se clonaron en el plasmido de E. coli KS*. El pldsmido resultante se deno-
miné KS*+57+3" apl3+. Este plasmido se digiri6 con las enzimas Apal y Sacl para poder clonar
las secuencias no codificantes de apl3+*entre los sitios de restriccion Apal/Sacl del plasmido
pAL de S. pombe. El plasmido resultante se denominé pAL+5"+3" apl3*. Para linearizarlo, este
plasmido se digiri6é con las enzimas Pstl y Spel y se introdujo en la cepa silvestre HVP30 (ver

Tabla I de la secciéon 1 del Apéndice) mediante transformacion. Los transformantes se selec-
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cionaron en placas de MM-leu. Los plasmidos de diversos transformantes de levaduras se
recuperaron mediante extraccién de ADN de levadura y transformacién de E. coli. Posterior-
mente se confirmé que portaban la secuencia de apl3* mediante andlisis de restriccion. Aque-
llos que presentaron el patréon correcto de ADN se secuenciaron y compararon con la secuen-
cia del gen apl3* depositada en las bases de datos, para comprobar que el gen clonado no pre-

sentaba ningtn tipo de mutacién. El plasmido resultante se denominé pAL+apl3+.

3.2.5. Construccion del casete de delecion apl3::KAN

Para analizar los efectos de la ausencia de apl3* en las células se construyé un casete
de delecién en el cual la ORF de este gen se sustituy6 por el gen marcador KANMX6 (Béhler
et al, 1998). Para ello se empled el plasmido generado previamente denominado KS+*+5°+3"
apl3*, de manera que el gen KANMXG6 se cloné como un fragmento de ADN Smal/Notl entre
la secuencias 5" y 3" del gen apl3*. El nuevo plasmido se denominé KS*+apl3::KAN, se digirié
con las enzimas de resctriccion Apal/Sacl para liberar el casete de delecién y se utilizé para
transformar un cepa haploide heterozigética de S. pombe (HVP117). De este modo se obtuvie-
ron diferentes transformantes capaces de crecer en medio rico suplementado con G418. La
delecién se comprobé mediante andlisis por PCR del ADN de los clones obtenidos utilizando
los oligonucleé6tidos apl3 -665F (externo a la regién de ADN clonada), K2 (hibrida en la re-
gion 5°del gen KANMXG6), K3 (hibrida en la region 3°del gen KANMX6) y apl3 3956R (externo
alaregion de ADN clonada). Ver Tabla III de la seccion 3 del Apéndice.

3.2.6. Marcaje de los genes clcl*, apl3* y chcl*

Para detectar las proteinas de interés mediante ensayos tipo “Western Blot” se rea-
liz6 el marcaje de las mismas con el epitopo HA (hemaglutinina) (Wilson et al, 1984). Para
ello se utiliz6 un fragmento de ADN de 115 pb que porta tres copias consecutivas del epitopo
HA. Este es un pequefio péptido de 9 aminoécidos (YPYDVPDYA) procedente de la proteina
hemaglutinina del virus de la gripe.

En el caso del gen clcI* se llevaron a cabo dos construcciones diferentes para analizar
si la localizacion del epitopo afectaba a la estabilidad o a la cantidad de la proteina. En una
de las construcciones el fragmento de ADN del epitopo HA se clon6 antes del codén de para-
da del gen clcI* para marcar la proteina resultante en su extremo carboxilo terminal; en la
otra, el marcaje se realiz6 en el extremo amino terminal clonando la secuencia del epitopo
HA detras del ATG de inicio del gen clc1*. Para realizar estas construcciones fue necesario
crear diferentes sitios de corte para la enzima de restriccién Notl mediante mutagénesis diri-
gida in vitro. Esto es debido a que el fragmento de ADN del epitopo HA esté flanqueado por
sendos sitios de restriccion Notl. La correcta inserciéon de los fragmentos se comprobé por
analisis con enzimas de restricciéon y PCR. La funcionalidad de las proteinas se demostr6 me-
diante el andlisis de la complementacion del fenotipo de letalidad del mutante nulo
cle1::KAN.
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Del mismo modo se fusionaron las proteinas verde fluorescente GFP y roja fluores-
cente mCherry, flanqueadas por sitios Notl, antes del codén de parada del gen clc1*, para po-
der observar la localizacion de la proteina hibrida mediante microscopia de fluorescencia. En
esta construccion Clclp estd separada de las proteinas fluorescentes por una “bisagra” de 12
alaninas para evitar la distorsion de la estructura de la proteina que se esta estudiando. Las
construcciones con las proteinas fluorescentes GFP y mCherry se comprobaron por anélisis
con enzimas de restriccién y mediante PCR. La funcionalidad de estas proteinas se ratificé
analizando la complementacioén de la letalidad del mutante nulo clc1::KAN en un medio sin

sorbitol.

Estos mismos procedimientos de marcaje se llevaron a cabo para el gen apl3+, el cual
fue marcado en su extremo carboxilo terminal tanto con el epitopo HA como con la proteina
fluorescente GFP. Para ello se generd, mediante mutagénesis dirigida in vitro, un sitio de cor-
te para la enzima de restricciéon Notl antes del codén de parada del gen apl3+. Las diferentes
construcciones se comprobaron por andlisis de restriccion, PCR, secuenciacién y microscopia

de fluorescencia.

En este trabajo también realizamos el marcaje del gen chcl*, que previamente se habia
clonado en el laboratorio, con la secuencia de la proteina fluorescente GFP. Para ello, median-
te mutagénesis dirigida in vitro, se generd un sitio de corte para la enzima de restricciéon Notl
en la posicion 2476 de la secuencia del gen chcl* que permiti6 realizar el marcaje en la region
central del gen. La secuencia de la proteina fluorescente se introdujo en esa posicién del gen
chcl* para evitar que el marcaje en esa zona ocasionara distorsién en la estructura de la pro-
teina Chclp. La fusion de diferentes epitopos en los extremos amino o carboxi-terminales
podria originar una pérdida de funcién al ser ambos extremos sitios de unién a otras protei-

nas.
4. ANALISIS Y DETECCION DE PROTEINAS

Las técnicas generales para el anélisis de proteinas se realizaron acorde con los proto-

colos desarrollados por Harlow (Harlow, 1988) con algunas variaciones.

4.1. Obtencion de extractos proteicos

Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de cultivos en fase logaritmica de creci-
miento (D.O.s00nm entre 0,5-1,0) de un volumen minimo de 30 ml. Las células se recogieron
por centrifugacién a 3000 rpm, se lavaron con agua fria o tampén “STOP” (NaCl 154 mM;
EDTA 10 mM; NaNs 10 mM; NaF 10 mM) y se pasaron a tubos de microcentrifuga. Se afa-
dieron 5 pl de tampoén de extraccion (HCI-Tris pH 7,2 50 mM; NaCl 350 mM; EDTA 50 mM;
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PMSF 1mM; Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina 1 ng/ml) por D.O. de células en las mues-
tras. En el caso de trabajar con proteinas que formasen cubiertas vesiculares se afiadi6 al
tampon de extraccion GTP-y-S (1 pl de una soluciéon a 10 mM por muestra) para evitar el
desensamblaje de éstas, ya que la adicion de este compuesto ayuda a mantener activa la
GTPasa Arflp. La suspension celular se rompié con Ballotini (perlas de vidrio de 0,45 nm de
diamétro; “Glasperlen”, Braun Biotech International), en una “Fast Prep” FP120 (Savant;
Bio101) 3 veces durante 15 segundos, a una velocidad de 5,5 y a 4°C. Los extractos celulares
se transfirieron a un nuevo tubo de 1,5 ml, frio, picando la base del tubo que contenia la
muestra con una aguja caliente. Después se centrifugaron las muestras 30 segundos a 3000
rpm a 4°C y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo para eliminar las paredes y los
restos celulares. La cantidad de proteina en cada muestra se valor6é usando el kit “Protein
Assay” de BioRad (Método Bradford) usando duplicados de diluciones 1:10 de cada muestra
y utilizando estdndares de seroalbamina bovina (BSA) para realizar una recta patrén (0-5-10-
15-20 pl de una solucién a 1 mg/ml). Seguidamente se afiadié un volumen de tampoén de
carga SB2X (Tris HCl pH 6,8 100 mM, SDS 2%, p-Mercaptoetanol 0,286 M; glicerol al 20% y
azul de bromofenol) igual al equivalente de extracto necesario para cargar entre 50 y 100 pg

de proteina en el gel. Finalmente las muestras se hirvieron durante 5 minutos.

En los casos en los que la detecciéon de determinadas proteinas fue dificil de conse-
guir o se queria evitar la degradacion excesiva de las muestras, se vari6 el método de rotura
de las muestras empleando un molino criogénico (FREEZER/MILL® 6670) lo que permitio
mantener las muestras congeladas en todo momento evitando su degradacién. En este caso
el volumen de los cultivos empleados fue de 100 a 250 ml. Las células se recogieron por cen-
trifugacién durante 3" a 3000 rpm, se lavaron una vez con tampén “STOP” y se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido. Una vez recogidas las células, se les afiadi6 la canti-
dad pertinente de tampoén de extraccion para resuspenderlas. Posteriormente las muestras se
sometieron a 2 ciclos de rotura de 10 segundos cada uno a una intensidad de 12 (rango 1-15).
Una vez obtenidos los extractos celulares, la valoracién y cuantificacion de los mismos se
llevaron a cabo del mismo modo que se hizo para las muestras obtenidas mediante ruptura

con bolitas de vidrio.

4.2, Separacion electroforética, transferencia e inmunodeteccion de proteinas

Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida (BioRad) a diferentes concentra-
ciones, dependiendo del peso molecular de la proteina a analizar (del 6,5% al 9%), con SDS al
1% siguiendo la técnica descrita por Laemli en 1970 (Laemli, 1970). Se emple6 el sistema de
electroforesis “Mini Protean 3” de BioRad siguiendo las recomendaciones de la casa suminis-
tradora. La electroforesis de los geles se realizé empleando el tampoén de carrera Laemli 1X
(Tris base 3 g/1; glicina 14,4 g/1; SDS 1 g/1) a 150 V durante un periodo de 1 hora y 30 minu-

tos aproximadamente.
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La transferencia de proteinas a membranas de PVDF, (Inmobilon™-P, Millipore) pa-
ra su posterior deteccién con anticuerpos se realizé mediante el sistema “Mini Trans
Blot” (BioRad) usando el tampén de transferencia Tris-Glicina (Tris base 3 g/1; glicina
14,4 g/1; metanol 10%) durante 2-2,5 horas a 100 V, evitando el calentamiento excesivo del

tampoén manteniendo la cubeta en un bafio de agua-hielo.

Con el fin de evitar uniones inespecificas del anticuerpo se procedié al bloqueo de la
membrana durante 1 hora a temperatura ambiente. La solucién de bloqueo empleada fue
leche en polvo desnatada (Sveltesse-Nestlé) al 5%, disuelta en TBST [Tris base 2,5 g/1; NaCl 9
g/1; Tween-20 (Sigma) al 0,25%].

Después del bloqueo, la membrana se incub6 con el anticuerpo primario pertinente
(ver Tabla IV de la seccién 3 del Apéndice) diluido en la misma solucién de bloqueo durante
toda la noche a 4°C. Pasado este tiempo la membrana se lavo 2 veces durante 10 minutos con
TBST y se incub6 con el anticuerpo secundario (anti-ratén o anti-conejo, ver Tabla IV de la
seccion 3 del Apéndice) en la soluciéon de bloqueo a temperatura ambiente durante 1 hora.

Posteriormente, se efectuaron 2 lavados con TBST como en el caso del anticuerpo primario.

Para el revelado se recurri6 a la deteccion de la actividad peroxidasa (enzima ligada
al anticuerpo secundario) por quimioluminiscencia, empleando el kit “ECL detec-
tion” (Amersham Pharmacia) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La luminiscen-

cia se detect6 en peliculas fotosensibles (Fuji Medical Ray-X Film, Fujifilm).

4.3. Deteccion de la proteina Engl-GFP en extractos celulares y en el medio de cultivo

Para determinar la secrecién de la proteina Engl-GFP se parti6é de cultivos de 50 ml
(5x108 células aproximadamente). Los cultivos celulares se centrifugaron durante 3 minutos a
3000 rpm para separar las células del medio de cultivo. El medio de cultivo se concentré en
un volumen final de 200 ul usando filtros Amicon Ultra-15 (Millipore), centrifugando el volu-
men obtenido 4 veces, a 3500 rpm y a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras se
hirvieron en un volumen final de 400 pl en presencia de tampén SB2X (HCl-Tris pH 6,8 50
mM; SDS 1%; B-mercaptoetanol 143 mM; glicerol 10%). Estas muestras se denominaron
“medio”. Las células se procesaron para obtener extractos celulares del modo descrito en el
apartado 4.1. y se hirvieron en un volumen final de 400 ul de tamp6n SB2X. Estas muestras se
denominaron “citosol”. Se cargaron 40 ul de cada muestra (citosol y medio de cultivo) en
geles de poliacrilamida al 6,5%. Para cada muestra, el “medio” y el “citosol” procedian del

mismo volumen del cultivo original por lo que podian compararse directamente.
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4.4. Co-inmunoprecipitacion

Para realizar este tipo de experimentos se parti6 de cultivos en fase logaritmica de al
menos 150 ml. Las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron con 1 ml de tampén
“STOP” y se transfirieron a tubos de 1,5 ml. Posteriormente se afiadieron 5 ul de tampén de
extraccion (HClI-Tris pH 7,5 50 mM; NaCl 200mM; EDTA 5 mM; IGEPAL CA-630 0,5%;
PMSF 1mM; Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina 1 ug/ml) por cada D.O. de células. Los ex-
tractos celulares se obtuvieron del modo explicado en el apartado 4.1. de esta seccién. Segui-
damente, de 1 a 5 mg de proteina de cada extracto se pasaron a un nuevo tubo y se llevaron
hasta un volumen de 330 pl empleando tampoén de extraccion. 30 pl de cada muestra se mez-
claron con 30 pl de SB2X y se hirvieron durante 5 minutos Estas muestras se denominaron
“Extractos Totales”. Al resto de las muestras se les afiadieron 300 pl de tampén de inmuno-
precipitaciéon (IP) (HCI-Tris pH 7,5 50 mM; NaCl 200 mM; EDTA 5 mM; Triton X-100 2%;
PMSEF 1 mM; Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina 1 pg/ml).A cada muestra se le afadieron
2,5 pl de anticuerpo anti-GFP de conejo (ver Tabla IV de la seccién 3 del Apéndice) y todos se
incubaron durante 2 horas a 4°C en rotacién. Después se afiadieron 50 pl de Proteina A-
Sepharosa CL-4 (Pharmacia Biotech; 0,1 g/ml en tampoén de IP) a cada tubo y se incubaron
toda la noche, en rotacién, a 4°C. Al dia siguiente las bolitas se lavaron tres veces empleando
1 ml de tampén IP con inhibidores de proteasas y una vez con 1 ml de tampén PBS 1X
(Phosphate Buffer Saline. Na,HPO4 10 mM; KH>PO, 2mM; NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM). Para
precipitar las bolitas se realizaron varias centrifugaciones cortas y a baja velocidad (1 minuto
a 1000Xg). Tras el altimo lavado se extrajo todo el liquido de las muestras, se afiadieron 50 pl
de SB2X a cada una de ellas y se hirvieron a 100°C durante 4 minutos para asi poder liberar
el anticuerpo de las bolitas. Finalmente, se realiz6 una centrifugacién a alta velocidad (13200
rpm). Las electroforesis de proteinas de los “extractos totales” (15 ul en dos geles diferentes)
y las muestras de inmunoprecipitado (15 pl en un gel, para revelar empleando anticuerpo
anti-GFP, y los otros 35 pl en un segundo gel para revelar usando anticuerpo anti-HA) se
analizaron realizando ensayo Western blot tal y como se ha explicado en el punto 4.2. de esta

seccién.

4.5. Ensayo de inmunoblot de colonias (Dot-blot)

El ensayo de inmunoblot de colonias descrito por Iwaki (Iwaki et al, 2006) con las
modificaciones descritas por los autores Codlin y Mole (Codlin & Mole, 2009) para la detec-
cién de la proteina Cpyl (carbopeptidasa Y), secretada por defectos en su transporte, se rea-
liz6 usando la cepa 41XHAclcl y diversas cepas control. Para ello las células se cultivaron en
MM completo hasta llegar a la fase exponencial de crecimiento y se concentraron a una
D.O.600nm de 2. Posteriormente de 5 a 8 ul de células se depositaron sobre una membrana de
nitrocelulosa colocada sobre placas de MM que se incubaron durante 5 dias a 28°C. Una vez

pasado ese tiempo la membrana se lavé 2-3 veces con TBST para eliminar las células, se blo-
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qued durante una hora en las condiciones explicadas en el apartado 4.4. y se incub6 con el
anticuerpo monoclonal anti-CPY de S. cerevisiae (ver Tabla IV de la 3 del Apéndice). La mem-
brana se revel6 con el kit “ECL detection” (Amersham Pharmacia) siguiendo las instruccio-
nes de la casa comercial. La luminiscencia se detect6 en peliculas fotosensibles (Fuji Medical
Ray-X Film, Fujifilm).

5. ACTIVIDADES ENZIMATICAS

5.1. Valoracion de la actividad fosfatasa acida

Las células y el medio de cultivo en los que se realiz6 la valoracion de la actividad

fosfatasa acida procedian de los mismos cultivos celulares.
5.1.1. Valoracion de la secrecion de fosfatasa dcida al medio de cultivo

Debido a que hasta un 40% de la fosfatasa &cida se secreta al medio en S. pombe
(Wang et al, 2002) se procedi6 a valorar esta actividad enzimatica en el medio de cultivo. Al
comenzar el ensayo la D.O.¢oonm de los cultivos era de 0,3 a 0,9. Para cada muestra tomada se
centrifugé 1 ml de cultivo, se recogieron 500 pl de sobrenadante que se mezclaron con 500 pl
de solucién del sustrato [Paranitrofenil-fosfato 2mM en tampoén acetato sodico (AcNa) 0,1 M
pH 4,0] precalentada a 30°C, y la mezcla se incub6 a esa misma temperatura durante 5 minu-
tos en rotacion. Tras ese tiempo la reaccion se detuvo afiadiendo 500 pl de hidréxido sédico 1
M. Se midi6 la absorbancia a 405 nm de cada muestra para cuantificar la cantidad de nitrofe-
nol liberado, utilizando como blanco 500 ul de medio de cultivo tratados de la misma forma
que las muestras. En cada muestra se midi6 la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm para po-
der referir la actividad fosfatésica (absorbancia a 405 nm) al namero de células (absorbancia a
600 nm) de cada cultivo. La toma de muestras se realiz6 a distintos tiempos, manteniendo los
cultivos a 28°C y en agitacion.

Los resultados se expresaron relativizando la actividad fosfatasica con respecto al

ntmero de células en unidades arbitrarias.
5.1.2. Valoracion de fosfatasa dcida en extractos celulares

Para determinar la producciéon de enzima fosfatasa acida por las células, se valor6 la
actividad de esta enzima en el extracto celular de las diferentes cepas a estudiar. Para ello se
realiz6 el experimento en células procedentes de cultivos de 25 ml creciendo a D.O.¢00 de 0,3,
0,6 o de 0,9. Las células se recogieron centrifugando los cultivos a 3000 rpm durante 5 minu-
tos. Estas se lavaron dos veces con 1 ml de agua y una vez mas con 1 ml de acetato de sodio
50 mM. Posteriormente se obtuvieron extractos proteicos aftadiendo 200 pl de tampén de ex-
tracciéon (AcNa 50 mM; PMSF 1mM; Aprotinina, Leupeptina y Pepstatina 1 pg/ml) a las
muestras y procesandolas tal y como se ha descrito en el apartado 4.1. Se tomaron 5 ul de es-
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tos extractos y se llevaron a un volumen de 500 pl con AcNa 50 mM. Una vez preparadas las
muestras, la valoracion de la actividad fosfatasa acida se llevé a cabo del modo que se expli-
ca en el punto 5.1.1. La actividad en este caso también se ha expresado en unidades arbitra-

rias.

Posteriormente, se calculd el porcentaje de enzima fosfatasa acida en el medio con
respecto al total de enzima valorada tanto en extractos celulares como en medio de cultivo.

Este dato se consider¢ el porcentaje de actividad secretada.

5.2. Valoracion de la actividad B-glucan sintasa

Para realizar este ensayo se partié de un volumen de cultivo de 100 ml, creciendo ex-
ponencialmente, a una D.O.s00 méxima de 1,0. En cada ensayo se realizaron dos cultivos de

cada cepa, para tener datos por duplicado.

Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos y a 4°C. Las células se
lavaron con 10 ml de tampén de lavado (Tris HCl pH 8,0 50 mM; EDTA 1 mM; B-
Mercaptoetanol 1 mM), se resuspendieron en 1 ml de este mismo tampoén y se transfirieron a
un tubo de microcentrifuga frio. Las muestras se centrifugaron durante 1 minuto a 3000 rpm
(a 4°C) y se descartaron los sobrenadantes. A cada muestra se le afiadieron 120 pl de tampén
de lavado suplementado con 1 ul de GTP-y-S (10 mM) y Ballotini frio. La rotura de las células
y la extraccion de las proteinas se produjo tal y como se explica en la seccién 4.1. Posterior-
mente, los extractos se transfirieron a tubos frios, se diluyeron hasta 15 ml con tampén de
lavado y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos en una centrifuga a 4°C para elimi-
nar las paredes celulares. Seguidamente los sobrenadantes se pasaron a tubos frios de 30 ml
y se centrifugaron durante 30 minutos, a 18000 rpm en una centrifuga Beckman con rotor
81X56Y a 4°C, para recoger las membranas celulares. Estas se resuspendieron en un volumen
final de 100 pl de tampén de resuspension (Tris HCl pH 8,0 50 mM; EDTA 1 mM; B-

Mercaptoetanol 1 mM; glicerol 30%) usando varillas de vidrio y vortex.

La cantidad de proteina se valor6 tal y como se explica en el punto 4.1. de esta sec-
cion. Los extractos se igualaron a una concentracién de 5 mg/ml de proteina con tampoén de

resuspension.
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Seguidamente se prepararon las mezclas de reaccion empleando [“C] UDP-D-
glucosa como sustrato. Las mezclas de reacciéon que se prepararon contenian los siguientes

componentes:

Mezcla A (cantidades anadidas por cada muestra):
oH,O: 9 pl
¢[14C] UDP-D-glucosa (2x105 cpm/umol) 5 mM: 5 pl
eSeroalbtiimina Bovina 6%: 5 ul

eGTP 6 mM: 1 pl

Mezcla B (cantidades afiadidas por cada muestra):
oH,O: 7 ul

eEDTA 17 mM: 5 ul

oTris HCl pH 8 50 mM: 3 ul

eMembranas (de cada muestra): 5 pl

Se tomaron 20 pl de la mezcla de reaccién A y se afiadieron 20 ul de la mezcla de re-
accién B de cada muestra en tubos de vidrio. El volumen final de cada reaccién fue de 40 pl
en los que 5 ul correspondian a extractos de membrana de cada muestra. Las reacciones se
incubaron a 30°C durante 30 minutos. Después de este tiempo las reacciones se pararon afa-
diendo 2,5 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 10% a cada tubo y se incubaron a 4°C durante
un minimo de 30 minutos. Después las muestras se filtraron utilizando filtros Watman
(Watman GF/C) que se lavaron 2 veces con 2,5 ml de TCA al 10% y una vez con 3-4 ml de
etanol al 96%. Posteriormente los filtros se introdujeron en viales con 2,5 ml de solucion de
centelleo (OptiPhase “HiSafe”, Wallac). La radioactividad de las muestras se valoré en un
contador de centelleo (Wallac 1409).
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6. ANALISIS DE LA PARED CELULAR

6.1. Sensibilidad a la digestion por glucanasas

Las estirpes de interés se incubaron en medio rico YES durante toda la noche a 28°C.
A la mafana siguiente los cultivos se reinocularon a una D.O.¢0nm de 0,5 y se mantuvieron
tres horas a 28°C para que las células estuvieran creciendo en fase exponencial (D.O.~1,0) a la
hora de comenzar el ensayo. Para realizar el experimento se partié de un volumen de 3 ml de
cada uno de los cultivos a una D.O.s00nm = 2. Para ello fue necesario concentrar el volumen
necesario de células de los cultivos originales por centrifugacion. Una vez recogidas las célu-
las, éstas se lavaron con 5 ml de tampon citrato/fosfato 50 mM (Na2HPO4 7,1 g/1; &cido citri-
co 11,5 g/1; pH 5,6) y se resuspendieron en 3 ml de este mismo tampén suplementado con
Zimoliasa 100T a una concentracién final de 5 ug/ml. La Zimoliasa 100T es una enzima que
degrada principalmente el B(1,3)glucano y el galactomanano de la pared celular de S. pombe
(Perez & Ribas, 2004). Las muestras se incubaron durante cuatro horas a 28°C y durante ese

tiempo se fue midiendo la densidad 6ptica de cada muestra cada 30 minutos.

6.2. Marcaje v fraccionamiento de los polimeros de la pared celular

Para analizar la composicién de la pared celular de S. pombe se utilizé el método
descrito por Arellano y colaboradores (Arellano et al, 1996). Las células procedian de cultivos
creciendo en fase exponencial y se diluyeron con medio sin glucosa hasta una D.O.s00 = 0,5
en un volumen total de 10 ml. Se afadieron 5 uCi (25 pl del stock) de #C-glucosa a cada
muestra. Los cultivos se incubaron durante 6 horas en un bafio con agitacién a 28°C. Poste-
riormente las células se recogieron por centrifugaciéon a 3000 rpm, durante 5 minutos y a 4°C
(los tubos se vaciaron vertiéndolos en un recipiente destinado a residuos radiactivos liqui-
dos). Las células se lavaron 2 veces con 1 ml de EDTA 1 mM (a 12000 rpm durante 2 minutos
a 4°C) y se transfirieron a tubos de 1,5 ml, con cierre de seguridad. Las células se resuspen-
dieron en un volumen final de 1 ml de EDTA 1 mM. Se tomaron 10 pl de estas suspensiones
y se transfirieron a tubos que contenian 1,2 ml de TCA al 10% (se hicieron duplicados de ca-
da muestra). Las muestras se mantuvieron a 4°C y se denominaron “Alicuota 1” (Set “A”,
incorporacién total).

El resto de células se centrifugaron a 12000 rpm durante 2 minutos a 4°C y se dejo
un pequefio volumen de sobrenadante para la posterior rotura celular. Las células se rompie-
ron con Ballotini frio en una centrifuga FastPrep 2 veces durante 20 segundos a una veloci-
dad de 5,5 (las muestras se mantuvieron en hielo en todo momento) y posteriormente se afia-
dieron 500 ul de EDTA 1 mM a cada muestra. Los extractos celulares se recogieron pinchan-
do la base del tubo con una aguja caliente, introduciéndolos en tubos nuevos y centrifugan-
dolos 30 segundos a 3000 rpm y a una temperatura de 4°C. Las muestras se resuspendieron
en un volumen final de 1 ml de EDTA 1 mM mezclando con el vortex. Finalmente se toma-
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ron 10 pl de cada suspensioén y se afiadieron a tubos que contenian 1,2 ml de TCA al 10% (se
hicieron duplicados de cada muestra) y se mantuvieron a 4°C. Estas muestras se denomina-

ron “Alicuota 2” (Set “B”, incorporacion total incompleta).

El resto de las muestras se centrifugaron a 1000Xg, durante 10 minutos, a 4°C. Los
precipitados se lavaron 3 veces con 1 ml de NaCl 2 M (centrifugando a 1000Xg durante 5 mi-
nutos) y una vez con 1 ml de EDTA 1 mM. Después las células se resuspendieron en un volu-
men final de 1 ml con EDTA 1 mM, y 20 pl de esas suspensiones se anadieron a tubos de mi-
crocentrifga que contenfan 1,2 ml de TCA 10% (duplicados para cada muestra). Estos se

guardaron a 4°C como “Alicuota 3” (Set “C”, pared total).

El resto de las muestras se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron 10 minu-
tos a 1000Xg y a 4°C. Después se resuspendieron en un volumen final de 500 pl de EDTA 1
mM. A continuacién se prepararon las siguientes reacciones enzimaticas en un volumen to-

tal de 200 ul:

Control (“C”): 50 pl de paredes suplementadas con 50 pl de tampon citrato/fosfato 50
mM (pH 5,6) y 100 ul de agua.

Zimoliasa-1 (“Z1”): 100 pl de paredes suplementadas con 50 pl de tampon citrato/
fosfato 50 mM (pH 5,6), 30 pl de agua y 20 ul de Zimoliasa 100T (10 mg/ml en agua).

Zimoliasa-2 (“Z2”): 100 pl de paredes suplementadas con 50 pl de tampoén citrato/
fosfato 50 mM (pH 5,6), 40 pl de agua y 10 pl de Zimoliasa 100T (10 mg/ml en agua).

Quantazima-1 (“Q1”): 100 pl de paredes suplementadas con 95 ul de tampén Tris 50
mM (pH 7,5) y 5 ul de Quantazima.

Quantazima-2 (“Q2”): 100 pl de paredes suplementadas con 97 ul de tampén Tris 50
mM (pH 7,5) y 3 pl de Quantazima.

Las diferentes reacciones se incubaron a 28°C durante 36-40 horas y posteriormente
se centrifugaron durante 3 minutos a 13000 rpm. 50 ul del sobrenadante de cada una de las
muestras se transfirieron a viales que contenian 2,5 ml de solucién de centelleo (OptiPhase
“HiSafe”, Wallac) y se midieron directamente en el contador de centelleo (Wallac 1409). Se

denominaron “Alicuota 4”.

El resto de las reacciones se resuspendieron en 1 ml de TCA al 10%. Las muestras se

llamaron “Alicuota 5”.

Todos los precipitados de TCA (Alicuotas 1, 2, 3 y 5) se filtraron con filtros Watman
(Watman GF/C) que se lavaron 2 veces con 2,5 ml de TCA al 10% y una vez con 3-4 ml de
etanol al 96%. Posteriormente los filtros se introdujeron en viales con 2,5 ml de solucién de
centelleo. La radioactividad incorporada en todas las muestras se analiz6 en el contador de

centelleo.
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La Zimoliasa 100T es un complejo enziméatico que contiene B-glucanasa y proteasas.
El precipitado de la incubacién con Zimoliasa 100T corresponde por lo tanto al a-glucano
que no se degrada por esta mezcla enzimética. La Quantazima es una (1,3)glucanasa recom-
binante. El sobrenadante de la incubacién con Quantazima proviene por lo tanto de la degra-
dacion del B(1,3)glucano, mientras que en el precipitado de las muestras permanecen el 3
(1,6)glucano, el a-glucano y el galactomanano. La diferencia entre los precipitados de Quan-
tazima y Zimoliasa 100T corresponden al galactomanano mas el B(1,6)glucano que no se pue-

den separar con el procedimiento utilizado.

Los calculos se realizaron de la siguiente manera: primero se calculé la media del
valor de las muestras que estan por duplicado y posteriormente se hicieron los siguientes

calculos para cada “Alicuota”.
Alicuota 1: 10 pl x 100 = incorporacion total
Alicuota 2: 10 pl x 100 = incorporacion total incompleta
Alicuota 3: 20 pl x 50 = Paredes totales
Alicuota 4: Sobrenadante
Control: Degradacion espontdnea
Zimoliasa: p-glucano + Manano: 50 pl x 4 x 5
Quantazima: p-glucano: 50 ul x 4 x 5
Alicuota 5: Precipitado
Control: Paredes totales 50 ul x 10
Zimoliasa: o-glucano 100 pl x 5

Quantazima: o-glucano + Manano 100 pl x 5
7. TECNICAS MICROSCOPICAS Y TINCIONES

7.1. Microscopia de campo claro y de contraste de fases

Para la observacién de células en campo claro o en contraste de fases se tomaron
muestras directamente de los cultivos incubados en medio liquido o en placa para su obser-
vacion en un microscopio Leica DM RXS. La captaciéon de imagenes obtenidas en este mi-
croscopio se realizé con una cdmara digital Leica Qsensys y el programa informatico Qfish

asociado a ella.
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Tincién con azul de metileno

El azul de metileno es un colorante que sélo entra en las que estdin muertas y han per-
dido la permeabilidad selectiva, de modo que estas células quedan tehidas de color azul,
mientras que las células intactas no se tifien con este colorante. En los casos que interesé com-
probar si las células mantenian la integridad celular se tomaron muestras de los cultivos y se
mezclaron con un volumen igual de una solucién de azul de metileno al 0,1%. Las muestras

se observaron inmediatamente mediante microscopia de campo claro.

7.2. Microscopia de fluorescencia

La observacion de muestras con fluorescencia se realiz6é en un microscopio Leica DM
RXA mediante la iluminacién de las muestras con un sistema de epifluorescencia empleando
una ldmpara de mercurio de 100 W (EBQ100). La captaciéon de las imagenes obtenidas con
este microscopio se realizo con una camara digital Leica DM RXS y el programa informatico
Qfish asociado a ella. También se utiliz6 un equipo Personal DeltaVision Microscope
(Applied Precision) equipado con un microscopio invertido Olympus IX-70, una lampara de
xenén y una camara Photometrics HQ-2. La captaciéon de imégenes se hizo con el programa
informatico DeltaVision Softworx Resolve3D asociado al sistema. Se usaron los filtros ade-
cuados para dejar pasar la luz UV de una determinada longitud de onda, segtin los espectros
de excitacién-emisién propios de los fluorocromos o proteinas fluorescentes utilizadas. Las
imagenes obtenidas de esta manera se procesaron con los programas Adobe Photoshop e
Image]. Las micrografias obtenidas con el sistema DeltaVision son series de 20 planos adqui-
ridos en z a intervalos de 0,2 pm. Las proyecciones maximas que se muestran corresponden a
los 6-8 planos centrales adquiridos en cada serie. Teniendo en cuenta estas observaciones, en
cada ensayo realizado en con este microscopio se indica si las imagenes mostradas son pla-

nos medios o proyecciones maximas.
7.2.1. Fluorescencia directa con proteinas de fusién

La proteina verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoacidos proce-
dente de la medusa Aequorea victoria, que posee la capacidad de emitir luz verde cuando se
excita con luz ultravioleta de longitud de onda de 488 nm. La GFP mantiene su capacidad
para emitir luz verde cuando se expresa de forma heterdloga en células eucariotas o proca-
riotas. Por ello suele usarse como sistema de deteccion de la expresion y localizacion subcelu-
lar de proteinas in vivo. Para ello es necesario fusionar la secuencia de ADN que codifica esta
proteina en fase con la del gen de la proteina objeto de estudio y observar la muestra en el
microscopio de fluorescencia. Existen formas alélicas mutadas de la proteina GFP, como la
eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein), la cual es mas brillante que la versién original
(Aexcitacion 488 nm y Aemision 507 nm) que es la que se ha usado en este trabajo. La proteina
roja fluorescente (RFP), emite luz roja (Aexcitacion 584 nm y Aemision 607 nm) al ser excitada

y fue aislada por primera vez de la especie de coral Discosoma striata.
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Localizacion de Clc1-GFP en cultivos tratados con Brefeldina A

Para bloquear el proceso de secrecién en la célula y asi poder observar mas nitida-
mente la localizaciéon de la proteina Clclp en los lugares de endocitosis se emple6 la droga
Brefeldina A (SIGMA). Este es un compuesto que inhibe el transporte desde el reticulo endo-
plasmatico hasta el Golgi (Turi et al, 1994). Se sabe que en neuronas inhibe el transporte des-
de el reticulo endoplasmatico hasta el aparato de Golgi, pero que no interfiere con el recluta-
miento de AP-2 y clatrina en la membrana plasmatica (Krauss et al, 2003). Con este fin se afia-
di6 la droga a una concentracién final de 100 uM a cultivos liquidos creciendo exponencial-
mente y se incubaron las muestras durante 10 minutos a 30°C. Las solucién madre estaba a
una concentracion de 5 mg/ml en etanol al 70%. Estos experimentos se realizaron por dupli-

cado usando un cultivo tratado con etanol al 70% como control.
7.2.2. Tincién con Calcofluor

El Calcofluor es un compuesto que se une a los polimeros con enlaces $(1,3) y B(1,4).
Por esta razén se usa para tefiir la pared celular fingica y para detectar posibles anomalias
en dicha estructura. En S. cerevisiae el Calcofluor tife esencialmente las zonas de la pared ce-
lular ricas en quitina. En el caso de S. pombe, que no posee cantidades detectables de quitina,
el Calcofluor se une al B(1,3)glucano con cierta afinidad y tife el septo y los polos celulares
(lugares de sintesis activa de pared celular). El Calcofluor es excitado por la luz ultravioleta
de unos 372 nm de longitud de onda y emite fluorescencia de color azul. La fuente de Calco-
fluor utilizada fue Blancophor BBH (Bayer Corporation). Este colorante se preparé a una
concentraciéon de 10 mg/ml disolviéndolo en agua con ayuda de unas gotas de KOH 10 N,
ya que este compuesto precipita a pH acido. Posteriormente la solucién se filtré y se mantu-
vo a 4°C, protegiéndola de la luz.

Para proceder a la tincion de las células, 1 ml de un cultivo celular en fase logaritmi-
ca de crecimiento se centrifugd durante 1 minuto a 3000 rpm para recoger las células. Las
células se lavaron con 1 ml de agua y se resuspendieron en Calcofluor a una concentracion
final de 50 pg/ml y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente las
células se lavaron dos veces con agua, se resuspendieron en un pequefio volumen y se obser-

varon al microscopio de fluorescencia.
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7.2.3. Tincion con Hoechst 33258

Cuando interes6 analizar la distribucién de los nticleos celulares se empled Hoechst
33258, un colorante que se une preferentemente a las zonas que contienen A-T en el DNA de
doble cadena y que tras su excitacién con luz de longitud de onda de 360 nm, emite fluores-
cencia azul (470 nm). Se utilizé una forma de Hoechst, denominada H33258, que es muy so-
luble, pero que no es muy permeable para las células de S. pombe. De este modo se obtiene
una tincién simultadnea de los ntcleos (por tincién especifica del ADN) y de la pared celular
(por tincién inespecifica de la misma por las moléculas de Hoechst que no logran penetrar en

las células) en células vivas.

Para realizar la tinciéon se tomé 1 ml de un cultivo en fase logaritmica de crecimiento,
se lavo con 1 ml de agua y las células se resuspendieron en 20 pl de Hoechst 33258 a
50 ng/ml (preparada a partir de una solucién madre de este colorante que estaba a 1 mg/ml
en agua). Las células se tifieron de esta manera durante 5-10 minutos a temperatura ambien-
te, se lavaron con agua y se observaron al microscopio de fluorescencia (Aexcitaciéon 352 nm;

lemision 455 nm).
7.2.4. Tincién de actina con Rodamina-faloidina y Alexa-fluor 488

La faloidina es un extracto de una toxina procedente del hongo Amanita phalloides,
capaz de unirse a los filamentos de actina (F-actina) con alta afinidad. Aprovechando esta
propiedad, puede usarse conjugada con un componente fluorescente para detectar la actina
en la célula. En este caso la faloidina estaba conjugada con el fluorocromo Rodamina que
emite fluorescencia de color rojo o con el compuesto fluorescente Alexa-fluor 488 que emite
fluorescencia verde. Las distintas tinciones de actina se realizaron siguiendo las indicaciones
y modificaciones hechas por F. Chang del protocolo inicial descrito por (Marks & Hyam:s,
1985). Se sigui6 el mismo protocolo para ambas tinciones. Se tomaron 5 ml de un cultivo en
fase exponencial y se les anadi6 1 ml de formaldehido al 16% (libre de metanol, PolyScience)
para fijar las células y 660 pl de tampén PEM (PIPES 100 mM, EGTA 1 mM, Mg>SOs 1 mM
pH 6,9). Esta mezcla se incub6 en un agitador orbital durante 1 hora a temperatura ambiente.
Las células se lavaron 3 veces con tampén PEM y luego se permeabilizaron durante 30 se-
gundos con el mismo tampén suplementado con Triton X-100 al 1% para permitir que la fa-
loidina conjugada con los distintos marcadores fluorescentes entrara en las células. Las célu-
las se lavaron 3 veces con PEM, se tom6 1 pl de la suspension de células y se afiadieron 4 ul
de Rodamina-faloidina (Molecular Probes), o de Alexa-fluor 488 (Molecular Probes) que esta-
ban resuspendidos en tampén PEM. Las muestras se incubaron en oscuridad y rotacién du-
rante 45-60 minutos. Estas se examinaron con el microscopio de fluorescencia. Rhodamina-
faloidina (Aexcitacion 558 nm; Aemisiéon 575 nm); Alexa-fluor 488 (Aexcitaciéon 493 nm;

Aemision 520 nm).
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7.2.5. Tincién con Filipin

Para observar la distribucion de los esteroles de la membrana plasmatica se realiz6
una tincion con el colorante Filipin que se une a las regiones de la membrana ricas en dichos
lipidos, denominadas lipid-rafts. Para ello se parti6 de cultivos creciendo en fase logaritmica.
Se tomaron 1,5 ml del cultivo celular y se centrifugaron a 3000 rpm durante 1 minuto. Las
células obtenidas se resuspendieron en 100 ul de agua estéril y se afadi6é 1 pl del colorante
(concentracion final de 50 pg/ml de una solucion madre a 5 mg/ml en DMSO; SIGMA). Las
muestras se observaron inmediatamente al microscopio de fluorescencia ya que el Filipin es

un compuesto téxico que afecta a la viabilidad de las células.
7.2.6. Tincion con FM4-64

Para analizar el proceso de endocitosis se emple6 la tincién de células vivas con el
colorante FM4-64 (Vida & Emr, 1995). El FM4-64 [dibromuro de N-(3-trietilamoniopropil)-4-
(6-(dietilamino)fenil) hexatrienil) piridina] es un colorante lipofilico fluorescente que permite
observar el proceso de endocitosis desde su incorporacién a la membrana plasmastica, su
transporte por la ruta endosomal y su llegada e incorporacion a la membrana vacuolar como
destino final. Esta Gltima caracteristica permite también analizar la morfologia de dichos

organulos celulares.

Para la tincién con este colorante se partié de cultivos en fase logaritmica de creci-
miento (D.O.600nm 0,8-1,0). Se tomdé 1 ml de cultivo de la muestra a estudiar y se centrifugé a
3000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente se retir6 el sobrenadante dejando una pequena
cantidad del mismo para resuspender las células. El tubo con la muestra se introdujo en hielo
de 3 a 5 minutos para asi detener el proceso de endocitosis. Una vez transcurrido este tiempo
se afladieron 1,2 pl de una dilucion 1:10 en agua del colorante FM4-64 (Synaptored, Biotium.
Stock disuelto en agua a 10 mM). Dependiendo del objetivo del estudio se mantuvieron las

muestras en diferentes condiciones:

Para permitir una incorporacién eficiente del colorante a la membrana se mantuvie-
ron las muestras en hielo durante 3-5 minutos. A partir de este tiempo se pudieron observar
claramente las zonas activas de endocitosis en la membrana plasmaética, siendo el marcaje
mas intenso en las zonas de los polos y de septacion de las células en division. Debido a la
rapida internalizacion de este colorante, a los 2 minutos ya se apreciaban endosomas en el
interior celular. Para ver la envuelta vacuolar fue necesario incubar las muestras un minimo

de 30 minutos a 30°C después de haber afiadido el colorante.
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En aquellos mutantes con defectos en tréafico vesicular fue necesario mayor tiempo de
incubacién tanto para ver los primeros endosomas (de 5 a 30 minutos a 30°C dependiendo
del mutante a tratar), como para visualizar la incorporacion del colorante a la membrana va-
cuolar (de 30 a 180 minutos a 30°C). También fue necesario un incremento en los tiempos de
incubacién cuando se analizaron muestras procedentes de un medio suplementado con sor-
bitol debido a que este medio es muy viscoso y el colorante tiene mayor dificultad para en-

trar en las células.

En todos los casos las células se observaron al microscopio de fluorescencia

(Aexcitacion 508 nm; Aemision 751 nm) tras la incubacién en las condiciones adecuadas.
7.2.7. Tincién con Lucifer Yellow

Con el fin de estudiar la endocitosis de compuestos solubles y de particulas de bajo
peso molecular (pinocitosis) se tifieron las células con el colorante vital Lucifer Yellow CH.
Este colorante de bajo peso molecular es soluble e impermeable a la membrana plasmatica, se

toma por endocitosis y termina por almacenarse en el lumen vacuolar (Riezman, 1985).

Se tomaron 1,5 ml del cultivo, se centrifugaron a 3000 rpm y se retir6 el sobrenandan-
te. Las células se resuspendieron en 90 ul de medio de cultivo y se afiadieron 10 pl del colo-
rante Lucifer Yellow (de una solucién a 40 ng/ml en agua. Biotium). Las muestras se incuba-
ron de 15 a 90 minutos a 30°C y seguidamente se lavaron dos veces con 1 ml de agua. Las
células se resuspendieron en 100 ul de medio de cultivo y se observaron inmediatamente al

microscopio de fluorescencia (Aexcitacion 428 nm; Aemisién 542 nm).
7.2.8. Tincion con CDCFDA

Para observar la morfologia vacuolar se realizaron tinciones con el compuesto 5-6-
carboxi-2",7’-diclorofluoresceina diacetato (CDCFDA). Este compuesto entra en las células
por un mecanismo independiente de la endocitosis y se almacena en las vacuolas (Roberts et
al, 1991).

A 1 ml de cultivo creciendo en fase exponencial se le afhadi6 1 pl de CDCFDA (de una
solucién a 48 mM en DMSO. SIGMA). La muestra se incub6 durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente, en oscuridad y con agitaciéon. Pasado ese tiempo las células se lavaron 3 veces
con 1 ml de medio de cultivo. Posteriormente se resuspendieron en 1 ml de medio y se incu-
baron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se observaron al microsco-

pio de fluorescencia con el filtro adecuado (Aexcitacién 492 nm; Aemision 517 nm).
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7.2.9. Microscopia confocal: Recuperacién de fuorescencia después de
“photobleaching” (FRAP)

Los experimentos de FRAP se realizaron utilizando un microscopio confocal Spin-
ning disc OLYMPUS IX 81, equipado con una “cabeza” confocal CSUX1-Al (Yokogawa), un
objetivo PLan Apo 100x/1,4 para aceite de inmersion y una caAmara de adquisicion EVOLVE
de PHOTOMETRICS. El quemado de la fluorescencia se realiz6 con un médulo de linea de
laser iLas (ROPER Scientific). En estos experimentos se quemaron las zonas de los polos ce-
lulares en su totalidad mediante tres pulsos de laser a maxima potencia. Posteriormente se
midi6 la recuperacion de la sefal de fluorescencia a lo largo del tiempo. Para ello se adquirie-
ron imagenes previamente al quemado de la sehal, inmediatamente después y en intervalos
regulares de 10-15 segundos durante 10-15 minutos. Tanto la adquisicion y el tratamiento de
las imagenes como la obtencién y andlisis de los datos se llevaron a cabo mediante el progra-

ma de software Metamorph.

7.3. Microscopia Electronica

La microscopia electrénica se realizé sobre células fijadas en glutaraldehido (EM gra-
de, SIGMA) y tefiidas con permanganato potasico al 2% como se describe en (Neiman 1998).
Las secciones ultrafinas se cortaron empleando un micrétomo Jung Reichert (Leica Mikros-
kopie y System GmbH) y se observaron usando un microscopio electrénico de transmision
JEM1010 (Jeol) a 100 kV.

8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
El analisis estadistico de los datos se ha llevado a cabo con el programa SPSS Statistic

17.0. Para comprobar la significacion estadistica de los resultados obtenidos se realizaron los

test t-Student y Wilcoxon-Mann-Whitney.

163






APENDICE







APENDICE

SECCION 1. MICROORGANISMOS EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO

Tabla I. Cepas de Schizosaccharomyces pombe empleadas en este trabajo

Estirpe Genotipo Procedencia

HVP30 leu1-32 his3A1 uradA8 ade6 h” Coleccion HVM
HVP114 leu1-32/leu1-32 urad-A18/uradA18 his3-Al/his3A1 1 * /i~ Coleccion HVM
HVP117 leu1-32 his3A1 ura4A18 ade6 I * Coleccion HVM
HVP124 leu1-32/leu1-32 urad-A18/uradA18 h* /i~ Coleccién HVM
HVP162 leu1-32 his3-A1 ade6 ™ Coleccion HVM
HVP281 leu1-32 uradA18 ade6 h” Coleccion HVM
HVP407 cdc10 leu1-32 h~ S. Moreno
HVP408 cdc25-22 leu1-32 1™ S. Moreno
HVP630 cfh3::KAN h- Coleccion HVM]|
HVP994 cdc15-GFP:urad ™ leul-32 urad-A18 h~ S. Moreno
HVP1053 rlc1-GFP:KAN leu1-32 ura4-A18 h~ P. Pérez
HVP1221 sec8-GFP:urad ™t leu1-32 h- M. Balasubramanian
HVP1467 bgs3::ura4 Pbgs3::GFP-bgs3:leulh” J.C. Ribas
HVP1469 bgsd::urad” Pbgsd4:GEP-bgsd:leul ™ h~ J.C. Ribas
HVP1471 bgsl:urad” Pbgs1:GFP-bgsl:leul™ his3-A1 h~ J.C. Ribas
HVP1705 sla2/end4-GFP leu1-32 ura4A18 ade6 h- P. Nurse!
HVP1711 endd:urad ™ leu1-32 h"° K. Takegawa
HVP1732 styl-HA6His:urad h ™ M. Gacto
HVP1797 cwgl-1h" J.C. Ribas
HVP2031 sad1-GFP:KAN leu1-32 uradA18 ade6 It © P. Pérez
HVP2032 GFP-psylideul ™ I %™ Yeast Genetic Resource Center,

(Japan)
HVP2093 cle1:KAN/clel ™ leul-32/leul-32 h* /i~ Este trabajo
HVP2095 clc1-GEP:leul ™ ura4-A18 ade6 h %0 Este trabajo
HVP2096 clel-HA leul " urad-A18 ade6 Este trabajo
HVP2113 clel::KAN clcl-HAdeu™ h™* Este trabajo
HVP2114 clc1:KAN clel-GFPeu™ ™ Este trabajo
HVP2121 ¢dc10 clc1-GFP:leu™ h~ Este trabajo
HVP2122 cdc25 clc1-GFP:leu™ h* Este trabajo
HVP2215 clel:*KAN leul-32 h ™ Este trabajo
HVP2217 clel::KAN leul-32 h~ Este trabajo
HVP2225 endd-uurad Clc1-GEPAen h™ Este trabajo
HVP2266 clel::KAN leul-32 h % Este trabajo
HVP2273 GFP-syb1:KAN leu1-32 ™ Y. Sénchez
HVP2285 apI3-HA le ura4A18 ade6 ™ Este trabajo
HVP2286 apl3-GFP:lew uradA18 ade h Este trabajo
HVP2288 wisl.DD h” R. Aligue
HVP2364 clc1::KAN pAL+GFP-bgs1 Este trabajo
HVP2365 clc1::KAN pAL+GFP-bgs3 Este trabajo
HVP2366 clc1::KAN pAL+GFP-bgs4 Este trabajo
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HVP2367 GFP-ath2:KAN cut11-RFP:Hygr sfil-CFP:Nat leu1-32 uradA18 his2 h *|  Yeast Genetic Resource Center

(Japan)
HVP2408 Cut11-mRFP:Hyg leu1-32 ura4A18 his2 h~ Coleccion HVM
HVP2424 KS+ura4 " +clc1-HA apl3-GFP:leu h % Este trabajo
HVP2466 41xnmt:HA-clc1:KAN leu1-32 uradA18 his3ATh™ Este trabajo
HVP2468 41xnmt:HA-clcl:KAN leu1-32 ura4A18 his3A1 i~ Este trabajo
HVP2547 41xnmt:HA-clc1:KAN/clel* ura4A18 his3AT1 h™ Este trabajo
HVP2557 apl3::Kan clc1-GFP:leu ura4A18 ade6 h*° Este trabajo
HVP2625 KS+ura* +apl3-HA GFPBgs1:leu i Este trabajo
HVP2679 apl1-GFP:KAN h * Este trabajo
HVP2680 apl3:urad apl1-GFP ht* Este trabajo
HVP2693 apl1:KAN apl3-GFP I 50 Este trabajo
HVP2705 apl3:KAN I + Este trabajo
HVP2706 apl3:KAN I 90 Este trabajo
HVP2708 styl-HA6His:ura apl3::KAN Este trabajo
HVP2717 41xnmt:HA-clc1:KAN apl3::ura4 his3A Este trabajo
HVP2720 41xnmt:HA-clc1:KAN leul-32 his3 A1 uradA18 ade6 ™ Este trabajo
HVP2726 41xnmt:HA-clc1:KAN pAU+eng1-GFP Este trabajo
HVP2777 41xnmt:HA-clc1:KAN chcl-GFP yy7 :leu Este trabajo|
HVP2779 41xnmt:HA-clc1:KAN GFP-bgs1:leu Este trabajo
HVP2781 41xnmt:HA-clc1:KAN GFP-bgs3:leu Este trabajo
HVP2783 41xnmt:HA-clc1:KAN GFP-bgs4:leu Este trabajo
HVP2784 41xnmt:HA-clc1:KAN apl3-GFP:leu Este trabajo
HVP2786 41xnmt:HA-clc1:KAN cdc15-GFP:ura ™ Este trabajo
HVP2803 for3-GFP:ura4 " leul1-32 ade6-M21 1~ P. Pérez
HVP2806 arc5-GFP:KAN uraA18his3A1 ade6 - C.R. Vazquez
HVP2810 apm1-GFP:leu puC ura chcl-RFP 5476 Este trabajo
HVP2817 apl3:KAN GFP-bgs1 h * Este trabajo
HVP2818 apl3:KAN GFP-bgs4 It * Este trabajo
HVP2831 41xnmt:HA-clc1:KAN atb2-GFP:KAN Este trabajo
HVP2832 41xnmt:HA-clc1:KAN sad1-GFP:KAN Este trabajo.
HVP2840 styl:Nath * Colecciéon HVM
HVP2841 apl3:KAN sty1:Nat h* Este trabajo|
HVP2876 41xnmt:HA-clc1:KAN sec8-GFP:ura4 Este trabajo
HVP2877 41xnmt:HA-clc1:KAN end4-GFP:KAN Este trabajo
HVP2884 cfh3:KAN h * Colecciéon HVM
HVP2907 pUC ura+apl3-GFP h * Este trabajo
HVP2944 To-bgs1:leul apl3-GFP:ura Este trabajo
HVP2950 41xnmt:HA-clc1:KAN arc5-GFP:KAN Este trabajo.
HVP2956 cfi3:KAN apl3:Hph h + Este trabajo
HVP3089 41xnmt:HA-clc1:KAN GFP-psyl:leu * Este trabajo
HVP3097 41xnmt:HA-clc1:KAN GFP-syb1:KAN Este trabajo
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HVP3173 wis1.DD:ura4 apl3:KAN Este trabajo
HVP3328 41xnmt:HA-clc1:KAN apm1-GFP:leu chcl-RFP yy76 :urad Este trabajo
HVP3392 41xnmt:HA-clc1:KAN for3-GFP:ura4 Este trabajo
HVP3457 apl3::KAN cwg1-1 Este trabajo
HVP3459 GFP-rhol h* Este trabajo
HVP3460 apl3::KAN GFP-rhol Este trabajo
HVP3473 41xnmt:HA-clc1:KAN pAU L™ Este trabajo,
HVP3475 41xnmt:HA-clc1:KAN paU+chel h* Este trabajo

Tabla II. Cepas de Escherichia coli empleadas en este trabajo

Estirpe Genotipo Procedencia
DH5a supE44, lacU169 (80lacZM15), hsdR17, RecAl, endAl, gyrA96, thi-1, relA1 Stratagene
CJ236 dut-1, ung-1, thi-1, relA-1; pCJ104 (Cm ") BioRad
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SECCION 2. MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO

Medios de cultivo de Schizosaccharomyces pombe:

Medio YES (Yeast Extract with Supplements)

Extracto de levadura 5g/l 0,5% (p/v)
Glucosa (3%) 30g/1 3,0% (p/v)
Glucosa (1%) 10g/1 1,0% (p/v)
Suplementos: adenina,
histidina, leucina, lisina y 225 mg/1
uracilo

Variaciones:

YES + Sorbitol: YES suplementado con sorbitol 1,2 M.

Medio Minimo EMM (Edinburgh Minimal Medium)

Potasio Hidrégeno Ftalato 3g/l 14,7 mM
Na,HPO, 22¢g/1 15,5 mM|
NH,Cl1 5g/1f 93,5 mM|
Glucosa 20g/1 2% (p/v)
Sales* 20 ml/1

Vitaminas* 1ml/1

Minerales* 0,1 ml/1

Sales (50x)

MgCl, 6H,O 53,5 g/1 0,26 M
CaCl, 2H,0O 0,74 g/1 4,99 mM
KCl 50 g/1f 0,67 M
Na,SO, 2g/1 14,10 M
Vitaminas (1000x)

Pantotenato s6dico 1g/l 4,20 mM|
Acido nicotinico 10 g/1f 81,20 mM|
Inositol 10 g/1 55,5 mM|
Biotina 10 mg/1§ 40,80 uM
Minerales (10000x)

H;BO, 5¢g/1f 80,90 mM
MnSO, 4¢g/1 23,70 mM
ZnSO, 7H,O 4g/1) 13,90 mM
FeCl, 6H,0 2¢g/l 7,40 mM
H,MoO,H,O 04g/1 2,47 mM|
KI 1g/l 6,02 mM|
CuSO, 5H,0 04g/l 1,60 mMj
Acido citrico 10 g/1 47,60 mM|
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Variaciones:

Medio minimo mas suplementos: Medio minimo suplementado con los aminoa-
cidos necesarios (adenina, histidina, leucina, lisina y uracilo) a 225 mg/1.

Medio minimo + sorbitol: Medio minimo suplementado con sorbitol 1,2 M.

Medio minimo para conjugacion: Medio minimo con menor cantidad de vitami-
nas (0,8 ml/I).

PMG (Pombe Glutamate Medium): Medio que posee la misma composicién que
el medio minimo con la variacién de la sustituciéon del NH4Cl por acido L-
glutamico (3,75 g/1).

Medios de cultivo de Escherichia coli:

Bactotriptona 10g/1 1,0% (p/v)

Extracto de levadura 5¢g/1 0,5% (p/v)

NaCl 10g/1 1,0% (p/v)
edio

Bactotriptona 16 g/1 1,6% (p/v)

Extracto de levadura 10 g/1 1,0% (p/v)

NaCl 10g/1 1,0% (p/v)
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SECCION 3. PRINCIPALES OLIGONUCLEOTIDOS Y ANTICUERPOS UTILIZA-
DOS EN ESTE TRABAJO

Tabla III. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo

Nombre

Secuencia 5- 37

Utilidad

clc1 Xho IATG-F

CCGCTCGAGATGTCTCAATTTCCGGCTTTAGA
AGAC

Clonacién del gen clcl ™

clc1 STOPHpa -R

GGCGTTAACCTAAGAAGAAGAGGATACAGTT
GTGCC

Clonacién del gen clel *

clc1Xba I-F

ACCTCTAGAAATACACCATGTAGGAGT

Clonacién del gen clc1 *

clc1 Xho ATG-R

GCCCTCGAGGGTGGTTGGTAAAGGTTGAAAGT
G

Clonacién del gen clcl ™

clc1 STOPHpa -F

GGCGTTAACAGATAAAGCTCTCCAATCCTTTT
TGCTTTC

Clonaci6n del gen clcl

clcl SacPm -R

CCCGAGCTCCACGTGATGCATAATCGTAGTAT
GACTACCATTACG

Clonacién del gen clcl ™

clel 5°-F CAGATTGCAGTAAGACCTCGATATCAT Comprobacién de la delecion del gen clc1 *
clcl 3-R GCAGAAGTAATGGTGGTAAAACGATTC Comprobacién de la delecién del gen clcl *
clcl Bm -F GAAAAGGATCCAAGAAAGAGATGAGTC Comprobacién de la delecién del gen clcl
clcl1 Bm-R GACTCATCTCTTTCTTGGATCCTTTTC Comprobacién de la delecién del gen clc1 *

clc1 Not-STOP

GGATTGGAGAGCTTTATCTCTAGCGGCCGCCA
GAAGAAGAGGATCAAG

Introducciéon de un sitio Not I antes del STOP del|
gen clcl”

clcl Not-ATG

CCGGAAATTGAGAGCGGCCGCCCATGGTGGTT,
GGTAA

Introducciéon de un sitio Not1 antes del ATG del|
gen clcl

TCTATCTTGGTTTAGCGAATTTTTTTATAAGAA
AAAAAACCTCAGTGTTATAGATGTTTATTITTTT

CCGGAAATTGAGACATGCACTGAGCAGCGTA
ATCTG

clcl Nt-F AGTGATATATAACGGAATTCGAGCTCGTTAAA Construccion del alelo 41XHAclc1:KAN
C
TCAGTATTATTTTTAGAGTCATCAACAGGAGC

clc1 NtHA-R CCTAACCAAACCGTCCTCAAAGICITCTAAAG Construccion del alelo 41XHAclc1:KAN

chel 2476Not

GGTTTAACTAAATCACCCAAGCGGCCGCCCGC
TTCTGTACAGGCC

Introduccion de un sitio Not1 en la posicién 2476
de chel*

apl3 Apa -F

TTGGGCCCGCTTGCATAGTTGCCCCATGC

Clonacion del gen apl3™

apl3 Pst1-R

CTGCAGCATTTTTTACTATTTGTATACTTTGTG
AGC

Clonacién del gen apl3 *

apl3 XbaSpe -F

TCTAGAACTAGTTAGTTGTCGCTGCTACTCTC

Clonacién del gen apl3 *

apl3 SacI-R GAGCTCAGGCGTCGGGTCGGCAGG Clonaci6n del gen apl3 ™

apl3 -665-F CCCGGCTTTGCATTCATCACG Comprobacién de la delecién del gen apl3 ™
apl3 1310-R CAACTCATGGTTCTCGTTTAG Comprobacién de la delecién del gen apl3 ™
apl3 3315-F CCATTGGGGTCAAATGGGAGT Comprobacién de la delecién del gen apl3 ™
apl3 3956-R GTCCTAGCGTGTGCCAAATAAGGA Comprobacién de la delecion del gen apl3 ™

apl3 Not-STOP

GAGTAGCAGCGACAATATTAGCGGCCGCCAA
ACGAATTCCCTTAAAATC

Introducciéon de un sitio Not I antes del STOP del
genapl3”

K2

GTCGCACCTGATTGCCCGAC

Comprobacion de las deleciones de los genes
clel™ yapl3®

K3

TTIGGACGAGTCGGAATCGCAG

Comprobacion de las deleciones de los genes

clel™® y apl3 *
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Tabla IV. Anticuerpos empleados en este trabajo

Anticuerpo Dilucién Casa comercial
anti-HA monoclonal, 12C5A 1:4000 Roche
anti-GFP monoclonal, JL8 1:1000 BD Living Colors
anti-Cdc2 p34, Y100.4 1:4000 Santa Cruz Biotechnology
anti-actina 1:1000 ICN Biomedicals
anti-a-tubulina, clon B-5-1-2 1:10000 SIGMA
anti-CPY, 10A5 1:500 Molecular Probles, Invitrogen
Suero anti-GFP (conejo), A6455 1:120 Invitrogen
anti-raton 1:10000 BioRad
anti-conejo 1:10000 BioRad
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