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Introduccion

Saccharomyces cerevisiae, nuestro modelo de estudio, es conocida como “la
levadura del pan” o “la levadura de la cerveza” debido a su uso industrial en la obtencién
de estos alimentos gracias a su capacidad fermentativa. También se la denomina como “la
levadura de gemacién” por su peculiar forma de propagacién a través de la formacién y
posterior separacion de una yema. S. cerevisiae también ha sido empleada en la produccion
de algunas proteinas recombinantes a escala industrial, como la primera vacuna de origen
recombinante aprobada para su uso en humanos (la vacuna contra la hepatitis B) o el
primer producto de origen recombinante aprobado para su uso alimentario (la renina
utilizada para la fabricaciéon de quesos). Ademas, es un microorganismo ideal para realizar
estudios gendmicos y bioldgicos. Algunas de las caracteristicas que lo han convertido en un

organismo modelo para la investigacidon son las siguientes:

e Facilidad de cultivo en el laboratorio en medios de bajo coste, mostrando un répido
crecimiento con un tiempo de generacién de entre una y dos horas.

e Estatus GRAS (Generally Recognized As Safe) y ausencia de patogenicidad, carente
por ello de cualquier tipo de riesgos.

e Simplicidad en su manipulacién genética y facilidad en el aislamiento de mutantes.

e Alto grado de conservacién de su fisiologia celular en eucariotas superiores.

El genoma de S. cerevisiae fue el primero de tipo eucaridtico en ser secuenciado de
forma completa en 1996, posibilitando la caracterizacion funcional de sus genes mediante
estrategias globales como el analisis fenotipico de mutantes, analisis de expresion génica
con el uso de microarrays, analisis de interacciones proteicas, y otras estrategias y
tecnologias que se estan desarrollando y mejorando constantemente. Por todo ello, las
caracteristicas favorables que presenta esta levadura hacen que sirva como base para la
investigacion en organismos mas complejos, habiendo permitido la identificacion de

numerosas proteinas humanas implicadas en diversas patologias.

1 CICLO DE VIDA Y MORFOGENESIS

S. cerevisiae es un organismo unicelular eucariético cuya morfologia es elipsoidal.
Presenta tres tipos celulares diferentes: células haploides a, células haploides a y células

diploides a/a, jugando cada una de ellas un papel determinado en su ciclo de vida,
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dependiendo de las condiciones ambientales. Tanto la fase haploide como la diploide son
estables y siguen un ciclo mitético, reproduciéndose de forma asexual mediante gemacién.
Durante este ciclo mitético, cuando la célula alcanza un tamafio determinado al final de la
fase G1, se produce la emergencia de una célula hija denominada yema (Figura 1). El
crecimiento inicial de ésta es apical, implicando la polarizacién del citoesqueleto de actina y
la secrecién direccional de los componentes necesarios para la formaciéon de la pared
celular (PC). Cuando la célula hija alcanza un tamafo determinado, su crecimiento cambia a
isotropico, produciéndose deposiciones de celular uniformemente por toda la yema.
Durante estas fases, la superficie de la célula madre no se incrementa. Una vez que la célula
hija recibe un nucleo tras la mitosis, tiene lugar la formacion del septo que separa
fisicamente a células madre e hija. Posteriormente se produce la degradacion de parte del
mismo, origindndose la separacion fisica de ambas células. La separacion da lugar a una
marca denominada cicatriz de gemacién en la célula madre. La célula hija, de tamafo
inferior a la célula madre, todavia debe aumentar su tamafio antes de entrar en un nuevo

proceso de division.

Esporulauon

Meiosis Germinacion

//—*@ S~
\

Figura 1. Ciclo de vida de S. cerevisiae. Se muestran los distintos estadios celulares de la levadura (ver texto
para consultar detalles).

Ademas de esta reproduccion asexual, las células haploides de tipo sexual opuesto
(a y a) pueden llevar a cabo el proceso denominado conjugacion. Como respuesta a la

feromona secretada por el tipo sexual opuesto (factores a y a, respectivamente), se
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produce una parada del ciclo celular en G1. Continda con la transcripciéon de genes
especificos de conjugacién y una serie de cambios bioquimicos y morfoldgicos que
culminan en la creacién de unas células diferenciadas denominadas shmoos. Cuando dos
shmoos de tipo sexual opuesto se fusionan, originan un zigoto diploide a/a estable que se

divide vegetativamente mediante gemacion (Bardwell, 2005).

Estas células diploides ni producen ni responden a las feromonas anteriormente
descritas, pero son capaces de salir del ciclo mitdtico en condiciones de estrés nutricional.
Cuando esto ocurre, entran en un programa de diferenciacion estrictamente regulado que
se conoce como esporulacidn. En primer lugar se origina una parada en fase G1 de la célula
diploide, seguida por dos divisiones meidticas sucesivas. Esto conduce a la formacién de
una estructura especializada que se conoce como asca y que contiene cuatro ascosporas,
dos de cada tipo sexual. La pared de las ascosporas es una estructura muy especializada
que les permite sobrevivir en condiciones adversas. Cuando las condiciones ambientales
son favorables, se produce la germinacién de las ascosporas, saliendo de su estado latente

y volviendo de nuevo a entrar en el ciclo celular mitético de las células haploides.

Ademas, determinadas cepas diploides de S. cerevisiae pueden adoptar una forma
de crecimiento hiperpolarizada denominada pseudohifa en respuesta a la ausencia de
nitrégeno en el medio de cultivo. Cuando esto ocurre, las células se alargan, creciendo de
manera unipolar y manteniéndose unidas como cadenas de células que pueden invadir el
medio sélido. De manera similar, las células haploides, en respuesta a un agotamiento de la
glucosa del medio, pueden desarrollar un crecimiento invasivo haploide, que desemboca a
un cambio desde una morfologia celular mas redondeada y un patrén de gemacién axial en
la superficie del agar, a células alargadas con un patréon de gemacién bipolar que les
permite formar filamentos, y gracias a ello, penetrar en el medio de cultivo. Se cree que es
una adaptacién de los organismos no moviles para buscar alimento en ausencia de

nutrientes (Palecek et al., 2002).

2 LA PARED CELULAR FUNGICA

Como puede deducirse de lo expuesto anteriormente, S. cerevisiae posee una
forma celular caracteristica que es mantenida por una estructura denominada pared

celular. La pared celular es una estructura externa a la membrana plasmatica (MP) que se
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encuentra en contacto directo con el medio que rodea a las células y esta formada por
distintos tipos de macromoléculas. Su funcién fundamental es la estructural, aunque
ademas algunos de sus componentes tienen un papel importante en procesos de
agregacion (Lipke & Kurjan, 1992) y otras sirven de anclaje para diversas actividades
enzimaticas relacionadas con su propio ensamblaje (Cid et al., 1995). A pesar de su
aparente rigidez, que le permite actuar como una estructura de proteccion, la pared celular
es considerablemente plastica y dinamica, ya que debe ser capaz de adaptarse a las
numerosas modificaciones que ocurren a lo largo del ciclo de vida de la célula fungica. Esta
sufre cambios en su composicion durante su crecimiento vegetativo, asi como durante
otros procesos de diferenciacidon celular como son la esporulacion y la conjugacién.
Ademas, también es capaz de responder frente a factores externos que pueden afectar a la
integridad celular, todo ello a través de un equilibrio constante entre la sintesis y

degradacién de los polimeros que la componen.

A modo de resumen, se puede afirmar que la pared celular de S. cerevisiae posee

cuatro funciones principales (Klis et al., 2006):

e Mantiene la homeostasis osmética.

e Protege frente al estrés fisico.

e Determina su morfologia (funcion estrechamente ligada a la morfogénesis).

e Actla como una estructura de anclaje a diversas glicoproteinas, lo cual le permite

ser impermeable frente a macromoléculas e iones nocivos.

Se pueden mencionar dos razones principales por las que el estudio de la pared
celular fungica es de gran interés. Por un lado, es un buen modelo para entender los
procesos morfogenéticos y de diferenciacién desde un punto de vista molecular. Por otro
lado, es una estructura ampliamente distribuida en todos los grupos taxondémicos de
hongos y esencial para su supervivencia celular, siendo a su vez una estructura diferencial
exclusiva de hongos, por lo que constituye una excelente diana para el disefio de

antifungicos de toxicidad selectiva (Odds et al., 2003).
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2.1 Composicioén de la pared celular

A pesar de estar presente tanto en bacterias como en hongos y plantas, la
composicion de la pared celular es muy diferente en cada uno de ellos. De hecho es una
estructura muy variable dentro de los diversos grupos taxonémicos del propio Reino Fungi,
tanto en su composicién como en su estructura, lo cual ha sido utilizado para la clasificacién

taxondmica del mismo (Bartnicki-Garcia, 1968).

Centrandonos ya en el objeto de estudio, la pared celular de S. cerevisiae
representa, dependiendo de las condiciones de crecimiento, aproximadamente el 10-25%
del peso seco de la célula y ocupa el 25-50% del volumen de la misma. Los componentes
fundamentales de la pared son polisacaridos (=85%) y proteinas (=15%) (Revisado en
Lesage & Bussey, 2006). Los cuatro tipos de macromoléculas que constituyen la pared
celular son: B-(1,3)-glucano, B-(1,6)-glucano, quitina y manoproteinas, siendo las

proporciones en las que se presentan las indicadas en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion de la pared celular de S. cerevisiae.

Macromolécula Peso seco de la pared (%)
Manoproteinas 30-50
B-(1,3)-glucano 30-45
B-(1,6)-glucano 5-10

Quitina 1,5-6

2.2 Estructura molecular de la pared celular

El andlisis de la pared celular mediante microscopia electrdnica revela que ésta se
encuentra estructurada en dos capas (Osumi, 1998): una mas interna y menos densa a los
electrones, de aspecto fibrilar, compuesta por B-(1,3)-glucano y quitina. Esta sirve de
anclaje para otra mas externa y densa a los electrones, de aspecto amorfo, que esta

formada por manoproteinas (Figura 2).
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El polisacarido mas abundante en hongos es el B-(1,3)-glucano, que se encuentra
moderadamente ramificado. La presencia de cadenas laterales, unidas mediante puentes
de hidrégeno, da lugar a la formacidén de una red tridimensional altamente elastica. Los
extremos no reductores del B-(1,3)-glucano permiten la formacidn de uniones covalentes
con otros polisacaridos, como la quitina, que se une hacia el interior, y el B-(1,6)-glucano,
que lo hace hacia el exterior. El B-(1,6)-glucano se encuentra altamente ramificado y a
través de sus extremos no reductores sirve como intermediario para el anclaje de las GPI-
CWPs. Ademas existen otras manoproteinas, las ASL-CWP (Alkali-Sensitive Linkage Cell Wall
Proteins) que se unen covalentemente de forma directa a los extremos no reductores del B-

(1,3)-glucano (Klis et al., 2006).

@ (e18)rgucane ) [(B{L6)glucano )
e

e

§
L

B-(1,3)-glucano
ramificado

Figura 2. Modelo propuesto para la arquitectura molecular de la pared celular de S. cerevisiae. (Adaptado
de (Smits et al., 2001).

2.3 Biosintesis de los compuestos de la pared celular

A continuacidn se describe brevemente la estructura de cada uno de los

componentes de la pared celular, asi como su biosintesis e interconexiones. Para una
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revisidn mas detallada se recomienda la lectura de los siguientes articulos: (Klis et al., 2006;

Lesage & Bussey, 2006).

2.3.1 B-(1,3)-Glucano

El B-(1,3)-glucano es un polimero constituido por alrededor de 1500 unidades de
glucosa en cada cadena unidas mediante enlaces B-(1,3), con ramificaciones de tipo B-(1,6)
en menor proporcién. Posee una estructura helicoidal que confiere tanto elasticidad como
fuerza de tensién a la pared (Kollar et al., 1995; Klis et al.,, 2002). Este polimero se
encuentra unido covalentemente al resto de componentes de la pared, originando una

compleja red tridimensional (Kollar et al., 1997).

La actividad B-(1,3)-glucan sintasa se localiza en la membrana plasmatica y posee
una fraccion de membrana insoluble y otra citosdlica, que se corresponden con las
subunidades cataliticas y reguladora, respectivamente (Cabib et al., 1998). Las subunidades
cataliticas son las proteinas homdlogas Fks1p, Fks2p/Gsc2p y Fks3p, y emplean UDP-glucosa
como sustrato. FKS1 se expresa principalmente durante el crecimiento vegetativo, mientras
gue FKS2 lo hace en respuesta a feromonas, calcio extracelular, altas temperaturas, dafios
sobre la pared celular, estrés nutricional y esporulacion (Mazur et al., 1995). FKS3, con una
alta similitud de secuencia a FKSI1 y FKS2, participa Unicamente en el ensamblaje de la
pared de las esporas (Ishihara et al., 2007). Por otro lado, la GTPasa Rholp es considerada
la subunidad reguladora de la actividad B-(1,3)-glucén sintasa (Revisado en Levin, 2005).
Ademas, juega un papel importante en el establecimiento de la polaridad celular,
progresion del ciclo a través de G1 y la activacién de la ruta de integridad celular. Esta
proteina actla como un interruptor molecular, ya que se puede encontrar en dos estados:
el activo, unido a GTP y necesario para la activacion de la sintesis del glucano, y otro

inactivo, unido a GDP.

Se conoce la existencia de otras proteinas, como la transglicosidasa Gaslp, que es
capaz de intervenir en la transferencia de polimeros de B-(1,3)-glucano recién sintetizados a

los ya preexistentes (Mouyna et al., 2000).
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2.3.2 B-(1,6)-Glucano

El B-(1,6)-glucano es un polimero formado por aproximadamente 350 residuos de
glucosa en cada cadena unidos mediante enlaces B-(1,6), siendo mas cortas que las del B-
(1,3)-glucano (Kollar et al., 1997). Presenta un gran numero de ramificaciones que le
permiten formar uniones covalentes con el B-(1,3)-glucano, la quitina y las manoproteinas,

actuando por ello como masa cementante con una estructura amorfa.

A pesar de todas las aproximaciones genéticas y bioquimicas realizadas hasta la
fecha, no se conocen ni la localizacion ni la forma en que se sintetiza este polimero en S.
cerevisiae. Existen dos hipdtesis: que se sintetice en el reticulo endoplasmico (RE) y vaya
madurando durante la secrecidn hasta la pared celular, o bien que su sintesis tenga lugar en
la membrana plasmatica (Klis et al., 2002). Se han descrito varios genes involucrados en la
ruta de secrecién que afectan a la sintesis del B-(1,6)-glucano, pero que no estan
directamente relacionados con dicha sintesis (Shahinian & Bussey, 2000), por lo que no se
ha logrado hasta el momento la identificacion del gen (o genes) que codifica la B-(1,6)-

glucdn sintasa.

2.3.3 Quitina

Este polimero estd formado por cadenas lineales de residuos de N-Acetil-
Glucosamina unidos mediante enlaces B-(1,4) y de longitud variable. Es el componente
minoritario de la pared celular, aunque es esencial para la supervivencia de esta levadura.
La quitina aparece distribuida de forma desigual en diferentes localizaciones celulares. Las
cadenas nacientes de este polimero se secretan al espacio periplasmico, ensamblandose en
una conformacion fibrilar y cristalina denominada a-quitina, en la que las cadenas lineales

se disponen de forma antiparalela y/o paralela a través de puentes de hidrégeno.

La quitina es sintetizada por una familia de enzimas llamadas quitin sintasas. El
numero de estas enzimas varia dependiendo del organismo y sera discutido con mas detalle
en capitulos posteriores. Cabe destacar la existencia de dos transglicosidasas redundantes,
Crhlp y Crh2p/Utr2p, necesarias para catalizar la transferencia de quitina tanto al B-(1,3)-

glucano, como al B-(1,6)-glucano (Cabib et al., 2008).
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2.3.4 Manoproteinas

Una parte importante de la pared son las manoproteinas, que poseen un alto
contenido en carbohidratos unidos a la secuencia peptidica mediante enlaces N u O-
glicosidicos (Revisado en Lesage & Bussey, 2006). Estas proteinas se acumulan en la parte

mas externa, constituyendo la capa mas oscura y densa a los electrones (Figura 2).

La mayoria de las proteinas de la pared celular (CWPs) son GPI-CWPs, que
presentan una molécula de glucosil fosfatidil inositol (GPI) gracias a la cual llegan a la
membrana plasmatica. Posteriormente estas proteinas se anclarian de forma indirecta a la
matriz de B-(1,3)-glucano a través del B-(1,6)-glucano, localizdndose hacia el exterior de la

pared celular.

También existen otras proteinas, las ASL-CWPs, que se unen directamente al B-
(1,3)-glucano mediante un tipo de unidén sin identificar, pero sensible al alcali. Estas

proteinas incluyen la familia de las Pir-CWPs (Proteins with Internal Repeats).

Las funciones desempenadas por las manoproteinas son muy variadas. Algunas de
ellas tienen una funcién estructural, reforzando la pared. Otras estdn implicadas en
procesos de adhesion célula-célula, retencién del agua y permeabilidad selectiva, y hay
otras que incluso poseen actividad enzimatica, como puede suponer la propia
remodelacidn y reparacion de la pared. Entre ellas cabe destacar a las ya citadas Gaslp,

Crhlpy Crh2p.

2.4 Dinamica y remodelacion de la pared celular

La sintesis y ensamblaje de la pared celular es un proceso complejo y se han
encontrado mds de 1200 genes cuya delecidon afecta directa o indirectamente a esta
estructura. La composicidn, estructura y espesor de la pared varian considerablemente
dependiendo de multiples factores ambientales como son los niveles de oxigeno, la
composicion del medio de cultivo, temperatura, pH, etc. Ademas existen diversos tipos
celulares, como son las yemas, los shmoos, las ascosporas y la pseudohifa, lo cual implica la
adaptacion permanente de la pared celular en cada uno de los casos para garantizar la

integridad celular a lo largo de todas las fases del ciclo celular.
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Un caso especifico de remodelacién ocurre cuando la pared celular se ve sometida
a un dafio. En esta situacidn se produce la activacion de la ruta de integridad celular (CWI,
Cell Wall Integrity) (Levin, 2005), a la cual se dedica un apartado de la memoria mas
adelante. Existen diversos estimulos que pueden producir la activacidon de esta ruta como
son, entre otros, el ataque a la pared celular producido por enzimas liticas, el estrés
hipotdnico y térmico, o mutaciones que debilitan la pared, que en ultimo término
ocasionan un incremento en la tensidn de la membrana plasmatica. De forma general

podemos decir que esta remodelacidn ocurre a través de tres vias:

e Un incremento de los componentes de la pared celular, como por ejemplo la
quitina, que aumenta notablemente hasta alcanzar el 20% del peso seco de la
pared.

e Cambios en la expresion e incorporacién de las CWPs a la pared celular y en el
ensamblaje entre los propios polimeros que la constituyen.

e Despolarizacidon transitoria del citoesqueleto de actina, que desencadena la
redistribuciéon de los complejos de sintesis de quitina y glucano hacia zonas

concretas.

Una buena parte de esta respuesta esta controlada por la activacién del factor de
transcripcién RImlp, que permite un incremento en la expresion de numerosos genes

implicados en la sintesis o remodelacién de la pared celular.

3 LA QUITINA

Este polisacdrido es el segundo polimero natural mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa. Estad presente en las paredes celulares de practicamente todos los
hongos, en el resistente exoesqueleto de los artrépodos, y en otros animales como anélidos
y cnidarios, encontrdndose ausente en animales y plantas. Esto convierte a la quitina en

una diana potencial ideal a la hora de desarrollar nuevos antifungicos de toxicidad selectiva.

La quitina se sintetiza a partir de un precursor, la Uridina-Difosfo-N-Acetil-

Glucosamina (UDP-NAcGIn), que es empleada como sustrato en la reaccion catalizada por
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las enzimas con actividad quitin sintasa (QS), sin haberse encontrado hasta la fecha un

aceptor primario:
2n UDP-NACGIn = [NAcGIn-B(1,4)-NAcGIn],+ 2n UDP

La sintesis de quitina es un proceso complejo que debe estar regulado finamente,
puesto que su accidn esta restringida espacial y temporalmente durante el ciclo celular. En
S. cerevisiae existen tres actividades QS con mecanismos de regulacién especificos para

cada una de ellas. Para una revisién mas detallada, consultar Valdivieso et al., 2004.

3.1 Actividad Quitin Sintasa |

A comienzos de la década de los 80 fueron aislados mutantes defectivos en la
actividad quitin sintasa, gracias a los cuales se aislé el gen CHS1, un gen que resultd no ser
esencial. Este gen codifica la subunidad catalitica de la actividad QSI. A pesar de que esta
actividad es la mayoritaria in vitro, los mutantes chslA poseen cantidades normales de
quitina in vivo. Esta actividad es zimogénica in vitro, es decir, que su actividad optima se
consigue tras un tratamiento previo con proteasas. El pH éptimo de esta actividad es 6.5, se
estimula en presencia de Mg** y NAcGIn, y es inhibida por los iones Co* y Ni** (Choi &

Cabib, 1994).

A pesar de que la QS| no es una enzima esencial, los mutantes chs1A presentan un
grado significativo de lisis en las yemas, justo después de la separacion celular. Esta lisis se
produce sélo en medio minimo, condicidén en la que se promueve la actividad quitinasa. En
base a estos datos se propuso que la actividad QS| actuaria contrarrestando el efecto litico
causado por las quitinasas, teniendo papel de reparacion durante la citoquinesis (Cabib et

al., 1992).

Aunque la expresidon de CHS1 cambia a lo largo del ciclo celular, tanto los niveles de
Chslp como la actividad QSI se mantienen elevados y constantes a lo largo del mismo. La
actividad QS| aumenta significativamente durante la conjugacién y tras la activacién de la
respuesta compensatoria (Roncero, 2002), pero no se conoce la relevancia que pueda tener
esta regulacién, puesto que el mutante carente de esta actividad no muestra ningin

fenotipo en dichas circunstancias. Chslp es una proteina integral de membrana y se
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encuentra asociada a la membrana plasmatica y a vesiculas endociticas denominadas

quitosomas (Ver mas adelante).

3.2 Actividad Quitin Sintasa ll

CHS2 fue identificado a partir de mutantes carentes de la actividad QSI,
denomindndose Chs2p a la subunidad catalitica de la actividad QSII. Los niveles de actividad
QSlI suponen alrededor de un 10% de la actividad QSI in vitro, y también es zimogénica en
estas condiciones, aunque no existen evidencias de que esto ocurra in vivo. El pH éptimo de
esta actividad es 7.5-8.0 y se estimula en presencia de NAcGIn y Co?, siendo inhibida tanto

por Ni** como por la droga polioxina D (Choi & Cabib, 1994).

La actividad QSll posee un papel critico en la formacién del septo y division celular
(Silverman et al., 1988). La QSII tan sélo es responsable del 10% de la sintesis de quitina in
vivo, aunque los mutantes chs2A crecen mas lentamente y presentan células mas grandes
que aparecen formando agregados, ya que no se separan correctamente al presentar
septos engrosados y amorfos en los que el septo primario (SP) estd ausente. Se ha podido
determinar que la QSII es la responsable de la sintesis de quitina del SP mediante técnicas
de microscopia electronica empleando WGA (lectina de germen de trigo que se une

especificamente a la quitina) conjugada con oro coloidal (Shaw et al., 1991).

La actividad QSIlI esta sometida a regulacidn transcripcional y postraduccional,
puesto que tanto los niveles de ARNm de CHS2 como los de la proteina Chs2p oscilan a lo
largo del ciclo celular, observandose un maximo tanto de los niveles de la proteina como de
su actividad al final de mitosis. Ademds, la expresidn de este gen se encuentra muy
reducida durante la esporulacidon y conjugacién, procesos en los que no se sintetiza SP. La
proteina es muy inestable y posee una vida media bastante breve, de aproximadamente 25
minutos, lo que contribuye a su regulacién durante el ciclo celular. Existen formas
adicionales de control de esta actividad, ya que se ha demostrado que Chs2p es mantenida
en el RE mediante la fosforilacion dependiente de Cdklp (Teh et al., 2009). A mayores de
todas estas formas de regulacién, Chs2p se localiza en el cuello de forma dependiente a la

magquinaria del cuello (Roncero & Sanchez, 2010).
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3.3 Actividad Quitin Sintasa Il

3.3.1 Caracteristicas generales

A lo largo de los afios se han identificado mutantes carentes de QSIlIl mediante
diferentes estrategias que incluyen resistencia a calcofltor, sintesis de quitina in vivo,
defectos en el ensamblaje de la pared celular de la espora o resistencia a la toxina killer de
Kluyveromyces lactis (Valdivieso et al., 2004). Gracias a ello se han identificado varios genes
(CHS3, CHS4, CHS5, CHS6 y CHS7) implicados directamente en la sintesis de quitina in vivo.
CHS3 es el gen que codifica la subunidad catalitica de la actividad QSIII (Valdivieso et al.,
1991), presentando la proteina Chs3p una homologia reducida pero significativa con Chsip
y Chs2p. Todas ellas contienen el motivo QRRRW, necesario para la actividad catalitica (Cos

et al., 1998).

La actividad QSllI in vitro representa aproximadamente el 5% respecto a los niveles
de la QSI, pero es la encargada de sintetizar alrededor del 90% de la quitina de la célula in
vivo. La actividad no es zimogénica, aunque estudios mas recientes demostraron que la
QSlll presentaba esa propiedad cuando la extraccion de las membranas se hacia en
presencia de detergentes. La actividad QSIIlI presenta un pH d6ptimo de 7.5-8.0, siendo
estimulada por los cationes Mg®" y Co?*, ademds de por la NAcGIn. Sin embargo el Ni%,
inhibidor de Chslp y Chs2p, apenas tiene efecto sobre Chs3p (Choi & Cabib, 1994). La
actividad QSIII también se encuentra anclada en la membrana, apareciendo al igual que la

actividad QSI en la membrana plasmatica y en los quitosomas (Ver mas adelante).

3.3.2 Funcion y regulacion de la actividad QSIIl y caracterizacion de los

genes implicados en dicha actividad

Los mutantes chs3A contienen tan sélo un 10% de la quitina presente en una cepa
silvestre, y son perfectamente viables, mostrando defectos morfolégicos minimos
(Valdivieso et al., 1991). La quitina celular sintetizada por Chs3p se localiza
mayoritariamente en forma de anillo en la base de la yema (85% de la quitina total), y de
forma minoritaria, uniformemente a lo largo de la pared lateral (Shaw et al, 1991).
Ademas, la actividad QSIII también sintetiza la quitina presente en la base de la proyeccién

del shmoo durante la conjugacion, y la quitina que es posteriormente desacetilada para
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originar la capa de quitosan presente en las ascosporas (Valdivieso et al., 2004). Cuando se
produce un dano en la pared celular que activa la respuesta compensatoria, la QSIII es la
encargada del aumento en la sintesis de quitina (Popolo et al., 2001). Por ultimo, cuando se
ve comprometido el aparato de septacion celular, la actividad QSIIl es la encargada de
sintetizar un septo de remediacion gracias al cual se permite la divisién de la célula (Cabib &

Schmidt, 2003).

La actividad QSIlII es por tanto responsable de la sintesis de la mayor parte de la
quitina en diferentes estadios del ciclo celular y es necesaria para responder rapidamente
frente a dafios sobre la pared celular, por lo que debe de estar sometida a una regulacién
muy compleja, requiriendo la actuacién de multiples proteinas que actuan a diferentes
niveles. La ausencia de los genes que codifican las proteinas Chs ocasiona tanto resistencia
frente al calcoflior como ausencia de quitina, como se ha descrito anteriormente. La
caracterizacién de estos genes CHS, identificados a partir del fenotipo de resistencia a
calcoflior, ha descrito una ruta de transporte intracelular para Chs3p, que posee unas

caracteristicas Unicas que se resumen a continuacién (Figura 3A):

Chs3p se sintetizaria en los ribosomas asociados al RE, adquiriendo aqui su
conformacion nativa. Chs7p actia como una chaperona especifica del RE que facilita la
salida de Chs3p del RE (Trilla et al., 1999) impidiendo su agregacion (Kota & Ljungdahl,
2005). El proceso es también dependiente de su palmitoilacion (Lam et al., 2006). Una vez
qgue Chs3p ha salido del RE, llega al Golgi, donde es clasificada de forma dependiente de
Chs5p (Santos et al., 1997) y de Chs6p, un miembro de una familia denominada ChAPs
(Chs5p-Afrip-binding Proteins) (Trautwein et al., 2006). La participacién conjunta de Chs5p
y diferentes ChAPs permite la carga de Chs3p en las vesiculas que salen del Trans Golgi

Network, permitiendo su posterior llegada a la MP.

La llegada final de Chs3p a la membrana depende de Chs4p, una proteina que actua
como activadora directa de la QSIII (Trilla et al., 1997). Chsdp interacciona directamente
con Chs3p y Bnidp (DeMarini et al., 1997; Kozubowski et al., 2003) permitiendo el anclaje

de la QSlII al anillo de septinas y la sintesis correcta del anillo de quitina (Sanz et al., 2004).
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Figura 3. Transporte intracelular y localizacion final de Chs3p en S. cerevisiae. (A) Transporte intracelular
de Chs3p a través de la maquinaria de secrecion, desde el RE hacia la zona del septo. A la izquierda se indica
la localizacion subcelular donde Chs3p queda retenida en ausencia de las proteinas indicadas. (Esquema
tomado de Roncero, 2002). (B) Modelo propuesto para la interaccién entre el complejo QSIII, Bnidp y las
septinas en la zona del septo (DeMarini et al., 1997). El complejo QSIII (Chs3p/Chs4p) se ancla al anillo de
septinas gracias a la interaccion entre Chs4p y la proteina intermediaria Bni4p, uniéndose esta ultima de
forma directa a la septina Cdc10p.

Aunque desconocemos todavia mucha informacién acerca del funcionamiento de
Chs4p, esta proteina es transportada en vesiculas de forma polarizada y sin depender del
resto de proteinas Chs (Reyes et al., 2007). Su asociacidn a la membrana se realiza gracias a
un dominio de prenilacion de la proteina en el extremo C-terminal, lo cual se ha
relacionado directamente con la activacion de Chs3p (Grabinska et al., 2007). En ausencia
de prenilacion, Chs4p puede dirigirse al cuello gracias a su interaccidén con otras proteinas,
principalmente Chs3p. Chsdp induce la activacién de la QSIIl mediante la translocacién de
Chs3p en la membrana plasmatica en una forma estable y activa, manteniéndose
correctamente polarizada gracias al equilibrio dindmico entre su transporte anterégrado
hacia la zona del septo y su reciclaje endocitico en esa regidon, que es dependiente de Chs4p

(Reyes et al., 2007).
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De forma general podemos concluir que la QSlll se regula de forma postraduccional
en todas las condiciones de crecimiento, incluyendo conjugacién y esporulacion. Existen sin
embargo formas especificas de regulacidn todavia poco exploradas, pero que pueden
quedar resumidas en lo que conocemos sobre la esporulacion, donde el papel de Chs4p es
reemplazado por su homoéloga funcional Shclp, especificamente expresada durante este

proceso (Sanz et al., 2002).

4 FORMACION DEL SEPTO Y SEPARACION CELULAR

4.1 Formacion del septo

En células animales, la citoquinesis se produce gracias a la contraccion de un anillo
de actomiosina, que da lugar a la invaginacion de la membrana plasmatica. Cuando se
produce la fusidn de la membrana en la zona media, se originan las dos células hijas. En el
caso de las células fungicas, el proceso se ve dificultado por la existencia de la pared celular,
una estructura rigida que rodea a la membrana plasmatica y que requiere de la sintesis de
un septo. En este caso, la contraccion del anillo de actomiosina debe estar perfectamente
regulada espacial y temporalmente con la sintesis de nuevos fragmentos tanto de la
membrana plasmatica como del SP, sobre el cual se depositan mas capas de pared celular,

y que finalmente terminan siendo degradados de forma parcial por enzimas hidroliticas.

En S. cerevisiae la divisidon celular se da lugar en el cuello, una zona estrecha de
separacion entre las células madre e hija (para una revision mas detallada sobre la
septacidon y la citoquinesis se recomiendan los articulos de revision de (Cabib, 2004,
Roncero & Sanchez, 2010). Existen una serie de acontecimientos que originan la formacion
del septo y que se suceden de la siguiente manera (Figura 4). Inicialmente aparecen las
septinas (Cdc3p, Cdcl0p, Cdcllp, Cdcl2p y Shslp), que forman un anillo en el sitio de
divisién, sirviendo como estructura de andamiaje para otras proteinas involucradas en el
proceso. Las septinas suponen ademas una barrera de permeabilidad, generdndose por
todo ello la asimetria celular necesaria para una adecuada coordinacién de los procesos
morfogenéticos (Dobbelaere & Barral, 2004). Este anillo de septinas marca el ensamblaje
localizado de la QSlIl que se encarga de sintetizar el anillo de quitina que rodea al cuello. La

sintesis de este polimero se mantiene a lo largo de la mayor parte del ciclo celular,
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sirviendo el anillo como un andamiaje en el ensamblaje de otros componentes del septo

(Ver mas adelante).

Para que se produzca el ensamblaje del anillo de actomiosina, deben llegar a la
zona del cuello tanto las forminas como otras proteinas reguladoras de la actina, necesarias
para el ensamblaje de la misma en el anillo (Moseley & Goode, 2006). Al final de la mitosis
se produce la reorganizacién de las septinas origindndose dos anillos en la zona del cuello.
En el espacio formado entre ambos, la proteina Chs2p se ancla en la membrana (Teh et al.,
2009), y se acumula la F-actina, permitiéndose el ensamblaje del anillo de actomiosina. Este
anillo se contrae inmediatamente invaginando con él a la membrana plasmatica, al mismo
tiempo que un disco de quitina es sintetizado por la actividad QSIl depositandose en la
invaginacién y dando lugar al SP, mientras el anillo contractil acaba desapareciendo. Las
membranas plasmaticas acaban fusiondndose, y se concluye asi la citoquinesis. En este
momento Chs2p es endocitado y degradado (Schmidt et al., 2002), aunque la septacion
continda. El modelo actual contempla la dependencia entre la sintesis del SP y la

contraccion del anillo (Schmidt et al., 2002).

Anillode quitina
Septo primario
Pared celular
Septo secundario

Anillo de septinas

OONOHEMN

Anillo de actomiosina

= Qs
@=) Hidrolasas

V

Figura 4. Eventos que se suceden en el ensamblaje del septo en S. cerevisiae a lo largo del ciclo celular.
Una vez que se ha seleccionado el sitio de gemacion, la maquinaria encargada de la sintesis y ensamblaje
del septo se posiciona en la regién del cuello (1 y 2), posibilitando la sintesis del anillo de quitina. Se
sintetiza el septo primario (SP) (disco de quitina) (3). A ambos lados del SP se deposita material de pared
celular, originando el septo secundario (SS) (4). Finalmente actian enzimas hidroliticas que causan la
separacion celular (5) (Esquema tomado de Roncero & Sanchez, 2010).

A continuacién, a ambos lados del SP se deposita el septo secundario (SS), que esta
constituido por material de pared celular similar al de la pared lateral, pero con una

composicion que no se conoce de manera exacta aun, aunque se sabe que contiene B-(1,3)

5
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y B-(1,6)-glucano y quitina. De igual manera cabe destacar que el B-(1,3)-glucano forma
parte tanto del SS como del SP, estando una pequefia parte de él unido a quitina (Cabib &
Duran, 2005). Por ello la subunidad catalitica de la B-(1,3)-glucén sintasa Fkslp tendria un
papel en la formacion del septo, aunque poco se sabe sobre ello. También se ha visto que
las transglicosidasas Crhlp y Crh2p se localizan en el cuello y pueden actuar en el
ensamblaje del septo uniendo el B-(1,6)-glucano a la quitina sintetizada por QSIII (Cabib et
al., 2007). De igual manera, la B-(1,3)-transglicosidasa Gaslp posee la misma localizacién,
requiriendo para ello un anillo de quitina y un septo funcional, ademas de las proteinas
Crhlpy Crh2p (Rolli et al., 2009). Finalmente se debe producir la separacidn fisica de ambas
células, gracias al papel que desempefian de forma mayoritaria dos enzimas hidroliticas: la
quitinasa Ctslp y la endoglucanasa Englp (Ver mas adelante). La mayoria del SP, junto con
el anillo de quitina, permanece en el lado de la célula madre debido a la actuacién de las

enzimas hidroliticas desde el lado de la célula hija, originando asi la cicatriz de gemacion.

Cuando falla la sintesis del SP, la actividad QSlIl se vuelve imprescindible y es la
encargada de la sintesis de un septo de remediacidon en los mutantes con defectos en la
formacidn del SP (Cabib & Schmidt, 2003). A pesar de no formar propiamente parte de la
magquinaria de septacion, Chs3p también es importante porque da lugar a la sintesis del
anillo de quitina que rodea al SP. El complejo Chs3p-Chs4p se ancla al anillo de septinas
gracias a la proteina intermediaria Bnidp, y se mantiene en la zona del cuello durante gran
parte del ciclo celular (Kozubowski et al., 2003). La integridad del cuello durante la
citoquinesis depende de la coexistencia de este anillo de quitina y del anillo de septinas
(Schmidt et al., 2003), desembocando la ausencia de ambas estructuras en la muerte
celular. La importancia del anillo de quitina también queda remarcada por el patrén de

letalidad sintética que presenta el mutante chs3A (Lesage et al., 2005).

4.2 Separacion celular

La pared celular es una estructura enormemente dindmica que se mantiene a
través del equilibrio continuo entre la sintesis, el ensamblaje y la remodelacién de sus
componentes. Una vez que se ha originado el septo entre las células madre e hija, se
produce la separacién celular mediante la degradacién controlada de dicho septo llevada a

cabo por enzimas hidroliticas, cuya expresién asimétrica estd controlada temporalmente
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por la ruta RAM. Tras la salida de mitosis, la quinasa Cbk1p, activada por Mob1p, se localiza
en el cuello. Alli fosforila especificamente a Ace2p, permitiendo su acumulacion en el
nucleo de la célula hija (Parnell & Stillman, 2008), donde da lugar a la expresidn asimétrica
de una serie de genes, entre los que se encuentran la quitinasa CTS1 (Colman-Lerner et al.,
2001), la endoglucanasa mas importante ENG1 (Baladron et al., 2002) y otras actividades
hidroliticas aun sin caracterizar. Estas enzimas son dirigidas a la zona del cuello, teniendo
Ctslp el papel fundamental en la separacién celular de S. cerevisiae, a través de su accion
sobre la quitina del SP desde el lado de la célula hija, y siendo secundario el papel de Englp.
Tanto la delecion de CTS1 como la de ACE2 originan un fenotipo de células encadenadas
(Kuranda & Robbins, 1991; Dohrmann et al., 1992). La QS| se encargaria de corregir el
exceso de degradacion causado por Ctslp (Cabib et al., 1992). Ademas, en determinadas
circunstancias donde la actividad de la quitinasa es maxima, como a pH acido, la ausencia

de Chslp acaba produciendo la lisis celular (Cabib et al., 1989).

5 RUTAS DE TRANSMISION DE SENALES

5.1 Introduccion: generalidades

Los mecanismos gracias a los cuales la célula es capaz de detectar y responder
frente a las condiciones cambiantes del medio que le rodea han sido considerados de gran
interés durante las Ultimas décadas. Ademas, se esta poniendo en evidencia de forma cada
vez mas clara el alto grado de conservacion que existe entre los sistemas de transmisién de
sefiales en diferentes organismos eucariotas, teniendo por ello S. cerevisiae gran relevancia
como modelo en estos estudios. Estos sistemas contienen sensores, transductores vy
efectores de la sefial que regulan la expresion de genes y/o la funciéon de proteinas de

forma especializada dependiendo del estimulo que la active y la accién que se requiera.

Entre las rutas de sefializacién que existen, ocupan un lugar de gran importancia las
denominadas cascadas MAP quinasa (Chen & Thorner, 2007). Estas rutas contienen lo que
se ha designado como mddulo MAP quinasa, en el que la informacién fluye en cascada a
través de tres proteinas con actividad quinasa. Estas se fosforilan de forma sucesiva para
poder transmitir intracelularmente una senal especifica, que procede de proteinas

receptoras situadas en la membrana plasmatica. Cuando esto sucede, una proteina
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MAPKKK fosforila a la MAPKK, que a su vez activa también mediante fosforilacion a la MAP
quinasa (MAPK). Esta ultima se encarga generalmente, gracias a su transporte al nucleo, de
regular la actividad de determinados factores de transcripcién mediante fosforilacion,
dando lugar a la transcripcion de unos genes que puedan desempefiar una respuesta
adecuada a los estimulos que pusieron en marcha este mecanismo. Los mdédulos MAP

quinasa aparecen conservados tanto en animales como en plantas y hongos.

Entre las cascadas de sefializacion que forman parte de S. cerevisiae se han descrito
cinco rutas de transmisién de sefiales que se basan en médulos MAP quinasa (Chen &
Thorner, 2007). Estas son conocidas como: ruta de respuesta a feromonas, ruta de
pseudofilamentacion/crecimiento invasivo, ruta de respuesta a alta osmolaridad (HOG),
ruta para el ensamblaje de la pared celular de la espora y ruta de integridad celular (PKC)

(Figura 5).

Asimismo existen otras rutas en las que su activacién, a diferencia de las que se
acaban de enumerar, no consiste en una cascada de proteinas MAP quinasa. Entre ellas
estan la ruta de la calcineurina y la ruta RIM101 o ruta de respuesta a pH alcalino (Figura 5).
En esta ultima, su factor de transcripcién es procesado proteoliticamente, originando asi la
respuesta transcripcional correspondiente. Aunque existen evidencias cada vez mas
abundantes que indican la existencia de una interaccidn entre muchas de estas rutas, aqui
nos centramos tan sélo en dos de ellas, la ruta RIM101 y la ruta PKC o CWI (Cell Wall

Integrity), activada frente a dafios sobre la pared celular.
5.2 Ruta de respuesta frente al pH alcalino: ruta RIM101

5.2.1 Introduccion

Los microorganismos deben adaptarse a multiples condiciones ambientales, entre
las que esta el pH del medio en el que se encuentran, ya que éste tiene influencia en su
crecimiento, fisiologia y diferenciacion. S. cerevisiae puede vivir en un amplio rango de pH,
aungue su crecimiento es dptimo a pH acido. Para adaptarse a los cambios de pH o a una
alta concentracion extracelular de cationes, S. cerevisiae activa la expresién de genes
especificos de bombas idnicas y transportadores, encontrdndose entre ellos PMA1, ENA1 y

una ATPasa vacuolar (Lamb et al., 2001).
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Mediante el uso de arrays para la hibridacion de ADN, se ha determinado la
induccion a gran escala de la expresidon de genes provocada por la alcalinizacién del medio
(Lamb et al., 2001). La gran mayoria de los genes que se encontraron son especificos de pH
alcalino, estando involucrados en una gran variedad de procesos celulares. La respuesta
transcripcional frente al pH extracelular se ha caracterizado de forma mds extensa en
hongos, siendo Aspergillus nidulans el organismo que sirve de modelo para su estudio, ya
que este sistema de regulacidon implica una ruta de transduccién bastante conservada. En
ella participan los productos de los genes pacC, palA, palB, palC, palF, palH y pall (Revisado
extensamente en (Penalva & Arst, 2004). Esta ruta desencadena el procesamiento
proteolitico de su factor de transcripcidon PacC, siendo requeridos los productos de los 6
genes pal para la activacion del mismo. PacC sufre dos procesamientos proteoliticos
sucesivos, siendo el primero dependiente de pH neutro o bdsico, y el segundo
independiente de pH y catalizado por el proteosoma, permitiendo asi que el factor de
transcripcién procesado ejerza como represor transcripcional de genes expresados en

condiciones acidas y activador de genes expresados en condiciones alcalinas.

5.2.2 Ruta RIM101 de S. cerevisiae: activacion y componentes

S. cerevisiae posee una proteina homdloga de PacC denominada Rim101p. Este es
un factor de transcripciéon identificado inicialmente como un regulador positivo del
programa meiodtico, esporulacion y crecimiento invasivo (Su & Mitchell, 1993; Li & Mitchell,
1997; Lamb et al., 2001). Actualmente se puede afirmar que la ruta RIM101 responde
también a pH alcalino. Rim101p se procesa proteoliticamente mediante un corte que
elimina alrededor de 70 residuos del extremo C-terminal, llevado a cabo por la proteasa
Rim13p, homdloga en S. cerevisiae de PalB (Futai et al., 1999). A pH 4cido coexisten las
formas procesada y no procesada de Rim101p, predominando ésta ultima, mientras que a
pH neutro o alcalino Unicamente se observa la forma procesada (Li & Mitchell, 1997). La
ausencia de Rim101p ocasiona problemas de crecimiento a pH alcalino, suponiendo este
fenotipo la principal evidencia de la implicacion de la ruta en la adaptacion a este pH (Lamb

etal., 2001).

Gracias a ensayos llevados a cabo con arrays se han podido identificar 71 genes que

se sobreexpresan en condiciones alcalinas y estan involucrados en multiples procesos
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celulares (Lamb et al., 2001). Entre ellos cabe destacar la presencia de genes que codifican
transportadores de metales y proteinas relacionadas con el metabolismo del fosfato, asi
como ENA1L. Los genes cuya expresién aumenta a pH 8 pueden ser clasificados en tres
grupos: aquéllos cuya expresion depende totalmente de RIM101 (como ARN4,
YARO68W/YHR214W y ZPS1), otros cuya dependencia es tan sélo parcial (ENA1 y NRG2), y
por ultimo los que son independientes de este factor de transcripcion (PHO11/12, PHO84,
FRE1 y CTR3). Esto confirma, por un lado, la relacién existente entre la ruta RIM101 vy la
regulacién del pH, y por otro, la existencia de una respuesta al pH alcalino adicional a esta

ruta.

Posteriormente se confirmd que la expresién de determinados genes frente a pH
alcalino es también dependiente de la ruta de la calcineurina (Serrano et al., 2002). En
concreto, la induccion de PHO89 a pH alcalino es totalmente dependiente de la ruta de
calcineurina, y no se produce en ausencia del factor de transcripcién CRZ1 o durante un
tratamiento con la droga FK506 (inhibidor de la calcineurina). En el caso de ENA1, esta ruta
del calcio media la respuesta alcalina de ENA1 de forma parcial. Por otro lado, otra via que
media en la respuesta alcalina es la ruta PKC, interviniendo en esta sefalizacion la proteina

sensora Wsclp (Serrano et al., 2006).

Estudios posteriores han servido para confirmar que en S. cerevisiae Rim101p actua
fundamentalmente como represor transcripcional (Lamb & Mitchell, 2003). Este factor de
transcripcién puede unirse in vivo directamente a la secuencia consenso TGCCAAG presente
en los promotores de los genes sobre los que ejerce un control transcripcional negativo de
forma directa; entre ellos se encuentra el gen RIM8. Sin embargo también es capaz de
ejercer un papel como regulador positivo de la esporulacidn, crecimiento invasivo,
tolerancia idnica y adaptacién a pH alcalino mediante la represidon de los represores
transcripcionales NRG1 y SMP1. Por todo esto, se han encontrado varios genes que se
sobreexpresan, y otros cuya expresiéon disminuye en el mutante rim101A. La delecién de
SMP1 suprime el defecto de crecimiento invasivo del mutante rim1014, mientras que la
delecidon de NRG1 elimina su sensibilidad al pH alcalino y a altas concentraciones de los
cationes Li* y Na’. Estos hechos sugieren que a pesar de estar altamente conservadas, la
ruta de sefializaciéon de pH de A. nidulans y la ruta RIM101 de S. cerevisiae difieren

significativamente en su funcionamiento (Revisado en Penalva et al., 2008).
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El funcionamiento de la ruta RIM101 no sélo depende del factor de transcripcion
citado, sino de otras proteinas que forman también parte de la ruta (Figura 6) (Revisado en
Penalva et al, 2008): la cistein-proteasa de tipo calpaina Rim13p (homdloga de PalB en A.
nidulans); Rim20p (PalA) involucrada en la activacion de Rim101p mediante su interaccion
con ella; la proteina de tipo arrestina Rim8p (PalF); y las proteinas transmembrana Rim21p
y Dfgl6p (PalH), y Rim9p (Pall), que actuarian como sensores putativos. También se ha
involucrado a Ygrl22wp (PalC), proteina de membrana plasmdtica poco caracterizada.
Ademas de éstas, también son necesarias para el procesamiento de Rim101p diferentes
subunidades de los complejos ESCRT-I (Vps23p, Vps28p y Vps37p), ESCRT-II (Vps36p, Snf8p,
Vps25p) y ESCRT-IIA (Vps20p y Snf7p) (Xu et al., 2004). Rim20p posee un dominio Brol,
gracias al cual ejerce como proteina adaptadora interaccionando con Snf7p y reclutando asi
el complejo ESCRT (Complejos de clasificacion endosomal requeridos para el transporte) a
los endosomas (Boysen & Mitchell, 2006). Snf7p se une a su vez a las membranas de los
endosomas directamente a través de interacciones con el complejo ESCRT-Il y con Vps20p
(del complejo ESCRT-III) (Babst et al., 2002; Lin et al., 2005; Teo et al., 2006). Otro posible
componente de este médulo del endosoma seria Rim13p, una proteasa que interacciona de
igual manera con Snf7p. Por ultimo, Rim101p se reclutaria a este complejo gracias a Rim20p
(Xu & Mitchell, 2001; Vincent et al., 2003), pudiendo tener Rim20p un papel importante en
la adecuada presentacion de Rim101p a la proteasa Rim13p. Las subunidades de ESCRT que
son necesarias para el procesamiento de Rim101p también lo son para el reclutamiento de
Snf7p a los endosomas, mientras que las subunidades de ESCRT que no afectan a la
localizacién de Snf7p, no se precisan por Rim101p para su procesamiento (Xu et al., 2004;

Boysen & Mitchell, 2006).

El modelo que se baraja actualmente situaria a las proteinas Rim21p, Dfgl6p,
Rim9p y Rim8p por encima del complejo endosomal, que contendria a Rim13p y Rim20p,
conectado al complejo ESCRT-III a través de Snf7p, al cual podria reclutarse Rim101p (Xu &
Mitchell, 2001; Hayashi et al., 2005). Por ello, para la sefializacién dependiente de pH, se
sugiere la existencia de dos complejos, situados en la membrana plasmatica y en los
endosomas. La forma en que la sefial se transmitiria desde los receptores de la membrana
plasmatica hasta el complejo endosomal, donde es posible que el factor de transcripcion se
procese, podria requerir de la proteina de tipo arrestina Rim8p para que se internalizara el

complejo de membrana plasmatica.
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Figura 6. Ruta RIM101 de S. cerevisiae. Las proteinas transmembrana Rim21p y Dfgl6p (homdlogas de
PalH de A. nidulans) y Rim9p (Pall) actian como sensores de la ruta frente a condiciones de pH alcalino.
Estas proteinas, junto con Rim8p, actuarian en un complejo de membrana, que se internalizaria para
ponerse en contacto con el médulo endosomal, formado por Rim20p, Rim101p y Rim13p. Rim20p entraria
en contacto con Rim101p, de forma dependiente al sistema ESCRT, favoreciéndose asi la activaciéon del
factor de transcripcion mediante un procesamiento proteolitico llevado a cabo por la proteasa Rim13p.
Rim101p reprime la expresion de RIM8 y de los represores SMP1 y NRG1, produciendo una respuesta
transcripcional frente al estimulo que activé la ruta. También se muestran las interacciones de la maquinaria
ESCRT con componentes de la ruta RIM101 (basado en un modelo propuesto por Herrador et al., 2010).

Recientemente se ha descrito que la proteina Rim8p se une tanto al sensor de 7
dominios transmembrana Rim21p, como a la subunidad Vsp23p del complejo ESCRT-I. La
monoubiquitinacion de Rim8p, llevada a cabo por la ubiquitin ligasa Rsp5p, y la existencia
de un dominio SXP en Rim8p contribuyen en la interaccién de esta proteina con el dominio
UEV de Vsp23p (Herrador et al., 2010). Ademas Rim8p coinmunoprecipita tanto con Vsp23p

como con Vsp28p (ESCRT-I), y Vsp28p y Rim8p, cuando son sobreexpresadas, colocalizan en
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estructuras punteadas en la membrana plasmadtica, apoyando la idea de que Rim8p seria
una proteina adaptadora en el reclutamiento de la maquinaria ESCRT a una proteina de 7
dominios transmembrana (Rim21p y/o Dfgl6p), mediando asi en la internalizacién del
complejo de sensores plasmaticos (Herrador et al., 2010) y en la eventual activacién de la
ruta. No se puede descartar que Ygrl22wp, la gran desconocida hasta el momento, pueda

ejercer una funcidn similar.

La delecién de RIM101 en S. cerevisiae conduce a fenotipos como el ya descrito de
hipersensibilidad frente a iones sodio y litio, al agente antifungico fluconazol y a bajas
temperaturas (Su & Mitchell, 1993; Lamb & Mitchell, 2003; Parsons et al., 2004). También
es requerida para la adaptacion y resistencia de la levadura frente a dcidos débiles a un pH
constante 4.0 (Mira et al., 2009). De forma adicional, la ruta RIM101 se activa en respuesta
a una alteracion en la asimetria de los lipidos de membrana, imprescindible para una
correcta fisiologia de la misma, produciendo Rim101p un aumento en la expresion de RSB1
mediante la represién de NRG1 (lkeda et al., 2008). Todo esto refuerza la idea de que
RIM101 debe tener otros papeles adicionales a la respuesta inducida por el pH alcalino. En
el contexto de esta memoria es también especialmente relevante la desregulacion en la
expresion de varios genes potencialmente implicados en el ensamblaje de la pared celular

(Lamb et al., 2001).
5.3 Ruta PKC

5.3.1 Activacion de la ruta PKC

La ruta de integridad celular, o ruta CWI (Cell Wall Integrity), es también conocida
como ruta PKC, ya que la proteina Pkclp es la encargada de promover la fosforilacién del
modulo de proteinas MAP quinasas. Este incluye a la MAPKKK Bcklp, las MAPKK
redundantes Mkklp y Mkk2p y la MAP quinasa Slt2p, también conocida como Mpklp
(Revisado en Levin, 2005). La ruta se encuentra regulada durante el ciclo celular, aunque
también se activa en respuesta a una gran variedad de estimulos externos que pueden

ocasionar estrés sobre la pared celular y que seran descritos a continuacién.

Durante el ciclo celular, se observa un pico maximo de activacion de Slt2p durante

la emergencia de la yema, al final de la fase G1 (Zarzov et al., 1996). Este aumento va unido
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a la polarizacidon de los componentes de la ruta. De la misma manera se sabe que los
cambios en la actividad de Cdc28p van asociados a cambios en la fosforilacién de Slt2p
(Marini et al., 1996; Zarzov et al., 1996). Sin embargo se desconoce cémo la actividad de

Cdc28p regula la activacion de la ruta.

El tratamiento con feromonas sexuales origina la parada en fase G1 de las células
haploides y la emisién de una proyeccion de apareamiento, que coincide temporalmente
con la maxima activacion de esta ruta, lo que explica que los mutantes que carecen de la
ruta PKC se lisen en presencia de estas feromonas (Errede et al., 1995). De igual manera la
calcineurina también es imprescindible para la supervivencia celular durante el tratamiento
con feromonas (Withee et al., 1997). Rholp se localiza en la punta de la proyeccién de las
células tratadas con feromonas (Bar et al., 2003), siendo reclutada por el complejo GBy de
la ruta de respuesta a feromonas. Pkclp posee la misma localizacién, siendo dependiente
de la asociacion de Rholp con la subunidad GB (Ste4p). Se ha descrito que para la
activacion de Slt2p frente a este estimulo son necesarias Pkclp, Mkklp y Mkk2p (Zarzov et
al., 1996), mientras que Bcklp también lo es, pero tan sélo de manera parcial (Buehrer &

Errede, 1997).

Otro de los estimulos que activan la ruta es el choque térmico. Muchos de los
mutantes que carecen de elementos de la ruta se lisan cuando se cultivan a temperaturas
elevadas como 37-392C. Un aumento en la osmolaridad del medio suprime tanto la
termosensibilidad como la lisis de los mutantes de esta ruta (Torres et al, 1991) al
estabilizar la membrana plasmatica en ausencia de una pared funcional estable. La
fosforilacién de Slt2p comienza 20 minutos tras la aparicién del estrés y presenta su nivel
maximo a los 30 minutos (Kamada et al., 1995), lo que sugiere que la ruta se activaria
debido a un efecto secundario, como podria ser un aumento de la osmolaridad intracelular
ocasionado por la acumulacién de trehalosa en el citoplasma (Neves & Francois, 1992), y
que provocaria la activacion de los sensores de la ruta. Esta activacion desencadena
finalmente la expresidn de genes implicados en la biosintesis de la pared celular (Kamada et

al., 1995; Igual et al., 1996).

Son varios los agentes que afectan directamente a la pared celular, como el
calcofluor, la zimoliasa, las pneumocandinas o el rojo congo (Ketela et al., 1999; de Nobel et

al., 2000; Reinoso-Martin et al., 2003). Todos ellos provocan una activacién de esta ruta
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para reparar los dafios sufridos en la pared (Garcia et al., 2004). Se ha podido verificar que
la respuesta transcripcional frente al estrés ocasionado por la zimoliasa es debida a una
cooperacion entre la ruta PKC y la ruta HOG (Bermejo et al., 2008; Garcia et al., 2009).
Otros compuestos como el ortovanadato o la cafeina también estimulan la ruta PKC,
aunque probablemente mediante mecanismos diferentes. Ademds, muchas mutaciones
que afectan a genes relacionados con la biosintesis de la pared celular causan la activacion
constitutiva de la ruta (Lagorce et al., 2003). Muchos de los genes que se sobreexpresan en
estas condiciones poseen en sus regiones regulatorias sitios para los factores de
transcripcion RIm1p, Swidp (de la ruta PKC) y Crz1p (de la ruta Ca**/calcineurina), asi como
para Msn2p/4p y Hsflp; por ello no es de extrafiar la correlacion existente entre la

activacién de las rutas PKC y Ca**/calcineurina bajo estas condiciones.

Hay que afiadir a esto el estrés hipotdnico, que origina una activacién rdpida y
transitoria de la ruta (Davenport et al., 1995). Slt2p se activa tan soélo 15 segundos después
del estimulo correspondiente, recuperandose la actividad basal tras 30 minutos.
Igualmente se encuentran involucradas en esta respuesta las rutas HOG a través del sensor
SInlp y la ruta Ca**/calcineurina, mediando en la activacién del factor de transcripcién

Crzlp (Lietal., 2002) .

La despolarizacién del citoesqueleto de actina mediada por el tratamiento con
rapamicina, que inhibe especificamente a las quinasas Torlp/2p, o con latrunculina B
induce la activacion de Slt2p (Harrison et al., 2001; Krause & Gray, 2002). En esta respuesta
son requeridas tanto Rholp como Pkclp, aunque existen diversas opiniones acerca del
papel que juegan los sensores de la ruta. Unos afirman que Wsclp o Mid2p son
imprescindibles (Torres et al., 2002), mientras que otros le restan importancia a los mismos
(Krause & Gray, 2002). Estudios adicionales indican que los sensores no poseen una funcion
en la respuesta a la latrunculina B (Harrison et al., 2001). Esta respuesta disminuye o se
bloquea en presencia de un estabilizador osmdtico, sugiriendo que estos compuestos
originan un dafo en la pared celular que desencadena la activacion de la ruta. Cuando las
células se encuentran sometidas a situaciones de estrés, el citoesqueleto de actina se
deslocaliza y varias de las proteinas que forman parte de la ruta PKC cambian su

distribucidon, movilizdndose desde lugares de crecimiento polarizado hasta la periferia
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celular o regiones bajo esta superficie (Delley & Hall, 1999), pudiendo intervenir asi en la

reparacion del dafio causado.

El estrés oxidativo también provoca la fosforilacion de Slt2p. La peroxidacién de
lipidos podria ocasionar una oxidacién de la membrana plasmatica, originando una sefial de
estrés sobre la pared celular (Alic et al., 2003). Recientemente se ha descrito que Mtllp
actuaria como el sensor de la ruta PKC encargado de detectar el estrés oxidativo y activar la

ruta a través de Rholp (Petkova et al., 2010).

Ademas se ha podido comprobar que determinados mutantes de la ruta PKC
presentan sensibilidad frente al pH alcalino del medio; asimismo el pH alcalino origina una
activacion rapida y transitoria de la ruta (Serrano et al., 2006). Posee aqui un papel
fundamental el sensor Wsclp, puesto que en su ausencia se disminuye la activacién de
Slt2p frente a la alcalinizacién del medio, y dicho mutante muestra sensibilidad alcalina. La
expresion de varios genes relacionados con la pared celular se ve incrementada en
respuesta a este estimulo, siendo dependiente de Slt2p. Los mutantes que carecen del SBF
(factor de transcripcion activado por la ruta PKC y formado por las proteinas Swidp/Swi6p)
son sensibles al pH alcalino, mientras que rIm1A es resistente, indicando que la tolerancia a

este pH es dependiente del SBF e independiente de RLM1 (Serrano et al., 2006).

De forma general podria concluirse que es el estiramiento de la membrana lo que
provoca la activacidn de esta ruta, habiéndose demostrado la relacidn entre su activacion y
la acumulacién intracelular de K* (Merchan et al., 2004) o glicerol (Garcia-Rodriguez et al.,
2005). Mucho mds recientemente se ha demostrado que los sensores de la ruta actuarian
siguiendo un modelo de muelle que reconoceria la distancia fisica entre la membrana
plasmatica y la pared celular (Heinisch et al., 2010), lo que estaria de acuerdo con el

modelo de estiramiento propuesto.

5.3.2 Los componentes de la ruta PKC y su funcién en la respuesta

* Los sensores

Se han descrito cinco proteinas transmembrana que actlan como sensores en la
deteccidn y transmiten el estado de la pared celular hacia Rholp, activando asi la ruta PKC

(Figura 7). Son Wsclp, Wsc2p, Wsc3p, Mid2p y Mtll (Revisado en Levin, 2005).
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Todas ellas contienen un extremo C-terminal citopldsmico pequefio, un Unico dominio
transmembrana y un dominio periplasmico muy rico en residuos Ser/Thr que se encuentran
altamente glicosilados (O-manosilados). Como hecho distintivo, las proteinas Wsc1-3p
poseen una region caracteristica en el dominio extracelular denominado dominio CRD (rico
en cisteinas), ausente en Mid2p y Mtllp. Las tres proteinas Wsc tienen gran similitud de
secuencia entre ellas, mientras que Mid2p posee una identidad del 50% con Mtllp. Se ha
propuesto que aquéllas que se han caracterizado con mas detalle funcionan como
mecanosensores, una hipdtesis mucho mas cercana hoy debido a los resultados

recientemente obtenidos con el microscopio de fuerza atémica (Heinisch et al., 2010).
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Figura 7. Ruta de integridad celular (CWI) o ruta PKC de S. cerevisiae. A través de los sensores de
membrana Wscl-3p, Mid2p y Mtllp, se detectan los dafios en la pared celular y se seiializan hacia Rom2p,
estimulando el intercambio de GDP por GTP en la proteina GTPasa Rholp. Rholp activa a Pkclp, que a su
vez activa al modulo MAP quinasa constituido por Bcklp, las proteinas redundantes Mkk1/2p y Slt2p. Slt2p
es regulado negativamente por varias fosfatasas y posee como dianas a los factores de transcripcidn, Rim1p
y Swi4/6p, provocando una respuesta transcripcional. Se muestran también otras dianas de Rholp, asi
como las proteinas GAP que inactivan a Rholp
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Wsclp y Mid2p parecen ser los sensores del estrés de la pared celular mas
importantes, siendo necesaria al menos una de ellas para la supervivencia de la célula
(Rajavel et al., 1999). Wsclp se localiza en sitios de crecimiento polarizado (Delley & Hall,
1999) y su delecidon ocasiona la lisis celular a elevadas temperaturas, resultando ademads su
presencia necesaria para la activacion de Slt2p en estas condiciones (Verna et al., 1997).
Por otro lado, Mid2p es necesaria para la activacion de Slt2p en respuesta a feromonas,
calcoflior o elevadas temperaturas (Ketela et al., 1999) y es importante en el proceso de
conjugacion, siendo su localizaciéon en la periferia celular difusa y permitiendo que la
sefializacion del estrés causado por las feromonas sea iniciado en cualquier punto de la
superficie celular (Rajavel et al., 1999). La sobreexpresién de MID2 suprime la
termosensibilidad de wsclA, y la sobreexpresion de WSC1 suprime la muerte ocasionada en
mid2A debido al tratamiento con feromonas, por lo que poseen un papel que se solapa
parcialmente en la sefializacién de la ruta PKC (Ketela et al., 1999; Rajavel et al., 1999).
Estudios recientes muestran que Mid2p es la principal implicada en la activacién de la ruta
por el rojo congo, mientras que Wsclp lo es en respuesta a la caspofungina (Bermejo et al.,
2010). Cabe destacar que en determinados casos existe una participacion conjunta de
diferentes rutas en respuesta a determinados tipos de estrés, como el causado frente a la
zimoliasa, en el que colaboran las rutas PKC y HOG, teniendo el papel principal el sensor
Sholp de la ruta HOG, y donde carecen de importancia tanto Wsclp como Mid2p (Bermejo

etal., 2008).

* La transmision de la senal

La GTPasa Rholp fluctia entre su estado activo, unido a GTP, y otro inactivo, unido
a GDP. Esta activa a Pkclp cuando se encuentra en estado activo, ademas de regular otras
respuestas como son la biogénesis de la pared celular, la organizacion del citoesqueleto de

actina y la secrecién polarizada (Revisado en Levin, 2005).

Existen cuatro proteinas GAPs (GTAase Activating Proteins), Bem2p, Sac7p, Bag7p y
Lrglp, que convierten Rholp activo en inactivo. La regulacion que lleva a cabo cada GAP
sobre Rholp es especifica de la diana sobre la que actia Rholp. Por otro lado, las proteinas
GEFs (Guanoside nucleotide Exchange Factors) Romlp y Rom2p estimulan el paso de la
forma inactiva de Rholp a la forma activa, siendo probablemente Rom2p el principal

intermediario en esta activacion. El dominio amino terminal de Rom2p le permite
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interaccionar fisicamente con las proteinas Wsclp, Mid2p y posiblemente con otros
sensores. Tuslp es una tercera GEF de Rholp, de la que aun no se conoce con detalle su
mecanismo de actuacion. Ademds de la regulacién de Rholp ya mencionada, también
intervendria la proteina Rdilp, que es la Unica GDI (Rho-GDP Dissociation Inhibitor) de
Rholp en S. cerevisiae. Las proteinas GDI tienen la habilidad de extraer las proteinas Rho de

las membranas, manteniéndolas en una forma inactiva en un complejo citosdlico.

Al inicio de la activacién de la ruta, Pkclp se asocia a Rholp-GTP (activa) y esto
permite que pueda ser estimulada por la fosfatidilserina (pero no por otros cofactores
como el diacilglicerol o el calcio, que convencionalmente activan PKCs en otros organismos)
(Nonaka et al., 1995; Kamada et al., 1996). La delecion de Pkclp es letal y es mas grave que
la de cualquier otro miembro de esta cascada por debajo de ella, lo que sugiere que regula
multiples rutas ademas de tener como papel mas estudiado la activacion del médulo MAPK
(Lee & Levin, 1992). Aunque la viabilidad de pkclA se recupera en presencia de sorbitol,
este mutante posee defectos en la pared celular, presentando una reduccién de glucanos y
mananos (Paravicini et al., 1992). Pkclp posee un patron de localizacion bastante similar al
de Rholp, situdndose en sitios de crecimiento polarizado (Andrews & Stark, 2000b), siendo
requerido un anillo de septinas intacto para su localizaciéon en el cuello (Denis & Cyert,
2005). Ademas, existe una pequefia cantidad de esta proteina que se ubica en el nucleo,
pudiendo explicar esto el posible papel que podria desempefiar Pkclp independiente a la

ruta de integridad celular.

Pkclp fosforila directamente a Bckl1p in vitro en varios residuos. Bck1p fosforila a su
vez a las proteinas Mkk1lp/Mkk2p. Por ultimo, Slt2p es activado cuando Mkk1p/Mkk2p la
fosforilan de forma dual en los residuos Thr*® y Tyr'*? del motivo tipico de MAPK T-X-Y (Irie
et al., 1993; Kamada et al., 1995; Paravicini & Friedli, 1996). La ausencia de cualquier
quinasa aguas abajo de Pkclp (o la ausencia simultanea de Mkk1lp/Mkk2p) produce la lisis
celular a elevadas temperaturas, siendo remediable en presencia de sorbitol. Las quinasas
difieren en su localizacién en ausencia de estrés, ya que Bcklp y Mkkl/Mkk2p se
encuentran en el citoplasma mientras que SIt2 tiene localizacién nuclear. Sin embargo, en
caso de estrés sobre la PC, tanto Slt2p como Mkk1/Mkk2p se distribuyen en las zonas de
crecimiento polarizado, algo que no se ha podido demostrar en el caso de Bcklp (Kamada

et al., 1995; van Drogen & Peter, 2002). Slt2p se localiza en cuello y en la punta de la yema,
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siendo independiente del citoesqueleto de actina, pero dependiente de Spa2p, ejerciendo
esta Ultima como proteina de andamiaje al interaccionar con Slt2p y las proteinas

Mkk1p/Mkk2p (van Drogen & Peter, 2002).

Slt2p se encuentra regulada negativamente por las fosfatasas Ptp2p, Ptp3p, Msg5p
y Sdp1lp, de las cuales tanto Msg5p como Ptp2p poseen una regulacion reciproca por parte
de Slt2p. La fosforilacién de Msg5p provoca una disminucién en la afinidad de unién por
Slt2p, reduciendo la habilidad de Msg5p de inactivar a Slt2p (Flandez et al., 2004). Esto
supone un excelente mecanismo de potenciacion de la sefal. Ademds, Msg5p actuaria
manteniendo una actividad basal de Slt2p baja en ausencia de estrés. Algunas de estas
fosfatasas actian también sobre otras proteinas MAPK, como es el caso de Msg5p sobre

Fus3p (Doi et al., 1994), o Ptp2p y Ptp3p sobre Hoglp y Fus3p (Mattison et al., 1999).

* Los efectores

Entre las dianas conocidas de Slt2p se encuentran los factores de transcripcion
RImi1p y el complejo SBF, las proteinas citosdlicas Mihlp y Cchip/Midlp y las fosfatasas
Msg5p y Sdplp. Sin embargo todas las evidencias acumuladas sugieren la existencia de

dianas adicionales.

RImlp pertenece a la familia de los factores de transcripcion MADS-box y es
responsable de la gran mayoria de la respuesta transcripcional llevada a cabo por la ruta
PKC, regulando, entre otros, la expresién de multiples genes relacionados con la sintesis de
la pared celular (Garcia et al.,, 2004). La “respuesta compensatoria” se lleva a cabo
principalmente por RImlp cuando se activa la ruta PKC debido a diversas situaciones de

estrés (Garcia et al., 2004), provocando:

e unincremento en la cantidad de quitina y B-glucano;
e cambios en la asociacién de los polimeros de la pared;
e un incremento en las proteinas de pared celular, asi como un cambio en la

localizacién de proteinas que intervienen en la sintesis de la pared celular lateral.

Esta proteina reside en el nucleo y su actividad aumenta cuando Slt2p la fosforila
(Jung et al., 2002). RImlp tiene también como diana a MLP1, que codifica una

pseusoquinasa homodloga a Slt2p y compite con ella por el acceso a Rim1p o Mkk1p/Mkk2p
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(Watanabe et al., 1997). La delecién de RLM1 no origina fenotipos tan drasticos como los

mostrados por slt24, lo que sugiere que deben existir funciones adicionales para Slt2p.

Durante el crecimiento vegetativo la pared celular debe remodelarse, lo que implica
una coordinacién entre la ruta PKC y el ciclo celular. Esto es llevado a cabo a través del SBF,
un activador transcripcional formado por las proteinas Swi6p y Swidp. Asi se promueve
tanto la expresion de genes relacionados con la biosintesis de la pared celular como de
genes involucrados en la transicion G1/S (Breeden, 2003) y en la morfogénesis celular. Slt2p
es capaz de fosforilar a SBF en respuesta a un estrés sobre la pared celular, aunque también
se ha sugerido que SIt2p podria regular a SBF a través del ciclo celular (Madden et al., 1997;

Baetz et al., 2001).

El hecho de que parte de la Slt2p nuclear se desplace hacia el citoplasma en
respuesta frente a estrés sobre la pared celular, y exista una proporcion de Slt2p en los
lugares de crecimiento polarizado, sugeria que existen dianas citoplasmaticas. Ademas se
ha propuesto la posible implicacién de Slt2p en la polarizacidn del citoesqueleto de actina

(Mazzoni et al., 1993).

Una de las proteinas citoplasmicas sobre las que podria actuar Slt2p es la fosfatasa
Mih1p, que esta involucrada en el ciclo celular regulando la fosforilacién de Cdc28p (Sia et
al., 1996). El checkpoint de morfogénesis, mediado por la fosforilacién de Cdc28p, se activa
cuando existe una despolarizacion del citoesqueleto de actina, dandose lugar a una parada

en G2.

El canal de calcio de la membrana plasmatica formado por Cchlp y Midlp se activa
frente a diversos estimulos (Locke et al., 2000), siendo Slt2p necesaria para esta activacion
en respuesta a estrés sobre el RE. Esto supone una de las interacciones existentes entre la

ruta PKCy la ruta de sefializacién del calcio (Bonilla & Cunningham, 2003).

No parece haber duda de que muchos de los efectores de esta ruta estan aun por
descubrir, lo que indicaria funciones adicionales para la ruta, algunas de las cuales

probablemente sean independientes de la activacion de la misma.









Previamente se habian identificado en nuestro grupo un conjunto de mutaciones
de la ruta HOG que conferian resistencia a calcofltor, lo cual llevé a una linea de trabajo
basada en el estudio del papel que la ruta HOG pudiera desempefiar en el ensamblaje de la
pared celular (Garcia-Rodriguez et al., 2000). Este trabajo condujo al estudio posterior de

las relaciones entre esta ruta y la ruta de integridad celular (Garcia-Rodriguez et al., 2005).

Simultdneamente, nuestro grupo estuvo implicado en el proyecto EUROFAN I, lo
cual llevé a identificar al mutante yn/294A (posteriormente denominado rim214) como

resistente a calcofluor.

Por todo ello nos planteamos como objetivo principal de este trabajo esclarecer el
papel que juega Rim21p, y por tanto la ruta RIM101, en la construccion de la pared celular
de S. cerevisiae, y a partir de aqui, estudiar la posible relacidén que pudiera existir entre las

rutas RIM101 y PKC en el mantenimiento de la integridad celular de este organismo.
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Materiales y Métodos

1 MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Para la realizacion de este trabajo, se ha empleado la levadura de gemacion S.
cerevisiae. En la tabla 2 se muestran las cepas empleadas, asi como su procedencia y

caracteristicas genéticas. Para los trabajos de clonacion molecular se usaron las estirpes

estandar de Escherichia coli DH5a y DH10B.

Tabla 2. Estirpes de S. cerevisiae empleadas en este trabajo

Estirpe Genotipo Procedencia
MATa canl1-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3,12 trp1-1 Coleccién del
W303a .
ura3-1 laboratorio
MATa canl -100 ade2-1 his3 -11,15 leu2-3,12 trp1-1 Coleccién del
W303a .
ura3-1 laboratorio
BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Euroscarf
FCM399 BY4741 MATa rim21::URA3 Este estudio
FCM25 W303 MATa rim21::URA3 Este estudio
FCM28 W303 MATa rim21::kanMX4 Este estudio
FCM110 W303 MATa slt2::URA3 Este estudio
FCM323 | W303 MATa rim1:LEU2 Coleccion del
laboratorio
FCM157 | W303 MATa chs3::URA3 Coleccion del
laboratorio
FCM159 W303 rim21::kanMX4 chs3::URA3 Este estudio
FCM17 W303 MATa pbs2:LEU2 Coleccion del
laboratorio
FCM161 W303 rim21::kanMX4 pbs2::LEU2 Este estudio
FCM111 | W303 MATa fks1::URA3 Coleccion del
laboratorio
FCM153 W303 rim21::kanMX4 fks1::URA3 Este estudio
FCM165 | W303 MATa mid2::kanMx4 Coleccion del
laboratorio
FCM167 W303 rim21::URA3 mid2::kanMX4 Este estudio
FCM319 | W303 MATa wscl:kanMx4 Coleccion del
laboratorio
FCM382 W303 rim21::URA3 wscl::kanMX4 Este estudio
FCM236 W303 s/t2::URA3 rim21::kanMX4 Este estudio
FCM314 W303 MATa rim101::kanMX4 Este estudio
FCM328 W303 MATa slt2::URA3 rim101::kanMX4 Este estudio
FCM386 W303 rim21::kanMX4 rim1::LEU2 Este estudio
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FCM625 BY4741 MATa rim8::natMX4 Este estudio
FCM609 BY4741 MATa rim9::natMX4 Este estudio
FCM611 BY4741 MATa rim13::natMX4 Este estudio
FCM613 BY4741 MATa dfg16::natMX4 Este estudio
FCM615 BY4741 MATa rim20::natMX4 Este estudio
FCM638 BY4741 MATa rim21::natMX4 Este estudio
FCM640 BY4741 MATa rim101::natMX4 Este estudio
FCM660 W303 s/t2::URA3 rim8::natMX4 Este estudio
FCM662 W303 s/t2::URA3 rim9::natMX4 Este estudio
FCM664 W303 s/t2::URA3 rim13::natMX4 Este estudio
FCM666 W303 s/t2::URA3 dfg16::natMX4 Este estudio
FCM668 W303 s/t2::URA3 rim20::natMX4 Este estudio
FCM670 W303 s/t2::URA3 rim21::natMX4 Este estudio
FCM672 W303 s/t2::URA3 rim101::natMX4 Este estudio
FCM389 W303 rim101::kanMX4 rim1::LEU2 Este estudio
FCM391 BY4742 MATa smpl::kanMX4 Euroscarf
FCM400 BY4741 rim21::URA3 smp1::kanMX4 Este estudio
CRM872 W303 MATa chs3::LEU2 Coleccién.del
laboratorio
FCM421 W303 s/t2::URA3 rim101::kanMX4 chs3::LEU2 Este estudio
CRM718 | W303 MATa cts1::hphMX4 Coleccion del
laboratorio
FCM418 W303 s/t2::URA3 rim101::kanMX4 cts1::hphMX4 Este estudio
FCM432 W303 MATa ace2::hphMX4 F. del Rey
FCM439 W303 s/t2::URA3 rim101::kanMX4 ace2::hphMX4 Este estudio
CRM1098 | W303 MATa chs4::CHS4-GFP Coleccion del
laboratorio
FCM506 W303 MATa rim101::kanMX4 chs4::CHS4-GFP Este estudio
FCM507 W303 MATa slt2::URA3 chs4::CHS4-GFP Este estudio
FCM546 W303 MATa rsb1::kanMX4 Este estudio
FCM548 W303 rsb1::kanMX4 slt2::URA3 Este estudio
FCM443 W303 MATa prbl1::natMX4 Este estudio
FCM447 W303 rim101::kanMX4 prb1::natMXx4 Este estudio
FCM503 W303 s/t2::URA3 rim101::kanMX4 prb1::natMX4 Este estudio

2 MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Los medios especificos que se utilizaron a lo largo del trabajo son los que se

describen a continuacién. A partir de ellos se elaboraron los correspondientes medios
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solidos afiadiendo agar a una concentracién final del 2%. Todos los medios fueron

preparados con agua desionizada (Milli-Rho) y esterilizados en el autoclave.

2.1 Medios de cultivo para S. cerevisiae

2.1.1 Crecimiento vegetativo

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

cerevisiae fueron los siguientes:

e Maedio rico (YEPD): extracto de levadura al 1%, peptona al 2% y glucosa al 2%.

e Medio minimo (YNB): base nitrogenada sin aminoacidos al 0.7% y glucosa al 2%.

e Medio Sintético Definido (Medio SD): Medio minimo suplementado con una
mezcla de aminodcidos proteinogénicos y otros nutrientes. Con el fin de mantener
la presion selectiva durante el crecimiento de las cepas transformadas con
pldsmidos, se empled una mezcla comercial de aminodcidos (B/O 101 Systems) sin

el suplemento correspondiente.

Cuando fue necesario, los medios empleados para el crecimiento de S. cerevisiae
fueron suplementados con sorbitol, utilizado como estabilizador osmético, y afiadido de

forma previa a la esterilizacion del medio de cultivo a una concentracion 1M.

De igual manera, la glucosamina se afiadié a una concentracion final 15mM a partir

de una solucién 0.8M previamente esterilizada en el autoclave.

Para los ensayos de induccién del promotor GALI, las células transformadas con el
pldsmido correspondiente se incubaron en medio SD selectivo con galactosa al 2% como
fuente de carbono. Cuando se realizaron los ensayos de gota, se recogieron las células
cultivadas en estas condiciones en fase logaritmica, y tras ajustarlas en agua Milli-Q a DOgq
= 1, se depositaron sobre placas del medio sélido correspondiente con galactosa al 2%
como fuente de carbono, permitiéndose asi la expresion del gen bajo el control del

promotor GAL1, y se usaron como control placas con glucosa al 2%.
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2.1.2 Medios de seleccion de resistencia a antibidticos

Cuando se necesitd seleccionar clones resistentes a antibidticos, las placas de
medio sélido se suplementaron con sulfato de geneticina (G418, de GIBCO) a una
concentracién final de 200 pg/ml en placas de YEPD y 150 pg/ml en placas de SD;
higromicina B (Roche) a 300 pg/ml o ClonNAT (Werner Bioagents) a 300 pg/ml.

2.1.3 Conjugacién y esporulacion

Para inducir la conjugacion entre cepas haploides de tipo sexual a y a, se
depositaron conjuntamente cepas de los dos tipos sexuales sobre una gota de agua en
placas de YEPD. Tras una incubacién de 12-24 horas a 282C, se seleccionaron las células
diploides reestriandolas en placas de medio selectivo con las auxotrofias o resistencias al

antibidtico correspondientes.

Una vez obtenidas las cepas diploides de interés, se inocularon en medio YEPD
hasta una DOgy = 1.5-2, y tras dos lavados con agua estéril y uno con Medio de
esporulacion (Acetato potasico al 1%, y adenina al 0.01%) se transfirieron a este medio,
incubandose en matraces con buena aireacion a 252C entre tres y cuatro dias. Transcurrido
este tiempo y una vez que el cultivo se encontraba con un buen porcentaje de células
esporuladas, se recogieron las células contenidas en 500 ul de cultivo, se resuspendieron en
agua estéril y tras un tratamiento previo con glusulasa (PerkinElmer) al 1% durante 5-10
minutos a 372C, se procedid a la diseccion de las ascas con la ayuda de un
micromanipulador automatico (Singer Instruments MSM System Series 200) sobre placas de
YEPD. Para ello se extendieron 10 pl de la suspensién de esporas en un extremo de la placa
y se recogieron ascas, separando las cuatro esporas de cada asca y depositandolas en zonas
de la misma placa libres de células. Una vez que las esporas habian germinado y crecido
durante 2-3 dias, se seleccionaron los clones mediante réplicas en el medio selectivo

correspondiente.

En ocasiones la presencia de sorbitol 1M o glucosamina 15mM fue necesaria en las
placas de medio sélido para permitir la conjugacién y el crecimiento de los mutantes

sintético letales.
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2.1.4 Medios suplementados con otros compuestos para ensayos de

resistencia-sensibilidad

El ensayo de resistencia a calcofltor (Fluorescent Brightener 28, Sigma) se hizo en
placas de YEPD o SD suplementadas con este antifiingico a la concentracién final indicada
(0-1 mg/ml). Cuando el medio empleado era SD, se tampond con biftalato potasico 50mM,

pH 6.2, para evitar la precipitacion del fluorocromo.

El ensayo de resistencia a SDS se realizd en placas de YEPD o SD a una
concentracion final entre 0-0.05% cuando se trabajo con el fondo genético BY4741, o O-
0.005% en el caso del fondo genético W303, ya que se ha demostrado la influencia de la
mutacion trp1 en la sensibilidad a este compuesto (Gonzalez et al., 2008). En los ensayos de

resistencia a cafeina, la concentracion final empleada fue entre 0-5mM.

El ensayo de crecimiento frente a diferentes pH se llevd a cabo en placas de YEPD,
al que se afiadié tampdn citrato o tampdn fosfato a una concentracién final 0.1M para
ajustar dicho medio en los rangos de pH 4-6 6 6-8 respectivamente. Para determinar la
sensibilidad frente a NaCl, se suplementaron las placas de YEPD con cloruro sddico a

diferentes concentraciones comprendidas entre 0-1M.

La resistencia en placa se realizé siempre mediante el denominado ensayo de gota.
Las células incubadas en el medio YEPD o SD adecuado fueron recogidas en fase logaritmica
y se ajustaron en un mililitro de agua Milli-Q a una DOgg = 1. Se hicieron diluciones seriadas
1/10, y con un replicador estéril se depositaron las gotas sobre las placas suplementadas

con los compuestos indicados anteriormente.

El ensayo de sensibilidad frente a zimoliasa se realizé en medio liquido YEPD o SD.
Se tomoé el cultivo a ensayar en fase logaritmica y se diluyé hasta una DOgy = 0.005 en
medio liquido fresco con cantidades crecientes de Zimoliasa 100T (Seikagaku Corporation)
(0-5 U) y se incubaron durante 16 horas a 282C. Transcurrido ese tiempo, se midid la DOgg
de cada cultivo y se representaron los datos en escala logaritmica, referidos como

porcentaje de crecimiento obtenido en ausencia de la mezcla enzimatica.
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2.2 Condiciones de crecimiento para S. cerevisiae

Habitualmente el crecimiento de esta levadura se realizé en medio liquido o sélido
a una temperatura de 28°C, llevando a cabo los experimentos con cultivos en fase
logaritmica temprana (DOgy < 2), @ no ser que se especifique lo contrario. De manera
rutinaria se preparaba un preindculo en medio liquido al que se permitia alcanzar la fase
exponencial, y posteriormente se inoculaba el cultivo a analizar partiendo del preindculo.
Los cultivos liquidos se mantuvieron creciendo en matraces con una agitacidon de 250 rpm

sin que el volumen del cultivo superara la cuarta parte del volumen del matraz.

El crecimiento en medio liquido se determiné midiendo la turbidez del cultivo
mediante absorbancia a 600 nm en un espectrofotémetro SmartSpec™ Plus
Spectrophotometer (Bio-Rad). El numero de células por mililitro se estimé mediante
comparacién con una recta patrén obtenida representando el nimero de células contadas
en una cadmara Thoma frente a la absorbancia a 600 nm (DOgyp = 1 se corresponde

aproximadamente con 1-2 x 10’ células/ml).

El mantenimiento de las cepas se realizd por resiembras en placas de medio sélido,
gue se conservaron a 42C entre 30 y 40 dias. Las cepas se conservaron a -802C en glicerol al

15%.

2.3 Crecimiento de E. coli

Las células de E. coli se cultivaron en medio LB liquido o sdélido a 372C. Este medio
esta compuesto por triptona al 1%, extracto de levadura al 0.5% y NaCl al 1%; pH 7.0. Para
la seleccién o propagacién de clones portadores de plasmidos, el medio se suplementd con

ampicilina a 100 pg/ml.
Las diferentes cepas se conservaron a -802C en glicerol al 50%.

Las células competentes DH5a se generaron por los servicios generales del Instituto

de Biologia Funcional y Gendmica siguiendo el protocolo descrito (Kushner, 1978).



Materiales y Métodos

3 TECNICAS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.1 Obtenciéon de ADN

La extraccion de ADN plasmidico a partir de bacterias se realizé usando el método
de la lisis alcalina (Zhou et al., 1990), en el que las células se rompen en presencia de una
mezcla de NaOH y SDS. El ADN es precipitado posteriormente con etanol. Cuando se
necesitaba ADN de mayor pureza o una mayor concentracion, se utilizé el kit comercial

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega).

3.2 Tratamientos enzimaticos del ADN

Todos los protocolos usados para manipular el ADN, asi como su transformacion en

las diferentes cepas, se recogen en la literatura (Sambrook & Russell, 2001).
Los principales tratamientos enzimaticos realizados fueron:

e Digestiones con endonucleasas de restriccién.

e Ligacién de diversos fragmentos de ADN mediante la ADN ligasa del fago
T4.

e Creacidén de extremos romos utilizando el fragmento Klenow de la ADN

polimerasa | de E. coli.

3.3 Electroforesis del ADN en geles de agarosa

El andlisis de los fragmentos de ADN obtenidos por tratamiento con enzimas de
restriccion o amplificacion por PCR se llevd a cabo mediante electroforesis en geles de
agarosa (Agarosa D-1, Pronadisa) preparados a una concentracién variable entre 0.7-1.5%
segln el tamafo esperado de los fragmentos. Los geles se prepararon con tampén TAE 1X
(Tris-acético 40mM, EDTA 2mM, pH 7.5-7.8) y se afiadié como agente intercalante del ADN

bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/ml.
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Para el aislamiento y purificacién de los fragmentos de ADN a partir de geles de
agarosa se utilizd el sistema lllustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE

Healthcare).

3.4 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacién de fragmentos de ADN mediante PCR se llevd a cabo en un

termociclador My Cycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad).

La reaccidn requiere la desnaturalizacién del ADN molde, el anillamiento de los
cebadores incorporados a la reaccién y finalmente, la extensién de las hebras sintetizadas.
En cada momento es imprescindible que la reacciéon se encuentre a una temperatura
determinada. El niumero de ciclos, la temperatura de anillamiento (Tm) y el tiempo de
extensién se modifican sobre el protocolo estdndar de la reaccién segin los

requerimientos:

Desnaturalizacidn inicial.........c.ccccueeen..e. 10 minutos a 94°C

1) Desnaturalizacion del ADN................ 1 minuto a 909C

2) Anillamiento......ccccceeeeevcieeeeciiee e, 1 minuto a 55¢C 30 ciclos
3) EXENSION....coveeieecieeceecee e 5 minutos a 722C

Extension final .......cccooeeneiiiiee, 10 minutos a 722 C

Las mezclas de reaccidn contenian: ADN molde en cantidad variable segin fuera
ADN plasmidico o gendémico; una mezcla de dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) a una
concentracion final 10mM; 1uM de cada uno de los dos oligonucledtidos; 0.25 U/reaccién
de la polimerasa JumpStart REDAccuTaq® LA DNA Polymerase (Sigma), y el tampén de
reaccidon suministrado por el proveedor. Los cebadores empleados en este trabajo fueron
suministrados por la empresa Thermo. Sus secuencias y finalidad se encuentran descritos

en el Anexo (Tabla S-1).

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR se clonaron directamente en el pldsmido

pPGEM®T (Promega) cuando fue necesario.
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3.5 Secuenciacion de acidos nucleicos

La técnica usada se basa en la descrita por Sanger (Sanger et al., 1977), pero en este
caso se emplearon dideoxinucleétidos marcados con fluorocromos y un ldser capaz de
reconocer cada uno de ellos. Se utilizé un secuenciador Abi prism® 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Las secuencias se importaron mediante el programa Chromas, que
muestra el cromatograma de la reaccién y la secuencia de ADN correspondiente. Todas las
reacciones se llevaron a cabo en el servicio de secuenciacidn de ADN de la Universidad de

Salamanca.

3.6 Reemplazamientos génicos

Para la construccién de cepas carentes de un gen determinado se empled la técnica
de reemplazamiento génico en un solo paso (Rothstein, 1983), basada en las propiedades
de transformacidn integrativa de las moléculas lineales de ADN. La estrategia consiste en la
construccion de un casete de interrupcion en el cual la regién codificante del gen de interés
se sustituye por un marcador seleccionable en levaduras. En la mayoria de las ocasiones se
utilizaron como marcadores seleccionables los genes de resistencia de los médulos kanMX4
(resistencia a geneticina) o natMX4 (resistencia a nourseotricina) (Goldstein & McCusker,
1999). Los casetes empleados en este trabajo se construyeron mediante amplificacién por
PCR del marcador de seleccion (kanMX4 o natMX4) a partir de los plasmidos pUG6 y pAG25
respectivamente. Este marcador quedaba flanqueado en cada caso por las regiones 3’ y 5’
no codificantes del gen de interés (de aproximadamente 45 pb cada una), que se
encontraban contenidas en los oligonucleétidos empleados para amplificar el marcador de
seleccion. Estas regiones no codificantes permitian la integracién del casete en el lugar de
interés del genoma mediante recombinacién homdloga. Los transformantes obtenidos se
analizaron mediante PCR con oligonucleétidos que permitieran comprobar que dicha

integracién se habia producido en el locus correspondiente.
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3.7 Vectores utilizados

3.7.1 Vectores de E.coli

PGEM®T (Promega): Es un vector derivado del plasmido pGEM-5f(+) que se
comercializa linearizado con una timidina adicional en los extremos, facilitando la insercidon

de fragmentos generados por PCR.

3.7.2 Vectores de S. cerevisiae

Los vectores de S. cerevisiae empleados en este trabajo son los de la serie pRS310:
pRS313, pRS314, pRS315, pRS316 (Sikorski & Hieter, 1989), que poseen los marcadores de
seleccion: HIS3, TRP1, LEU2 Y URA3 respectivamente. Cada uno de los plasmidos de esta
serie contiene una secuencia de replicacion auténoma ARS4 y una secuencia centromérica
CENG6, que les confiere estabilidad mitdtica y meidtica en bajo nimero de copias (1-2 por

cada célula) y capacidad de replicacién auténoma.

Los plasmidos de la serie pRS420 (Christianson et al., 1992), comparten la misma
secuencia que los pRS310, conteniendo ademas un origen de replicacion del plasmido 2
de S. cerevisiae, por lo que se mantienen en alto nimero de copias en la levadura (entre 20
y 30 por cada célula). Los plasmidos de esta serie se han utilizado para los experimentos de
sobreexpresion. Asimismo se ha empleado para experimentos de sobreexpresion el
plasmido YEp352, un vector episomal que contiene también el origen de replicacion del

plasmido 2 y el marcador de seleccién URA3 (Hill et al., 1986).

La genoteca de sobreexpresion empleada en el escrutinio realizado en el estudio se
encuentra construida en el plasmido YEp13 (ATCC 37323), que contiene el origen de

replicacién del plasmido 21y el marcador de seleccién LEU2.

De forma general, el gen indicado se expresa en todos los plasmidos a partir de su
propio promotor. En los plasmidos que se indican en la tabla 3, el promotor propio del gen

ha sido reemplazado por el promotor inducible del gen GAL1.

Los plasmidos empleados en este trabajo se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Plasmidos utilizados en este trabajo

Nombre Descripcion Procedencia

FCMA494 | pRS424-CCT7 Este estudio

FCMA493 |YEpl3-GFAl Este estudio

FCM492 | pRS425-PCL1 Este estudio

FCM574 | pRS426-KSS1 Este estudio

FCM427 |pRS314-RIM101 Este estudio

FCM426 |pRS424-RIM101 Este estudio

FCM406 |pRS322-ACT1 P. San Segundo

FCM415 | YEp352-CTS1 F. del Rey

FCMA435 |pRS424-CHS1 H. Valdivieso

FCM430 |pRS315-ACE2-YFP F. del Rey
CRM1129 | pRS314-CHS3-GFP Coleccion del laboratorio

CRM768 | pRS314-CHS4-GFP Coleccién del laboratorio

CRM846 |pRS314-MYO1-GFP Subclonado a partir de (Lippincott & Li, 1998)
CRM951 | pRS314-BNI4-YFP Coleccién del laboratorio

CRM874 | pRS314-CDC3-GFP Subclonado a partir de (Caviston et al., 2003)
FCM682 |YEp352-HOG1 H. Valdivieso

FCM684 |YEp352-FUS3 H. Valdivieso

FCM685 | YEp352-GAL1-KSS1 H. Valdivieso

FCM686 |YEp352-GAL1-KSS1(KA2R) H. Valdivieso

CRM1084 | pRS315-CHS3-3xHA Coleccion del laboratorio

CRM640 | pRS315-CHS4-3xHA Coleccion del laboratorio

FCM576 | pRS425-SPH1 Este estudio

FCM715 | pRS425-SPA2 Subclonado a partir de (Sheu et al., 1998)
FCM423 |YEp352-MLP1-lacZ J. Arroyo (Garcia et al., 2009)

4 TECNICAS MICROSCOPICAS

Toda la microscopia dptica se realizd en un microscopio Leica DMR XA equipado

con un sistema de iluminacién halégena y un equipo de fotografia digital Hamamatsu ORCA

ER Digital Camera. Las observaciones se realizaron sobre preparaciones himedas a partir

de cultivos en medio liquido.
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4.1 Microscopia de fluorescencia

La observacion de muestras con fluorescencia se realizé en el microscopio descrito
anteriormente mediante la iluminacion de las mismas con un sistema de epifluorescencia
empleando una ldampara de mercurio de 100W y usando los filtros adecuados para permitir
pasar la luz ultravioleta (UV) de una determinada longitud de onda, segun los espectros de
excitacion-emision propios de los fluorocromos utilizados. Las imagenes digitales obtenidas

de esta manera se procesaron posteriormente con el programa Adobe PhotoShop CS3.

4 1.1 Fluorescencia directa con GFP o YFP

La proteina verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminodcidos
procedente de la medusa Aequorea victoria que posee la capacidad de emitir luz verde
cuando se excita con luz ultravioleta de una longitud de onda de 395 nm. Por ello, basta con
fusionar en fase la secuencia de ADN que codifica esta proteina con la del gen de la
proteina objeto de estudio, y observar la expresién de esta proteina hibrida al microscopio
de fluorescencia. La proteina YFP deriva de la GFP y emite fluorescencia amarilla cuando se

excita a una longitud de onda de 514 nm.

Para observar las proteinas marcadas con GFP/YFP, el medio fue siempre
suplementado con adenina (50 mg/L) con el fin de suprimir la autofluorescencia celular. En
el caso de que los cultivos se encontrasen en medio rico YEPD, las células se lavaron con

agua previamente a la visualizacion.

4.1.2 Tincién con calcofltor

El calcoflior es un fluorocromo que se une preferentemente a polisacaridos con
enlaces B-(1,4) que forman estructuras fibrilares, como la celulosa o la quitina. Gracias a la
capacidad que presenta para emitir fluorescencia azul cuando se excita con luz de 372 nm,

podemos visualizar las zonas donde se esta sintetizando quitina de forma activa.

El calcofltor se prepard en agua a una concentracién de 10 mg/ml. Para conseguir
su total disolucién, se anadieron unas gotas de KOH 10N. Se esterilizd mediante filtracion y

se almacend a 49C protegido de la luz.
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Sobre un cultivo liquido de células en fase logaritmica creciendo en YEPD, se afiadié
calcofldor a una concentracion final de 50 pg/ml y se incubé durante 2-3 horas en agitacion
a 282C, observandose después las células en el microscopio con el filtro UV. En el caso de
cepas portadoras de plasmidos, el preindculo del cultivo se realizd en el correspondiente
medio selectivo y en fase logaritmica se transfirieron las células a medio rico YEPD vy se
incubaron durante 30 minutos para permitir la adaptacién al medio, afiadiendo
posteriormente el calcofldor. El cambio de medio se realizd para evitar la precipitacion del

calcoflior en medio SD, debido al pH del mismo.

Para la visualizacién precisa del anillo de quitina, se llevd a cabo una fijacién de las
células con formaldehido al 3.2% durante media hora. Posteriormente se lavaron las células
con agua estéril y se resuspendieron en agua, incubandolas con calcofldor (50 pg/ml) en
agitacién constante durante cinco minutos. Antes de observarlas al microscopio, las células

se lavaron con agua.

4.2 Microscopia electrénica de transmisiéon

Para la preparaciéon de las muestras, células de las diferentes cepas objeto de
estudio se inocularon en medio rico YEPD suplementado con sorbitol 1M. Posteriormente,
se transfirieron durante 1.5 horas a medio YEPD, recogiéndose 12.5 ml de estas células en
fase logaritmica (DOgg = 1). A continuacion se lavaron tres veces con agua vy se fijaron con
permanganato potasico al 2% durante una hora a temperatura ambiente. El exceso de
permanganato potdsico fue eliminado mediante sucesivos lavados con agua y las células
fijadas se deshidrataron empleando concentraciones crecientes de etanol (70%, 90% y

100%).

Las muestras se incluyeron posteriormente en resina mediante el kit comercial
Spurr Resin Embedding (TAAB) mediante sucesivas incubaciones de dos horas con
concentraciones crecientes de resina (usando mezclas 1:1 y 1:3 de etanol/resina), hasta
incluir las muestras en resina pura. A continuacién se concentraron las células en 500 ul de
resina y se introdujeron las muestras en cdpsulas, incubandolas en una estufa a 702C

durante 16 horas, permitiendo asi la polimerizacion de la resina.
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Las secciones ultrafinas de las muestras se realizaron empleando un
ultramicrotomo LKB Ultratome Ill. Posteriormente, las rejillas generadas se fijaron con
acetato de uranilo al 2% vy citrato de plomo para darles contraste, y se observaron bajo el
microscopio electrénico de transmision Zeiss EM 900 del servicio de Microscopia
Electrénica de la USAL. Las imagenes fueron procesadas con el software Adobe PhotoShop

CS3.

5 DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE QUITINA

La valoracién cuantitativa de quitina se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito
(Bulawa et al., 1986). Para ello se recogieron 100 mg de células en fase logaritmica,
extrayéndose éstas con 1 ml de KOH al 6% durante 90 minutos a 802C. Tras enfriar las
muestras, se afiadieron 100 pl de &acido acético glacial para neutralizar el pH de Ia
suspensidén y se lavaron con agua hasta alcanzar pH neutro. A continuacién se
resuspendieron las células en 560 pl de NaPO, 50 mM, pH 6.3, y se trataron con 40 pl de
quitinasa (0.637 mU/ml) de Serratia marcescens (Sigma). La reaccidn se incubd durante 2
horas a 372C y para detenerla, se hirvieron las muestras durante un minuto. Finalmente, a
400 pl de la reaccién anterior se afiadieron 25 pl de glusulasa (PerkinElmer) y se incubé
durante una hora a 379C para degradar los dimeros de quitina (quitobiosa), resultantes del
tratamiento con quitinasa, a mondmeros de NAcGIn. Se detuvo la reaccién hirviendo las

muestras durante un minuto.

La cuantificacién de NAcGIn se realiz6 mediante el ensayo colorimétrico descrito
(Reissig et al., 1955) empleando como referencia una recta patron de NAcGIn (0-0.1uM). La

cantidad de quitina se expresa en nmoles de NAcGIn/100 mg de células.

6 DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

6.1 Preparacion de sondas marcadas radiactivamente

El marcaje radiactivo de los fragmentos de ADN empleados como sondas se llevd a
cabo con el kit de marcaje Rediprime Random Prime Labelling System (GE Healthcare)

siguiendo el protocolo aconsejado por la casa proveedora. En cada caso se marcaron 25 ng
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de ADN lineal diluido en 45 ul de TE 1X que se desnaturalizaron por calentamiento a 100 2C
durante 5 minutos y enfriamiento rapido en hielo durante 5 minutos antes de mezclarlo
con el contenido liofilizado del tubo de reaccién. Se afiadieron 50 uCi de [**P]-a-dCTP y se
incubd a 379C durante 10 minutos, deteniéndose la reaccién mediante la adicién de 5 pl de

EDTA 0.2M.

6.2 Manipulaciéon del ARN

Para la obtencién del ARN total se utilizd el método descrito (Sambrook et al.,
1989). La valoracion de la concentracidén del ARN en las muestras se efectué midiendo la
absorbancia a 260 nm y teniendo en cuenta la relaciéon de absorbancia 260 nm/280 nm
para estimar el grado de pureza de la preparacién. La cantidad se calculé teniendo en
cuenta que una A,g = 1 equivale a una concentracion de ARN de 40 pg/ml en solucidon
acuosa. Para la obtencién especifica de ARNm se empled el kit comercial lllustra™ mRNA
Purification Kit (GE Healthcare). Para la realizacién del Northern blot se cargaron 10 ug de
cada ARNm por carril, y se siguid la técnica que emplea formamida y formaldehido como
agentes desnaturalizantes (Sambrook et al., 1989). Los ARN fueron transferidos por
capilaridad a membranas Hybond™-N (GE Healthcare) y se fijaron a ella mediante
exposicién a luz UV (camara Stratalinker 2400, Stratagene). Estas membranas se hibridaron
con la sonda marcada radiactivamente (Ver apartado 6.1), y fueron visualizados mediante
el uso de un equipo Phosphorimager BAS1500 System (Fujifilm). La intensidad de las bandas
fue cuantificada y los valores estan referidos siempre a la actina, empledandose ésta como
control de carga. Para la hibridacidon secuencial de la membrana, la sonda radiactiva fue

eliminada sumergiendo la membrana en SDS al 0.1% hirviendo.

7 ANALISIS DE PROTEINAS

7.1 Obtencion de extractos de proteinas

Los extractos de proteinas se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito (Sambrook
et al., 1989). Para ello se recogieron mediante centrifugacion 10 ml de células en fase
logaritmica, y después de lavarlas con tampdén Tris 10 mM, pH 7.0, se congelaron

inmediatamente en hielo seco y se guardaron a -802C. Posteriormente se resuspendieron
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los precipitados celulares en 150-200 pl de tampodn de lisis (Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, NaCl
150 mM vy Tritén X-100 al 0.1% (Sigma)) que contenia una mezcla de inhibidores de
proteasas: PMSF 1mM (Sigma), aprotinina 1 ug/ml (Sigma), leupeptina 1 pg/ml (Sigma) y
pepstatina 1 pg/ml (Sigma). Una vez identificados ciertos problemas técnicos que se
encuentran descritos en el capitulo 5 de los resultados de esta memoria, se decidié emplear
PMSF a una concentracién mayor (2mM) y se evitd la congelacién-descongelacion de los

precipitados celulares, siendo procesados directamente una vez lavados con Tris.

La suspension resultante se cubri6 con bolas de vidrio (B. Braun Biotech
International de 0.45 nm de didmetro) y las muestras se rompieron en un agitador Fast
Prep FP120 Bio 101 (Savant) en 2 intervalos de 30 segundos a una velocidad de 5.5 m/s. El
lisado resultante se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos para eliminar los restos de
células, paredes celulares y bolas de vidrio. Todo el proceso se realizé a 49C y en hielo para

evitar la degradacion de las proteinas.

El sobrenadante se recogidé y se cuantificé la concentracion de proteina de los
extractos usando el método colorimétrico descrito (Bradford, 1976) mediante el kit
comercial Protein Assay Reagent (BioRad) y empleando albumina de suero bovino, BSA

(Sigma), para confeccionar la recta patron.

A los extractos proteicos se les afadié el mismo volumen de tampdn de carga 2X
(Tris-HCI 0.1 M, pH 6.8, SDS al 2%, glicerol al 2%, B-mercaptoetanol 0.7 M y azul de
bromofenol al 0.08%) y se desnaturalizé durante 5 minutos a 1002C. Para la realizacién de
geles de SDS-PAGE e inmunodeteccién se cargaron tipicamente entre 25 y 30 ug de

proteina total (siempre la misma cantidad de proteina en el mismo experimento).

7.2 Separacion electroforética e inmunodeteccién

Las proteinas se resolvieron por electroforesis en geles de poliacrilamida del 7.5%
en condiciones desnaturalizantes (SDS al 1%) a 150mV durante aproximadamente 1.5
horas, segun la técnica descrita (Laemmli, 1970). La composicién del tampdn de carrera es:

Tris base 6 g/L, SDS 2 g/Ly glicina 28.8 g/L.
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Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore)
mediante el sistema Mini-Trans-Blot® (Bio-Rad) durante 1-1.5 horas a 400 mA, usando

como tampan tris-glicina (tris base 3 g/L y glicina 14.4 g/L).

Posteriormente las membranas se bloquearon en TBST (tris base 2.5 g/L, NaCl 9 g/L
y tween 20 al 0.3% (Sigma)) con leche al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después se incubaron durante 60-90 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo
primario diluido en solucién de bloqueo. Las membranas se lavaron tres veces durante 10
minutos con TBST y se incubaron después con un anticuerpo secundario anti-lgG unido a
peroxidasa de rabano (HRP) durante 1 hora. Tras esta incubacién, las membranas se
lavaron tres veces con TBST y se anadié el sustrato para la deteccién de la actividad
peroxidasa por quimioluminiscencia siguiendo las instrucciones del kit ECL (GE Healthcare).
Las proteinas reconocidas por los anticuerpos se detectaron utilizando peliculas Super RX X-

Ray Film (Fujifilm).
Los anticuerpos primarios utilizados fueron:

e Anticuerpo monoclonal 12CA5 contra el epitopo HA (Roche Diagnostics), a una
dilucién 1:4000.
e Anticuerpo monoclonal anti GFP (Clontech), a una dilucion 1:1000.

e Anticuerpo policlonal anti a-tubulina (Sigma-Aldrich), a una dilucién 1:1000.
Los anticuerpos secundarios empleados fueron:

e Anticuerpo policlonal anti-IlgG de raton unido a peroxidada de rabano (BioRad) a
una dilucién 1:5000.
e Anticuerpo policlonal anti-IgG de conejo unido a peroxidada de rabano (BioRad) a

una dilucién 1:5000.

8 ENSAYO B-GALACTOSIDASA CUANTITATIVO

Para realizar este ensayo, se recogieron cultivos de 50 ml de células en fase
logaritmica (DOggo = 1). Las células se lavaron una vez con agua y se resuspendieron en 250
ul de tampodn de lisis (100 mM Tris-HCl pH 8.0, glicerol al 20%, 1 mM B-mercaptoetanol)

gue contenian 12.5 pl de PMSF 40 mM. Las células se rompieron con bolas de vidrio, tal y
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como se ha descrito en el apartado 7.1, y se afiadieron al final 250 pl adicionales de tampdn
de lisis. El lisado se centrifugd 15 minutos a 500g en frio. Se cuantificé la cantidad de

proteina de las muestras mediante el ensayo descrito (Bradford, 1976).

A continuacién los extractos se mezclaron en tubos de vidrio con tampdén Z

(Na,HPO4 60 mM, NaH,P0O440 mM, MgS0O,10 mM, pH 7.0) de la siguiente forma:

e 50 ul de extractos + 950 pl de tampdn Z

e 100 pl de extractos + 900 pl de tampdn Z

Las muestras se incubaron a 282C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se
afiadieron 200 pl de ONPG (4 mg/ml en tampdn Z) (Sigma) y se empezd a contar el tiempo
hasta la deteccion de un color amarillo palido, momento en el que se detiene la reaccion
anadiendo 500 ul de Na,CO; 1M recién preparado. Posteriormente se midid la DO,y de
cada muestra. La actividad B-galactosidasa se expresa en nmoles de O-Nitrofenil-B-D-

galactopirandsido convertidos/minuto/mg de proteina.

9 ANALISIS ESTADISTICO

Con el objetivo de determinar si algunas diferencias eran estadisticamente
significativas, se realizo el andlisis de la varianza de una via (ANOVA). Dependiendo del tipo
de muestras a analizar, se usaron el test de Tukey para muestras del mismo tamafio y el
método GT2 para muestras de tamano diferente en las comparaciones multiples. El método
de Dunnett se utilizd en las comparaciones directas con un control y el test chi cuadrado
para examinar diferencias entre proporciones. En todos los tests se considera que existe

una diferencia significativa cuando P < 0.05.

10 ANALISIS DE LAS INTERACCIONES GENETICAS

Para estudiar las interacciones genéticas negativas existentes entre diversos
mutantes, se han utilizado el programa Osprey 1.2.0 y |la base de datos DRYGIN. Osprey es
una herramienta informatica que permite la visualizacién y la manipulacidon de complejas
redes de interacciones biolégicas en diversos organismos. Permite construir

representaciones graficas con gran cantidad de datos en las que los genes mostrados
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presentan diferentes colores atendiendo a la funciéon biolégica que cumplen. La
informacién se extrae de multiples bases de datos entre las que se encuentran SGD y NCBI,
y es posible seleccionar el tipo de experimento del que queremos obtener la informacién
deseada. En nuestro caso nos centramos en el estudio de las interacciones genéticas de
letalidad sintética y de defecto de crecimiento mostradas por la combinacidon de dos

deleciones.

DRYGIN es una base de datos que proporciona la informacidon obtenida a partir de
los ensayos masivos realizados en el laboratorio del Dr. Charles Boone (Universidad de
Toronto) (Koh et al., 2010). Esta aplicacion permite el andlisis y la visualizaciéon de las
interacciones genéticas tanto positivas como negativas presentadas entre diversos
mutantes de S. cerevisiae. De la misma manera, DRYGIN también permite integrar datos
adicionales para asociar estas interacciones genéticas con informaciéon conocida sobre

complejos proteicos, rutas conocidas e interacciones fisicas.

11 ANALISIS INFORMATICO DE LOS DATOS

Tabla 4. Recursos informaticos empleados en este trabajo

NOMBRE UTILIDAD

Adobe Photoshop CS3 Tratamiento de imagenes

SGD (Saccharomyces Genome Database) Base de datos del genoma de S.
http://www.yeastgenome.org cerevisiae

Visualizacién y edicién de los

Chromas cromatogramas de las secuencias de
ADN
Andlisis de las secuencias de ADN y

DNAstar y DNAstrider proteinas; obtencidon de mapas de
restriccion

ClustalW Comparacion de secuencias de ADN y

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2j proteinas
Osprey 1.2.0 Obt(?n.cién de la red de interacciones
genéticas

Base de datos de las interacciones
genéticas descritas en el laboratorio del
Dr. Charles Boone (Universidad de
Toronto)

DRYGIN http://drygin.ccbr.utoronto.ca

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.qov/pubmed

Busqueda bibliografica

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences )

Analisis estadistico
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1 RELACION DE LA RUTA RIM101 CON LA PARED CELULAR

1.1 Caracterizacion fenotipica del mutante yn/294A

Durante la participacién de nuestro laboratorio en el proyecto EUROFAN Il, basado
en la construccién y caracterizacion de una coleccidn de mutantes nulos de S. cerevisiae, se
realizé una busqueda masiva de mutantes viables con defectos asociados a la pared celular.
Entre otros se identificé el mutante nulo yn/294A, que presentaba resistencia parcial a
calcofltior. Este es un fluorocromo que se une preferentemente a polisacaridos con enlaces
B-(1,4) que forman estructuras fibrilares como la celulosa y la quitina. Su unién incrementa
la tasa de sintesis de quitina en varios sistemas fungicos, ademds de mostrar actividad
antifungica (Roncero & Duran, 1985). El fenotipo de resistencia a calcoflior en medio sélido
que presentaba este mutante (Figura 8A) estd habitualmente ligado a la ausencia de

actividad quitin sintasa lll (QSIll), aunque éste no parecia ser el caso, ya que el mutante

ynl294A  poseia  niveles

A 0mg/ml 0.065 mg/ml normales de esta actividad
wr @& * @ (de Groot et al., 2001). Esto
yni294d @ @ g & (%) ® o - nos llevd a investigar en

detalle la causa de |la

resistencia de este mutante

ynl294A

al calcofluor.

Al cuantificar la
cantidad de quitina presente
en la levadura, observamos

que, en condiciones

Figura 8. Fenotipos del mutante yn/294A del fondo genético BY4741. normales de crecimiento,
(A) Ensayo de resistencia a calcoflior a las concentraciones indicadas ,
en medio SC tras incubar las placas durante 48 horas a 28°C. (B) este mutante posela unos
Tincién de las cepas sefialadas después del crecimiento en YEPD niveles de este polimero

suplementado con calcofldor durante 2.5 horas. WT=estirpe silvestre.

similares a los de la estirpe

silvestre (Tabla 5). Sin embargo, cuando las células de la cepa yn/294A fueron tratadas con

calcofluor para determinar la localizacion celular de la quitina, se observd que, aunque se
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Quitina
Cepas pmal de NACGIA 0D msceut=} (% Incremento Resistenciaal calcoflor
Control Calcofldor

WT 0.24 (100%) | 1.15 (100%) 4.8 +

rim21A 0.24 (100%) |0.51 (44.3%) 2.1 ++
rim101A 0.30 (125%) |0.68 (59.1%) 2.3 ++

sit2A 0.26 (108%) |0.60 (52.2%) 2.3 -

rim1A 0.32 (133%) |0.78 (67.8%) 2.4 ++

Tabla 5. Niveles de quitina en las cepas indicadas. Las cepas del fondo genético W303 se cultivaron en
medio liquido YEPD (control) o en YEPD suplementado con calcofltor (75 pug/ml) durante 2 horas a 282C. Las
cantidades se expresan en pmoles de NAcGIn/100 mg de células y en porcentaje con respecto a la estirpe
silvestre. El incremento hace referencia al aumento de los niveles de quitina ocasionado por la adicién de
calcoflior. Ademas se muestra la resistencia a calcoflior en placa en referencia a la cepa silvestre (+). Las
cepas hipersensibles se determinan como (-) y las (++) como moderadamente resistentes. En esta escala, las
estirpes que carecieran de quitina se mostrarian como (++++).

encontraba localizada en el septo, tal y como ocurre en la cepa silvestre, la intensidad de la
sefial se hallaba reducida (Figura 8B), sugiriéndonos que los niveles de quitina de esta cepa
deberian encontrarse disminuidos en estas condiciones. Por ello cuantificamos la cantidad
de este polimero en los cultivos del mutante yn/l294A al crecer en medio rico YEPD
suplementado con calcoflior durante 3 horas. Este mutante contenia tan sélo el 44% de la
quitina respecto a la estirpe silvestre en estas mismas condiciones (Tabla 5). Esta
disminucién era por tanto debida a un menor incremento de la sintesis de quitina durante
el tratamiento con calcoflior. De manera similar, los mutantes s/t2A y rim1A presentaban
también una disminucion de la fluorescencia al realizar una tincidn de quitina con calcofltdor
(Datos no mostrados) y un descenso en el porcentaje de quitina en cultivos que habian
crecido en presencia de este fluorocromo (Tabla 5). Puesto que s/t2A y rim1A carecen de la
respuesta transcripcional llevada a cabo por la ruta de integridad celular (Levin, 2005), y el
mutante yn/294A compartia con ambos mutantes los fenotipos anteriormente descritos,
era necesario analizar los fenotipos del mutante yn/294A asociados a la ausencia de esta

ruta de sefializacion.

Para ello determinamos si la cepa ynl294A presentaba defectos adicionales en el

ensamblaje de la pared celular analizando la sensibilidad/resistencia frente a varios
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compuestos que afectan a
Cafeina2 mM

W 9@ g »
yni2osn @ @ = £

esta estructura, como son el
SDS vy la cafeina. Tal y como
se muestra, el crecimiento

SDS 0.01% del mutante yn/294A en

WQ @R
ynizoqan @ -8 F ¥

----------------------------------------------------------------------------------------- de SDS al 0.002% como de
Figura 9. Caracterizacion del mutante yn/294A del fondo genético

BY4741. Ensayo de sensibilidad frente a cafeina y SDS a las cafeina 4mM (Figura 9).
concentraciones indicadas en medio YEPD.

medio sélido se encontraba

reducido tanto en presencia

Durante el desarrollo
de este trabajo se propuso que Ynl294p podria ser homdloga, junto con Dfglép, de la
proteina PalH de Aspergillus nidulans (Barwell et al., 2005) que posee siete dominios
transmembrana (Penalva et al., 2008). Ambas proteinas de S. cerevisiae también contienen
multiples dominios transmembrana que son requeridos para la transduccién de la seiial
frente a pH alcalino (Barwell et al., 2005). La implicacion de Ynl294p en la ruta de
crecimiento a pH alcalino, conocida también como ruta RIM101 en esta levadura, se
verificd directamente al demostrar que el mutante yn/l294A presentaba crecimiento
reducido a pH 7.6 y mostraba sensibilidad a altas concentraciones catidnicas, pero no a alta

osmolaridad (Figura 10). El gen YNL294 era ya nombrado en la mayoria de las bases de

datos como RIM21, por lo que a

pHalcalino7.2 7.6 partir de este momento serd

WT . .ﬁ- -’.-.:. . . ‘ﬁ‘ o mencionado en esta memoria

yni2944 ¢ s : ©¢ como RIM21/Rim21p.
NaCl 0.4M
Los resultados
ynl294A - - obtenidos hasta el momento

Sorbitol 0.9M indicaban que ademds de los

yni294A - -

Figura 10. Sensibilidad del mutante yn/294A frente a pH alcalino, varios fenotipos relacionados
cloruro sddico o sorbitol a las concentraciones aue se indican.

defectos en el crecimiento a pH

alcalino, el mutante rim21A

compartia con el mutante s/t2A

con defectos en Ila pared
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celular. Puesto que la proteina Rim21p se describid como sensor putativo de la ruta
RIM101, propusimos como hipétesis inicial la posible implicacidon de esta proteina como un
sensor adicional de la ruta de integridad celular. Para confirmar esta idea, determinamos el
grado de activacion de la ruta PKC en el mutante rim21A tras un tratamiento con calcofluor.
Tal y como se muestra en la figura 11, el calcoflior provoca en la cepa silvestre una
activacion de la ruta de integridad celular que se puede observar en forma de una
fosforilacién de SIt2p rapida y prolongada en el tiempo. En contraposicidn, la respuesta en
el mutante rim21A en estas mismas condiciones se encontraba practicamente ausente, lo
que nos estaba sugiriendo la participacion especifica de la proteina Rim21p en la activacion

de la ruta PKC tras un dafio sobre la pared celular provocado por calcofluor.

Figura 11. Activacion de la

WT rim2i1A ruta PKC. Se muestra la

i fosforilacién de Slt2p en el

Calcoflaor 0 30 60 120 0 30 60 120 ! mutante rim21A tras un

tratamiento con calcofluor.

Slt2p-P* '-"'-'*- Las muestras se recogieron
. il—

i a los tiempos indicados

I tras la adicién del

slt2p —— - fluorocromo. Se presentan
: los niveles totales de Slt2p

i como control de carga.

1.2 Letalidad sintética entre s/t2A y mutantes rimA

Para verificar la posible relacién entre Rim21p y la construccion de la pared celular,
decidimos efectuar cruces entre rim21A y mutantes nulos con defectos en la pared celular
para determinar si entre estos genes existia una relacién sintética letal. Se dice que dos
genes muestran una interaccion genética que causa letalidad sintética cuando la
combinacion de mutaciones en ambos genes, que de forma independiente son viables,
origina la muerte celular. Estas interacciones pueden darse en genes de dos rutas distintas
si un proceso funcional compensa los defectos del otro (Boone et al., 2007). En contra de lo
esperado, los mutantes dobles chs3Arim21A, pbs2Arim21A, fks1Arim21A, mid2Arim21A y
wsclArim21A eran totalmente viables y por tanto no mostraban defectos aparentes bajo

condiciones normales de crecimiento (Datos no mostrados). La caracterizacién fenotipica
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Viabilidad de las esporas y genotipo

SLT2 RIM21 slt2A RIM21 SIT2rim214  slt2Arim21A

(101) (101) (1014) (1014)
YEPD 27 30 28 0
slt24 x rim21A
YEPD+5 28 29 30 17
YEPD 29 49 44 0
slt24A x rim101A
YEPD+5 28 47 46 15
rim14 xrim21A
(1012) YEPD 4(6) 4(10) 6(3) 8(7)

Tabla 6. Viabilidad de las esporas de diferentes cruces. La viabilidad de las esporas indica el numero de
esporas de cada genotipo capaces de germinar en el medio descrito tras la diseccion de tétradas. También
se muestra el genotipo del diploide de origen. Entre paréntesis se presentan los datos del genotipo
alternativo RIM101/rim101A.

de estos mutantes dobles indicé que los defectos presentados eran sumatorios, excepto en
el caso del mutante dob le fks1Arim21A, cuya extremada hipersensibilidad frente al SDS no
se podia explicar simplemente por el efecto aditivo de la delecién de cada gen por separado

(Datos no mostrados).

Sin embargo cuando micromanipulamos sobre placas de medio rico YEPD 34
tétradas procedentes del cruce de los mutantes rim21A vy slt2A, no fuimos capaces de
obtener ningin mutante doble s/t2Arim21A (Tabla 6) a pesar de la correcta segregacion de
los dos caracteres, resultado que sugeria la existencia de una letalidad sintética entre s/t2A
y rim21A. Al suplementar las placas con sorbitol 1M, se comprobd que se obtenian
alrededor del 60% de mutantes dobles s/t2Arim21A sobre la proporcién esperada (Tabla 6).
La supresion de la muerte celular llevada a cabo por el sorbitol es indicativa de que la
letalidad sintética podria estar directamente relacionada con un defecto en la pared celular,
ya que el sorbitol aliviaria este problema mediante la estabilizacion osmética del medio de

crecimiento.

Nuestra hipdtesis inicial postulaba un posible papel de Rim21p como sensor de la
ruta PKC, y en este caso no deberia existir un nexo entre la ruta RIM101 y la ruta de
integridad celular mas alld de la implicacién de Rim21p en ambas cascadas de sefializacidn,
hipdtesis que parecia contradecir los resultados obtenidos. Para analizar esta posibilidad

con mas detalle, procedimos a la caracterizacidon fenotipica del mutante rim1014, que
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carece del factor de transcripcién de la ruta RIM101. Este mutante era sensible frente al
SDS vy la cafeina (Datos no mostrados) y contenia cantidades de quitina comparables a las
presentadas por la estirpe silvestre (Tabla 5), pero cuando los cultivos de este mutante
eran tratados con calcoflior, la sintesis de este polimero se incrementaba tan sélo dos
veces respecto a la cepa silvestre (Tabla 5), de forma similar a lo observado en el mutante
rim21A. De igual manera cabe destacar que fuimos incapaces de obtener el mutante doble
slt2Arim101A en el fondo genético W303, indicdndonos la existencia de una letalidad
sintética entre ambos mutantes simples, que también era suprimida en presencia de
sorbitol 1M (Tabla 6). La similitud existente entre los fenotipos de rim21A y rim1014, asi
como la letalidad sintética que presentan con slt2A, sugerian una accién paralela de las dos
rutas en el ensamblaje de la pared celular, descartando en principio un papel directo de

Rim21p en la ruta PKC, y por lo tanto nuestra hipétesis inicial.

Ademas, posteriormente se comprobd que el resto de mutantes que carecen de las
proteinas de la ruta RIM101 (rim84, rim94, rim134, dfgl64, rim20A y rim101A)
presentaban los mismos defectos observados en rim21A, mostrando el mismo grado de
sensibilidad frente a pH alcalino y a altas concentraciones salinas (Figura 12), pero ademads
todos estos mutantes también presentaban la misma resistencia parcial frente a calcofldor
(Figura 12). Estos resultados indicaban un papel global de la ruta RIM101 en el ensamblaje

de la pared celular, algo totalmente desconocido hasta el momento.

YEPD H7.6 NaCl 0.eM Calcofldor
- pR 7 et 0.075 mg/ml
. - v :
wp@@w “sea- “oa
rimsa . @ 2 @ ®®
imid @@ BT @ ®®
rim13a (@) @ &&= & ® 2
dfgizea @ @ & = ®®B
im20a @@ 8 ' & : ® &
rim214 @ @ & & @
im101A @) @& & @ & @@
Figura 12. Caracterizacion fenotipica de los mutantes rimA del fondo genético BY4741. Ensayo de
resistencia-sensibilidad realizado en placas de YEPD suplementadas con tampdn citrato 100mM ajustado al
pH sefialado, y cloruro sddico o calcoflior a las concentraciones que se indican.




Resultados

Hasta la fecha sélo se habia observado una interaccion de letalidad sintética entre
slt2A 'y rim8A, rim13A y rim20A en ensayos masivos (Tong et al, 2004), y mas

recientemente, entre slt2A y dfgl6A (http://drygin.ccbr.utoronto.ca/). Sin embargo, en

ningun caso se habia observado una interaccidon genética negativa de s/t2A con rim21A o

rim1014, lo que podria deberse a los problemas metodolégicos que estan asociados a este

tipo de ensayos masivos y al
YEPD YEPD+5 1M empleo de diferentes fondos
WT . @ 5@ % /Q. @ & genéticos. Para confirmar
sit2A . 9 @ &9 . esto, construimos todos los
sit2Arim84 ® s x mutantes dobles carentes de
sit2Arim94A .,
) ® @ SLT2 y de cada uno de los
slt2Arim13A Q@ -
componentes de la ruta
slt2Adfg16A4 Q& & '\ RIM101, transformando el
slt2Arim204 =+ LR mutante s/t2A con el casete
slt2Arim21A P oo
‘ ® B de delecién de cada uno de
slt2Arim101A4 @ & 2
los mutantes rimA que
Figura 13. Fenotipo de letalidad sintética de los diferentes mutantes poseian el marcador de
dobles s/t2ArimA. Las placas de YEPD, en ausencia o presencia de seleccién de resistencia a la
sorbitol 1M, se incubaron a 282C.
nourseotricina. Una vez

seleccionados los mutantes dobles en sorbitol 1M, se hizo un ensayo de gota en placas de
YEPD en presencia y ausencia de sorbitol. Observamos que en el fondo genético W303
ninguno de los mutantes dobles era capaz de crecer en ausencia de sorbitol (Figura 13),
revertiéndose este fenotipo cuando suplementabamos el medio con este estabilizador
osmotico, lo cual confirmaba que todos los mutantes de la ruta RIM101 presentaban una
interaccion de letalidad sintética con s/t2A. Este fenotipo afianzaba la idea de que la ruta
RIM101 como entidad uUnica se encontraba implicada en el ensamblaje de la pared celular,

actuando en paralelo a la ruta PKC.

Rimlp es un factor de transcripcion activado directamente por Slt2p, es
responsable de la mayoria de la respuesta transcripcional de la ruta de integridad celular
(Levin, 2005), y estd encargado de llevar a cabo la conocida como respuesta compensatoria.
Esta respuesta controla la expresién de al menos 25 genes implicados en la biogénesis de la

pared celular. Aunque la inactivacién de la ruta RIM101 en el mutante s/t2A daba lugar a
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células no viables, no sucedia lo mismo en el mutante rim14, ya que los mutantes dobles
rim1Arim21Ay rim1Arim101A germinaban y crecian de manera similar a la cepa silvestre en
ausencia de un estabilizador osmotico (Tabla 6). Estos resultados sugieren que deben
existir niveles de control del ensamblaje de la pared celular a través de la ruta PKC

desconocidos hasta la fecha y que serian adicionales a la respuesta compensatoria descrita.

1.3 Analisis de la delecién de SMP1 sobre rim21A

Trabajos previos describen la existencia de dos represores transcripcionales, NRG1
y SMP1, que se encuentran bajo el control del factor de transcripcion Rim101p (Lamb &
Mitchell, 2003). Smplp es un factor de transcripcidn de la familia de las MADS-box al igual
que Rim1lp, con el que posee una alta similitud (Dodou & Treisman, 1997). Este hecho nos
llevé a caracterizar el mutante smplA y el mutante doble smpl1Arim21A para tratar de
estudiar si la desregulacion de Smp1lp tenia una implicacién directa en el ensamblaje de la
pared celular. El mutante simple smplA no mostraba ningin fenotipo relacionado con
defectos en la pared celular, ya que ni presentaba sensibilidad frente al SDS ni resistencia al
calcoflior. Asimismo crecia perfectamente en presencia de NaCl al realizar ensayos de

sensibilidad/resistencia en medio sdlido (Figura 14A).

Al estudiar los fenotipos presentados por el mutante doble smplArim21A4,
observamos que la delecidn de SMP1 no suprimia la sensibilidad de rim21A frente al SDS o
al cloruro sédico (Figura 14A). Sin embargo este mutante doble mostraba una resistencia
reducida frente al calcoflior, sensiblemente menor que la del mutante simple rim21A
(Figura 14A). Al tratar las células del mutante smp1Arim21A con calcofltor, la intensidad de
la sefal era intermedia entre la que mostraban el mutante rim21A y la estirpe silvestre
(Figura 14B), sugiriendo que la delecion de SMP1 recuperaba parcialmente los niveles de
quitina mostrados por el mutante rim21A. Este hecho se confirmé posteriormente al
realizar una valoracién cuantitativa de este polimero (Figura 14C). Todos estos resultados
descartan por tanto que la desrepresién de SMP1 sea el Unico vinculo que relaciona a la
ruta RIM101 con el ensamblaje de la pared celular, sugiriendo mecanismos mas complejos

en los cuales la desrepresion de SMP1 podria estar parcialmente implicada.



Resultados

A Control SDS 0.04% Calcoflior 0.1 mg/ml NaCl 0.7M
wi(evaza) @ @ § % - @@ E T - Te . e
mis QOB @O  @Bai @8
smpin @ @ & 5 9L O .@ f:
rim21Asmp1A @ @ &% e @ B @® ®® %
B WT(BY4741) rim214 smpld rim21A smpilA

h

oy

C
rim21A smplA rim21A smp1A
Quitina (nmol de 1040.6 698.7 1054.2 852.4
NAcGIn/100 mg células) (%) (100%) (66.5%) (101.1%) (82.0%)

Figura 14. Caracterizacion fenotipica de los mutantes smp1A del fondo genético BY4741. (A) Ensayo de
gota de las cepas que se indican frente a diferentes compuestos como SDS, calcoflior y NaCl a las
concentraciones indicadas. (B) Tincidon con calcoflior de las cepas sefialadas en medio rico YEPD. (C)
Contenido en quitina (nmol de NAcGIn/100 mg de células) de las cepas de interés tras un tratamiento con
calcoflior (75 pg/ml) afiadido al medio YEPD durante 3 horas. Entre paréntesis se indican los niveles
relativos de quitina respecto a la cantidad presentada por una cepa silvestre.

2 CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES DOBLES slt2Arim214 y
slt2Arim101A

2.1 Caracterizacion fenotipica de los mutantes dobles

Para intentar entender con mayor detalle el papel que desempefia la ruta RIM101
en la construccién de la pared celular, analizamos en detalle los fenotipos que mostraba el
mutante s/t2Arim21A. Para ello determinamos el crecimiento en medio sélido de este
mutante doble, observdndose que tan sélo la presencia del sorbitol posibilitaba su
crecimiento, mientras que en ausencia de dicho estabilizador osmotico, apenas existia

crecimiento de dicha cepa (Figura 15A); resultados similares se observaron para el mutante
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doble s/t2Arim101A. En medio liquido suplementado con sorbitol el crecimiento del
mutante slt2Arim21A era significativamente mds lento que el de la cepa silvestre y los
mutantes simples s/t2A y rim21A (Figura 15B), presentando el mutante doble s/t2Arim21A
un tiempo de generacién de 222 minutos, que es aproximadamente el doble del que
mostraban los mutantes sencillos s/t2A y rim21A (110 y 112 minutos respectivamente) en el
mismo medio. Podemos concluir por tanto que aunque el sorbitol permite el crecimiento

del mutante doble, no corrige los defectos intrinsecos del mismo.

A YEPD Sorbitol 1M YEPD B os

sit24

0.4 —CO sit2A
—®— git2Arim214

03

=]

3
[=]
rim21a 9 4.,

% rim1014

0.0

Figura 15. Crecimiento de las cepas indicadas en diferentes medios. (A) Las cuatro esporas de diferente
genotipo procedentes de una tétrada fueron reestriadas en placas de medio YEPD en ausencia y presencia
de sorbitol 1M, y se incubaron durante 3 dias a 282C. (B) Curva de crecimiento llevada a cabo en medio
liquido YEPD suplementado con sorbitol 1M.

2.2 Analisis de la pared celular del mutante s/t2Arim21A mediante

microscopia electrénica de transmision

Continuando con la caracterizacion de la estirpe s/lt2Arim21A, el paso siguiente fue
determinar la ultraestructura de la pared celular mediante microscopia electrénica de
transmisidn. Para ello se utiliz6 como medio de cultivo el medio rico YEPD suplementado
con sorbitol 1M. De forma general, las células del mutante doble parecian bastante
similares a las de los mutantes simples s/t2A y rim21A4, y a las de la cepa silvestre (Figura
16A), pero cuando se observaron con mas detalle (Figura 16B), se percibieron algunas
diferencias. El grosor de la pared celular de las células de s/it2Arim21A (0.217+0.006 um) era
aproximadamente el doble del de las cepas wt (0.149+0.01 um), s/t2A (0.136+0.008 pum) y

rim21A (0.143+0.009 um). Ademas, la capa mas externa y densa a los electrones, que se
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encuentra formada por manoproteinas, parecia menos definida en el caso del mutante
doble, indicando que la pared celular en esta cepa posee defectos estructurales que

sugieren una alteracidn en el ensamblaje de la misma.

e

rim2IA

rim2IA sli2A

Figura 16. Imagenes de microscopia electrénica de transmision. Las cepas del fondo genético W303 que se
muestran se cultivaron en YEPD sorbitol 1M. Se presentan detalles de la pared celular a mayor aumento (B).
Medida de la barra: 0.4 pm.

2.3 Sensibilidad del mutante s/t2Arim21A frente a zimoliasa

Al observar que la pared celular del mutante doble mostraba defectos en su
estructura, quisimos realizar un ensayo de sensibilidad frente a zimoliasa en medio liquido.
Esta es una mezcla de enzimas hidroliticas, principalmente B-(1,3)-glucanasas y proteasas,
que digiere la pared y puede producir la lisis celular en ultima instancia. Pudimos apreciar
que el mutante simple rim21A mostraba una sensibilidad parcial frente a la zimoliasa 100T
al realizar el ensayo en medio rico YEPD, observdndose un resultado similar para el mutante
rim101A (Figura 17A). Sin embargo, ambos mutantes eran capaces de crecer incluso a las
concentraciones mas altas que se han ensayado. Por otra parte, el mutante s/t2A en estas
mismas condiciones era incapaz de activar la respuesta compensatoria en presencia de
zimoliasa, siendo extremadamente hipersensible incluso a concentraciones tan bajas como

250 mU, donde el crecimiento de dicho mutante era nulo.
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Figura 17. Ensayo de sensibilidad frente a zimoliasa. (A) Crecimiento de las cepas indicadas en medio
liguido YEPD con concentraciones crecientes de zimoliasa 100T. Los datos se muestran como porcentajes en
escala logaritmica, mostrandose el crecimiento relativo de los cultivos en presencia de zimoliasa respecto a
un cultivo idéntico en ausencia de tratamiento. El mutante pbs24 se usé como control, ya que muestra una
sensibilidad moderada frente a zimoliasa. (B) Mismo experimento que en la gréfica A, pero empleando YEPD
sorbitol 1M como medio de cultivo. (C) Se puede observar la comparacion del crecimiento del mutante
rim101A y la cepa silvestre de la grafica B a mayor escala.

Sin embargo, al realizar el experimento en medio suplementado con sorbitol, la
hipersensibilidad del mutante s/t24A disminuia significativamente hasta alcanzar los niveles
de crecimiento de la estirpe silvestre (Figura 17B). En estas condiciones, el mutante
rim101A presentaba un crecimiento incluso mejor que el de la cepa wt (Figura 17C). No
obstante, el mutante doble s/t2Arim101A mostraba una sensibilidad frente a la zimoliasa
bastante mayor al ser comparada con el resto de las cepas (Figura 17B). Resultados muy

similares se observaron para el mutante s/t2Arim21A (Datos no mostrados).

De todos los datos recogidos en los apartados 1y 2 se puede concluir un papel claro
de la ruta RIM101 en el ensamblaje de la pared celular, sin permitirnos deducir cual es
exactamente la funcion que desempena. Los datos gendmicos sobre la ruta RIM101 indican
un posible papel de esta ruta a través de la desregulacién de varios genes como YJRO61W,
KTR5, CTS1, UTR2, WSC4, SHC1, CWP1, FLO10, etc (Lamb & Mitchell, 2003). Teniendo en
cuenta que estos genes no tienen un papel estructural significativo en la pared, es de
esperar que su desregulacion produzca sdlo cambios menores en su estructura.
Desafortunadamente, el estudio de esas alteraciones menores implica el uso de

metodologias que no resultan facilmente asequibles. Por ello nos planteamos como
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alternativa la caracterizacion de estos defectos mediante el aislamiento de supresores de la

letalidad sintética (Apartado 3).

3 SUPRESORES DE LA LETALIDAD SINTETICA DE s/t2Arim101A

3.1 Busqueda de supresores

Para profundizar en las causas moleculares de la letalidad sintética existente entre
slt2A y rim101A, nos propusimos realizar una busqueda de supresores extragénicos. Para
ello empleamos una genoteca de ADN gendmico de S. cerevisiae construida en el plasmido
multicopia YEp13 (American Type Culture Collection, ATCC 37323) que contiene el marcador
LEU2. El primer paso fue amplificar dicha genoteca en la cepa DH5a de Escherichia coli.
Posteriormente se transformd el mutante doble s/t2Arim101A con el ADN resultante y se
plagued en medio SC selectivo suplementado con sorbitol a 282C, obteniendo alrededor de
10000 clones. Para alcanzar este numero se tuvieron que realizar varias transformaciones,
debido a que la eficiencia de transformacién de la cepa s/t2Arim101A es muy reducida. La
eficiencia también resultaba bastante baja por el elevado tamafio del plasmido YEp13, 11
Kb sin contar con el inserto que contuviera cada uno de los clones. La seleccion de los
transformantes supresores no se pudo realizar directamente en medio SC en ausencia de
sorbitol, puesto que en estas condiciones se producia un crecimiento parcial del mutante
doble (Resultados no mostrados). Los primeros supresores se aislaron y caracterizaron a
partir del crecimiento en medio YEPD incubado a 372C. En estas condiciones sdlo crecieron
clones que incluian el gen SLT2, por lo que se modificd la estrategia de seleccién. Para ello,
todos los transformantes se reestriaron en placas de YEPD que se incubaron a 28, 35y
379C. Los clones que eran capaces de crecer al menos a 28 y 352C en este medio se
seleccionaron para su confirmacién definitiva. De todos aquellos transformantes capaces
de crecer en estas condiciones se aislé el plasmido en E. coli y con los plasmidos obtenidos
se retransformd el mutante s/t2Arim101A. Se purificaron y se secuenciaron los extremos de
aquéllos en los que se confirmd una capacidad para suprimir la letalidad sintética,. Las
secuencias nos permitieron identificar 13 insertos diferentes que incluian los genes

descritos en la tabla 7. Se puede observar que el gen SLT2 se encontraba presente en
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NUMERO DE

INSERTO Y

TAMANO

GENES CONTENIDOS

- Fragmento de DAP2: dipeptidil aminotransferasa.

- YHRO28W-A: fase de lectura abierta dudosa.

Inserto #1 - YHI9: proteina de funcién desconocida.
(6046 pb) - SLT2: serina/treonina MAP quinasa implicada en el mantenimiento de la
integridad de la pared celular y la progresion del ciclo celular.
- Fragmento de RRM3: ADN helicasa.
- Fragmento de YKL105C: proteina de funcidén desconocida.
- GFA1: glutamina-fructosa-6-fosfato amidotransferasa, que participa en el primer
paso de la biosintesis de quitina.
D - LAP4: aminopeptidasa vacuolar.
(8425 pb)
- YKL102C: fase de lectura abierta dudosa.
- Fragmento de HSL1: proteina quinasa relacionada con Nimlp que regula el
checkpoint de morfogénesis y septinas.
- PCL1: ciclina que interacciona con la CDK Pho85p, involucrada en la regulacion
de crecimiento polarizado, morfogénesis y progresion del ciclo celular.
ek | SNR40: ARN nucleolar pequefio.
(5722 pb)
- CAF40: subunidad del complejo CCR4-NOT.
- Fragmento de SEC21: subunidad gamma del coatdmero
- RNH1: ribonucleasa H1.
Inserto #4 |- RNAI: GAP de Gsplp, involucrada en transporte nuclear
(5375 pb) |- TAF9: subunidad de los complejos TFIID y SAGA.
- Fragmento de BCH1: miembro de la familia ChAPs
Inserto #5 - MISC3: proteina de funcidn desconocida.
(2947 pb) |- Fragmento de CCC1: transportador vacuolar Fe**/Mn**
Inserto #6 |- Retrotransposdn
- Fragmento de NAB3: proteina de unién a ARN de cadena sencilla.
Inserto #7 |- COA2: factor de ensamblaje de la citocromo oxidasa
(5717 pb) - GUP2: proteina con posible papel en el simporte H+/glicerol
- Fragmento de POS5: quinasa mitocondrial de NADH
- SPH1: proteina homdloga a Spa2p, involucrada en la formacién del shmoo vy la
seleccion del sitio de gemacidn bipolar
- €DC3: componente esencial del anillo de septinas
Inserto #8 |- NKP2: proteina no esencial del cinetocoro
(7861 pb)

- TAD3: subunidad de la adenosina-34 deaminasa especifica de ARN transferente

- YNR317W: fase de lectura abierta dudosa.

- Fragmento de EST2: subunidad de la transcriptasa reversa de la holoenzima
telomerasa.
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- GEP3: proteina de funcién desconocida.

Inserto #9 ) ) .
(5162 pb) - NOC2: proteina que forma un complejo nucleolar con Mak21p, y un complejo

nuclear con Noc3p.

- CCT7: subunidad del complejo de chaperoninas citosdlicas CCT.

Inserto #10 |- Gzr3: factor de transcripcion de la familia GATA

(6794 pb) - Fragmento de UTP10: proteina nucleolar involucrada en el procesamiento del
pre-ARNr 18s.

- Fragmento de MID1: proteina integral de membrana requerida para el influjo de
Ca'y la conjugacion.

Inserto #11 |- RFC3: subunidad del factor de replicacion C.
(5673 pb) - PCL1: ciclina que interacciona con la CDK Pho85p, involucrada en la regulacion

de crecimiento polarizado, morfogénesis y progresion del ciclo celular.

- SNR40: ARN nucleolar pequefio (ARNsno).

- YOLO14W: proteina de funcidn desconocida
- YOLO13W-A: fase de lectura abierta dudosa.
Inserto #12 |- YOLO13W-B: proteina de funcion desconocida.
(3939 pb) - HRD1: ubiquitina ligasa requerida para la degradacién de proteinas mal plegadas

asociada a reticulo endoplasmico

- YOLCdelta8: retrotransposén

- Fragmento de YGRCdelta18: retrotransposén

Inserto #13 |- YGRO39W: fase de lectura abierta dudosa

(4822 pb) - KSS1: MAP quinasa involucrada en las rutas que controlan el crecimiento

filamentoso y la respuesta frente a feromonas.

Tabla 7. Supresores de la letalidad sintética del mutante doble s/t2Arim101A. Se indican en esta tabla los
genes contenidos en cada uno de los insertos de los supresores aislados, asi como la funcion que esta descrita
para ellos. Entre paréntesis se muestra el tamafio de cada inserto. En negrita se indican aquellos genes cuyo
papel podria estar a priori relacionado con la supresion.

el plasmido #1, lo cual explicaba que este transformante fuera capaz de crecer
normalmente a todas las temperaturas (incluso a 372C). Mediante enzimas de restriccion se

comprobé que el gen SLT2 estaba también presente en otro inserto (Datos no mostrados).

Algo sorprendente fue el hecho de no encontrar el gen RIM101 entre los supresores
aislados. Sin embargo, el gen RIM101 en plasmido centromérico o multicopia era capaz de
suprimir la letalidad sintética del mutante doble s/t2Arim101A (Datos no mostrados). Por
tanto podriamos asumir que nuestro escrutinio no estuviera auln saturado, o bien que el

gen RIM101 pudiera estar poco representado en nuestra genoteca. Tanto el gen SLT2 como
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PCL1 aparecieron dos veces en diferentes insertos, lo cual sugeria que lo mas probable era
que la genoteca de S. cerevisiae con la que se realizd el ensayo tuviera una menor

proporcién de RIM101 y que por ello no fuéramos capaces de aislarlo.

Una vez identificadas las fases de lectura abierta de cada inserto, procedimos
subclonar las mismas para identificar el gen responsable de la supresién. En la figura 18 se
resumen los resultados concluyentes que permiten asignar la capacidad supresora bona
fide a los genes SLT2, CCT7, GFA1, PCL1 y KSS1. La caracterizacion del resto de los insertos

no proporciond informacién concluyente y su estudio no se ha continuado.

slt2Arim101A
slt2Arim101A
Sup #1 (SLT2)

slt2Arim101A
Sup #10 (CCT7)

slt2Arim101A
Sup #2 (GFA1)

slt2Arim101A
Sup #3 y #11 (PCLI)

slt2Arim101A
Sup #13 (KSS1)

Figura 18. Supresion de la letalidad sintética del mutante doble s/t2Arim101A. Crecimiento del mutante
doble s/t2Arim101A transformado con diferentes supresores en plasmido multicopia. Las células en fase
logaritmica cultivadas en medio SC sorbitol, fueron depositadas en los medios indicados en diluciones
seriadas 1/10. Las placas se incubaron a las temperaturas sefialadas, y se tomaron las imagenes 48 horas
mas tarde. Nétese la diferente eficacia de los distintos supresores.

Entre todos los supresores, nuestros esfuerzos se centraron inicialmente en la
caracterizacion de GFA1 y CCT7, ya que como se observa en la figura 18, son éstos los que

permiten un mayor crecimiento a 28 y 352C.
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3.2 La supresion mediada por GFA1: una cuestion de quitina

Debido a los defectos en el ensamblaje de la pared celular observados en los
mutantes dobles slt2ArimA, el primer paso fue determinar los niveles y la localizacion de la
quitina que presentaba la cepa s/t2Arim101A. Cuando realizamos una tincién con calcoflior
durante 2-3 horas en medio suplementado con sorbitol, se observé una disminucion
notable en la sefal fluorescente (Figura 19A), lo que sugiri6 que en el mutante
slt2Arim101A podria existir una menor cantidad de quitina. Se comprobd que el mutante
doble mostraba una disminucidn significativa de la misma cuando se analizé la cantidad de
quitina presentada por este mutante, conteniendo aproximadamente la mitad de la quitina
presente en la cepa silvestre (Figura 19B), lo que explicaba la menor tincién. Unicamente la

combinacion de ambas mutaciones podia explicar esta disminucién en los niveles de este

slt2Arim101A (A4) AA +CCTT AA +GFA1
T T 0
: Lo L
E E
400 400
g g # #
= =
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- 4
° 200 ] 200
E £ T
E E
" = £ = =
= E
g . &
WT  sh2A rim101A AA WT WT AA AA AA
+GFA1 +GFA1 +CCT7

Figura 19. Sintesis de quitina. (A) Tincion de calcoflior del mutante doble s/t2Arim101A transformado con
los plasmidos supresores YEp13-GFA1 y pRS424-CCT7. Se empled la cepa silvestre (W303) como control. (B)
y (C) Niveles de quitina (nmoles NAcGIn/100 mg células) en las cepas sefialadas. Los valores mostrados son
la media de tres experimentos independientes, y se presenta la desviacidon estandar en cada caso. Los
asteriscos indican valores significativamente (P < 0.05) diferentes a los de la estirpe silvestre. Los datos
sefialados con el simbolo almohadilla indican valores significativamente (P < 0.05) diferentes a los de la cepa
silvestre o el mutante doble.
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polimero, puesto que los mutantes simples s/t24 y rim101A no presentaban una reduccién
significativa en los niveles de quitina al ser comparados con los de la cepa silvestre (Figura

19B).

De igual manera, decidimos comprobar cuales eran los niveles que presentaban el
mutante simple r/m1A y el mutante doble rim1Arim101A en ausencia de cualquier tipo de
estrés sobre la pared celular. Se verifico que tanto el mutante rimiA (tal y como se
comentd anteriormente en la tabla 5) como el mutante doble rimiArim101A contenian
cantidades muy similares a las de la estirpe silvestre (Figura 20), sin apreciarse los defectos
presentados por la cepa s/t2Arim1014, lo cual nos volvia a confirmar que el papel que estan
realizando la ruta PKC y la ruta RIM101 sobre la construccidn de la pared celular es

independiente de la respuesta transcripcional llevada a cabo por RIm1p.

Dados los significativos defectos en la sintesis de quitina del mutante s/t2Arim101A4,
quisimos determinar de forma preliminar si alguno de los genes aislados en el escrutinio era
capaz de incrementar la tincion de quitina en el mutante s/t2Arim101A mediante una
tincion con calcofldor durante 2-3 horas. Tan sélo cuatro de los plasmidos conseguian
intensificar esta fluorescencia. Dos de ellos contenian el gen SLT2, lo cual explicaba la
recuperacion total de los fenotipos, incluido el aumento de la tincidn de quitina con
calcofluor (Datos no mostrados). Los otros dos plasmidos incluian los genes GFA1 y CCT7,

promoviendo ambos un incremento notable en la tincidn (Figura 19A).

Figura 20. Valoracion de
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Gfalp es una enzima requerida para la produccion intracelular de la glucosamina-6-
fosfato, paso esencial en la produccidon de UDP-NAcGIn, precursor metabdlico de la quitina.
Esta proteina actia como cuello de botella en la regulacién de la sintesis de la quitina, de
tal forma que niveles aumentados o disminuidos de Gfalp originan una mayor o menor
sintesis de quitina respectivamente (Lagorce et al., 2003). Ademads, esta descrito que la
expresién de GFA1 se induce tras un dano producido sobre la pared celular, de forma
dependiente a la ruta PKC (Lagorce et al., 2003; Garcia et al., 2004), relacionando asi a
priori a SLT2 con GFA1. Por otro lado, CCT7 codifica una subunidad del complejo de
chaperoninas citosdlicas denominado CCT (Stoldt et al., 1996) que estad involucrado en
multiples procesos celulares, entre los que se encuentra el ensamblaje in vivo de proteinas
como la actina y la tubulina (Kabir et al., 2005). Sin embargo nunca se la habia relacionado
con la sintesis de quitina, sugiriendo que la supresion llevada a cabo por GFA1 y CCT7

podria estar realizdndose mediante dos mecanismos independientes.

Para comprobar esta hipdtesis, determinamos cuantitativamente la cantidad de
quitina que presentaban cultivos del mutante doble cuando se sobreexpresaban estos
genes en condiciones normales de crecimiento. La sobreexpresiéon de GFA1 incrementaba
de manera significativa (P < 0.05) la sintesis de quitina en el mutante doble s/t2Arim101A
(Figura 19C). Al estudiar el efecto de GFA1 sobre la cepa silvestre también se observaba un
incremento de los niveles de quitina (P < 0.05) (Figura 19C), algo ya conocido por estudios
realizados anteriormente (Lagorce et al., 2002). Sin embargo, cuando determinamos los
niveles de quitina presentes al sobreexpresar CCT7 en el mutante doble, se vio que no
existia un incremento significativo en la sintesis de dicho polimero (Figura 19C). En S.
cerevisiae, la mayoria de la quitina se deposita en forma de un anillo que rodea al cuello
durante la division celular y que es sintetizado por la actividad QSIII (Shaw et al., 1991). Por
ello analizamos la formacién de este anillo mediante una tincién con calcofldor de tan sélo
cinco minutos sobre células fijadas previamente con formaldehido. Cuando se
determinaron en el mutante doble el didmetro interno (Figura 21) y externo (Datos no
mostrados) de los anillos de quitina, se comprobd que existia un incremento significativo (P
< 0.05) del didametro de ambos anillos respecto de los anillos observados en la cepa silvestre
o en los mutantes simples, muy similares ambos al control. Por todos estos resultados, el

mutante s/t2Arim101A aparentemente no consigue ensamblar el anillo de quitina de
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manera correcta, siendo esto una consecuencia especifica de la contribucién de las dos

mutaciones.
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La supresion ejercida sobre el mutante doble por GFAI1 se traducia en el
restablecimiento del didmetro interno del anillo de quitina, alcanzando medidas similares a
la cepa silvestre (Figura 21). Sin embargo, la supresiéon desempefiada por CCT7 ni
incrementaba los niveles de quitina en ausencia de un estrés sobre la pared celular (Figura
19C), ni reducia de forma significativa el didametro interno del anillo de quitina (Figura 21).
Por ello, ambos genes llevan a cabo aparentemente la supresion sobre el mutante

slt2Arim101A mediante mecanismos diferentes.

Los defectos descritos hasta ahora parecian estar relacionados, al menos de
manera parcial, con un defecto en la actividad QSlll. Segin nos muestra la supresion
ejercida por GFA1, esto podria deberse simplemente a una disminucion en la sintesis de los
precursores de quitina. Por ello cuantificamos los niveles de expresion de GFA1 mediante
un ensayo Northern blot en las cepas de interés. Los datos obtenidos nos muestran que los

niveles de expresidn de GFA1 en los mutantes s/t24, rim101A y slt2Arim101A son similares
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a los de la estirpe silvestre (Tabla 8). Por lo tanto, la sintesis reducida de quitina no parecia
estar mediada por una disminucidn en la expresién de GFA1 y la consiguiente reduccién de

los niveles de los precursores metabdlicos de la quitina.

Tabla 8. Niveles relativos de la

Expresion relativa expresion de CTS1 y GFAl. la

GEA1 CTs1 expresion de ambos genes se

i determind mediante Northern blot,

WT 1 1 i empledndose la actina como control

slE2A 1.96+0.10 0.80+0.05 de carga. Los valores mostrados

: estan referidos a la expresion

rim1014 1.35%0.09 1.17+0.12 presentada por la cepa silvestre. Los
slE2Arim101A 1.48+0.58 214+0.03 datos que se indican son la media de

- tres experimentos independientes vy
slt2Arim101A +GFA1 | 86.02+0.60 | 2.31+0.25 se indica la desviacién estandar en

¢ cada caso.

Se ha descrito que tanto la sobreexpresién de GFA1 como la adicidn de glucosamina
al medio de cultivo producen un aumento en la sintesis de quitina a través de un
incremento de la actividad QSlIl (Lagorce et al., 2002; Bulik et al., 2003). La adicién de
glucosamina 15mM medio YEPD elevd entre 3 y 4 veces los niveles de quitina tanto en la
cepa silvestre como en el mutante doble s/t2Arim101A (Datos no mostrados), de forma
similar a lo que ocurre con la sobreexpresién de GFA1 (Figura 19C). Intentamos por lo tanto
suprimir la letalidad del mutante doble mediante la adicion al medio de cultivo de
glucosamina a la misma concentracion. Para ello realizamos un ensayo para determinar qué
ocurria cuando, partiendo de unos cultivos que habian crecido en medio rico YEPD
suplementado con sorbitol 1M, se transferian a medio rico YEPD sin dicho estabilizador o
con glucosamina afnadida. Como puede verse en la figura 22, el mutante doble no crece en
medio YEPD, pero muestra un crecimiento relativamente normal en el medio

suplementado con glucosamina.

Para un analisis mds detallado de estos resultados, procedimos a realizar los
mismos experimentos en medio liquido (Figura 23). Como puede observarse, el paso del
mutante doble a YEPD producia una lisis muy significativa del cultivo (>40%), que no se
observaba en el medio YEPD suplementado con glucosamina. Como ya hemos indicado,
glucosamina y quitina estan relacionados metabdlicamente, por lo que analizamos
directamente el efecto de la falta de la QSIIl. El mutante triple s/t2Arim101Achs3A se

comportaba esencialmente como el mutante doble en YEPD sorbitol, y tampoco crecia
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Figura 22. Efecto sobre el crecimiento de las cepas sefialadas provocado por la adicion de glucosamina
15mM al medio rico YEPD. Las células de los mutantes indicados cultivadas en YEPD sorbitol y en fase
logaritmica, se transfirieron a los medios sdlidos que se muestran, en diluciones seriadas 1/10, y se
incubaron las placas durante dos dias a 282C.

al transferirlo a YEPD (>50%) (Figura 22) debido al elevadisimo grado de lisis del cultivo
(Figura 23). Sin embargo este mutante triple era incapaz de crecer en YEPD glucosamina
(Figura 22), ya que los niveles de lisis se mantenian muy altos, sin recuperarse éstos

significativamente (Figura 23).
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WT sit2A imi0iA sit2Arim101A sit2Arim101A sH2Arim101A
chs3A cts1A

Figura 23. Cuantificacion de la lisis al cambiar las cepas indicadas a un medio de cultivo liquido diferente. Se
transfirieron células en fase logaritmica cultivadas en YEPD sorbitol 1M a los medios sefialados. Tres horas
después, se determind la lisis mediante contaje de células refringentes observadas al microscopio de
contraste de fases. La lisis viene indicada en porcentaje y los valores representados son la media de dos
experimentos independientes, mostrandose también la desviacion estandar correspondiente. Con asterisco
se encuentran sefialados los valores significativamente diferentes (P < 0.05) a los de la cepa silvestre en el
mismo medio. El simbolo almohadilla indica una disminucién significativa (P < 0.05) de la lisis comparada
con la lisis que muestra el mutante doble en YEPD.
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Estos resultados ligan directamente la supresidn por glucosamina, y muy
probablemente la de GFA1, a la actividad QSllI, sugiriendo que la supresidn es ejercida por
un incremento en la actividad QSlll que promoveria un ensamblaje mas eficiente del anillo

de quitina.

3.2.1 Papel de CTS1 en la letalidad del mutante slt2Arim101A

Al observar al microscopio de contraste de fases las células de s/t2Arim101A que
habian sido transferidas a YEPD desde YEPD sorbitol 1M, comprobamos que la gran mayoria
de la lisis afectaba sélo a las células hijas (Figura 24), que mostraban un aspecto refringente
caracteristico. Aproximadamente el 40% de la lisis ocurria exclusivamente en las células
hijas, lo cual nos estaba sugiriendo que ésta estaria produciéndose en un estadio tardio del
ciclo celular, posiblemente después de la separacion fisica entre las células madre e hija.
Mediante una tincidon con azul de metileno se verificd que estas células refringentes eran
realmente las que se encontraban lisadas (Datos no mostrados). Este fenotipo parecia
bastante similar al originado por un desequilibrio entre las actividades enzimaticas de la
actividad QSl y la endoquitinasa, descrito para el mutante chs1A en medios acidos (Cabib et

al., 1989).

WT slt2A
rimi01A
slt2A slt2A
rim101A rimi101A
cts1A ace2A

Figura 24. Observacion de diferentes cepas al microscopio de contraste de fases. Los cultivos de las
estirpes sefialadas, crecidos en YEPD sorbitol 1M a 282C, se transfirieron a YEPD, tomandose las imagenes a
las 3 horas del cambio de medio. Se indican en el mutante doble algunas de las células lisadas y
refringentes mediante flechas negras, y se puede intuir la prominencia de algunas cicatrices de gemacion,
sefialadas con puntas de flecha blanca.
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Llegados a este punto intentamos determinar si este fenotipo de lisis del mutante
slt2Arim101A podria ser revertido mediante la delecién de CTS1, que codifica la principal
quitinasa de S. cerevisiae (Cabib et al., 1992), o bien mediante la sobreexpresion del gen
CHS1, encargado de contrarrestar la excesiva actividad de la quitinasa durante el proceso
de citoquinesis mediante un reforzamiento de quitina (Cabib et al., 1989). En primer lugar
transformamos el mutante doble con el plasmido multicopia pRS424-CHS1, ya que su
sobreexpresion conlleva un aumento muy significativo de la actividad QS| (Bulawa et al.,
1986), haciendo a continuacidon un ensayo de gota para determinar el crecimiento de este
transformante. Se demostrd que el aumento en la actividad QSI no rescataba la letalidad de
slt2Arim101A (Figura 25), y por ello procedimos a delecionar el gen de la quitinasa sobre el
mutante doble. En este caso, el mutante triple slt2Arim101Acts1A crecia razonablemente
bien en YEPD sdlido (Figura 25). Al estudiar el comportamiento de este mutante triple en
medio liquido vimos que al ser transferido desde YEPD sorbitol 1M a YEPD, la lisis disminuia
de manera significativa (P < 0.05) cuando se comparaba con la del mutante doble (Figura
23). A pesar de todo, cabe destacar que esta supresién era sélo parcial, ya que la lisis del
mutante triple slt2Arim101Acts1A (18.5% * 5-6%) en YEPD era aun significativamente
mayor (P < 0.05) que la observada en la cepa silvestre (Figura 23), como también puede
verse en la figura 24. Esta disminucion en la lisis permite explicar directamente el razonable

crecimiento del mutante triple s/lt2Arim101Acts1A en YEPD.
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De acuerdo con el papel que posee RIM101 como represor transcripcional, uno de
los 17 genes cuya expresion se encuentra aumentada dos o mas veces en un mutante nulo
rim101A es la quitinasa CTS1 (Lamb & Mitchell, 2003). Por ello determinamos mediante

<< Northern blot los niveles de transcrito de dicho gen en las cepas de estudio (Tabla 8, pagina
o))}
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91). Aunque en nuestras manos tan sélo observamos un ligero aumento en la expresién de
CTS1 en el mutante rim101A4, si observamos un incremento superior a 2 veces de la
expresion de dicho gen en el mutante doble s/t2Arim101A respecto a la cepa silvestre. Este
aumento apoya la idea de que un desequilibrio entre la sintesis y la degradacion de la
guitina en la zona del cuello del mutante doble podria originar la lisis del mismo y explicar
asi la letalidad sintética existente entre s/t2A y rim101A y todos los resultados presentados

hasta el momento.

Para confirmar hasta qué punto el aumento de los niveles de CTS1 podria ser el
causante del empeoramiento de los fenotipos de los mutantes, analizamos el efecto de la
sobreexpresién de dicho gen en distintas cepas. Para ello transformamos el mutante s/t2A
con el plasmido multicopia YEp352:CTS1, observamos su crecimiento en medio sélido YEPD
en ausencia o presencia de sorbitol, y lo contrastamos con el correspondiente crecimiento
de las cepas silvestre, rim101A y slt2Arim101A transformadas con el mismo pldsmido e
incubadas en las mismas condiciones (Figura 26). Cuando comparamos las cepas
transformadas con sus respectivos controles, observamos que la sobreexpresion del gen de
la quitinasa no tuvo ningun efecto sobre el crecimiento de la cepa silvestre ni en el mutante
rim101A. Sin embargo, la transformacién del plasmido en el mutante s/t2A causé un
empeoramiento en su crecimiento, incluso en presencia de sorbitol. De forma adicional, el
mutante doble s/t2Arim101A también se vio afectado negativamente por la sobreexpresion
de CTS1. Cabe destacar que la disminucién del crecimiento del mutante s/t2A en YEPD
causada por la sobreexpresidon de CTS1, no llegaba a igualarse al fenotipo letal del mutante
doble slt2Arim101, lo que nos indica que los problemas asociados a la delecién de RIM101

van mas alla de la sobreexpresién de la quitinasa.

pRS426 YEp352-CTS1 pRS426 YEp352-CTS1

sit2A

rim101A
AA

YEPD + Sorbitol 1M

Figura 26. Efecto de la sobreexpresion de CTS1 sobre el crecimiento de distintas cepas. Dichas cepas
fueron transformadas con el plasmido vacio pRS426 y el plasmido multicopia YEp352-CTS1, y se comparo su
crecimiento tanto en ausencia como en presencia de sorbitol.
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La expresidon de CTS1 se encuentra regulada por el factor de transcripcién Ace2p,
gue controla a su vez, entre otros, la expresion de genes especificos de la célula hija desde
el nucleo de la misma (Colman-Lerner et al., 2001). Para comprobar si la delecién del gen
ACE2 sobre el mutante doble era capaz de restaurar el crecimiento del mismo, construimos
el mutante triple s/t2Arim101Aace24, observando que en placas de YEPD sin sorbitol el
crecimiento de esta cepa era comparable al de la cepa silvestre. Cuando observamos al
microscopio de contraste de fases células de este mutante crecidas en medio liquido YEPD,
su aspecto nos confirmaba que la lisis era tan sélo residual (<5%, n=300). Tanto las células
de este mutante triple como las del mutante s/t2Arim101Acts1A muestran un fenotipo con
defectos en la separacion celular (Figura 24) (Kuranda & Robbins, 1991; Dohrmann et al.,
1992), originando agrupaciones de células. La lisis presentada por el mutante triple
slt2Arim101Acts1A en medio YEPD sin sorbitol es mayor que la observada en el mutante

triple slt2Arim101Aace24, que carece del factor de transcripcién (Figura 24).

A continuacién quisimos analizar si existia una localizacion anémala de Ace2p en el
mutante doble s/lt2Arim101A que explicase la desregulacion de la expresién de CTS1 en esta

cepa. Aparentemente la localizacién de la proteina marcada con el epitopo YFP no se

Ace2p-YFP

sit24 - . I

Figura 27. Localizaciéon intracelular de Ace2p-YFP. Las cepas de interés fueron transformadas con el
pldsmido pRS315-ACE2-YFP y se cultivaron en el medio SC correspondiente suplementado con sorbitol.
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encontraba afectada, puesto que en todas las cepas la proteina se localizaba
mayoritariamente en el ndcleo de la célula hija (Figura 27), como se ha descrito
previamente. Estos resultados sugieren que, ademas de CTS1, otros genes regulados por
Ace2p podrian estar también involucrados en la lisis del mutante s/t2Arim1014, aunqgue la
supresion ejercida por el mutante ace2A podria ser también ejercida a través de la

alteracion del ciclo celular descrita para este mutante.

3.2.2 Ultraestructura del septo de slt2Arim101A

Todos los datos obtenidos hasta el momento apuntan a un ensamblaje alterado del
septo a nivel de la regidon del cuello durante la divisiéon celular, donde la actividad QSlII esta
involucrada en la construccion del anillo de quitina, y la quitinasa CTS1 actUa para
promover la separacidon celular. Para estudiar en mayor profundidad esta posibilidad,
realizamos microscopia electrénica de transmisiéon para observar la zona de interés. Se
pudo comprobar que la region del cuello en el mutante doble s/t2Arim101A tenia una
apariencia mas tubular o cilindrica que en la cepa silvestre (Figura 28), siendo éste un
fenotipo ya descrito en el mutante chs3A (Schmidt et al., 2003). Este fenotipo estd ligado a
una aparente fragilidad de la pared del cuello. Asimismo, las cicatrices de gemacién son
mas prominentes, hecho que ya habiamos observado al microscopio de contraste de fases
(Figura 24), y que estaba descrito también para los mutantes bni4A y chs3A (Sanz et al.,
2004). El mutante doble es capaz de formar septos primarios, aunque éstos aparecian
desplazados hacia la célula hija y eran mas irregulares que en el resto de cepas control.
Todos estos defectos no se apreciaban en los mutantes sencillos s/t2A y rim101A, que
presentaban una morfologia bastante normal, lo cual corroboraba que la combinacién de
ambas mutaciones era la causa de los graves problemas de estructura a nivel del cuello.
Cabe destacar que la sobreexpresién de GFA1l sobre el mutante doble era capaz de
restablecer la arquitectura normal del septo, observandose tanto septos primarios como

cuellos con un aspecto tipicamente silvestre (Figura 28).

Sin embargo, la delecién de CTS1 sobre el mutante doble no mejoraba ninguno de
estos defectos, indicdndonos que el exceso de quitinasa sintetizada no estaba directamente
relacionado con los fenotipos observados en la estructura del cuello, sino especificamente

con el aumento de la lisis celular. Hay que afadir que, a la vista de las imagenes de
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Figura 28. Ultraestructura
del septo en las cepas
indicadas obtenidas
mediantes microscopia
electronica de transmision.
El septo primario se
encuentra sefialado con
puntas de flecha blanca,
mientras que las cicatrices
de gemacidon se indican
mediante asteriscos. Notese
la aparente fragilidad de la
pared del cuello en algunos
mutantes. La barra de
medida (presente en el
panel del mutante s/t24)
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microscopia electrénica, el mutante s/t2Arim101Achs3A presentaba la zona del septo
tremendamente debilitada, sugiriendo que Ia lisis se llevaba a cabo fundamentalmente en
ese area. Esto era lo esperado, teniendo en cuenta que este mutante posee los problemas
ocasionados por la ausencia conjunta de SLT2 y de RIM101, ademas de carecer totalmente
del anillo de quitina, que es imprescindible junto con el anillo de septinas para mantener la
integridad del cuello en esta levadura (Schmidt et al., 2003). Al igual que en el mutante
doble s/t2Arim101A y en el triple s/t2Arim101Acts14, se observaron cicatrices de gemacion
muy prominentes en el mutante triple s/t2Arim101Achs34, que son consecuencia del

desplazamiento aparente del septo primario hacia la célula hija (Figura 28).

Todos los resultados presentados relacionan claramente los defectos del mutante
slt2Arim101A con defectos en el ensamblaje del anillo de quitina, reforzando la visidon que
se tenia del papel homeostatico de este anillo en el mantenimiento de la integridad celular
durante la citoquinesis (Lesage et al., 2005). Sin embargo desconociamos todavia cuales

eran las causas moleculares exactas de estos defectos.

3.3 El ensamblaje de la maquinaria del cuello en ausencia de SLT2 y
RIM101

Los resultados presentados hasta el momento indican claros defectos en el
ensamblaje de la maquinaria del cuello, que se traducen en las alteraciones del septo
observadas. Sin embargo, no estaban claras las causas moleculares de estos defectos, por

lo que nos centramos en estudiar posibles defectos concretos.

3.3.1 Ensamblaje del complejo QSIII

En S. cerevisiae, la actividad QSIll depende de la correcta llegada de Chs3p a la
membrana plasmatica en la zona del cuello, y éste es un proceso dependiente de Chs4p.
Chs4p es necesaria por un lado para producir la activacién de la actividad QSIII, y por tanto
para la sintesis de quitina, y por otro es esencial para la correcta localizacion de Chs3p en la
zona del cuello (DeMarini et al., 1997; Kozubowski et al., 2003; Sanz et al., 2004; Reyes et
al., 2007) . Por ello nos interesaba determinar la localizacién intracelular de Chs3p y Chs4p.
Ambas proteinas mostraron una localizacién similar en la zona del cuello en los mutantes

simples s/t2A y rim101A cuando se comparo con la cepa silvestre (Figura 29).
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Chs3p-

rim101A slt2Arim101A

rim1014

Chs4p-GFP

Chsdp-GFP

Figura 29. Localizacion
intracelular de las proteinas
del complejo QSlll. (A)
Ubicacion de Chs4p-GFP y
Chs3p-GFP en las cepas
indicadas transformadas con
un plasmido centromérico.
Las imagenes de cada
proteina se adquirieron bajo
las mismas condiciones vy las

. fotografias se procesaron en

paralelo con fines
comparativos. La intensidad
de la fluorescencia deberia
reflejar la cantidad relativa de
cada proteina en cada cepa.
(B) Localizacién de Chs4-GFP
integrado en el cromosoma.
Mientras que las células del
panel A fueron cultivadas en
medio SC selectivo
suplementado con sorbitol,
las del panel B lo fueron en
medio SC completo.

Sin embargo, las sefiales de Chs3p-GFP y Chs4p-GFP en el cuello del mutante doble

slt2Arim101A se n notablemente reducidas en comparacién con la estirpe silvestre y los

mutantes simples (Figura 29A), hecho que podria explicar el defecto en la formacién del

anillo de quitina observado en este mutante. Este defecto podria estar causado por una

cantidad menor de estas proteinas o por un anclaje incorrecto del complejo QSlll a la

magquinaria del septo, por lo que quisimos analizar ambas posibilidades.

Para determinar los niveles proteicos, analizamos la cantidad de Chs4p-GFP y

Chs3p-GFP mediante Western blot. Como puede observarse, los niveles de Chs4p-GFP

(Figura 30A), pero no los de Chs3p-GFP (Figura 30B), estaban significativamente reducidos

en el mutante doble, presentando los mutantes simples niveles de proteinas similares al

control en ambos casos.
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A B
WT slt2A  rim101A AA WT slt2A  rim101A AA
chsap-Grp (N -y - Chs3p-GFP . — -
1 0.66£0.06 0.72£0.06 0.19£0.01 0.71£0.07 1.04£0.03 0.74+0.02

Tubulina S <D @) =@  Tubulina ..--

Figura 30. Niveles de Chs4p-GFP (A) y Chs3p-GFP (B). Se determind la cantidad de estas proteinas mediante
Western blot. Las cifras indican los niveles relativos de Chs4p-GFP o Chs3p-GFP empleando la tubulina como
control de carga. Los datos presentados son la media de dos experimentos independientes, mostrandose a
su vez la desviacion estandar. Las cepas fueron cultivadas en el correspondiente medio SC selectivo
suplementado con sorbitol.

Un andlisis mas detallado de la localizacién de Chs4p-GFP nos indicd que tanto las
células del mutante simple rim101A como las del mutante doble mostraban una ausencia
de la sefal a lo largo de la membrana plasmatica, cuya sefial podia observarse tanto en la
estirpe silvestre como en el mutante s/t2A (Figura 29B). Esta distribucion recordaba a la que
poseen células que presentan formas no preniladas de la proteina Chs4p (Reyes et al.,
2007), lo que nos estaba sugiriendo que la ausencia de Rim101p podria estar alterando la
localizacién intracelular de Chs4p. Cuando utilizamos una versién integrada de Chsdp
marcada con GFP, en lugar de usar el plasmido pRS314-CHS4-GFP, confirmamos este efecto
causado por la delecion de RIM101. En el mutante rim1014, Chs4p-GFP se encontraba
deslocalizada hacia la yema (Figura 29B), con un numero de yemas que mostraban
fluorescencia bastante mayor (38.5 + 0.7, n=102) que el observado al analizar la estirpe
silvestre (12.2 + 3.4, n=196) (P < 0.05). Estos datos nos indicaban una funcionalidad limitada
de Chsdp que podria explicar el escaso acimulo de Chs3p en el cuello, y por lo tanto, los
niveles reducidos de quitina en el mutante doble s/t2Arim101A. Un anclaje defectuoso de
Chs4p a la membrana podria favorecer una mayor degradacién de la proteina, tal y como ya
ha sido descrito anteriormente (Reyes et al., 2007) y se puede observar en el mutante

sit2Arim101A.
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3.3.2 Participacion de RSB1 en los defectos de rim101A

Recientemente se ha descrito que el gen denominado RSB1 es requerido para
mantener la homeostasis de la asimetria de lipidos de membranas en levaduras cuando se
produce una alteracion en la misma (lkeda et al., 2008), y su expresidén se encuentra
disminuida en los mutantes que carecen del factor de transcripciéon RIM101 (Lamb &
Mitchell, 2003). Esta asimetria de lipidos desempefia un papel fisioldgico que no esta claro
hasta la fecha, pudiendo afectar a la asociacidon de multiples proteinas a membranas. Tal y
como se ha detallado, Chs4p se encontraba ausente en la periferia de la membrana
plasmatica y se acumulaba de forma anormal en las yemas en los mutantes rim101A (Figura
29B), de forma similar a lo que ocurre con las formas no preniladas de Chs4p, que no son
capaces de asociarse por si misma a las membranas. Por ello quisimos examinar hasta qué

punto RSB1 podria estar implicado en estos defectos observados en la cepa rim101A. Para

Figura 31. Caracterizacion de
los mutantes rsb1A. (A)
Tinciéon con calcoflior en
! medio YEPD de las cepas
indicadas. (B) Iméagenes
tomadas con el microscopio
de contraste de fases de las
cepas sefialadas. Las cifras
muestran el porcentaje de lisis
observado a las 3 horas de la
transferencia de los cultivos
! desde medio YEPD sorbitol
{ 1M a medio YEPD, y son el
i resultado de dos
experimentos independientes.
Las cifras indican la media y la
desviacién estdndar en cada
i caso, asi como el nimero de
écélulas cuantificadas (entre
paréntesis).

slt2A 4.72+0.36 {n=427) slt2Arsh1A 10.20%0.95 (n=537)
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ello se llevé a cabo una tincién con calcofltor para examinar la localizacién de la quitina,
observando que ésta se encontraba parcialmente deslocalizada en el mutante rsb1A (Figura
31A), algo que ya habiamos observado previamente en el mutante rim101A. Ademas
construimos el mutante doble s/t2Arsb1A en dos fondos genéticos diferentes, y a diferencia
de slt2Arim101A era viable (Figura 31B). A pesar de ser viable, s/t2Arsb1A presentaba un
nivel significativo de lisis al cultivarse en medio liquido YEPD sin sorbitol. Esto nos permitia
relacionar algunos de los defectos presentados por el mutante rim101A con el descenso de
los niveles de RSB1 debido a la ausencia de RIM101. La desregulacion de RSB1 podria estar
directamente relacionada con la deslocalizacién de Chs4p observada, aunque podria
manifestar sus efectos indirectamente a través de otras proteinas implicadas en el

ensamblaje del cuello.

3.3.3 Localizacion de las proteinas de la maquinaria de septacion y papel de

CCT7 como supresor

En S. cerevisiae esta descrita la colocalizacion de Chs3p y Chs4p en el cuello. Chs4p,
gracias a su unién al anillo de septinas a través de la proteina intermediaria Bnidp, es la que
permite la localizacién de la QSllI en el cuello (DeMarini et al., 1997; Sanz et al., 2004). Por
lo tanto, el acimulo de QSIIl en esta zona depende en Ultima instancia de la maquinaria de
septacidn. Por ello nos centramos en el estudio de la localizacién de las proteinas Bnidp, la
septina Cdc3p y la miosina Myolp. MYO1 codifica una miosina de tipo Il (Brown, 1997) que
forma parte del anillo de actomiosina, jugando un papel critico en la separacién celular,

ademdas de estar directamente involucrada en la formacidon del septo primario.

Myolp-GFP

sit2d rimi1014 slt2Arim101A

Figura 32. Localizaciéon de Myo1p-GFP en diferentes cepas crecidas en medio SC suplementado con sorbitol
1M.
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. 7 WT AA ~
CEPAS Bnidp-YFP f ~ Ty | Myolp-GFP .
- = AA

WT 1.401+0.167 (100%) (127) 1.101+0.080 (100%)({112)

slt2Arim101A 1.766+0.193* (126%) (172) 1.106£0.042 (100%)({130)

Tabla 9. Distribucion de Bnidp-YFP y Myo1lp-GFP. Las cifras indican la anchura de la marca de fluorescencia
de dichas proteinas en el cuello de las cepas sefialadas. Los valores estan expresados en um y son la media
de tres experimentos independientes, indicandose la desviacion estandar en cada caso. Entre paréntesis se
muestra el nimero de células utilizadas para el recuento, teniéndose en cuenta sélo aquéllas con un
enfoque nitido. Se sefiala con un asterisco aquel valor significativamente (P < 0.05) diferente al de la estirpe
silvestre.

La localizacion de Myolp-GFP es similar en todas las cepas estudiadas (Figura 32),
incluyendo en el mutante doble s/t2Arim101A4, lo cual permitiria la sintesis normal del septo
primario, tal y como se ha podido observar anteriormente en las imagenes de microscopia
electrénica (Figura 28). Ademas de localizarse correctamente, la anchura del anillo de
actomiosina era similar en todas las estirpes (Tabla 9). CDC3 es un gen esencial cuyo
producto, la septina Cdc3p, es imprescindible en la formacién del anillo de septinas. Este
anillo es requerido para la citoquinesis en muchas especies, incluyendo la levadura S.
cerevisiae (Longtine et al., 1996). La localizacién de Cdc3p fusionada a la proteina verde
fluorescente era similar en los mutantes simples y en la cepa silvestre, con un porcentaje de
células en torno al 50% mostrando un anillo doble (Figura 33A y Tabla 10). Sin embargo, el
mutante doble s/t2Arim101A mostraba un nimero de anillos dobles significativamente (P <
0.05) reducido (Tabla 10), como se comprueba también en las imagenes. Al observar mas
en detalle la sefial de Cdc3p-GFP en las células de los mutantes sencillos, pudimos constatar
qgue tanto en s/t24A como en rim101A existen algunas alteraciones en el ensamblaje de las
septinas. Mientras que los cultivos de la estirpe silvestre mostraban un escaso numero de
células con dobles anillos asimétricos, éstos se incrementaban significativamente (P < 0.05)
tanto en los mutantes sencillos como en el mutante doble (Figura 33B), sugiriendo un papel
para Slt2p y Rim101p en el control del ensamblaje de septinas. Es interesante el hecho de
que el anillo de septinas controla la distribuciéon asimétrica de algunas proteinas del cuello
durante la division celular (Kozubowski et al., 2005), y entre ellas se encuentra Bni4dp, una

proteina clave en la localizacién de Chs4p (Kozubowski et al., 2003; Sanz et al., 2004).
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A
WT

slt2A

slt2A

riml101A

rimilol1lA

&

sit2Arim101A

Cdc3p-GFP

slt2Arim101A

slt2Arim101A
+CCT7

Figura 33. Distribucion intracelular de la septina Cdc3p-GFP. Las células se cultivaron en medio SC

suplementado con sorbitol. Las imagenes fueron tomadas bajo las mismas condiciones y procesadas en

paralelo a efectos comparativos. (A) Se puede apreciar en las fotografias el bajo nimero de anillos dobles
de la septina Cdc3p en el mutante s/t2Arim101A , mostrandose un analisis cuantitativo en la tabla 6. (B)

Distribucidn asimétrica de Cdc3p en las cepas indicadas. Los valores muestran el porcentaje de células que

poseen anillos dobles en el que el didmetro o la intensidad de uno de ellos es significativamente diferente al

otro. Los resultados son la media de dos experimentos independientes (n>123), indicandose también la

desviacidn estandar en cada caso. Se sefialan con asterisco los valores que son significativamente diferentes

(P <0.05) alos de la cepa silvestre.

Bnidp-YFP Cdc3p-GFP
CEPAS Sorbitol Glucosamina Sorbitol Glucosamina
WT 44.0+6.4% (89) 56.5+7.7% (75) 52.8+8.9% (78) 46.2+3.8% (78)
slt2A 29.5+1.1% (132) * 5D 50.0%3.1% (95) SD
rim101A 60.6+2.8% (112} sD 41.9+12.7% (120) 5D
sIt2Arim101A 27.147.4% (193) * | 27.332.3%(55) * | 28.4#5.3% (191} * | 15.2£4.2% (46) *
sit2Arim101A +CCT7 5D sD 45.5+£0.05% (101) # 5D

Tabla 10. Localizacion de Bnidp-YFP y Cdc3p-GFP en las cepas sefialadas. Los valores indican el porcentaje
de anillos dobles observados en referencia al nimero total de células que muestran fluorescencia en el

cuello. Los resultados son la media de tres experimentos independientes y se muestran las desviaciones

estandar correspondientes. Las cifras que se encuentran entre paréntesis son el numero de células

contadas. El medio de cultivo empleado fue principalmente el SC sorbitol, aunque también se utilizd en

determinados casos el SC con glucosamina. Se

indican con un asterisco los valores que son

significativamente (P < 0.05) menores con respecto a la estirpe silvestre, y con el simbolo almohadilla el

incremento significativo (P < 0.05) del nimero de anillos dobles de la septina Cdc3p originado por la

sobreexpresion de CCT7. SD=sin determinar.
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A partir de esta relacidon, no resultd

Bnidp-YFP

sorprendente encontrar que Bni4p-YFP se
acumulase de manera asimétrica en el lado de
la célula madre en los mutantes s/t24 vy
slt2Arim101A (Figura 34), mostrando sus
cultivos un numero significativamente menor
(P < 0.05) de anillos dobles en comparacion con
los cultivos de la cepa silvestre o del mutante
rim101A (Tabla 10). Asimismo cabe destacar
gue la sefial presentada por esta proteina era

considerablemente mas ancha en los mutantes

slt2A (Figura 34 y Tabla 9). Esta localizacion
rim101A slt2Arim101A

aberrante que mostraba Bnidp-YFP parece

Figura 34. Localizacién de la proteina Bnidp- | oqar debida a la ausencia de la MAP quinasa

YFP en las cepas indicadas, que fueron
cultivadas en medio SC suplementado con | Slt2p, ya que los mutantes simples s/t2A
sorbitol 1M. Se puede observar la disminucion

. , presentaban estos mismos defectos
de anillos dobles de esta proteina en las cepas

slt2A 'y slt2Arim1014, cuya cuantificacion | independientemente del medio de cultivo y la
aparece reflejada en la tabla 6.

estabilizacion osmética del mismo (Datos no

mostrados). Ademads, teniendo en cuenta el papel que desempeia Bni4p como proteina
intermediaria entre las septinas y Chsd4p, esta deslocalizacién explicaria también la
acumulacién reducida de Chs3p/Chs4p en la zona del cuello del mutante doble, que posee

los defectos sumatorios ocasionados por las mutaciones s/t24 y rim101A.

Anteriormente habiamos descrito la recuperacion del crecimiento del mutante
doble que ocasionaban la adicion de glucosamina al medio de cultivo y la sobreexpresién de
los genes GFA1 y CCT7. Por ello quisimos estudiar los efectos que pudieran tener sobre el
ensamblaje de las septinas. Ni la adicion de glucosamina al medio (Tabla 10) ni la
sobreexpresion de GFA1 (Datos no mostrados) aumentaron de forma significativa el
numero de dobles anillos de Bni4p-YFP o Cdc3p-GFP observados en el mutante doble, y por
lo tanto, no parecian tener ningun tipo de efecto sobre el ensamblaje de la maquinaria de
septacidn. Sin embargo, la sobreexpresidon de CCT7 si incrementd significativamente (P <
0.05) el porcentaje de anillos dobles de septinas que se observaban en el mutante doble

(Tabla 10), ademas de disminuir la acumulacién asimétrica de Cdc3p-GFP (Figura 33B).
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Estos resultados confirman la hipétesis inicial de que la supresién llevada a cabo por GFAly
CCT7 es debida a mecanismos independientes, aliviando CCT7 especificamente los defectos

en el ensamblaje de la maquinaria del cuello.

4 CARACTERIZACION DE LOS SUPRESORES RESTANTES

Una vez caracterizados en detalle los supresores antes descritos, nos planteamos
continuar con la caracterizacién, al menos preliminar, del segundo grupo de plasmidos que
fueron aislados en la busqueda de supresores y no desencadenaban un aumento en la
produccidon de quitina (Tabla 7, paginas 84 y 85)). Uno de ellos resultd incluir un
retrotransposén (inserto #6), y por ello no continuamos con su estudio. El inserto #5
contenia tan sélo la fase de lectura abierta del gen MSC3, vy la recuperacién del crecimiento
que llevaba a cabo sobre el mutante doble s/t2Arim101A era Unicamente parcial y a 282C.
Esto nos sugirié que quizds pudiera ser debido a que el promotor de dicho gen se
encontrara truncado en el plasmido de estudio, ya que dicho plasmido tan sélo poseia
aproximadamente 80 pares de bases previas al codén de inicio. Por ello amplificamos
mediante PCR alrededor de 1000 pb aguas arriba del codén de inicio de MSC3, y lo
clonamos, junto con el resto del gen rescatado del inserto #5, en un plasmido multicopia
pRS426. Cuando lo transformamos en el mutante doble, comprobamos que no se podia
reproducir la complementacion observada anteriormente, eliminando por lo tanto dicho
plasmido también del estudio. En el caso del inserto #4, se vio que tan sdlo conseguimos
suprimir el fenotipo de letalidad sintética del mutante doble cuando subclonamos
simultdneamente dos de los genes que se encontraban en dicho plasmido, RNA1 y RNH1,
sin poder concluir que alguno de los genes pudiera llevar a cabo tal efecto de forma
independiente. No es posible en base a lo conocido sobre estos genes predecir el porqué de

su capacidad supresora.

Respecto a PCL1, indicar que hemos sido capaces de identificarlo dos veces como
supresor en los insertos #3 y #11, permitiendo el crecimiento de s/t2Arim101A de forma
parcial a 282C y 352C (Figura 18). Anteriormente ya se habia relacionado a PCL1 con SLT2
(Madden et al., 1997), afirmandose que la sobreexpresién de PCL1 complementaba la
termosensibilidad presentada por el mutante s/t24, aunque en nuestro caso no fuimos

capaces de observar esta supresion.
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Otros de los genes identificados fueron HRD1 y GEP3, presentes en los insertos #12
y #9 respectivamente, que posibilitaban el crecimiento del mutante doble a 282C y 322C tan

solo de manera parcial, y cuya relacidn con los fenotipos observados no puede predecirse.

SPH1, supresor contenido en el inserto #8, revertia el fenotipo sintético letal del
mutante doble de manera sutil. Su homdloga Spa2p posee un papel como proteina de
andamiaje a componentes del médulo MAP quinasa de la ruta PKC como Mkklp, Mkk2p y
la propia Slt2p, siendo necesaria para la correcta localizacién de Slt2p en la zona del cuello
(Van Drogen 2002). Por ello nos planteamos que la sobreexpresion de Spa2p en el mutante
doble s/t2Arim101A podria mejorar su crecimiento. En medio sdélido sin suplementar con
sorbitol, no hemos observado una mejora significativa del crecimiento del mutante doble al

sobreexpresar SPA2 (Datos no mostrados).

La caracterizacion de estos supresores queda por lo tanto relegada a futuros
estudios, puesto que la informaciéon obtenida hasta la fecha no nos ha proporcionado

resultados de gran relevancia (Ver el apartado 2.2 de la Discusion).

4.1 Supresioén de s/t2A mediada por KSS1

En el inserto #13 fuimos capaces de identificar como supresor el gen KSS1, que
codifica una proteina MAP quinasa involucrada en las rutas de transduccién de sefiales que
controlan la respuesta frente a feromonas y el crecimiento filamentoso (Breitkreutz &
Tyers, 2002), teniendo un papel mas importante en esta Ultima cascada. La sobreexpresion
de KSS1 sobre el mutante s/t2Arim101A ejercida por el plasmido multicopia pRS424-KSS1,
originaba un crecimiento parcial del mismo tanto a 282C como a 322C, y de manera residual
a 359C (Figura 18). SLT2 y KSS1 presentan una alta homologia en sus secuencias
nucleotidicas, alrededor del 56%, y Kss1p es la proteina MAP quinasa de las dos rutas en las
gue participa, al igual que Slt2p lo es en la ruta PKC. Por lo tanto quisimos examinar si Kss1p
podia reemplazar a Slt2p cuando ésta se encontraba ausente. Para ello transformamos el
mutante simple s/t2A con el plasmido multicopia pRS424-KSS1 y comparamos el
crecimiento que mostraba dicho transformante con la cepa control al crecer en presencia
de cafeina o frente a altas temperaturas, estimulos frente a los que s/t2A muestra

sensibilidad. Se puede comprobar que la sobreexpresién de KSS1 sobre el mutante s/t2A era
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Figura 35. Supresion ejercida por la sobreexpresion de KSS1 sobre el mutante s/t2A. Ensayo de sensibilidad
a cafeina del mutante s/t2A transformado con diferentes plasmidos multicopia. Las diluciones seriadas se
depositaron en placas de medio selectivo con glucosa o galactosa como fuente de carbono, para ver el
efecto causado segun el promotor empleado.

capaz de rescatar tan sélo parcialmente la sensibilidad frente a cafeina (Figura 35), sin

ejercer una mejora cuando se incubaban las placas a 372C (Datos no mostrados).

Ademas cabe destacar que esta supresién frente a cafeina era dependiente de dosis
génica, ya que al sobreexpresar KSS1 bajo el control del promotor GAL1, que incrementa
notablemente la expresion del gen respecto al plasmido usado previamente, el crecimiento
en las placas con cafeina observado era notablemente superior. De igual manera, cuando
empleamos un plasmido en el que K551 se encontraba clonado con su sitio catalitico
mutado (YEp352-GALI1-KSS1-K42R), la resistencia frente a cafeina no se rescataba,
confirmando que es imprescindible para la supresidn que esta quinasa mantenga su

actividad catalitica activa (Figura 35).

Puesto que existen otras proteinas MAP quinasa que intervienen en otras rutas de
transduccién de senales de S. cerevisiae (Chen & Thorner, 2007), como son HOG1 (que
participa en la respuesta frente al estrés causado por la alta osmolaridad) y FUS3 (implicada
en la ruta de respuesta frente a feromonas), realizamos el mismo ensayo mediante el uso
de los plasmidos multicopia YEp352-HOG1 y YEp352-FUS3. Se verificé que ninguno de los
dos podia rescatar la sensibilidad que muestra s/t2A frente a temperaturas elevadas (Datos

no mostrados) o cafeina (Figura 35).
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Figura 36. Ensayo de sensibilidad a zimoliasa de las cepas indicadas. Crecimiento de las cepas indicadas en
medio SC suplementado con diferentes concentraciones de zimoliasa. La incubacidn se realizd6 a 282C
durante 16 horas. Los datos se expresan en escala logaritmica como el porcentaje de crecimiento relativo al
crecimiento observado en ausencia de zimoliasa.

Uno de los fenotipos mas caracteristicos que presenta el mutante s/t2A es la
hipersensibilidad frente a zimoliasa, por lo que quisimos analizar si K551 era capaz de
suprimirla. Cuando KSS1 se sobreexpresaba en ausencia de SLT2, apreciamos una
recuperacion parcial de la viabilidad respecto al comportamiento del mutante simple
(Figura 36). Esta supresién sélo era mejorada por GFA1, que restauraba completamente la
resistencia del mutante s/t2A hasta niveles silvestres (Figura 36). Como bien es sabido,
existen multiples interacciones entre diferentes rutas de transduccion de sefiales, lo que
llevd a plantearnos la posibilidad de que KSS1 pudiera estar activando parcialmente al
factor de transcripcién RLM1 en ausencia de SLT2 y por tanto suprimiendo su falta. Para
determinarlo, realizamos un ensayo de cuantificacion de la actividad B-galactosidasa.
Empleamos para ello un pldsmido que contiene el promotor de MLPI1, una diana
transcripcional de la ruta PKC, acoplado a la fase de lectura abierta de /acZ, el gen que
codifica la enzima B-galactosidasa, lo cual permite medir la activacién transcripcional de la
ruta de una forma cuantitativa (Garcia et al., 2009). Transformamos el mutante s/t2A con el
pldsmido Yep352-MLP1-lacZ, y examinamos el efecto provocado por la sobreexpresiéon de
KSS1 en respuesta a estimulos que activan esta ruta, como son la adicién de calcofltior

(Figura 37) o zimoliasa (Datos no mostrados). Los resultados nos indicaban que la
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sobreexpresién de KSS1 no era capaz de incrementar en absoluto los niveles de actividad
mostrados por el mutante s/t2A en presencia de estos compuestos, por lo que podemos
afirmar que la supresiéon desempeiiada por KSS1 en ausencia de SLT2 era totalmente

independiente de la actividad transcripcional ejercida por RLM1.
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Puesto que el mutante doble s/t2Arim101A posee una distribucién aberrante de la
proteina Bni4p-YFP, sobreexpresamos KSS1 para determinar la ubicacién de Bnidp,
pudiendo comprobar que se recuperaba la localizacién observada en la cepa silvestre,
aumentando notablemente el nimero de dobles anillos que presentaba este mutante
(Figura 38). Ademas de estos datos, podemos afiadir que el papel ejercido por KSSI es
totalmente independiente de la sintesis de quitina, puesto que al ser sobreexpresada en el

mutante doble s/t2Arim101A la sefial del calcoflior no se incrementaba, y tampoco

Bnidp-YFP

slt2Arim101A slt2Arim1014 +KSS1

Figura 38. Localizacion intracelular de Bni4p-YFP. Se muestra el efecto que posee la sobreexpresion de
KSS1 en el mutante s/t2Arim101A sobre el nimero de anillos dobles. Las imagenes fueron tomadas vy
procesadas en paralelo. Las células se cultivaron en SC en presencia de sorbitol.
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observabamos un aumento en la cantidad de quitina presentada (Datos no mostrados).
Esto nos confirma que la supresidon que estaba llevando a cabo se encuentra mas
relacionada con la estabilizacion de la maquinaria de septacion, tal y como ocurre con la
chaperonina CCT7. En este escenario la hipdtesis mas probable es la accion sustitutiva que

ejerce KSS1 sobre la maquinaria del cuello (Ver discusion).

5 UN_ APORTE TECNICO: DEGRADACION PROTEOLITICA
ARTEFACTUAL EN MUTANTES rim1014 MEDIADA POR Prb1p

Los extractos proteicos necesarios para realizar experimentos de Western blot se
obtienen en nuestro laboratorio utilizando una mezcla de inhibidores de proteasas que
contiene aprotinina, leupeptina y pepstatina A (cada una de ellas a una concentracion de 2
pug/ml), EDTA 5 mM, EGTA 5 mM y PMSF 1mM. Estos extractos se obtienen tipicamente a
partir de células recogidas y congeladas a -802C. En estas condiciones observamos que,
independientemente del medio utilizado para el crecimiento de las cepas, la cantidad de
Chs4p-3xHA disminuia de forma considerable en el mutante rim101A (Figura 39A). Este

resultado fue inicialmente mal interpretado y nos llevd a especular con una degradacion
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Figura 39. Andlisis de los niveles de Chs4p-3xHA y Chs3p-3xHA. Las estirpes indicadas se transformaron con
los plasmidos pRS315-CHS4-3xHA (A) y pRS315-CHS3-3xHA (B) y fueron cultivadas en los medios sefialados.
Los extractos se prepararon empleando PMSF 1mM en el tampdn de lisis. Los graficos representan la
cuantificacion, mediante analisis densitométrico, de los niveles de Chs4p-3xHA o Chs3p-3xHA normalizados
respecto a la tubulina. Los valores indicados son la media de tres experimentos independientes y se sefialan
con (#) los valores estadisticamente significativos (P < 0.01).
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especifica de la proteina Chs4p en el mutante rim101A (Figura 29). Sin embargo la cepa
rim101A no mostraba los fenotipos clasicos asociados al mutante chs4A. Estos resultados
llevaron a plantearnos una posible degradacidn artefactual de Chs4p, sobre todo a raiz del
incremento en la expresién de muchos genes en este mutante. Este es el caso de la
proteasa B (codificada por el gen PRB1), cuya expresion se incrementa en el mutante

rim101A en torno a 3 veces respecto a la cepa silvestre (Lamb & Mitchell, 2003).

Para estudiar si la disminucién en los niveles de Chs4p-3xHA en el mutante rim101A
podria ser debido a una degradacién proteolitica artefactual ocasionada por Prbilp,
revisamos el protocolo de obtencién de los extractos proteicos. Por ello procesamos
directamente las células una vez recogidas, evitando asi la congelacién de las mismas a
-802C, y empleamos mayores cantidades de PMSF permitiendo asi que éste se encontrara
en exceso, ya que el PMSF es un inhibidor de serin proteasas y Prblp ha sido descrita como
una serin proteasa similar a la subtilisina (Moehle et al., 1987). En estas condiciones de
trabajo conseguimos abolir mayoritariamente la degradacion de Chs4p-3xHA en el mutante
simple rim101A (Figura 30A). Ademds podemos asociar directamente la degradacion
proteolitica a PRB1, ya que el mutante doble rim101Aprb1A no mostraba unos niveles
reducidos de Chs4-3xHA (Figura 39A), recuperandose los niveles que presentaba la cepa
silvestre. Este efecto de degradacion proteolitica llevado a cabo por PRB1 tiene distinta
repercusion sobre diferentes proteinas, ya que ni la estabilidad de la tubulina ni la de Chs3p
(Figura 39B) se veia afectada en el mutante rim101A en las condiciones ensayadas

originalmente.

Para comprobar que tan sdélo existia un problema de degradacién artefactual de
Chs4p-3xHA sin tener una repercusién in vivo, construimos el mutante triple
slt2Arim101Aprb1A y comprobamos su crecimiento en ausencia de sorbitol. El mutante
triple tenia los mismos problemas de viabilidad que el mutante doble (Figura 40A). De igual
manera, determinamos si el mutante triple s/t2Arim101Aprb1A presentaba un aumento en
los niveles de quitina respecto al mutante doble s/t2Arim101A. Al realizar una tincién con
calcofluor, observamos que el mutante triple poseia un nivel de fluorescencia semejante al
observado en el mutante doble (Datos no mostrados). Asimismo pudimos comprobar que la
delecidon de PRB1 sobre el mutante s/t2Arim101A no alteraba la cantidad total de quitina

(Figura 40B). A la vista de los resultados obtenidos se puede afirmar que el efecto causado
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por el aumento de la expresion de PRB1 se limitaba a una degradacién proteolitica
artefactual sin efecto fisiolégico aparente. Hemos observado también que la degradacién
de Chs4p se produce en otras condiciones fisioldgicas en las que se incrementan los niveles
de Prblp (Datos no mostrados). Aunque el efecto descrito aqui afecta a Chs4p, existe una
alta probabilidad de que en el mutante rim101A se produzca la degradacién artefactual de
otras proteinas, lo que seria también extensible a todas las condiciones fisioldgicas en las
que se incrementan los niveles de Prblp. Estas evidencias deben ser tenidas en cuenta al

analizar el conjunto de las proteinas mediante Western blot.

18
423,67

150

10885 107,86
11693 14,70

Quitina (nmol NAcGIn/100 mg cél.)

- WT sht2Arim1014 slt2Arim1014
YEPD + Glucosamina (100%) (a6,56%) prb14(47,87%)

Figura 40. Caracterizacion del mutante triple s/t2Arim101Aprb1A. (A) Crecimiento de las cepas indicadas
en diferentes medios a partir de preindculos crecidos en YEPD sorbitol 1M. Las placas fueron incubadas
durante 2 dias a 282C. (B) Contenido en quitina (nmol de NAcGIn/100 mg células) de las cepas sefialadas,
cultivadas en YEDP sorbitol 1M. Se muestra la media y la desviacién estandar en cada caso, resultado de tres
experimentos independientes. Entre paréntesis se presentan los valores de quitina en porcentaje relativo al
mostrado por la cepa silvestre.










La pared celular es una estructura de gran importancia para la fisiologia fungica, ya
gue su ensamblaje estd directamente asociado con el mantenimiento de la integridad
celular, produciéndose la muerte celular cuando se inhibe la sintesis de algunos de sus
componentes principales. Por todo ello la pared celular constituye una atractiva diana en el
desarrollo de nuevos antifungicos de toxicidad selectiva. El conocimiento de los
mecanismos que regulan su sintesis es por tanto clave a la hora de entender los procesos
morfogenéticos de la célula y su capacidad de adaptacién frente a cambios

medioambientales.

S. cerevisiae responde al dafio ejercido sobre la PC principalmente a través de la
ruta de integridad celular (ruta PKC o CWI), desencadenando un proceso conocido como
respuesta compensatoria, en el cual se induce la expresiéon de un conjunto de genes a
través del factor de transcripcion Rim1p (Levin, 2005). La participacion de esta ruta en la
construccion de la pared estd bien documentada, y durante mucho tiempo se ha
considerado que era la Unica implicada en este proceso. Sin embargo, el trabajo reciente de
diferentes grupos apuntan a una estrecha relacion molecular de esta ruta de sefalizacion
con otras muchas, entre ellas la ruta HOG (Garcia-Rodriguez et al., 2005; Bermejo et al.,
2008). Por lo tanto no es sorprendente encontrar en ensayos masivos multiples mutantes

que muestren defectos asociados a la PC.

1 LA RUTA RIM101 POSEE UN PAPEL EN LA CONSTRUCCION DE LA
PARED CELULAR

1.1 YnI294p/Rim21p es un miembro de la ruta RIM101 y participa en el

ensamblaje de la pared celular

En uno de los ensayos sistematicos en los que participd nuestro grupo, se
caracterizdé una parte de los mutantes nulos de S. cerevisiae generados en el proyecto
EUROFAN |. En este ensayo se demostré que el mutante ynl294A muestra resistencia
parcial frente al calcoflior (Figura 8A), a pesar de presentar unos niveles normales de
actividad QSlIl (de Groot et al., 2001). Estos fenotipos se habian observado anteriormente

s6lo en mutantes de la ruta HOG (Garcia-Rodriguez et al., 2000). A partir de este trabajo se
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ha podido confirmar el papel de la ruta HOG en el mantenimiento de la arquitectura de la

pared celular, explorado a nivel molecular muchos afios después (Bermejo et al., 2008).

Durante el transcurso de este proyecto se ha demostrado que la proteina Ynl294p
forma parte de la ruta RIM101, pasando a denominarse Rim21p (Barwell et al., 2005). Hasta
la fecha se habia descrito que esta ruta estaba involucrada en la respuesta frente a la
alcalinizacion del medio de crecimiento, el programa meidtico, la esporulacién y el
crecimiento invasivo, ademds de tener un papel en la resistencia frente a altas
concentraciones de sodio y litio, o bajas temperaturas (Penalva et al., 2008). Nuestros
resultados han confirmado la participacion de Rim21p en algunas de estas respuestas,
aunque también hemos observado que este mutante presenta problemas durante la
conjugacion (Datos no mostrados). Los datos mas destacados de esta caracterizacidn
apuntan a que el mutante rim21A presenta una sensibilidad moderada frente a compuestos
que afectan a la pared celular como el SDS, la cafeina o la zimoliasa (Figuras 9 y 17). Por
ello, los resultados sugerian que la proteina Rim21p podria estar involucrada también en la
construccion de la pared, a pesar de no haberse descrito anteriormente una participacion

de la ruta RIM101 en este proceso.

Las rutas PKC y RIM101 no parecen presentar elementos en comun. A pesar de ello
son varios los datos que podrian vincularlas. Recientemente se ha confirmado el papel que
posee la ruta PKC en respuesta a pH alcalino, produciéndose su activaciéon a través del
sensor Wsclp, y originando la expresién de varios genes relacionados con la pared celular
(Serrano et al., 2006). Ademas, al describirse que Rim21p era un sensor de membrana
(Barwell et al., 2005), resultaba tentador postular que Rim21p pudiera actuar como un
sensor adicional de la ruta PKC. Este hecho estaria de acuerdo con la falta de fosforilacion
de Slt2p en el mutante rim21A (Figura 11) y con la similitud de fenotipos presentada por los
mutantes s/t2A y rim21A. Esta atractiva hipdtesis se descartd a lo largo del trabajo al
observarse la letalidad sintética mostrada por el mutante s/t2Arim21A, lo que indica que
Rim21p y Slt2p actdan en paralelo y no de forma jerarquizada en una misma ruta.
Posteriormente se ha demostrado que la letalidad sintética del mutante s/t2A se extiende a
todos los mutantes rimA, gracias tanto a la informacién extraida de los ensayos masivos
(Tong et al., 2004) y la base de datos DRYGIN (del laboratorio del Dr. Charles Boone), como

a resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Figura 13). De igual manera, todos los



mutantes rimA parecen presentar similares fenotipos asociados a defectos en la pared
celular. En este contexto no es de extraiar que la viabilidad del mutante doble s/t2Arim21A
se rescate en presencia de sorbitol, un estabilizador osmético que previene la lisis celular
ocasionada por defectos en la pared. De todo ello debemos concluir que las rutas RIM101 y

PKC se encuentran actuando de manera conjunta en la construccién de la pared celular.

Una vez establecida la implicacion de la ruta de respuesta a pH alcalino en el
ensamblaje de la pared celular, nos formulamos la siguiente cuestién. iCual es el papel
exacto que la ruta RIM101 desempefia en este proceso? La respuesta no es sencilla, ya que
aun se desconoce bastante acerca de la naturaleza de la pared celular y las interacciones
existentes entre los componentes que la forman. Ademds, las alteraciones que muestran
los mutantes simples rimA en relacidn con la estructura de la pared celular son bastante
leves y no afectan a su crecimiento. Sin embargo, la viabilidad celular se ve seriamente
comprometida cuando los defectos de los mutantes rimA se combinan con la ausencia de
Slt2p, lo que puede ayudar a explicar este papel. Tradicionalmente se ha venido
relacionando a Slt2p con la respuesta transcripcional mediada por la ruta PKC, que es
ejercida a través del factor de transcripcion Rimlp. Sorprendentemente los mutantes
dobles rim1Arim101A y rim1Arim21A son totalmente viables (Tabla 6), lo que sugiere un
papel especifico de Slt2p en los efectos descritos, mayoritariamente independiente de la

respuesta transcripcional de la ruta PKC.

Esta hipdtesis se ve reforzada gracias a la informacion obtenida a través de los
patrones de interaccion de letalidad sintética que presentan distintos mutantes de la ruta
PKC (Figura 41). Aunque bck1A y slt2A comparten una interaccion de letalidad sintética con
un amplio conjunto de mutantes, ambos muestran interacciones que son exclusivas de
cada uno de ellos. Lo mismo ocurre con el mutante carente del factor de transcripcidn
RLM1. Hay que tener en cuenta que probablemente existan gran cantidad de interacciones
genéticas desconocidas hasta la fecha. Sin embargo estos datos nos proporcionan una
informacién relevante que sugiere que cada miembro de la ruta PKC, ademas de formar
parte de ella, puede actuar de manera especifica en multiples procesos celulares. A la vista
de la informacidn recogida en la Figura 41, resulta interesante comprobar que la gran
mayoria de las interacciones mostradas por s/t2A no son compartidas con rimlA,

confirmando de nuevo que Slt2p debe poseer funciones que serian mayoritariamente
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independientes de la respuesta transcripcional de la ruta PKC. Entre ellas se encontraria el

papel que ejerce sobre la PC en combinacion con la ruta RIM101.
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1.2 Rim101p colabora en la construccion de la pared gracias a su papel

como regulador transcripcional.

Existen aun muchas incdgnitas acerca de la respuesta transcripcional llevada a cabo
por la ruta RIM101. A diferencia de la regulacidn transcripcional en A. nidulans, donde PacC
es capaz de actuar como activador y represor transcripcional, en S. cerevisiae Rim101p
actia fundamentalmente como represor (Penalva et al., 2008). Cuando RIM101 se
deleciona, existe un amplio nimero de genes que se sobreexpresan y otros cuya expresion
disminuye (Lamb & Mitchell, 2003). Entre ellos encontramos un grupo de genes implicados
en conjugaciéon (AGA2, BAR1 y MFA1). Este hecho podria relacionarse con resultados aun
preliminares de nuestro laboratorio en el que se observan los defectos de algunos
mutantes rimA en conjugacidon. De igual manera, la expresién de los represores
transcripcionales NRG1 y SMP1 esta bajo el control de Rim101p, aumentando su expresidn
en los mutantes rim101A y rim13A (Lamb & Mitchell, 2003). Gracias a ellos, esta ruta puede
regular indirectamente diferentes procesos celulares entre los que se encuentran el
crecimiento invasivo, la homeostasis idnica, la respuesta frente al pH alcalino, etc. Si
tenemos en cuenta que Smplp es un factor de transcripcion de la familia MADS-box, al
igual que Rlmlp, podria suponerse que un incremento en los niveles de este represor
pudiera ser responsable de los defectos observados en los mutantes rimA. Sin embargo, la
delecion de SMP1 suprime sdlo marginalmente los defectos de pared mostrados por el
mutante rim21A (Figura 14), sugiriendo que no habria un Unico gen regulado por Rim101p
que pudiera ser responsable directo de los defectos observados en los mutantes de la ruta
RIM101. Es interesante destacar que varios de los genes que se encuentran desregulados
en el mutante rim101A estadn directamente implicados en la construccién o remodelacion
de la pared celular. Es el caso de YJRO61W, SHC1, CTS1, CWP1, AGA2, KTR5, UTR2...(Lamb &
Mitchell, 2003), aunque como se vera mas adelante la desregulacién de otros genes puede
llevar a efectos indirectos y a priori no esperados en el ensamblaje de la pared. El efecto
aditivo de las alteraciones de varias de estas actividades enzimaticas podria ser un posible
causante de las anomalias descritas en los mutantes rimA. Sin embargo, ninguno de estos
genes posee un papel estructural relevante en la pared, por lo que no es de extrainar que
los defectos que observamos sean sumamente sutiles, incluso a nivel de microscopia

electrénica de transmision (Figura 16).
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Todos estos datos suponen la primera evidencia experimental que relaciona la ruta
RIM101 con el ensamblaje de la pared celular de S. cerevisiae, y la caracterizacidn bioldgica
y estructural del mutante doble s/t2Arim101A parecia ser la herramienta adecuada para
esclarecer el papel que ejercen tanto Rim101p como SIt2p en la integridad celular de esta

levadura.

2LA PRESENCIA CONJUNTA DE SIt2p Y Rim101p RESULTA
IMPRESCINDIBLE EN LA INTEGRIDAD DEL CUELLO

2.1 El mutante doble s/t2Arim101A presenta defectos en el ensamblaje

del anillo de quitina

La caracterizaciéon del mutante s/t2Arim1014, cuya letalidad es suprimida por
sorbitol, muestra que éste contiene unos niveles de quitina significativamente disminuidos,
lo que se traduce en la formacién de un anillo de quitina defectuoso (Figuras 19 y 21). Este
efecto se debe claramente a la ausencia conjunta de las dos proteinas, ya que los mutantes
simples slt2A y rim101A no presentan ni una disminucién notable de quitina, ni un anillo
alterado. Sin embargo, estos defectos no son suficientes para explicar por qué el mutante
doble no es viable, ya que la cepa chs3A, que carece completamente de anillo de quitina,
crece perfectamente en todas las condiciones probadas. En caso de existir un septo
defectuoso, éste podria verse afectado por el incremento en la expresién de CTS1 originado
por la delecion de RIM101 (Lamb & Mitchell, 2003). Nuestros resultados confirman esta
posibilidad, ya que la sobreexpresion de la quitinasa empeora el crecimiento del mutante
slt2A (Figura 26), aunque no tiene ninguna repercusion sobre chs3A (Dato no mostrado).
Apoyando este resultado, el mutante doble chs34rim101A es totalmente viable (Dato no
mostrado), lo cual sugiere que la ausencia de SLT2 es el principal motivo de la letalidad
descrita en el mutante doble s/t2Arim101A. Queda por lo tanto de manifiesto que la
inviabilidad de dicho mutante esta causada por la combinacién de varios factores: un
defecto en la sintesis de quitina, un incremento en la expresion de la quitinasa y la propia
ausencia de Slt2p, cuyos efectos analizaremos en profundidad mas adelante. Estos

resultados explican directamente los resultados observados en los que tanto la delecion de



CTS1 como el incremento en la sintesis de quitina alivian la letalidad sintética del mutante

doble (Figuras 22 y 25).

La microscopia electrénica pone ademdas de manifiesto que el mutante doble
slt2Arim101A presenta graves defectos en el ensamblaje del septo que son corregidos por
el incremento en la sintesis de quitina (Ver mas adelante), pero no por la delecién del gen
CTS1 (Figura 28). Estos resultados indican claramente que el mutante doble posee defectos
intrinsecos en el ensamblaje del septo que se ven agravados por la accién desregulada de la
quitinasa sobre él. Esta constituye la primera evidencia directa del papel de Slt2p en el

ensamblaje del septo.

22SIt2p y Rim101p contribuyen de manera independiente en el

correcto ensamblaje de la maquinaria de septacion

A partir de esta primera evidencia, la cuestidon siguiente era determinar el
hipotético papel de Slt2p y de la ruta RIM101 en el ensamblaje del septo. Asi hemos
mostrado que los mutantes simples s/t2A y rim101A presentan alteraciones en el
ensamblaje del anillo de septinas que podrian explicar alguno de los problemas que poseen
estas cepas, como la sensibilidad frente a quitinasa o la resistencia a calcoflior,
respectivamente. En concreto, la septina Cdc3p se distribuye de manera asimétrica en los
dos mutantes, indicando un ensamblaje alterado del anillo de septinas (Figura 33B). Las
causas moleculares que ocasionan esta asimetria parecen ser diferentes en ambos casos,
provocando por ello distintos efectos biolégicos. Asi, la distribucién de Bni4dp, que se ancla
directamente al anillo de septinas (DeMarini et al., 1997), se ve seriamente afectada tan
sélo en los mutantes s/t2A, mostrando una distribucion mas ancha y asimétrica (Figura 34).
El efecto de las mutaciones rimA parece mas sutil y podria estar relacionado con la
disminucién en los niveles de Rsblp (lkeda et al., 2008), una proteina necesaria para el
mantenimiento de la asimetria lipidica en la membrana (Ver mas adelante). En todo caso, la
acumulacion de estos defectos individuales podria explicar los fallos presentados por el
mutante s/t2Arim101A, cuya maquinaria de septacidén se ensamblaria de manera irregular.
Esto, unido a la disminucién en los niveles de quitina de esta cepa, provocaria finalmente la
lisis celular. Esta hipodtesis se ve reforzada al comprobar que los mutantes dobles s/t2Abni4A

y slt2Achs3A no son viables (Lesage et al., 2005), ya que acumulan por un lado los defectos
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debidos a slt2A y presentan ademas un anillo de quitina defectuoso (bni4A) (Larson et al.,
2008) o ausente (chs3A). Ademas también explicaria por qué los mutantes chs3Arim101A
(Dato no mostrado) o rimiArim101A son viables, pues estos mutantes no reldnen los
defectos asociados a las septinas debidos a la delecién de SLT2. Los problemas que hemos
descrito en las septinas de nuestros mutantes no son tan aparentes como los que
presentan otros mutantes como cla4A (Schmidt et al., 2003), lo que puede explicar en
nuestro caso la distribucién normal de la proteina Myolp en ausencia de Slt2p y/o Rim101p
(Figura 32) y la sintesis aparentemente silvestre del septo primario en los mutantes
individuales (Figura 28), sintesis que no ocurre normalmente en los mutantes c/a4A o en

otros con defectos graves en el ensamblaje de septinas.

Los defectos observados en el ensamblaje de septinas se ven también reforzados
por la supresién de la letalidad sintética promovida por la sobreexpresién de CCT7 en el
mutante doble. CCT7 es un miembro del complejo de chaperoninas citosélicas denominado
CCT que posee multiples funciones celulares, entre las cuales se encuentra el adecuado
plegamiento de la actina y la tubulina (Kabir et al., 2005). Recientemente se ha descrito que
este complejo interacciona con el anillo de septinas, siendo necesario para su correcto
ensamblaje (Dekker et al., 2008). Nuestros datos confirman esta relacién, ya que la
sobreexpresion de CCT7 permite el crecimiento del mutante s/t2Arim1014, posiblemente
gracias a la mejora en el ensamblaje del anillo de septinas (Figura 33B). De acuerdo con
este modelo, CCT7 carece de una funcidn vinculada con la sintesis de quitina, por lo que el
incremento en la tincién de calcoflior al sobreexpresar CCT7 podria estar mas relacionado

con un ensamblaje alterado del septo que con un incremento real de la sintesis de quitina.

Aunque disponemos todavia de poca informacion acerca de las causas que originan
la supresion mediada por varios de los genes aislados en nuestro escrutinio, alguno de ellos
como SPH1 y KSS1 vuelven a poner de manifiesto la relacidn de Slt2p con la maquinaria del
septo. En ausencia de Slt2p, la proteina Bnidp presenta una distribucidon asimétrica que era
capaz de ser revertida al sobreexpresar KSS1 (Figura 38). Asimismo Slt2p interacciona
genéticamente con Glc7p (Andrews & Stark, 2000a), la subunidad catalitica de la fosfatasa
PP1 que se asocia a Bnidp en el cuello (Larson et al., 2008). Por un lado, las alteraciones
observadas en la localizacién de Bni4p podrian ser debidas a una funcién alterada de Glc7p

en el mutante s/t2A. Por otro lado, Bnidp es una proteina que puede encontrarse



fosforilada, aunque se desconoce el papel que pueda desempefiar esta fosforilacion (Zou et
al., 2009). Se ha descrito la existencia de la interaccion genética entre SLT2 y BNI4 (Lesage

et al., 2005), asi como la interaccion fisica entre Ksslp y Bnidp (Hruby et al., 2011) (Figura

Figura 42. Representacion de los mddulos MAP quinasa de la ruta de respuesta a feromonas y
pseudofilamentacion, y de la ruta PKC. Las lineas rojas indican las interacciones fisicas descritas entre los

miembros de ambas rutas y el resto de proteinas que figuran en la imagen. Mediante flechas se muestra la
posibilidad de que Bnidp sea objeto de fosforilacién por parte de Kss1p y/o Slt2p.

42). Aunque por el momento se desconoce si Slt2p y Bnidp interaccionan fisicamente, no
resulta descabellado pensar que Bni4p pudiera ser una diana potencial de Slt2p y/o Ksslp,
debido a sus papeles como proteinas quinasas. Esta fosforilacion podria repercutir en la
localizacién y funcionalidad de Bni4dp, tal y como ocurre con la fosforilacion que lleva a cabo
Pho85p sobre esta proteina (Zou et al., 2009). Ademads, Bni4p interacciona fisicamente con
varias proteinas del septo ayudandolas a establecer una correcta estructura del cuello. Por
lo tanto, a pesar de que Bnidp no sea una proteina esencial, un fallo en su localizacion
podria producir un defecto general en la distribucidn de varias proteinas en esta zona,
entre ellas las septinas, lo cual implicaria consecuencias negativas para la viabilidad de la

célula (Gladfelter et al., 2005; Zou et al., 2009).

Aun es complicado establecer el papel exacto de Slt2p en el correcto ensamblaje

del septo, pero todo apunta a que posee alguna funcién en esta region, ya que ademas
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Slt2p se localiza en el cuello durante parte del ciclo celular (van Drogen & Peter, 2002).
Spa2p actla como proteina de andamiaje de Mkk1/2p (MAPKK de la ruta PKC) y Slt2p,
siendo imprescindible para la correcta localizacion de ambas proteinas en los lugares de
crecimiento polarizado (van Drogen & Peter, 2002). Se ha descrito que las proteinas
homdélogas Spa2p y Sphlp interaccionan fisicamente, ademas de con Mkk1/2p y Slt2p
(Roemer et al., 1998), con Stellp y Ste7p (Figura 42). Pudiera ser que en ausencia de Slt2p,
Sphlp reclutara a Stellp y Ste7p favoreciendo asi el papel de Ksslp como estabilizador de
la maquinaria de septacion. Este efecto seria tan indirecto que podria explicar por qué la
sobreexpresion de SPH1 da lugar tan sélo a una mejora sutil en el crecimiento del mutante
doble s/t2Arim1014, y la sobreexpresion de SPA2 no tiene efecto alguno (Resultado no
mostrado). Podemos concluir por tanto que Slt2p interviene en la correcta organizacion del
septo a pesar de que aun desconocemos los mecanismos moleculares que median esta

funcion.

El hipotético papel del factor de transcripcién Rim101p es de momento bastante
mas enigmatico. Recientemente se ha descrito que el gen RSB1, cuya expresion disminuye
en torno a cinco veces en el mutante rim101A4 (Lamb & Mitchell, 2003), esta implicado en el
mantenimiento de la asimetria lipidica de las membranas (lkeda et al., 2008). Esta asimetria
es imprescindible en gran cantidad de funciones celulares y podria afectar a la asociacion
de multiples proteinas a la membrana, especialmente a la de aquéllas que se anclan a
través de dominios prenilados. Curiosamente Chs4p se encuentra prenilada y su
distribucion es anémala en el mutante rim101A, deslocalizdndose hacia las yemas y
ausentandose a lo largo de la membrana plasmatica (Figura 29B). Esta localizacién se
asemeja a la que presentan las cepas que carecen del dominio de prenilacién de Chs4p, lo
que impide que esta proteina se asocie a la membrana de forma correcta (Reyes et al.,
2007). En estas condiciones, el complejo QSIII activo no se anclaria correctamente al cuello,
promoviéndose una sintesis deslocalizada de quitina, que es exactamente lo que sucede
tanto en el mutante rsb1A (Figura 31A) como en el mutante rim101A. Ademas, el mutante
doble rsb1Asit24, aunque viable, presenta un nivel significativo de lisis (Figura 31B),
relacionando al menos parte de los problemas ocasionados por la ausencia de RIM101 con
la desregulacién de RSB1. Sin embargo es muy probable que la desregulacién de RSB1 tenga

efectos pleiotrépicos sobre otras muchas proteinas.



2.3 Papel homeostatico del anillo de quitina en la integridad del cuello

Ademads de lo indicado anteriormente, la funcién de Chs4p se veria afectada debido
a la distribucidn aberrante de Bni4p en el mutante doble s/t2Arim101A (Figura 34). Como
Bnidp es imprescindible para anclar el complejo QSllI al anillo de septinas (DeMarini et al.,
1997), este mutante presenta una acumulacién menor tanto de Chs4p como de Chs3p en el
cuello (Figura 29A), lo que provoca una sintesis de quitina alterada. Ademas, la asociacién
de Chs4p a la membrana determina su propia estabilidad (Reyes et al., 2007), viéndose ésta
comprometida en el mutante doble (Figura 30A), razén por la cual observamos una
acumulacion de Chs4p en la vacuola, donde es degradada (Figura 29A). Chs3p esta
implicada en la sintesis de quitina de las paredes laterales, asi como en la sintesis del septo
de remediacién cuando la formacion del septo primario se ve comprometida; sin embargo,
su funcidon mas caracteristica es la formacion del anillo de quitina (Shaw et al., 1991; Cabib
& Schmidt, 2003). La funcidn que desempenia este anillo no esta del todo clara, puesto que
los mutantes chs34, que carecen de esta estructura, tan sélo muestran leves defectos
morfoldgicos. A pesar de ello, la importancia que posee queda de manifiesto al observar el
patrén de letalidad sintética que presentaba en ensayos masivos el mutante chs3A con la
coleccion de mutantes nulos de S. cerevisiae, resultando sintético letal o semiletal con mas
de 150 mutantes que carecen de genes implicados en una gran cantidad de procesos

celulares (Lesage et al., 2005).

El anillo de quitina que se sintetiza en el mutante s/t2Arim101A se encuentra
significativamente alterado, lo que en combinacién con los otros defectos comentados
ocasionaria la letalidad observada. La adicidn de glucosamina al medio o la sobreexpresion
de GFA1 provocarian un incremento de la actividad QSlII presente en el cuello del mutante
doble slt2Arim101A (Lagorce et al., 2002; Bulik et al., 2003) que ocasionaria un aumento en
la cantidad de quitina sintetizada (Figura 19C). Esto garantiza la formacidn de un anillo de
quitina aparentemente normal, que daria lugar a la recuperacién de la arquitectura
silvestre del septo (Figuras 21 y 28). Con todos estos datos queda claramente de manifiesto
la importancia fisioldgica que posee el anillo de quitina durante la citoquinesis y el efecto

supresor de la letalidad causado por la glucosamina o la sobreexpresion de GFAL.

Se ha descrito anteriormente que este anillo y el anillo de septinas suponen

mecanismos redundantes en el mantenimiento de la integridad del cuello celular (Figura
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43). Debido a ello, apenas se pueden observar alteraciones en el cuello cuando existe un
defecto menor en las septinas o en el anillo de quitina. Sin embargo cuando ocurre un fallo
simultdneo en ambas estructuras, se produce una desorganizacién del aparato de septacion
y un ensanchamiento del cuello que conducen a la muerte celular (Schmidt et al., 2003).
Estas observaciones explicarian la letalidad del mutante doble s/t2Arim101A4, y por qué los
mutantes sencillos son perfectamente viables. También explica la aparicion de dos grupos
de supresores diferentes: unos, glucosamina o GFA1, capaces de corregir los defectos en el
anillo de quitina y otros, CCT7 o KSS1, capaces de mejorar el ensamblaje del anillo de

septinas sin modificar la sintesis de quitina (Figura 43).

Figura 43. Representacion del
anillo de quitina y del anillo
de septinas en el cuello de S.
cerevisiae. En este modelo
podemos asociar el anillo de
quitina con un andamiaje

externo del cuello, y las
[ Anillo de septinas

. Anillo de quitina

septinas, con un soporte
estructural del mismo. Al fallar
ambas estructuras, la
integridad celular tan sélo se
mantendria mediante el
refuerzo del andamiaje
(gracias a la sobreexpresion de
GFA1 o a la adicidon de
glucosamina al medio) o el
refuerzo de la propia
estructura (sobreexpresando
CCT7 o KSS1).










Conclusiones

1.- La ruta RIM101 participa de forma directa en la construccién de la pared celular.
Esta participacidn se realiza a través de una desregulacidon general de multiples genes
potencialmente implicados en el ensamblaje de la pared celular, y se llevaria a cabo en

paralelo al papel ejercido por la ruta PKC.

2.- La falta de las rutas PKC y RIM101 origina la lisis celular, siendo esta letalidad
sintética directamente dependiente de la MAP quinasa Slt2p y mayoritariamente

independiente de la respuesta transcripcional mediada por la ruta PKC.

3.- La ausencia conjunta de Slt2p y de la ruta RIM101 produce la lisis celular a nivel
del cuello debido a la acumulacién de multiples defectos como son la reduccion de los
niveles de quitina, la sobreexpresiéon de la actividad quitinasa y el incorrecto ensamblaje de

la maquinaria del septo, que conduce a la sintesis de un anillo de quitina defectuoso.

4.- La letalidad sintética del mutante s/t2Arim101A se suprime por un incremento
en la sintesis de quitina, que puede ser causado por la sobreexpresién de GFA1 o por el

crecimiento en medios suplementados con glucosamina

5.- La letalidad sintética del mutante s/t2Arim101A puede ser también suprimida
por una mejora en el ensamblaje de la maquinaria del septo debida a la sobreexpresion de
CCT7 o KSS1, las cuales mimetizarian fisioldgicamente el papel de Slt2p en el ensamblaje de

esta maquinaria.

6.- El aumento en la expresidn de la proteasa PRB1 ocasionado por la ausencia de
Rim101p promueve una degradacién proteolitica artefactual que afecta de forma diferente
a diversas proteinas, lo que puede provocar conclusiones erréneas en todas aquellas

condiciones en las que se produzca la sobreexpresion de PRB1.
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Tabla S-1. Oligonucledtidos mas relevantes empleados en este trabajo.

Nombre Secuencia ‘ Finalidad
e sl e
s paczs | PATASTCATCACAGGGSGAGGATEGCTITCTARCTS 0y, ge i

RIMS-F CACGTTCTACTGTCTAGC jggg;?\bjg';?mdg 2

RIMS-R AATAGCGTGAACGAGGTG gzlrzg;‘;bj;';;‘md; 2
ispaczss | CATTATACGGTTGRGACAGRTTCATIGASGAAMACA. | i e i
g | TSR CAETOTNTR o e

RIMO-F GCAACGAATTACGCAGTG gzgg;‘:]bj;';;‘mdg 2

RIM9-R GCTCGCAGGTGTAAGTAC Comprobacion de |a

delecion de RIM9

RIM13-pAG25-F

TACTCGACCATTTCAGTCGAAGACAAGAACCTTGTGGT
ATCACGACATGGAGGCCCAGAAT

Delecién de RIM13

RIM13-pAG25-R

AGAATTGTAAAAAGGATGGATAGACAGTTCTTGAGAT
AAAGCACACTGGATGGCGGCGTTA

Deleciéon de RIM13

RIM13-F

CCATCAGTGAGCTTCCTA

Comprobacién de la
delecion de RIM13

RIM13-R

GCTCAAAAGACCTCAGCA

Comprobacién de la
delecion de RIM13

DFG16-pAG25-F

TCACAAGCATTTTTTGTTGCGGAACGTCTTTACGTGCA
AGATCGACATGGAGGCCCAGAAT

Delecién de DFG16

DFG16-pAG25-R

AGGCAGCTGTACTTCTGCAGTTATGTCTTTTCGTCCACT
GGGACACTGGATGGCGGCGTTA

Delecién de DFG16

DFG16-F

GCCTATGTGCACAGATAA

Comprobacién de la
delecion de DFG16

DFG16-R

CCTTACAACATTCGCCTT

Comprobacién de la
delecion de DFG16

RIM20-pAG25-F

TACTATACCCTTGCAGAGAGAGTATTATTATCTATGGA
GATCCGACATGGAGGCCCAGAAT

Delecion de RIM20

RIM20-pAG25-R

AGGATGACAAGCTCAAAATATACTTTATAGATGAATGA
GGACACACTGGATGGCGGCGTTA

Delecidon de RIM20

RIM20-F

CCAACCATCTGAATCGGT

Comprobacion de la
delecion de RIM20

RIM20-R

CCTGACATCAAAGGCGAT

Comprobacion de la
delecion de RIM20

RIM21-pAG25-F

TTAGTAGCACATAAGGAGGAAGACACTCGAT
GAATAGTCGATCGACATGGAGGCCCAGAAT

Delecién de RIM21

RIM21-pAG25-R

ATATAAATATGTAGGTTTGTTGTAATACTGTTTC
TGCTGTGTACACTGGATGGCGGCGTTA

Delecién de RIM21
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RIM21-5'-no cod

TAGAAGAGCAACCCACATCG

Comprobacion de la
delecion de RIM21

RIM21-3'-no cod

CATATGCATCTTGAGCATGC

Comprobacion de la
delecion de RIM21

RIM101-pAG25-F

ATAAATACTGAAAACGGTAAAGTAGGTTTGTTTAAAT
TGACCGACATGGAGGCCCAGAAT

Delecién de RIM101

RIM101-pAG25-R

AGCCGCAAAGAAACAACTAAGAATAAAATATCCGAC
AATCCAACACTGGATGGCGGCGTTA

Delecién de RIM101

RIM101-5'

TGACCCAAGCACGTTGGCAA

Comprobacion de la
delecion de RIM101

RIM101-sec2

GATGCGGATAATGACGGT

Comprobacion de la
delecion de RIM101

PRB1-pAG25-F

GCTTCATCGCCAATAAAAAAACAAACTAAACCTAATT
CTAACCGACATGGAGGCCCAGAAT

Delecién de PRB1

PRB1-pAG25-R

ATAGTGAAGAGGGACTCCGACTTGTAACCTCGAGAC
GCCTAAACACTGGATGGCGGCGTTA

Delecién de PRB1

PRB1-F

AACACACCCGCGATAAAGA

Comprobacion de la
delecion de PRB1

PRB1-R

ATGTAGTAATACGTGGGACA

Comprobacién de la
delecion de PRB1

SPA2-pAG25-F

ACGAGCCACCGAAACAGAATAAACAAAAGAAAAGAA
AGAGTACGACATGGAGGCCCAGAAT

Delecidon de SPA2

SPA2-pAG25-R

TTGTCTTTGTCTTCCTTTTCTTTCTCCTCTAGATACTACT

Delecidon de SPA2

AAACACTGGATGGCGGCGTTA
Comprobacién de la
SPA2-F AGCTACGAGTGCTCTTGC delecién de SPA2
Comprobacién de la
SPA2-R CGGCGATAGCTTAAGCAT delecién de SPA2
Extraccion del
RSB1-F CGCTATCTCGCTCTCTAA casete de delecion
rsbl1A::kanMX4
Extraccién del
RSB1-R CTCTATGGGAAACTCTGT casete de delecidn
rsb1A::kanMX4
Comprobacién de la
RSB1-F-EXT CCAGAGCATAGCACAATC delecién de RSB1
Comprobacién de la
RSB1-INT TCGCATTCTAATGTCGCC delecién de RSB1
GFAL-F TTCTATCTCTCGTGTCACC Disefio de sonda
para Northern blot
GFA1-R ATGGCCCTTTCTTGCAGTA Disefio de sonda
para Northern blot
ACT1-F ATTGTCCGTGACATCAAGGA Disefio de sonda
para Northern blot
ACT1-R GGGCTCTGAATCTTTCGTTAC Disefio de sonda

para Northern blot
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