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1. La levadura como modelo de estudio del trafico intracelular

La alteracién del trafico de proteinas a distintos niveles es la base de una gran
variedad de enfermedades humanas como sucede en el cancer, en procesos
neurodegenerativos o en algunas patologias metabdlicas (Foury & Kucej, 2002;
Steinmetz 2002; Cho & Hofmann, 2004; Leto & Saltiel, 2012). Esta descrito que el 25%
de los genes humanos causantes de enfermedades tienen un homdlogo en levaduras
(Bassett et al., 1996), por lo que estos microorganismos constituyen un sistema en el
gue poder estudiar los mecanismos moleculares afectados en dichas enfermedades. La
levadura de gemacién Saccharomyces cerevisiae ha sido muy utilizada para el estudio
de procesos celulares y moleculares basicos debido a que se trata de un sistema
sencillo y facil de manipular en el laboratorio, que ademas es seguro dada la ausencia

de patogenicidad.

El estudio de la regulacion de distintas proteinas de membrana de levaduras ha
aportado informacién sobre el transporte entre distintos compartimentos celulares,
los mecanismos de plegamiento de proteinas, y los procesos de control de calidad. Por
tanto, el conocimiento de la regulacién del trafico intracelular es un objetivo
interesante que se ha mantenido a lo largo de los afos. En este sentido la proteina
Chs3 de S. cerevisiae ha sido muy utilizada en este tipo de estudios. Chs3 ademas de
ser relevante por su propia funcién bioldgica, debido a que es la encargada de la
sintesis de la mayor parte de la quitina de su pared celular, es un modelo para el
estudio de las rutas de trafico intracelular. Ademds el estudio de los mecanismos
implicados en su sintesis es bdsico para el desarrollo de nuevos antifungicos frente a

esta diana.

En los ultimos afos se ha avanzado bastante en el conocimiento del sistema de
transporte intracelular, y como éste garantiza la eficacia de muchas funciones
celulares. De hecho, los hallazgos importantes obtenidos en este campo han dotado a
tres grandes cientificos del Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en el afio 2013. En
concreto, uno de los investigadores galardonados ha sido Randy Schekman, quien

utilizando como modelo de estudio la levadura S. cerevisiae fue capaz de conocer



como la célula organiza su sistema de transporte vesicular y de identificar muchos de

los genes que son necesarios para dicho trafico.

1.1 La levadura de fision Schizosaccharomyces pombe

El organismo elegido para la realizacion de este trabajo fue la levadura de fisién S.
pombe. Este hongo unicelular pertenece a los ascomicetos y posee un genoma de 13,8
Mb con 4.824 genes repartidos en 3 cromosomas: | (5,7 Mb), 1l (4,6 Mb) y 1lI (3,5 Mb).
La secuencia completa del genoma de esta levadura fue publicada en el afio 2002
(Wood et al.,, 2002). Se puede acceder a ella a través de la direccion web:

http://www.pombase.org.

Tanto la levadura de gemacion S. cerevisiae como la levadura de fision S. pombe se
utilizan como modelos de estudio en biologia molecular. Ambas levaduras son
organismos unicelulares y, aunque presentan rasgos comunes, en general son muy
diferentes entre ellas debido a que sus antecesores se separaron hace 330 a 420

millones de afos (Sipiczki, 2000; Heckman et al., 2001; Hedges, 2002) (Figura 1).

Hemiascomycoling — — Saccharomyces — — — — — Saccharomyces
cerevisiag
) o — Taphring Schizosaccharomyces
Euascomycoling pombe
== Sehizosaccharomyces
| OCIOSDOTUS
Ascomycota— & Schizosaccharomycas
— Archiascomycoling
@: e TyrOnA @Fm:umncysffs— Zl ._Sr'n::ﬂuzusar.:.::haru.’:uyces
Basrdiomycota — — fapomnicus
Glomus — —
Fungi —@
|—C.'hy1r|l::ls o

AMolazoa— —
~Plants— —

i Protists — —

Figura 1. Arbol filogenético de las levaduras de fision.

El tiempo es: @ 1,200 millones de afios (Ma); @ de 1,100 a 1,000 Ma; @ de 600 a 500 Ma; @ 400 Ma; @ de
420 a 330 Ma; (6) 250 Ma.

Figura adaptada de Sipiczki, 2000.

La levadura S. pombe se describid por primera vez en 1.893 por P. Lindner, quien la
aislé de una cerveza de mijo del este de Africa, de hecho "pombe" significa cerveza en

Swahili. Su nombre taxonémico hace referencia a que es una levadura


http://www.pombase.org/
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(-saccharomyces) y que se divide por fision (Schizo-). La mayoria de las cepas usadas
hoy en dia en el laboratorio derivan de una estirpe homotalica h®° aislada por
Ostewalder en Francia en 1921 a partir de un zumo de uva, del que se obtuvieron

cepas heterotalicas con los dos tipos sexuales opuestos, h*y h™ (Leupold, 1950).

En las ultimas décadas S. pombe se ha convertido en un organismo muy utilizado
para el estudio de multitud de procesos bioldgicos por varias razones: es facil de
manejar en condiciones de laboratorio, no es patdgeno, presenta un ciclo de vida
rapido, fundamentalmente haploide, asi como un ciclo sexual de corta duracién por
conjugacioén. Es susceptible de andlisis genético clasico y molecular, lo que permite
crear mutaciones, crear estirpes con proteinas marcadas con distintos epitopos, o

condicionar la expresion de genes de manera sencilla.

Como organismo que presenta un ciclo celular eucariético convencional, S. pombe
es muy similar a las células eucariotas superiores, especialmente si nos referimos al
modo de divisién celular por fision transversal. Ademas, como todos los hongos
presenta una pared celular que le proporciona proteccion mecanica, forma y
estabilidad osmética. Esto también permite que este organismo sea un buen modelo
para el anadlisis de la biosintesis y degradacion de esta estructura, asi como de los

mecanismos de transporte vesicular que regulan dichos procesos.

Ciclo de vida de S. pombe

La levadura de fisién presenta un ciclo de vida en el que las fases haploide vy
diploide se alternan en funcidn de una serie de factores ambientales y de la interaccion

entre células de tipo sexual opuesto (Figura 2).

Las células de esta levadura, que en condiciones normales son haploides, tienen
forma cilindrica, crecen de manera polarizada por extensién de sus extremos y
finalmente se dividen por fision. Cuando la célula madre alcanza el tamafio adecuado
se forma un septo que divide dicha célula en dos células hijas que crecen hasta

alcanzar el tamafio adecuado y se dividen de nuevo.



En S. pombe las células haploides pueden ser de dos tipos sexuales
complementarios, h*y h™. La fase diploide solo aparece cuando las dos células de tipo
sexual opuesto sometidas a condiciones limitantes de nitrégeno entran en contacto,
conjugan y forman un zigoto. Este zigoto diploide es inestable y rapidamente sufre
divisién meidtica de su nicleo, de modo que esporula generando un asca zigdtica que
contiene en su interior cuatro ascosporas haploides. Cuando las condiciones
ambientales son favorables, las ascosporas se liberan por dehiscencia del asca y
germinan entrando de nuevo en la fase haploide del ciclo. Los diploides
heterozigdticos h*/h~ se pueden mantener de forma estable en medio rico durante
unas generaciones, pero cuando el medio se empobrece esporulan originando un asca
azigdtica, que también contiene en su interior cuatro ascosporas haploides.

@ Limitacidon de

nutrientes
Fase haploide

Conjugacién entre
células de tipo
R___/ sexual opuesto

kA

D

Formacidn del

A zigoto

® Limitacidn de

E— @ nutrientes

0 Meiosis y
esponlacion
% o A Fase diploide

Ascosporas % Meiosis y

latentes Asca zigética espomulacian

A

P.su dzlgd'uu

Figura 2. Ciclo de vida de S. pombe.
Representacion de las distintas fases del ciclo de vida de la levadura de fisidn. Los colores rosa y verde indican dos
tipos sexuales diferentes (h*y h~). Consultar el texto para mas detalles.

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

pueden conjugar entre si cuando las condiciones nutricionales vuelven a ser limitantes.
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2. La pared celular de S. pombe

2.1 Interés del estudio de la pared celular en levaduras

Anteriormente se ha comentado la importancia del uso de las levaduras como
organismos modelos para el estudio de distintos procesos celulares conservados en
metazoos como la morfogénesis o la divisién celular. Sin embargo, las células de
hongos y levaduras poseen una estructura denominada pared celular, ausente en
células de mamiferos, pero presente en otros grupos taxondmicos: algas, bacterias y

plantas.

Se trata de una estructura rigida, externa a la membrana plasmatica, que
proporciona proteccion contra la lisis osmética y contra los dafios mecanicos a la
célula. La pared celular es una estructura fundamental debido a que es la responsable
de la morfologia celular, siendo una estructura dindmica capaz de adaptarse tanto a las
variaciones morfoldgicas que tienen lugar a lo largo del ciclo de vida de los organismos
como a los cambios debidos a estimulos externos, a los que las células estan sometidas
constantemente. Para que la pared celular pueda adaptarse a dichos cambios,
manteniendo la integridad celular, es necesaria una perfecta coordinacion entre el

ciclo celular, el crecimiento y la biosintesis/degradacién de esta estructura.

A lo largo de la historia el conocimiento de los mecanismos implicados en la sintesis
y degradacién de los componentes de la pared celular, asi como su regulacién han sido

importantes desde diversos puntos de vista:

¢ La pared celular es un elemento estructural esencial y funcional para la supervivencia
de las células fungicas vy, al tratarse de una estructura especifica de éstas, se convierte
en una buena diana para la busqueda de agentes antifungicos contra el huésped pero

no contra el hospedador.

¢ Su estudio presenta importancia biotecnolégica debido a que por sus caracteristicas
fisicas puede comportarse como una barrera que interfiere con la secrecién de

proteinas recombinantes.



e A su vez, la pared celular constituye una herramienta sencilla para el estudio del

proceso de morfogénesis y su relacién con el crecimiento celular.

Por todo ello, el estudio de la pared celular presenta un gran interés desde el punto

de vista cientifico.

2.2 Composicion de la pared celular

La pared celular de S. pombe se observa como una estructura trilaminar al
microscopio electrdnico de transmisién, con una capa externa y una interna densas a
los electrones compuestas por galactomananos y una capa media menos densa
compuesta principalmente por a y B-glucanos (Osumi 1998; Humbel et al., 2001)
(Figura 3A). El septo de division esta muy organizado y presenta una capa interna
menos densa a los electrones denominada septo primario y a ambos lados se sitlan los
dos septos secundarios que posteriormente formardn parte de la pared celular de las

células hijas (Humbel et al., 2001; Sugawara et al., 2003) (Figura 3B).

‘ Galactomang
) a proteinas
O Ml3rgucano
@ pil.srglucano
& o-glucano

Figura 3. Estructura de la pared celular de S. pombe.

A. La pared lateral consta de tres capas. La capa interna y la capa externa las componen fundamentalmente
galactomananos. La capa media es menos densa a los electrones y esta formada por a y B glucanos.

B. Ultraestructura del septo de division. La capa menos densa a los electrones es el septo primario (S.P.) y las capas
que se encuentran a ambos lados del septo primario son los septos secundarios (S.S.).
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S. pombe presenta cuatro tipos esenciales de glucanos, que constituyen el 85% del

total de su pared celular:

¢ B(1,3)-glucano lineal. Lo componen mondmeros lineales de B(1,3)-glucano (Humbel
et al., 2001). Estd presente principalmente en el septo primario y en menor cantidad
en la pared celular. Este polimero a pesar de ser minoritario tiene mucha afinidad por
el colorante calcoflior, el cual tine tanto el septo primario como las zonas de

crecimiento (Cortés et al., 2007).

e B(1,3)-glucano con ramificaciones B(1,6). Es el componente mas abundante de la
pared (aproximadamente 50%) y consta de cadenas lineales con residuos de glucosa

unidos por enlace B(1,3) y con ramificaciones laterales mediante enlaces (1,6).

¢ B(1,6)-glucano. Esta constituido por mondmeros de D-glucosa unidos por enlaces B-
(1,6) que contienen un gran numero de ramificaciones en B(1,3) (Manners & Meyer,
1977). Es un componente minoritario en la pared celular (3-6%) y se le ha denominado

diglucano (Magnelli et al., 2005).

¢ a-glucano. Es un polimero de unidades de glucosa unidas por enlaces a(1,3) con una
pequefia proporcion de enlaces a(1,4) (Manners & Meyer, 1977). En S. pombe
constituye casi un tercio de la pared (28%) (Magnelli et al., 2005) y es un polimero
importante en la morfogénesis celular, como lo demuestra el hecho de que mutantes

con menor contenido en a-glucano adquieren forma redonda (Griin et al., 2005).

El resto de los polisacaridos (10-15%) esta formado por azucares de las
galactomanoproteinas presentes en la pared (Humbel et al., 2001). La presencia de
quitina en la levadura de fision durante el ciclo vegetativo de crecimiento ha sido
motivo de controversia (ver mas adelante). La ausencia de quitina es una caracteristica
propia de la pared celular de S. pombe. Esta caracteristica permite el estudio de la
regulacion de la sintesis de glucano sin interferencia de los mecanismos
compensatorios que en otros hongos causan un aumento de la cantidad de quitina
cuando la sintesis de glucano es defectuosa (Garcia-Rodriguez et al., 2000; Valdivieso

et al., 2000).



2.3 Biosintesis y regulacion de los componentes de la pared celular

2.3.1 a-glucano

El a-glucano es un polimero que esta presente tanto en la pared celular de S.
pombe (18-28% del total) como en la de otros hongos dimérficos y filamentosos (Bush
et al., 1974; Bobbitt et al., 1977); sin embargo, estd ausente en la pared celular de S.

cerevisiae.

La enzima responsable de la biosintesis del a-glucano de la pared celular se
denomina a-glucdn sintasa (aGS). El gen agsl* codifica una proteina integral de
membrana de 272 KDa que presenta cierta homologia con proteinas implicadas en el
metabolismo del glucano; por ello, se considera la enzima a-glucdn sintasa, o al menos
un componente de dicha actividad (Hochstenbach et al., 1998; Katayama et al., 1999;
Konomi et al., 2003). Ademas, existen otros cuatro genes con similitud de secuencia a
ags1* denominados mok11*, mok12*, mok13*y mok14*, los cuales no son necesarios
para la viabilidad celular pero si participan en la sintesis de la pared celular de las

ascosporas (Garcia et al., 2006a).

El a-glucano sintetizado por esta enzima es esencial para la integridad de la pared
celular durante el crecimiento. Este polimero durante el proceso de septacidon
interviene en la sintesis del septo secundario y en la correcta formacién del septo
primario, confiriéndole la rigidez necesaria para soportar la presién de turgencia que

se genera durante el proceso de separacién celular (Cortés et al., 2012).

2.3.2 B-glucano

El término B-glucano engloba a todos los polisacdridos formados por mondmeros
de D-glucosa unidos por enlaces B(1,3) o B(1,6). En esta levadura representa un 50-
54% del contenido total de la pared, siendo el principal componente de la misma, asi
como el responsable de la fuerza mecanica y del mantenimiento de la forma de las

células (Cortés et al., 2002).
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La enzima responsable de la biosintesis del B(1,3)-glucano de la pared celular es la
denominada B(1,3)-glucan sintasa (BGS) [UDP-glucosa: B(1,3)-D-glucano-3-B-D-
glucosiltransferasa, E.C. 2.4.1.34]. Esta enzima estd en la membrana plasmatica y
emplea UDP-glucosa como sustrato para formar cadenas lineales de glucosa. La
actividad BGS estd formada por una subunidad catalitica y una subunidad reguladora
(Cabib et al., 1998; Douglas, 2001). En S. pombe se han identificado cuatro genes que
podrian codificar isoformas de las subunidades cataliticas del complejo B(1,3)-glucan
sintasa: bgsl*, bgs2*, bgs3* y bgs4*. Todos estos genes son esenciales en
determinados momentos de su ciclo de vida; mientras que bgs1®, bgs3*y bgs4* son
necesarios para la viabilidad celular, bgs2* lo es para el proceso de esporulacién en la
correcta maduracion de las esporas (Ishiguro et al., 1997; Liu et al., 2000; Martin et al.,
2000; Cortés et al., 2002; Martin et al., 2003; Cortés et al., 2005; Cortés et al., 2012;
Mufoz et al., 2013). Las proteinas Bgs son proteinas transmembranales de elevado
peso molecular (aproximadamente 200 kDa) y presentan similitud con las subunidades
de las enzimas B-glucan sintasa descritas en S. cerevisiae, las cuales se denominan Fks1
y Fks2 (Mazur et al., 1995). Tanto las enzimas Bgs1 como Bgs3 y Bgs4 se localizan en el
ecuador celular (Cortés et al., 2002; Liu et al., 2002; Mulvihill et al., 2006) y en los
polos de crecimiento (Cortés et al., 2005; Cortés et al., 2007). También se pueden
observar en puntos dispersos por el citoplasma que podian corresponder a organulos
de transporte. Por ultimo, mencionar que la subunidad reguladora de la enzima B(1,3)-

glucan sintasa esta constituida por la GTPasa Rhol (Arellano et al., 1996).

A continuacion se detalla la importancia que presenta cada una de las subunidades

cataliticas del complejo B(1,3)-glucan sintasa:

® Bgsl es esencial para la sintesis del B(1,3)-glucano lineal del septo primario (Humbel
et al., 2001; Cortés et al., 2002; Liu et al., 2002). Las células con un bajo nivel de
expresion del gen bgs1* presentan septos aberrantes que no pueden ser degradados
correctamente, provocando la aparicién de células encadenadas (Cortés et al., 2007).
Este hecho indica que Bgsl tiene un papel importante en el proceso de citocinesis. El
B(1,3)-glucano no sdlo esta presente en el septo primario, sino que aparecen trazas del
mismo en la pared celular del resto de la célula. Esto esta de acuerdo con el hecho de

gue la proteina Bgs1 no solo aparece localizada en el ecuador celular, sino también en
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los polos, indicando que participa en el proceso de polaridad y de morfogénesis
(Cortés et al., 2007). Se sabe que el citoesqueleto de actina es necesario para la
localizacion de Bgs1 en la zona de divisidon, aunque no para su mantenimiento en esta
estructura (Cortés et al., 2002; Liu et al., 2002). La maquinaria de secrecién es esencial
para que la localizacién de esta enzima sea la correcta en los polos celulares (Liu et al.,
2002; Mulvilhill et al., 2006; Bendezu & Martin, 2011; Yu et al., 2012). Todos estos
resultados indican que la proteina Bgsl es importante en la viabilidad celular, asi como
en la polaridad y en la morfogénesis de la levadura de fision (Mulvihill et al., 2006;

Cortés et al., 2007).

® Bgs2 es necesaria en el proceso de esporulacion, pero no parece jugar ningun papel
durante el crecimiento vegetativo. Anadlisis por microscopia electréonica de la pared
celular de las ascas del mutante bgs2A muestran que esta pared es mucho mas
delgada que la de una cepa WT y ademas presenta una capa de B-glucano apenas
detectable; por lo que las esporas que se forman son inmaduras y no pueden germinar

(Liu et al., 2000; Martin et al., 2000).

® Bgs3 es necesaria para el mantenimiento de la viabilidad celular (Martin et al., 2003)
y la polaridad durante el crecimiento vegetativo, aunque su funcidn concreta se
desconoce. En ausencia del gen bgs3* las células son redondeadas y tienen una pared
celular mds gruesa que la de una cepa WT. Ademas, se sabe que la pared celular de
estos mutantes presenta una mayor cantidad de a-glucano, seguramente para
compensar el descenso en la cantidad de B-glucano en la célula (Martin et al., 2003).
Esta proteina aparece localizada en la zona de divisién y en los polos, es decir, al igual
que en el caso de Bgsl en las zonas de crecimiento activo (Martin et al., 2003).
También estd descrito que la expresidn de esta proteina aumenta cuando se producen
defectos en la sintesis de otras B-glucan sintasa como Bgsl y Bgs4, por tanto Bgs3
podria actuar en algin mecanismo compensatorio en respuesta a dafios en la pared

celular (Cortés et al., 2006).

® Bgs4 es una proteina esencial en el mantenimiento de la integridad celular durante el
crecimiento polarizado y la citocinesis, y para la germinacién de las esporas. Esta

descrito que Bgs4 se encarga de la sintesis del B(1,3)-glucano de la pared celular y del
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septo secundario, siendo sus lugares de localizacién el ecuador celular y los polos
celulares. Ademas, se cree que puede formar parte de un mecanismo de reparacién
frente a un posible exceso de degradacion de la pared celular durante el proceso de
division. Mencionar también que Bgs4 es la responsable de la mayor parte de la

actividad B-glucan sintasa detectada in vitro (Cortés et al., 2005).

2.3.3 Galactomanano

El galactomanano de S. pombe constituye el componente glucidico de las
glicoproteinas de la pared celular y representa del 9 al 14% del total de esta estructura.
Estd formado por un nucleo central de residuos de manosa unidos mediante enlaces
a(1,6) y por cadenas laterales de manosa con enlaces a(1,2) terminadas en un resto de
galactosa en los extremos no reductores (Bush et al., 1974; Horisberger et al., 1978;
Magnelli et al., 2005). La glicosilacion de las proteinas de la pared celular se produce
en el reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi. Posteriormente, las
glicoproteinas de la pared celular son secretadas, permaneciendo unidas a la
membrana mediante grupos GPI (Glicosil Fosfatidil Inositol) o formando enlaces con la

matriz de glucanos de la pared celular (Gemmill y Trimble, 2004).

2.4 Quitina

La pared celular fungica varia tanto en composicién como en estructura en los
distintos grupos taxondmicos. Uno de los organismos en los que mejor se ha estudiado
esta estructura es en la levadura de gemacion S. cerevisiae. La pared celular de esta
levadura estd formada por B-glucano, quitina y diversas manoproteinas (Duran &
Pérez, 2004). La quitina es producida por las enzimas denominadas quitin sintasa (QS).
En todos los grupos de hongos se han descrito genes nombrados con las letras CHS
(CHitin Synthesis) que codifican enzimas QS, también se han encontrado genes
similares en otros grupos evolutivos como bacterias, protozoos e incluso vertebrados

(Valdivieso et al., 2004).
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La presencia de quitina en la pared celular de S. pombe es un tema bastante
controvertido. Esta controversia radica en que mientras algunos autores han
detectado pequefias cantidades de glucosamina en la pared celular de células en
crecimiento vegetativo, mediante hidrdlisis de su estructura y posterior anilisis
cromatografico (Poole & Lloyd, 1972; Sietsma & Wessels, 1990; Dallies et al., 1998),
otros autores han sido incapaces de detectar quitina utilizando técnicas como la
difraccién de Rayos X o la tincion con la lectina aglutinina de germen de trigo o WGA
(Wheat Germ Agglutinin), que reconoce especificamente residuos de N-
Acetilglucosamina, unida a fluoresceina-5-isotiocianato o FITC (Fluorescein-5-

IsoTioCyanate) (Kreger, 1954; Horisberger et al., 1978).

A pesar de la poca importancia de la quitina en su pared celular, en el genoma de S.
pombe existen genes con similitud a los genes CHS (Tabla I):
- Chsl es una auténtica enzima QS necesaria para el proceso de esporulacién (Arellano
et al., 2000). Pertenece a la Familia 1 de las enzimas QS (Roncero et al., 2016).
- Chs2 presenta similitud con las enzimas QS de la Familia 1 aunque carece de actividad
catalitica; esta proteina es necesaria para mantener la estabilidad del anillo contractil
de actomiosina durante la citocinesis, al igual que la proteina Chs2 de S. cerevisiae
(Martin-Garcia et al., 2003; VerPlank & Li, 2005; Martin-Garcia & Valdivieso, 2006).
- Hay cuatro genes que codifican proteinas similares a Chs4 de S. cerevisiae (necesaria
para la localizacion y la regulacidon de Chs3, la subunidad catalitica de la actividad
QSlIl). Hasta el momento se ha estudiado Cfh3, necesaria para la estabilidad de la
enzima BGS Bgsl en la zona de septacidn, particularmente en condiciones de estrés
(Sharifmoghadam & Valdivieso, 2009; Sharifmoghadam et al., 2012).
- Cfrl es una proteina que presenta similitud con Chs5 de S. cerevisiae (necesaria para
el transporte de Chs3, ver mas adelante) y que participa en el proceso de fusién celular
durante la conjugacion (Cartagena-Lirola et al., 2006).
- Bch1 es una proteina que presenta similitud a Bch1 de S. cerevisiae (necesaria en el

transporte de Chs3, ver mas adelante).
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Actividad Gen de S. cerevisiae Gen de 5. pombe Region (aa’)

asl CHS1 chs1* (45%) 798
chs2* (29%) 650

asnu CHS2 chs1* (47%) 569
chs2* (32%) 643

aslil CHS3 chs1* (28%) 223
CHS4 cfh1* (26%) 553

cfh2® (29%) 321

cfh3* (24%) 451

efhd* (33%) 151

CHSS cfrl” (32%) 585

CHS6 beh1* (23%) 162

Tabla I. Porcentaje de identidad entre las proteinas de S. cerevisiae y de S. pombe codificadas por los

genes indicados.
Se indica la extensidn, en aminodcidos, donde la identidad entre las proteinas es mayor.

2.5 Remodelacion y degradacion de la pared celular

La pared celular de S. pombe sufre una serie de cambios a lo largo de su ciclo de
vida, lo que la convierte en un elemento muy dindmico, necesitando de procesos de
remodelacién y degradacién continuos. Por este motivo, ademas de las enzimas
encargadas de la sintesis de los diversos polimeros que constituyen esta estructura,
existen otras proteinas con actividad enzimatica que se encargan del mantenimiento y

de la degradacion continua de la pared.

Algunos de estas proteinas son las enzimas Gas que poseen actividad glucanosil-
transferasa e intervienen en el mantenimiento de la integridad celular durante el
crecimiento vegetativo, en la maduracidon de las ascosporas y en su viabilidad (de
Medina-Redondo et al., 2008; de Medina-Redondo et al., 2010). La mayoria de estas
enzimas implicadas en la sintesis y remodelacion de la pared celular se localizan en la
membrana plasmatica o en la pared celular. Sin embargo, la proteina Exg3 localizada
en el citoplasma posee actividad glucanasica y se encarga de la degradacion del
glucano en determinados momentos del ciclo celular de esta levadura (Duefias-

Santero et al., 2010).
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Mientras que en S. cerevisiae y en otros hongos se ha estudiado como se regula la
sintesis de quitina, no se sabe practicamente nada de como se regula la sintesis de
glucano. De hecho, practicamente los Unicos reguladores de este proceso que se
conocen hasta el momento son las GTPasas de la familia Rho y sus moduladores. En
este trabajo se ha intentado conocer la implicacion de algunas proteinas,
potencialmente implicadas en el trafico vesicular, y en la regulacion de la sintesis del B-
glucano. Para poder comprenderlo, pasamos a describir de forma general los

mecanismos que constituyen el trafico vesicular en las células eucariotas.

3. Vision general del trafico intracelular de proteinas con dominios

transmembranales

El sistema de endomembranas de las células eucariotas esta formado por un
conjunto de organulos que participan tanto en la ruta secretora como en la ruta
endocitica. Estos son: el reticulo endoplasmatico (RE), el aparato de Golgi, el sistema
endosomal y los lisosomas en mamiferos o las vacuolas en levaduras y plantas. Aunque
estos compartimentos celulares aparecen en todas las células eucariotas, se ha
encontrado una gran variedad de adaptaciones en los distintos organismos [revisado

en (Scott et al., 2014)].

Todas las proteinas de secrecion se insertan primero en el RE donde tiene lugar un
complejo proceso de plegamiento y ensamblaje. A continuacion, son transportadas al
aparato de Golgi donde se procede a su correcta distribucion hacia los distintos
destinos celulares como la membrana plasmatica (MP), los endosomas o las vacuolas.
Como ya se ha mencionado anteriormente, muchas proteinas implicadas en la sintesis
de la pared celular se localizan en la MP. La localizacién correcta de estas proteinas se
controla a nivel del aparato de Golgi y de los endosomas, donde muchos eventos del
transporte intracelular tienen lugar en respuesta a distintos estimulos (Scott &
Gruenberg, 2010). De esta forma, los compartimentos secretores y endociticos actian

de forma completamente coordinada en el complejo proceso del trafico intracelular.
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3.1 Teoria del transporte vesicular

George Palade establecid la teoria del trafico intracelular en el afio 1975 (Palade,
1975). Esta teoria postula que el transporte de proteinas entre los distintos organulos
se produce a través de vesiculas, que geman desde un compartimento de membrana

donador y son transportadas hacia un compartimento receptor.

El transporte vesicular consta de una serie de pasos que de manera resumida serian
los siguientes: concentracién de los cargos en la membrana del compartimento
donador, gemacién de la vesicula, transporte de la misma a través del citoesqueleto,
reconocimiento del compartimento aceptor y fusidon con el mismo (Figura 4). En cada
uno de los pasos actlan coordinamente una serie de familias de proteinas con
funciones especificas. A continuacion, se resumen algunas de las caracteristicas de las

distintas familias de proteinas que intervienen en la ruta de secrecidn:

e GTPasas pequeias o proteinas G, pertenecen a la superfamilia Ras y son las
encargadas de coordinar todo el proceso de trafico intracelular. Proteinas de esta
familia, junto con una serie de lipidos especificos, determinan la formaciéon de la
vesicula. Estas proteinas alternan entre dos tipos de conformaciones; por un lado
unidas a GTP o forma activa, y por otro, unidas a GDP o forma inactiva. La transicién
entre estos dos estados se produce debido a dos tipos de moduladores: los
denominados GEF (Guanine nucleotide Exchange Factors) que promueven el
intercambio de GDP por GTP, y los denominados GAP (GTPase-Activating Proteins) que
facilitan la hidrélisis de GTP a GDP. Dentro de esta superfamilia existen tres familias

importantes en el trafico vesicular:

- GTPasas de la familia Rab (RAs-relates in Brain). Son los principales reguladores del
trafico intracelular, ya que participan en distintos procesos como formacion,
transporte y fusiéon vesicular. En S. pombe existen siete GTPasas Rab, muchas de ellas
denominadas Ypt. En este organismo todas las GTPasas Rab producen un fenotipo
detectable cuando el gen es eliminado del genoma como letalidad (Ypt1, Ypt2 e Ypt3),
termosensibilidad (Rhy1), fragmentacion de vacuolas (Ypt7), incremento del tamafio
de las vacuolas (Ypt4) o acumulacion de vesiculas (Ypt5). Ademas, todas las GTPasas

Rab de S. pombe estan conservadas en otros organismos a excepcion de Ypt4 (Pereira-
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Leal & Seabra, 2001). Se sabe que estas proteinas suelen funcionar en cascadas, de
manera que el reclutamiento de la primera, permite la unidon y activacion de la
siguiente, favoreciendo la regulacion de los distintos pasos en la maduracién de la
vesicula. Se sabe que la presencia de las GTPasas de esta familia en distintos

compartimentos membranosos contribuye a la identidad de los mismos.

- GTPasas de la familia Arf (ADP-Ribosylation Factor). Participan en el reclutamiento de
distintos efectores que intervienen en el trafico vesicular, entre los que destacan las
cubiertas vesiculares. La Arf Sarl se encarga del reclutamiento de las cubiertas COPII,
mientras que Arfl recluta a cubiertas COPI y los adaptadores asociados a la clatrina

[revisado en (Gillingham & Munro, 2007)].

- GTPasas de la familia Rho (Ras HOmolog). Entre otras funciones, son importantes en
el establecimiento de la polaridad celular y en la regulacién del citoesqueleto de
actina. Una de estas proteinas es Cdc42, esencial y necesaria en muchos procesos, por
ejemplo permitiendo que la secrecidon ocurra de manera polarizada al participar en el

reclutamiento del exocisto [revisado en (Pérez & Rincdn, 2010)].

¢ Cubiertas vesiculares y adaptadores. Las cubiertas median tanto la gemacién de la
propia vesicula desde la membrana del compartimento donador como la seleccion de
los cargos que deben incorporarse a dicha vesicula. Aunque algunas proteinas poseen
secuencias para interaccionar directamente con la vesicula, normalmente esta
interaccion se produce a través de proteinas adaptadoras y/o receptores
transmembranales que son las responsables de la especificidad del proceso de

seleccion de los cargos [revisado en (Bonifacino & Glick, 2004)]. Ver mas adelante.

e C(Citoesqueleto y proteinas motoras. La vesicula es transportada hasta el
compartimento receptor mediante proteinas motoras que se desplazan a través de los
componentes del citoesqueleto, tanto cables de actina como microtubulos. Las
proteinas motoras que se mueven sobre los cables de actina son las miosinas, mientras
gue las que se desplazan sobre los microtubulos son las dineinas y las quinesinas

(Anitei & Hoflack, 2011).
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* Factores amarra (Tethering factors) y de anclaje (SNAREs). Por ultimo, la vesicula
tiene que fusionarse con el compartimento receptor. Este proceso es bastante
complejo por dos razones, por un lado requiere selectividad por parte del
compartimento receptor, y por otro se necesita la maquinaria especifica que favorezca

un proceso termodindmicamente desfavorable como es la fusion de las membranas.

Escisién de la Transporte Factores amarra

\ membrana por el citosol Rab
’ t- SNARE L,
— | = S
\
N o

Reconocimiento y \ . \
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. anclaje ala
dela de la cubierta membrana aceptora
vesicula
]
%' l NS

1

77 4

,‘/.\\ '
‘\’Ill % Fusion

8 - dela vesmula
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Figura 4. Diferentes pasos que sigue una vesicula desde su formacion en la membrana del
compartimento donador hasta su fusion con la membrana del compartimento aceptor.

El proceso simplificado consiste en la formacidn de la vesicula mediante el reclutamiento de proteinas de la cubierta
entorno a los cargos y la deformacién de la membrana plasmatica; con ayuda de la actina la vesicula se escinde del
compartimento donador y viaja por el citosol a lo largo del citoesqueleto de actina y los microtubulos. En su destino
final la vesicula es reconocida por los factores amarra del compartimento aceptor que permiten el anclaje de ésta
para facilitar la posterior fusion con la membrana de este compartimento a través de las proteinas de anclaje
(SNARES).

Figura adaptada de Bonifacino & Glick, 2004.

Para que la fusion de la vesicula a la membrana aceptora pueda completarse
existen unos complejos denominados factores amarra (Tethering factors). Su misidn es
aproximar la vesicula a la membrana del compartimento receptor, de manera que se
encargan del reconocimiento inicial de la vesicula. Estos factores son reclutados por
GTPasas de la familia Rab, y ademds concentran a otros factores denominados SNAREs

encargados de la fusién de la vesicula. Existen dos tipos de complejos amarra:

- Proteinas largas con multiples hélices superenrolladas (dominios colied-coil):
primeras se describieron en el aparato de Golgi, por lo que se denominaron golginas.
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Mas recientemente se han encontrado algunas en los endosomas como el factor EEA1

(Early Endosomal Antigen 1).

- Complejos con multiples subunidades o MTCs (Multisubunit Tethering Complexes),
estos a su vez pueden dividirse en dos grandes grupos: aquellos que participan en la
fusion de membranas con organulos de la ruta de secrecién, como son Dsl1, COG,
GARP y el exocisto también denominados CATCHR (Complexes Associated with
Tethering Containing Helical Rods) y aquellos que actudan en la ruta endosomal, que
engloba CORVET y HOPS. Existe otro complejo denominado TRAPP (TRAnsport Protein
Particle) que combina el reconocimiento de la cubierta con el amarre de la vesicula y
gue no entraria en ninguna de las categorias anteriores [revisado en (Brocker et al.,

2010; Yu & Hughson, 2010)].

La fusion de la vesicula con el compartimento receptor se produce gracias a pares
especificos de proteinas transmembranales denominadas SNAREs (Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein REceptors). Inicialmente estas
proteinas se clasificaron en funcién de su localizacion subcelular como v-SNARE, se
localiza en la membrana de la vesicula, y t-SNARE se localiza en la membrana del
compartimento aceptor. Sin embargo, muchas de estas proteinas pueden aparecer en
ambas localizaciones y por ello se ha realizado una clasificacién alternativa basada en
la estructura cristalina del complejo SNARE. Dependiendo de si presenta una arginina
(R) o tres glutaminas (Q) en la posicion central de la cuarta hélice pasan a denominarse
R-SNARE o Q-SNARE respectivamente. Muchas R-SNAREs actuan como v-SNAREs vy
muchas Q-SNAREs como t-SNAREs aunque existen algunas excepciones [revisado en
(Hong & Lev, 2014)]. La energia que se libera en el proceso de unién de estas dos
proteinas favorece la fusién de las dos membranas. Los complejos SNAREs formados se
disocian por la accion de la AAA ATPasas NSF (N-ethylmaleimide-Sensitive Factor) y sus
proteinas adaptadoras SNAPS (Soluble NSF Attachment Protein). Por lo que las SNAREs
se reciclan para poder mediar otro nuevo evento de fusién (Risselada & Grubmiiller,
2012). En S. pombe, se ha caracterizado el gen syb1*/snc1* que codifica una proteina v-
SNARE similar a las sinaptobrevina (Edamatsu & Toyoshima, 2003), mientras que el gen

psyl1*/ssol* codifica una t-SNARE similar a la sintaxina (Nakamura et al., 2009).
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Por tanto, la perfecta coordinacion del transporte vesicular depende del
reconocimiento especifico y de la captura de los cargos por las distintas cubiertas
vesiculares, del reconocimiento de la vesicula por factores amarra y de la fusién de
membranas mediada por las SNAREs. A su vez, la regulacion de todos estos factores se
debe a la accion de las distintas GTPasas. Estos mecanismos de transporte vesicular

estan conservados en todos los eucariotas.

La ruta de secrecion puede dividirse en dos etapas desde un punto de vista

funcional: una tempranay otra tardia. A continuacidn, se van a detallar dichas etapas.

4. Ruta de secrecidon temprana

Esta ruta se inicia en el RE. Es en este organulo donde se produce la inserciéon y el
plegamiento de las proteinas transmembranales, ademas de su empaquetamiento en
las distintas vesiculas para ser transportadas a la cara cis del aparato de Golgi. El trafico
entre estos dos compartimentos celulares es bidireccional. Las cubiertas vesiculares
denominadas COPIl se encargan del transporte anterdogrado, mientras que las
cubiertas vesiculares COPI se encargan del transporte retrégrado desde el aparato de

Golgi [revisado en (Barlowe & Miller, 2013)].

En el RE se produce la N-glicosilacion inicial de las distintas proteinas. Este proceso
es crucial en la secrecion, debido a que influye en el plegamiento de las mismas,
ademas de contribuir en los mecanismos de control de calidad del RE. Los residuos de
azUcares unidos en este organulo estardn sujetos a distintos procesamientos en el

aparato de Golgi, de ahi la complejidad del proceso.

4.1 Vesiculas COPIl (COatomer Protein Il)

Las proteinas que salen del RE se concentran en unos dominios especializados de la
membrana de este orgdnulo denominados ERES (Endoplasmic Reticulum Exit Sites) o
sitios transitorios del RE (tRE) (Spang, 2009a; Okatomo et al., 2012). La GTPasa Sarl

pertenence a la familia Arf y va a ser la encargada del reclutamiento de todos los
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componentes de la cubierta. Asi, Sarl se encuentra en el citosol en estado inactivo, y
es reclutada a la membrana plasmatica por su interaccidén con la proteina Sec12, GEF
de esta GTPasa. La activacién de Sarl facilita la asociacién del heterodimero
Sec23/Sec24, quien reconoce de manera especifica los cargos que van a ser
transportados. A continuacién, se recluta la capa externa de la cubierta formada por el
heterotetramero 2x Sec13/2x Sec31 (Jensen & Schekman, 2011). Otra proteina que
juega un papel fundamental en este proceso es Sec16 necesaria en la estabilizacion del
ensamblaje de esta cubierta, ya que actia como andamio entre los distintos

componentes de la misma en los ERES del RE (Whittle & Schwartz, 2010) (Figura 5A).

El reconocimiento entre las proteinas cargo y estas cubiertas vesiculares puede
producirse de forma directa o mediada por receptores. Entre los receptores destaca la
familia p24, que actia como receptores de proteinas ancladas a GPI. La proteina Erv29
actia como receptor de la carboxipeptidasa Y y Ervl4 actia como receptor de
proteinas transmembranales dirigidas a la ruta de secrecién [revisado en (Dancourt &

Barlowe, 2010; Mufiiz & Zurzolo, 2014)].

4.2 Vesiculas COPI (COatomer Protein I)

El transporte retrégado desde el RE es necesario para la recuperacién de proteinas
implicadas en el propio proceso de transporte desde el RE al Golgi que ciclan de forma
continua entre estos dos orgdnulos, asi como en el transporte retrégrado dentro del
aparato de Golgi (Hsu & Yang, 2009). El transporte retrogrado esta mediado por las
vesiculas COPI. Las vesiculas COPl y COPII no son iguales estructuralmente, aunque el
proceso de ensamblaje de los distintos componentes que forman la cubierta vesicular
es bastante parecido. En este caso la GTPasa necesaria en el reclutamiento es Arfl,
que a su vez depende de los GEFs Geal y Gea2 para su activacion. Arfl activa se
encarga del reclutamiento de un complejo heptamérico, el cual estd formado por un
complejo externo o COPI-B formado por las subunidades a, B'y € (Retl, Sec27 y Sec28
de levaduras) y un complejo interno o COPI-f formado por B, y, 6 y T (Sec26, Sec21,
Ret2 y Ret3) (Gabriely et al., 2007; Popoff et al., 2011) (Figura 5B).
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Figura 5. Formacion de las cubiertas vesiculares COPII y COPI.

El ensamblaje de ambas cubiertas vesiculares COPII (A) y COPI (B) esta mediado por GTPasas pequerias de la familia
Arf denominadas Sarl y Arfl respectivamente. En la cubierta vesicular COPIl, Sarl es activada por el
correspondiente GEF denominado Sec12, el cual se localiza en la membrana del RE. Sarl-GTP activa recluta al
dimero Sec23/Sec24 que constituye la capa interna de la vesicula y ademas posee la capacidad de unir a las
proteinas cargo. A continuacidn, el heterotetramero formado por 2x Sec31/2x Sec13 constituye la capa externa de
la cubierta formando una estructura capaz de llevar a cabo la curvatura de la membrana. En el caso de la cubierta
vesicular COPI, la GTPasa Arfl se activa debido a la accidon redundante de los dos GEFs denominados Geal y Gea2.
Arf1-GTP activo recluta a la capa interna de la cubierta formada por las proteinas Sec21/Sec26/Ret2/ Ret3. A
continuacidn, se reclutan las proteinas Sec27/Ret1/Sec28 para formar la capa externa de esta cubierta.

Figura adaptada de Barlowe & Miller, 2013.

Las sefiales de reconocimiento entre las proteinas cargo y los receptores son muy
variadas. El receptor KDEL o Erd2 (ER retention defective 2, homdlogo en levaduras)
reconoce proteinas solubles marcadas con el motivo KDEL (HDEL/ADEL en levaduras),
para ser devueltas desde el aparato de Golgi hasta el RE (Lewis & Pelham, 1992). El
retorno de proteinas de membrana en vesiculas COPI se debe a un motivo di-lisina
reconocido por Sec27 y Retl, a un motivo di-arginina reconocido por Sec26 y Ret2 de
COPI (Duden et al., 1994; Eugster et al., 2004), o a la presencia de una serie de
residuos polares organizados especificamente en las hélices transmembranales de los
cargos que son reconocidos por el receptor Rerl (Sato et al., 2003; Kaether et al.,

2007; Spasic et al., 2007).
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5. Ruta de secrecion tardia

Una vez que las proteinas han salido del RE, pasan a formar parte de un sistema de
endomembranas constituido por distintos organulos, entre los cuales existen
complejas redes de transporte bidireccional. El aparato de Golgi constituye el principal
centro de distribuciéon de proteinas. Asi, es en este organulo donde se produce la
clasificacion de las mismas para ser enviadas a la MP, a los endosomas y a las vacuolas
o para ser devueltas al RE. Por otra parte, los endosomas constituyen un segundo
centro de clasificaciéon donde se decide si las proteinas procedentes del aparato de
Golgi o de la MP han de ser degradadas via vacuola, recicladas al aparato de Golgi o

enviadas a la MP (Figura 6).

5.1 El aparato de Golgi y el sistema endosomal

El aparato de Golgi es el organulo receptor de las proteinas que proceden del RE. Su
morfologia varia entre los distintos organismos; este organulo esta formado por un
conjunto de cisternas de membrana dispersas por el citoplasma en S. cerevisiae,
mientras que en S. pombe estas cisternas estan apiladas unas con otras. A pesar de las
diferencias en cuanto a su organizacion, el mecanismo relacionado con el trafico de las
distintas proteinas es bastante similar. Las proteinas de secrecién entran por la cara cis
del Golgi, progresan a través del Golgi medial, donde se modifica su estado de
glicosilacion. Finalmente salen por la cara trans, desde donde se produce su

distribucidn a los distintos organulos [revisado en (Suda & Nakano, 2012)].

El modelo mas aceptado actualmente para explicar la maduracion de la maquinaria
de transporte a lo largo del aparato de Golgi es el modelo de la maduracién cisternal.
En este modelo, las cisternas son estructuras transitorias y son las proteinas cargo las
gue permanecen en la vesicula mientras la cisterna madura desde el cis al trans Golgi.
Este proceso de maduracion se basa en el transporte retrégrado de enzimas residentes
en el aparato de Golgi, que es al menos en parte mediado por vesiculas COPI. No
obstante, el mecanismo que media la maduracidon de las cisternas no esta claro,

aunque el reclutamiento y la activaciéon de una GTPasa podria desencadenar la
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activacion de una cascada de GEFs y GTPasas Rab que medien en el proceso (Losev et

al., 2006; Matsuura-Tokita et al., 2006; Suda & Nakano, 2012).

El trans - Golgi network (TGN) es la zona del Golgi que actia como verdadero
centro de distribucion de proteinas hacia el resto de organulos, pudiendo transportar
las proteinas de vuelta hacia cisternas menos maduras, continuar la secrecién hacia la
MP o los endosomas, o bien enviar las proteinas hacia las vacuolas. Ademas, todos
estos transportes pueden ser bidireccionales. Por tanto, es fundamental que las
proteinas sean perfectamente clasificadas para que su destino final sea el correcto. En
esta funcién participan fundamentalmente dos tipos de cubiertas vesiculares, la

clatrina y el retromero, asi como una amplia variedad de adaptadores.

El fosfatidilinositol 4-fosfato (PI4P) es el lipido mayoritario del aparato de Golgi
distribuyéndose en un gradiente creciente desde las cisternas mdas tempranas del Golgi
hacia el TGN. Este fosfoinositido se genera por la fosforilacion del fosfatidilinositol por
la PI4P quinasa, Pikl, mientas que la fosfatasa Sacl es la responsable de disminuir sus
niveles [revisado en (Santiago-Tirado & Bretscher, 2011)]. El PI4P juega un papel
importante en la regulacion del transporte anterégrado mediante el reclutamiento de

distintos efectores.

El sistema endosomal es una red dindmica e interconectada que permite el traficoy
la transferencia de los cargos entre los distintos compartimentos transmembranales.
Las proteinas pueden llegar a los endosomas desde el aparato de Golgi o desde la MP,
y a partir de los endosomas los cargos pueden ser reciclados a la MP, enviados al TGN
por transporte retrégrado o liberados a las vacuolas para su degradacion (Figura 6). La

regulacién de este sistema se basa en un amplio control tanto espacial como temporal.

Existen distintos tipos de endosomas dependiendo de la funcién que llevan a cabo.
Los endosomas tempranos o EEs (Early Endosomes) se definieron como el primer
compartimento en recibir los cargos (Helenius et al., 1983); actualmente son
considerados como el compartimento de clasificacion de los cargos que llegan tanto
del proceso de endocitosis (ver mas adelante) como desde el Golgi. El proceso exacto

por el que surgen los EEs no se conoce, pero inicialmente su membrana proviene de
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varias vesiculas procedentes de la endocitosis que se fusionan hasta alcanzar cierto
tamafio. Tanto en plantas como en levaduras los endosomas participan activamente
en las funciones de secrecidon. Ademas morfolégicamente no se distinguen del TGN por
lo que estos orgdnulos pueden ser considerados conceptualmente como una
prolongaciéon del mismo [revisado en (Huotari & Helenius, 2011). A continuacién, los
EEs maduran a endosomas tardios o LEs (Late Endosomes) para posteriormente formar
los cuerpos multivesiculares o MVBs (MultiVesicular Bodies) los cuales se fusionaran a
los lisosomas en mamiferos, o a las vacuolas en plantas y en levaduras, donde los
cargos seran degradados (Spang, 2009b). En algunos organismos, como es el caso de
plantas y levaduras, la distincién entre LE y MVB no estd claramente definida; por ello
se utiliza el término compartimento pre-vacuolar o PVC (Pre-Vacuolar Comparment)
para englobar a ambos. Ademas, existen endosomas de reciclaje o REs (Recycling
Endosomes) que reciben material desde los EEs y lo devuelven a la MP o al TGN (Hsu &

Prekeris, 2010) (Figura 6).
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Figura 6. Semejanzas y diferencias en el sistema endosomal entre eucariotas.

Los distintos esquemas muestran una vision general de la organizacion del sistema de endomembranas en células
de plantas (izquierda), levaduras (medio) y mamiferos (derecha). Existen una serie de peculiaridades a tener en
cuenta: en plantas el TGN y los EEs forman parte del mismo compartimento, asi como el hecho de que tanto en
plantas como en levaduras exista un Unico compartimento entre los EEs y la vacuola denominado LE/PVC/MVB.
Abreviaturas: TGN o Golgi tardio; EE o endosoma temprano; LE o endosoma tardio; PVC o compartimento pre-
vacuolar; MVB o cuerpo multivesicular; LYS o lisosoma.

Figura adaptada de Scott et al., 2014.

El paso de EEs a LEs se produce a través de un proceso de maduraciéon. En este
proceso se produce una disminucién del pH luminal, un cambio en la composicién de
los fosfoinositidos regulado por quinasas y fosfatasas especificas, asi como el

reclutamiento y la activacion de distintas GTPasas de la familia Rab [revisado en
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(Huotari & Helenius, 2011)]. En EEs la GTPasa Rab5 (Vps21 o Ypt5 en levaduras) es un
componente clave, junto con su efector Vps34 (Pik3 en S. pombe), una fosfatidilinositol
3-quinasa (PI3K), que genera fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) contribuyendo asi a la
identidad de este organulo. Este proceso de maduracién involucra el cambio de la
GTPasa Rab5 a Rab7 (Ypt7 en levaduras), asi como una nueva fosforilacidon por la
fosfatidilinositol 3-fosfato 5-quinasa (PI(3,5)K) PIKfyve (Fab1 en levaduras) que origina
el fosfatidilinositol 3,5-bifosfato (PI(3,5)P,) caracteristico, junto con la GTPasa Rab7, de
los LEs [revisado en (Behnia & Munro, 2005)] .

5.2 Trafico vesicular mediado por clatrina
5.2.1 Clatrina

Estructura de la clatrina

La cubierta que poseen las vesiculas de clatrina o CCVs (Clathrin-Coated Vesicles)
esta compuesta por la propia clatrina y por un complejo adaptador. Existen distintos
complejos adaptadores, que varian desde grandes adaptadores heterotetraméricos
como los APs, hasta proteinas monomeéricas como los GGAs o las epsinas (ver mas
adelante). Estas vesiculas de clatrina regulan el trafico entre distintos compartimentos
celulares, jugando un papel fundamental en el transporte intracelular de proteinas y
lipidos (Boehm & Bonifacino, 2001; Lafer, 2002; Bonifacino & Lippincott-Schawartz,
2003) (Figura 7).

La unidad estructural de la clatrina se denomina trisquelién y estad formada por un
trimero de cadenas pesadas de clatrina (Chcl), que se unen de forma radial sobre un
eje central; sobre cada una de estas cadenas pesadas se une una cadena ligera de
clatrina (Clcl) (Kirchhausen & Harrison, 1981; Ungewickell & Branton, 1981). Cada uno
de los tres brazos de los trisqueliones se pueden dividir en tres regiones diferentes:
proximal siendo la mas cercana al eje, distal o zona media y terminal correspondiente
a la parte final. Aproximadamente 36 trisqueliones se ensamblan alrededor de la
membrana correspondiente para formar la envuelta proteica de la vesicula (Fotin et

al., 2004). En esta estructura las cadenas ligeras quedan expuestas hacia el interior de
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las vesiculas, mientras que la regién terminal de las cadenas pesadas queda libre para
poder contactar con los diferentes adaptadores, asi como con otras proteinas
accesorias (Chu et al., 1996; Huang et al., 1997; Boettner et al., 2011; Brodsky, 2012;
Faini et al., 2013) (Figuras 8A y 8B).
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Figura 7. Cubiertas y adaptadores que intervienen en el trafico vesicular.

Esquema de las cubiertas y adaptadores implicados en los distintos pasos del trafico vesicular. Las flechas
discontinuas muestran los pasos del trafico donde intervienen las cubiertas vesiculares y las flechas continuas
corresponden a los adaptadores vesiculares.

Abreviaturas: RE o reticulo endoplasmatico; TGN o Golgi tardio; EE o endosoma temprano; PVC o compartimento
pre-vacuolar; MP o membrana plasmatica.

Figura adaptada de Bonifacino & Glick, 2004.

Funciones de la clatrina

El papel principal de las vesiculas de clatrina es participar en el transporte de
proteinas y lipidos desde la membrana plasmatica a los endosomas tempranos
(endocitosis), asi como el trafico bidireccional entre el TGN y los endosomas (Weinberg

& Drubin, 2012; Faini et al., 2013).

En mamiferos Clcl no es esencial, aunque es necesaria para la estabilidad de los
trisqueliones (Ybe et al., 2003; Ybe et al., 2007). Ademds la delecién, o la
sobreexpresién, del gen CLCI1 sdlo provoca un leve defecto en el proceso de

endocitosis; sin embargo se producen diversos defectos del trafico a nivel del TGN y los
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endosomas (Huang et al., 2004; Chen & Brodsky, 2005; Poupon et al., 2008; Wilbur et
al., 2008). Estos resultados parecen indicar que la funcion de la clatrina es mas

importante en el proceso de secrecion que en el proceso de endocitosis.

A lo largo de los afios, se han realizado multiples estudios de las CCVs en la
levadura de gemacion S. cerevisiae. Esta descrito que la delecion del gen CHC1 provoca
multitud de defectos, como crecimiento lento y morfologia aberrante (Payne &
Schekman, 1985; Lemmon & Jones, 1987). Sin embargo la ausencia del gen no es letal
al no ser que las células presenten una segunda mutacién en otro gen (Lemmon &
Jones, 1987; Munn et al., 1991). A pesar de presentar todos estos defectos, en el
mutante chclA algunas proteinas como la fosfatasa acida o la invertasa se secretan de
manera eficiente (Payne & Schekman, 1985; Payne et al., 1987). Se sabe que mientras
gue Chcl esta bastante conservada, Clcl es mas divergente (Silviera et al., 1990; Wang
et al., 2003). Aunque en S. cerevisiae la deleciéon del gen CHC1 o CLC1 presenta
fenotipos similares, el mutante clclA es viable en todos los fondos genéticos

estudiados (Silviera et al., 1990; Chu et al., 1996).

En la levadura de fisién S. pombe la delecion del gen clc1* es letal, aunque esta
letalidad es rescatada cuando las células se incuban en un medio estabilizado
osmoéticamente (de Ledn et al., 2013). Las células del mutante clc1A incubadas en
presencia de sorbitol presentan multiples defectos como crecimiento lento, morfologia
aberrante, incremento de tamano, y defectos en el desarrollo sexual. Por lo tanto, en
S. pombe la ausencia de Clcl afecta a la estabilidad de Chcl de forma mucho mas
drastica que lo que sucede en otros organismos. También esta descrito que la letalidad
del mutante clc1A se debe principalmente a defectos graves en la sintesis de la pared

celular de la levadura de fisién (de Ledn et al., 2013).

5.2.2 Adaptadores de clatrina

La clatrina carece de dominios de unién a las membranas, por lo que necesita a los
distintos adaptadores para su reclutamiento desde el citoplasma y para mediar la

interaccion con el cargo. Como se ha mencionado anteriormente, existen distintos
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tipos de adaptadores que varian tanto en su estructura como en los distintos procesos

en los que intervienen (Hirst & Robinson, 1998).

Complejos Adaptadores (APs)

Los complejos adaptadores o APs (Assembly Polypeptides) son heterotetrameros
gue median el trafico intracelular tanto en el proceso de endocitosis como en el

proceso de secrecién (Park & Guo, 2014).

En mamiferos, hasta el momento, se conocen cinco complejos APs diferentes: AP-1,
AP-2 y AP-3 muestran interaccion directa con la clatrina, mientras que para AP-4 y AP-
5 no se ha encontrado dicha interaccion. Estos cinco complejos APs se localizan en
distintos compartimentos como la MP, el TGN y los endosomas, mediando el trafico
vesicular entre ellos (Boehm & Bonifacino, 2001; Robinson & Bonifacino, 2001; Hirst et
al., 2011; Park & Guo, 2014). En levaduras solamente se conocen tres de estos

complejos denominados AP-1, AP-2 y AP-3.

Como ya se ha mencionado estos complejos son heterotetrameros, formados por
dos subunidades mayores denominadas genéricamente adaptinas (una subunidad
a/8/y/g o Ty una subunidad B 1-5), que tiene un peso comprendido entre los 70-100
kDa; una subunidad mediana (i 1-5) de unos 50 kDa, y una subunidad pequefia (o 1-5),
de unos 20 KDa (Boehm & Bonifacino, 2001; Robinson & Bonifacino, 2001) (Figura 8B).
Las subunidades analogas de los distintos complejos APs poseen una homologia a nivel
aminoacidico del 21 al 90%. De modo general, las subunidades de los distintos
complejos no son intercambiables entre si; aunque existen algunas excepciones, como
es el caso de las subunidades B1 y B2 de mamiferos y las subunidades hibridas B/2 de
algunos invertebrados, que pueden formar parte tanto del complejo AP-1 como del

complejo AP-2 (Boehm & Bonifacino, 2001).

Todos los complejos APs presentan la misma estructura. Las regiones amino
terminales de las adaptinas forman un nucleo donde se unen ademas las subunidades
mediana y pequefia, mientras que las regiones carboxilo terminales forman unos

apéndices (también Ilamados orejas) que se unen al nucleo a través de una regién
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bisagra flexible. Esta region flexible es una zona desestructurada de la proteina por la

que el adaptador se une a la region terminal de las cadenas pesadas de la clatrina, a

través de dominios especificos de union a clatrina (Clathrin box) (Fotin et al., 2004;

Brodsky, 2012; Paczkowski et al., 2015) (Figura 8B). La subunidad u es la encargada de

la interaccion del complejo adaptador e interacciona con algunos cargos y la subunidad

o tiene un papel estabilizador en la estructura del complejo y también interacciona con

algunos cargos (Paczkowski et al., 2015) (Figura 8C).

En S. cerevisiae solamente se ha visto interaccidon fisica de la clatrina con el

adaptador AP-1, y no con los otros dos adaptadores AP-2 y AP-3 (Yeung et al., 1999;

Lemmon & Traub, 2000). En el caso de S. pombe si que se ha detectado interaccién

fisica de AP-2 con la clatrina (de Leodn et al., 2016).
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Figura 8. Arquitectura
molecular de las
vesiculas de clatrina
(CCvs).

A. La seccidn transversal de
una CCV muestra que la
capa mas externa esta
formada por los
trisqueliones de clatrina que
se asocian a su vez a los
adaptadores, en este caso
tipo  APs, los  cuales
interaccionan tanto con la
clatrina como con el cargo
en la membrana.

B. Estructura de un
trisquelion de clatrina y de
un adaptador tetramérico
denominado complejo AP.
C. Interacciéon entre el
trisquelion  de  clatrina,
adaptadores  tetraméricos
denominados APs y el cargo.

D. Interaccion entre el
trisquelion de  clatrina,
adaptadores monoméricos
como los GGAs o las
proteinas tipo epsinas y el
cargo.

Figura adaptada de

Robinson & Pimpl, 2013.
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A continuacion se describe la localizacion y la funcion, y algunas peculiaridades de
los complejos APs:

El complejo AP-1 estd formado por una adaptina y o Apl4 y otra B1 o Apl2, una
subunidad mediana u1 denominada Apm1 y una subunidad pequena ol denominada
Apsl (Boehm & Bonifacino, 2001). Esta descrito que este adaptador regula el trafico
bidireccional entre el TGN y los endosomas tempranos (Wang et al., 2003; Touz et al.,

2004).

Este complejo AP-1 en mamiferos participa en el transporte del receptor de la
manosa 6-fosfato (MPR) entre TGN y endosomas; también estd implicado en el
transporte de distintas proteinas de membrana desde el aparato de Golgi o desde los
endosomas hasta la MP basolateral de las células epiteliales (Boehm & Bonifacino,

2002; Bonifacino, 2014).

En S. cerevisiae diferentes mutaciones en los componentes del complejo AP-1
producen letalidad sintética con mutaciones en el gen CHC1, pero por si mismas solo
originan un pequefio defecto en el procesamiento de la feromona factor a (Boehm &
Bonifacino, 2001). Ademas AP-1 es necesario para el reciclaje de distintas proteinas
entre los endosomas y el aparato de Golgi, como son las proteasas Kex2 (Ha et al.,
2003) y Stel3 (Foote & Nothwehr, 2006), la t-SNARE Tlgl (Yeung & Payne, 2001), la
enzima QS Chs3 (Valdivia et al., 2002; Sacristan et al., 2013) y la permeasa general de
aminodcidos Gapl (O’Donnell et al., 2010), asi como de la proteina necesaria en el
proceso de conjugacién Fusl (Barfield et al., 2009). También es necesario para el
transporte de la translocasa de fosfolipidos Drs2 desde el TGN a los endosomas, siendo
a su vez esta proteina necesaria para el funcionamiento del complejo AP-1 (Liu et al.,
2008). En ausencia de algunos de los componentes del complejo AP-1 estas proteinas
aparecen deslocalizadas en la MP o en la vacuola, en lugar de ser retenidas de forma

eficiente en TGN/EEs.

En S. pombe, la ausencia de alguna de las subunidades del complejo AP-1 provoca
fenotipos mucho mas severos, como sensibilidad térmica y defectos en citocinesis, en
la integridad de la pared celular, en la fusién de vacuolas y en la secrecién de diversas

enzimas (Kita et al., 2004). Se ha demostrado que las células del mutante apmiA
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presentan alteraciones morfoldgicas en el aparato de Golgi. En estos mutantes se
deslocalizan algunas proteinas como la v-SNARE Syb1 que desaparece de los sitios de
secrecion polarizada quedando retenida en vesiculas a nivel del TGN/EEs, lo que
demuestra la importancia que tiene el complejo AP-1 en el trafico vesicular a este nivel
(Kita et al., 2004; Ma et al., 2009). Ademds se ha descrito que este complejo es
necesario en el transporte de la enzima BGS Bgs1 hasta la superficie celular, asi como
para la localizacién de algunas GTPasas como Rho3 (Kita et al., 2011; Yu et al., 2012; Yu

et al., 2013).

El complejo AP-2 es el adaptador mejor caracterizado de la familia de los APs. En
este complejo las adaptinas a y B2 se denominan Apl3 y Apll respectivamente, la
subunidad mediana (n2) Apm4 y la subunidad pequefia (02) Aps2 (Yeung et al., 1999).
Este adaptador se localiza en la MP, ya que juega un importante papel en la

endocitosis mediada por clatrina (Boehm & Bonifacino, 2001).

En mamiferos existen numerosos estudios donde se pone de manifiesto la
importancia que presenta el adaptador AP-2 en el proceso de endocitosis. Este
adaptador, junto con otros adaptadores endociticos, es fundamental para la formacién
de las vesiculas sinapticas en las neuronas (Robinson, 2004; Kim et al., 2013).
Interviene en la endocitosis mediada por clatrina del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), del receptor de LDL (Low Density Lipoprotein) y del virus de la gripe, entre
muchos otros (Motley et al., 2003; Lakadamyali et al., 2006; Maurer & Cooper, 2006;
Goh et al., 2010).

En S. cerevisiae, al igual que ocurre en otros organismos, el complejo AP-2 se
localiza en lugares de endocitosis activa (Kaksonen et al., 2005). Se ha descrito
recientemente que en la levadura de gemacidon Apm4 interacciona fisicamente con el
sensor de estrés Mid2, y que mutantes del complejo AP-2 presentan defectos de
polaridad y una mayor sensibilidad a la toxina killer K28 (Carroll et al., 2009; Chapa-y-
Lazo et al., 2014). Se ha demostrado que la ausencia de la subunidad mayor a del
complejo AP-2, impide la formacion de este complejo adaptador (Yeung et al., 1999).

Sin embargo, no se ha encontrado interaccion fisica entre este adaptador y la clatrina
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ni una alteracion en la dindamica de los parches endociticos cuando falta la subunidad B

del complejo (Yeung et al., 1999; Carroll et al., 2009).

En S. pombe, a diferencia de lo que sucede en la levadura de gemacion, la
subunidad a del complejo AP-2 interacciona fisicamente con la cadena ligera de la
clatrina (de Ledn et al., 2016). Ademas en ausencia de Apl3 la dindmica de los parches
endociticos esta alterada, por lo que se produce un defecto en la endocitosis y en la
polaridad celular. Asi mismo en mutantes del complejo AP-2 disminuye la actividad de

las enzimas BGS, apareciendo dafios en la pared celular (de Ledn et al., 2016).

El dltimo de los complejos APs conocidos en levaduras es AP-3. En este caso, sus
adaptinas 6 y B3 se denominan Apl6 y Apl5, mientras que Apm3 y Aps5 corresponden
a las subunidades u3 y 03, respectivamente. El complejo AP-3 esta relacionado con el

transporte desde el TGN a las vacuolas.

En S. cerevisiae, la ruta mediada por este complejo adaptador va desde el TGN
hasta las vacuolas de forma directa, es decir, sin pasar por los endosomas; esta ruta
también se denomina ALP, ya que se descubrid al analizar el trafico de la proteina
fosfatasa alcalina o ALP (ALkaline Phosphatase). Este transporte, que requiere el
complejo adaptador AP-3, sin embargo es independiente de clatrina. Otras de las
proteinas que siguen esta ruta de transporte son la SNARE Vam3, la quinasa de la
caseina Yck3 y Ncrl localizadas en las membranas de las vacuolas (Anand et al., 2009).
Estudios realizados en mamiferos han demostrado la interacciéon de este adaptador
con clatrina y su importancia en el trafico de proteinas destinadas a los lisosomas

(Robinson, 2004; Dell’Angelica, 2009).

GGAs

Los GGAs (Golgi-localized, Gamma-ear-cotaining, Arf-binding proteins) son
adaptadores monomeéricos que se identificaron inicialmente en base a su similitud con
la secuencia del dominio ear carboxilo terminal (apéndice u oreja) del complejo AP-1.

Se sabe que estos adaptadores regulan el trafico intracelular desde el TGN hacia
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LEs/PVC. Se han identificado tres GGAs en mamiferos, denominados GGA1, GGA2 y
GGA3, mientras que en levaduras solo se conocen dos, denominados GGA1 y GGA2 en
S. cerevisiae y gga21*y gga22* en S. pombe debido a que presentan mayor similitud

con el GGA2 de la levadura de gemacién (Boehm & Bonifacino, 2001).

Todos los GGAs presentan la misma estructura. En las regiones amino terminales se
encuentra el dominio VHS (Vps27, Hrs, STAM) con una zona de reconocimiento del
motivo di-leucina (Misra et al., 2002), seguido de un dominio GAT (GGA y TOM) que
presenta un sitio de union con la GTPasa Arfl (Dell’Angelica et al., 2000; Puertollano et
al., 2001) y otro sitio de unién para la ubiquitina (Scott et al., 2004; Shiba et al., 2004),
y un dominio GAE (Gamma-Adaptin Ear) en las regiones carboxilo terminales que
permite la unién con otras proteinas accesorias como y-sinergina (Page et al., 1999),
p56 (Lui et al., 2003), epsinR o Ent3 y Ent5 en levaduras (Hirst et al., 2003) y rabaptina5
(Shiba et al., 2002). Los dominios GAT y GAE estan separados por una amplia regién

con zonas de union a la clatrina (Bonifacino 2004) (Figura 8D).

En mamiferos, las proteinas GGA son esenciales para el transporte de hidrolasas
lisosomales y de sus receptores (Hirst et al., 2012). Ademas muestran relacién
funcional con el complejo AP-1 en el transporte entre el TGN y los EEs; la relacién
funcional entre estos adaptadores (AP-1 y GGAs) no estd clara, porque parecen actuar
en la misma ruta segun algunos datos y en rutas paralelas segin otros (Doray et al.,

2002; Hirst et al., 2012).

En S. cerevisiae, la delecidon conjunta de GGA1 y GGA2 causa alteraciones drasticas
a nivel del trafico post-Golgi (Hirst et al., 2000; Black & Pelham, 2000; Costaguta et al.,
2001; Zhdankina et al., 2001). En los mutantes dobles ggalA gga2A se produce defecto
en el trafico de algunas proteasas vacuolares como la carboxipeptidasa Y (CPY) que es
una proteina soluble (Dell’Angelica et al., 2000; Hirst et al., 2000; Zhdankina et al.,
2001) y la carboxipeptidasa S (CPS) que es una proteina transmembranal (Costaguta et
al., 2001), asi como defectos en el trafico de la v-SNARE Pep12, que en ausencia de los
GGAs se localiza en la superficie celular (Black & Pelham, 2000). Sin embargo la zona
de actuacion de los GGAs debe ser mas amplia debido a que co-localizan y presentan

interaccion fisica y genética con proteinas implicadas en la ruta de transporte entre el
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TGN vy los EEs. En ausencia de los GGAs se produce defecto en la localizacion de la
proteasa Kex2, necesaria para la correcta secrecién del factor a (Costaguta et al.,
2001). Ademas los GGAs estan implicados en la retencion de algunas proteinas
transmembranales, entre ellas Chs3, en el TGN/EEs. Finalmente la delecién de estos
adaptadores provoca un defecto en la localizaciéon de la sinaptobrevina (Sncl) en la
MP, indicando una alteracion a nivel de los EEs (Black & Pelham, 2000; Costaguta et al.,

2001; Copic et al., 2007).

Proteinas de tipo epsina

Las proteinas con homologia a las epsinas son otra clase de adaptadores
monoméricos de las vesiculas cubiertas por clatrina (figura 8D). En mamiferos existen
también varias denominadas epsinl, epsin2, epsin3, epsin4d y epsinR. En S. cerevisiae

se han descrito cuatro proteinas de tipo epsinas denominadas Ent1, Ent2, Ent3 y Ent5,

EpsinR de mamiferos estd formada por un dominio ENTH (Epsin N-Terminal
Homology) en su extremo amino terminal y un dominio largo sin ningun tipo de
plegamiento (Owen et al., 2004). El dominio ENTH es necesario no solo para la unién
con el cargo sino también para la unidon con el PI4P en el TGN favoreciendo la
deformacion de la membrana (Ford et al., 2002). El dominio largo es necesario para la
interaccidon con otros adaptadores de clatrina como AP-1 y GGAs, pudiendo colaborar
con estos en las funciones de trafico vesicular (Owen et al., 2004). Esta descrito que
epsinR regula el trafico de varios SNAREs como Vtil entre el TGN, los endosomas y los

lisosomas (Chidambaram et al., 2004; Hirst et al., 2004; Chidambaram et al., 2008).

En levaduras, Entl y Ent2 son necesarias para la endocitosis de moléculas que
poseen sefiales de ubiquitinacion, como sucede con el receptor Ste2 (Reider &
Wendland, 2011). Ent3 y Ent5, por su parte, son proteinas que intervienen en procesos
de trafico desde el TGN a los endosomas y a las vacuolas (Duncan et al., 2003;
Costaguta et al., 2006; Copic et al., 2007). El dominio ENTH de Ent5 posee multiples
residuos bdasicos que son importantes para la union a los fosfoinositidos de la
membrana, estos residuos no se han encontrado en Ent3. Ademas Ent5, pero no Ent3,

posee dominios de union a la clatrina. Sin embargo, Entl y Ent2 poseen dominios de

36



Introduccion

union a ubiquitina asi como multiples copias del motivo de unién al complejo AP-2,
caracteristico de proteinas con dominio ENTH endocitico y no encontrado en las otras

dos proteinas de tipo epsinas (De Camilli et al., 2002).

Se sabe que en S. cerevisiae, Ent3 y Ent5 actuan en paralelo con AP-1 para mediar la
retencidn intracelular de la QS Chs3 (Copic et al., 2007). Ademas, Ent3 pero no Ent5
facilita la uniéon de GGA2 con la v-SNARE Pep12 y la clatrina (Copic et al., 2007).

5.2.3 Endocitosis mediada por clatrina

La endocitosis mediada por clatrina es un proceso muy conservado desde levaduras
a humanos. Este proceso constituye la mayor ruta de internalizacién de proteinas y de
lipidos desde la superficie celular y esta altamente regulado. La endocitosis mediada

por clatrina puede dividirse en los siguientes pasos (Figura 9):

- Reclutamiento de proteinas tempranas: estas proteinas se unen al PI(4,5)P, de la
membrana, marcando los sitios de formacién de la vesicula. En levaduras, las proteinas
tempranas son Edel (proteina con homologia a Eps15) y Syp1 (proteina con dominios
F-BAR/u2) (Reider et al., 2009; Stimpson et al., 2009). Edel es importante para el
reclutamiento de otras proteinas mas tardias y Sypl es necesaria para la formacién de
parches de actina de forma polarizada. Syp1 es esencial en las células de mamiferos

(Henne et al., 2010) pero no en el caso de las levaduras.

- Formaciéon de la cubierta: junto con las proteinas tempranas se van a reclutar
distintos adaptadores que son necesarios para la unién de la clatrina, componente
principal de la cubierta vesicular. El complejo adaptador AP-2 es el principal adaptador
de la endocitosis en las células de mamiferos. En S. cerevisiae, este complejo no es
esencial para el proceso, aunque es importante para la endocitosis de algunos cargos
(Carroll et al., 2009). En esta levadura las proteinas tipo epsinas Entl y Ent2 y las
proteinas Yap1801/2 (AP180) son los principales adaptadores que permiten el
ensamblaje de la cubierta de clatrina (Maldonado-Béez et al., 2008). A continuacién la
cubierta madura por el reclutamiento de una serie de proteinas como Slal, que

favorece la union de los cargos, y Sla2/End4 con dominios especificos de unién al
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PI(4,5)P, de la membrana, constituyendo las denominadas cubiertas intermedia vy
tardia, y que van a permitir la unién de los Factores Promotores de la Nucleacién o
NPFs (Nucleation Promoting Factors) de actina (Moseley & Goode, 2006; Boettner et
al., 2012). Sla2/End4 se unen a la actina y a la cadena ligera de la clatrina permitiendo

la invaginacion de la membrana (Boettner et al., 2011).

Formacién de la Cubierta | Polimerizacion Actina | Escision Vesicula
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Figura 9. Modelo molecular para la endocitosis dependiente de clatrina, actina y miosinas tipo I.

La union de las proteinas tempranas Syp1/Edel a la MP determina el ensamblaje de la cubierta cuyo componente
principal es la clatrina. A continuacidn, la polimerizacién de la actina ejerce la fuerza necesaria para producir la
invaginacién de la membrana que se escindird por la accion de las anfifisinas Rvs161 y Rvs167. Finalmente, la
cubierta de clatrina va a fosforilarse lo que determina su desensamblaje de la vesicula. La posterior desfosforilacion
de los factores de la cubierta permitira su reclutamiento en un nuevo evento endocitico.

Figura adaptada de Boettner et al., 2012.

- Ensamblaje y polimerizacién de la actina: una vez formada la cubierta se ensambla
una red ramificada de actina, que va a producir la fuerza necesaria para que se
produzca la invaginacién de la membrana. El ensamblaje de la actina se inicia con el
reclutamiento de los NPFs. En S. cerevisiae se conocen cinco NPFs diferentes: Panl
(proteina con homologia a Eps15), Las17 (miembro de la familia WASP), Myo3 y Myo5
(miembros de la familia MYQ), y la proteina Abp1, que también es importante para el
reclutamiento de los factores necesarios para el desensamblaje de la cubierta tras la
escision de la vesicula (Kaksonen et al., 2005). Este conjunto de proteinas se mantiene
asociado a la membrana y promueven la actividad del complejo Arp2/3. Este complejo
es el responsable de la nucleacién de la actina. De tal forma que el ensamblaje de los
filamentos de actina ramificados, junto con la fuerza motora de las miosinas, empuja y

deforma la membrana produciendo su invaginacion (Boettner et al., 2012).
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- Escision de la vesicula: para que la vesicula se escinda, las membranas de la base de Ia
vesicula tienen que acercarse. En S. cerevisiae las anfifisinas Rvs161 y Rvs167 tienen la
capacidad de tubular vesiculas; también se piensa que la dinamina Vpsl puede tener
algun papel en la liberacion de la vesicula (Boettner et al., 2012). Sin embargo, en el
caso de S. pombe parece que las proteinas con dominios F-BAR Cdc15 y Bzz1 son las
encargadas de la escisién de la vesicula (Arasada & Pollard, 2011). En este proceso es
fundamental la accién de las fosfatasas del PI(4,5)P, denominadas Slj1 y Slj2 o
sinaptojaninas. La base de la vesicula estd cubierta por proteinas que carecen de
dominios de unién a PI(4,5)P,, y por tanto va a estar desprotegida de la accién de las
fosfatasas. La hidrdlisis de este lipido va a crear una serie de tensiones que deforman
esta region, favoreciendo la accidn de las anfifisinas (Liu et al., 2009). Tras la escisién
de la vesicula, todos los PI(4,5)P, son hidrolizados promoviendo el desensamblaje de la

maquinaria de endocitosis.

Regulacion de la endocitosis

La ubiquitinacion es la principal sefial que marca a una proteina para ser
endocitada. Esta modificacidn se lleva a cabo por una ubiquitin ligasa, junto con una
serie de adaptadores, incluyendo las arrestinas que se han descrito recientemente
(Lauwers et al., 2010; MacGurn et al., 2012). Las proteinas diana pueden ser
ubiquitinadas con una molécula de ubiquitina en una lisina (mono-ubiquitinacién) o
una molécula de ubiquitina en wvarias lisinas (multi-mono-ubiquitinacidn).
Alternativamente, moléculas de ubiquitina pueden unirse unas con otras formando
cadenas, en las que cada mondmero esta unido a su vez a una lisina del motivo
anterior (poli-ubiquitinacién). La mono-ubiquitinacion promueve la endocitosis de la
proteina, mientras que la poli-ubiquitinacion marca a la proteina para ser enviada
hacia las vacuolas. En otros casos este cédigo determina el reciclaje de proteinas hacia

el TGN (Lauwers et al., 2010; MacGurn et al., 2012).

La maquinaria endocitica parece reconocer a los cargos ubiquitinados debido a
unos dominios de unidon a ubiquitina o UBDs (Ubiquitin-Binding Domains), presentes

en la propia maquinaria que permite reclutar a los cargos para su internalizacién.
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Ademas la propia ubiquitinacién permitiria la estabilizacién del complejo endocitico
(interaccidn proteina - proteina), debido a la presencia de residuos ubiquitinables en

las proteinas que forman parte de este complejo (Weinberg & Drubin, 2012).

Las vesiculas generadas en el proceso de endocitosis pierden la cubierta y de esta
manera ya podrian fusionarse generando los denominados endosomas tempranos,
desde los cuales puede producirse el reciclaje de la proteina hacia el TGN, hacia la MP

o bien su degradacion mediante su transporte a las vacuolas.

5.2.4 Secrecion mediada por clatrina

Como ya se ha mencionado antes el TGN es un centro de distribucion de proteinas
y lipidos hacia los distintos destinos celulares. El trafico desde el TGN estda mediado
fundamentalmente por CCVs hacia los endosomas tempranos. En este paso es
fundamental la funcién de los adaptadores de clatrina, siendo el papel del complejo
AP-1 el mejor caracterizado, aunque las proteinas GGAs vy las proteinas tipo epsinas
Ent3 y Ent5 también parecen participar en este proceso. En los ultimos afios han
aparecido una serie de estudios tratando de explicar cémo se produce este proceso de

secrecion.

La formacion de la vesicula se produce en el TGN debido a la llegada de la GTPasa
Arfl, que como ya se ha mencionado, es necesaria para el reclutamiento de los
componentes de las CCVs, y de la proteina quinasa Pikl que se encarga de la sintesis
del PI4P. La presencia de Arfl y la mayor cantidad de PI4P favorecen la llegada de los
distintos adaptadores en dos olas coordinadas en el tiempo. En primer lugar se recluta
Gga2; esto a su vez produce el reclutamiento de mas Pikl, que produce una mayor
cantidad de PI4P, que a su vez este promueve el ensamblaje de AP-1 en la membrana
del TGN (Daboussi et al., 2012). Ademds Gga2 interacciona con Ent3, que se une a
SNAREs que marcaran la membrana de destino con la que se fusionara la vesicula. AP-
1 interacciona con Ent5, que posee un dominio autorregulador encargado de la
separacién temporal de estas dos olas (Hung et al., 2012). El ensamblaje de Gga2 y AP-

1 esta separado espacial y temporalmente, asegurandose asi la formacion en el TGN
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de distintas clases de CCVs que se dirigiran a los distintos destinos celulares en funcién

del adaptador de dicha vesicula (Guo et al., 2014).

5.3 Trafico vesicular independiente de clatrina
5.3.1 El exdmero

El término exdmero hace referencia a un conjunto de proteinas que se ha
propuesto que llevan a cabo el transporte de proteinas transmembranales desde el
TGN hasta la MP de los lugares de crecimiento polarizado. Hasta el momento,
solamente se ha descrito en la levadura de gemacion S. cerevisiae (Sanchatjate &
Schekman, 2006; Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006), aunque existen genes con
similitud a sus componentes en todos los hongos y levaduras analizados (Roncero et
al., 2016). Al principio se propuso que era una cubierta vesicular por su capacidad de
unirse a membranas in vitro, aunque no era capaz de deformarlas (Wang et al., 2006).
Este tema siempre ha sido bastante controvertido porque a medida que se ha
avanzado en su conocimiento se ha pasado a considerar un adaptador. Sin embargo, el
hecho de que recientemente se haya visto que uno de sus componentes tiene
capacidad de vesicular membranas (Paczkowski & Fromme, 2014) sugiere que

presenta caracteristicas tanto de cubierta como de adaptador.

El exdmero esta formado por la proteina Chs5 y una familia de proteinas
denominadas ChAPs (Chs5-and-Arf-binding Proteins) que incluye a Chs6, Bud7, Bchly
Bch2, siendo Bchl la mds antigua (Ziman et al., 1998; Sanchatjate & Schekman, 2006;
Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006; Roncero et al., 2016). Se sabe que Chs5 co-
localiza con la proteasa Kex2 (Santos & Snyder, 1997), proteina que marca el TGN/EEs,
siendo esta localizacion independiente de las ChAPs. A su vez las distintas ChAPs
también aparecen localizadas, al menos parcialmente, en la zona del TGN (Trautwein

etal., 2006).

La formacién del exémero es jerarquica, ya que el reclutamiento de las ChAPs a la
membrana depende del autoensamblaje de Chs5 (Trautwein et al., 2006). Los 250

aminodcidos correspondientes a la region N-terminal de la proteina Chs5 incluyen
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desde el extremo N-terminal hasta el C-terminal: un motivo de dimerizacién de Chs5,
una a-hélice por la que Chs5 se une a las ChAPs, y dos motivos (FN3 Y BRCT)
consecutivos, que son necesarios para la interaccién de Chs5 con Arfl (Martin-Garcia
et al., 2011; Paczkowski et al., 2012) (Figura 10A). Esta zona N-terminal (mddulo FBE)
es necesaria y suficiente para que la proteina Chs5 se localice en el TGN y sea capaz de
llevar a cabo su funcién, debido a que el resto de la proteina es dispensable (Martin-
Garcia et al., 2011). La presencia de motivos FN3 (FibroNectin type Ill) y BRCT (BReast
Cancer C-Terminal) en una proteina del aparato de Golgi es llamativa, ya que los
primeros suelen aparecer en proteinas implicadas en el proceso de unién a la
superficie celular y su presencia es rara en levaduras (Bateman & Chothia, 1996); y los
motivos BRCT participan en procesos de dafio al ADN (Zhang et al., 1998; Huyton et al.,

2000) y suelen estar en proteinas nucleares.
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Figura 10. Estructura y modelo de ensamblaje de los componentes del exdmero de S. cerevisiae.

A. Estructura de la proteina Chs5 con los dominios y motivos identificados (parte superior). Diagrama de la
estructura del extremo amino terminal de la proteina Chs5 (1-299) indicando los cuatro motivos estructurales de los
que consta (parte inferior).

Figura adaptada de Paczkowski et al., 2012.

B. Estructura de las proteinas ChAPs (Chs6, Bchl, Bud7 y Bch2). Los numeros indican el primero y el ultimo
aminodcido de los dominios TPR.

Figura adaptada de Rockenbauch et al., 2012.

C. Modelo del ensamblaje del complejo del exémero: (1) Chs5 y Arfl inician la formacién del complejo. (2) Chs6
comienza el reclutamiento para la formacién de un complejo intermedio. (3) La union de Bchl favorece la
estabilizacion del complejo en la membrana del aparato de Golgi. (4) Arfl, el exémero y el cargo forman un
complejo que produce la deformacidon de la membrana. El diagrama de la derecha muestra las diferentes
propiedades de las ChAPs en cuanto a especificidad por el cargo y a estabilizacion de la proteina Chs5 en la
membrana del TGN.

Figura adaptada de Huranova et al., 2006.
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Las ChAPs poseen en su estructura cinco dominios denominados TPR
(TetretricoePetide Repeat), cuatro de ellos situados en la zona central y uno mas en el
extremo C-terminal (Figura 10B). Estos TRPs son dominios de interaccién proteina -
proteina y cada repeticion consiste en un motivo de 34 aminoacidos con la capacidad
de formar grupos con multiples repeticiones (Blatch & Lassle, 1999; Zhang et al., 2010).
Los dominios TPR1-4 son necesarios para la interaccion con Chs5 y otras ChAPs, asi
como para la localizacién en el Golgi, probablemente por la interaccion con Chs5. El
dominio TPR5 es necesario para el reclutamiento eficiente de las ChAPs en el TGN
(Rockenbauch et al.,, 2012). Ademas, se ha propuesto que las ChAPs son las
responsables de la interaccién con las proteinas cargo, y por tanto de la especificidad,
debido a que la delecién de cada una de las ChAPs, o combinaciones de ellas, produce
defectos celulares especificos. La ausencia de Chs6 produce un defecto en la sintesis
de quitina (Ziman et al., 1998); la ausencia de Bud7 origina un defecto en polaridad
(Zahner et al., 1996); la ausencia de Bchl produce sensibilidad a temperaturas bajas y
a concentraciones de amonio altas en el medio de cultivo (Trautwein et al., 2006), y la
ausencia de Bch2 no produce ningun fenotipo aparente (Trautwein et al., 2006). La
ausencia conjunta de Bchl y Bud7 produce también defecto en la sintesis de quitina,
similar al del mutante chs6A. Mientras que en ausencia de Chs5 debido a su funcion

estructural se producen todos los fenotipos anteriores.

El exdmero es un heterotetramero, formado por dos copias de la proteina Chs5 y
dos copias de las ChAPs que son reclutadas desde el citosol a la membrana del TGN por
la GTPasa Arfl (Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006; Paczkowski & Fromme,
2014). En un primer paso la GTPasa Arfl, en estado activo, junto con un dimero de
Chs5 inician la formacién del proceso; a continuacion una de las ChAPs (Chs6), se une
para formar un complejo intermedio al que se une Bch1, y finalmente el complejo se
estabiliza con la incorporacién del resto de las ChAPs en la membrana. Recientemente
se ha descrito que, mientras que Bchl posee una gran capacidad para estabilizar a
Chs5 en el TGN, la proteina Chsb6 tiene una mayor afinidad para el reconocimiento de
los cargos, de manera que la funcion de todas las ChAPs no seria exactamente la
misma dentro del complejo (Huranova et al., 2016) (Figura 11C). También mencionar

gue entre las distintas interacciones con otros componentes del trafico vesicular se
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sabe que el exdmero presenta interaccion fisica con el complejo adaptador AP-1
(Sanchatjate & Schekman, 2006), pero no con la propia clatrina (Sanchatjate &

Schekman, 2006; Trautwein et al., 2006).

Hasta el momento solamente se conocen tres cargos de este complejo, pero
pueden existir mas. El cargo mejor caracterizado es la enzima QS Chs3, perteneciente a
la familia 2 de QS (Roncero et al., 2016). Esta enzima es la responsable de la sintesis de
quitina en el anillo del cuello entre la células madre e hija y en la pared celular. De
hecho, los genes CHS5 y CHS6 se identificaron inicialmente por su defecto en la sintesis
de quitina (Santos et al., 1997; Bulawa, 1993) ya que en su ausencia la enzima queda
retenida en TGN y EEs (Santos & Snyder, 1997; Valdivia et al., 2002). Fusl es una
proteina de membrana necesaria para la fusién celular que también se transporta
hasta la MP por el exdmero en respuesta a feromonas (Santos et al., 1997; Santos &
Synder, 2003; Barfield et al., 2009). El ultimo de los cargos descritos ha sido Pin2 (Ritz

et al., 2014), una proteina que presenta un dominio con similitud con los priones.

5.3.2 El retromero

El retrdmero es una cubierta implicada en el trafico y recuperacion de proteinas
desde el PVC/LEs hacia el TGN (Seaman, 2005), que esta conservada en levaduras y en
mamiferos (Collins, 2008). En S. cerevisiae el retrémero estda formado por dos
subcomplejos, un heterotrimero formado por las proteinas Vps26, Vps29 y Vps35, y un
heterodimero pequefio formado por las proteinas Vps5 y Vps17, que son dos proteinas
de la familia SNX (Sorting NeXin). Las SNXs median la deformacién de la membrana
endosomal, mientras que el heterotrimero se encarga del reconocimiento del cargo. El
ensamblaje de todas estas proteinas esta mediado por la activacién de la GTPasa Rab

Ypt7 (Balderhaar et al., 2010; Liu et al., 2012).

Se conocen distintos adaptadores que se asocian al retrdmero para el
reconocimiento de algunos cargos. Por ejemplo, Snx3 participa en la recuperacién del
complejo transportador de hierro Frtl-Fet3 (Strochlic et al., 2008). Otras proteinas

cargos del retrémero son Kex2, Yifl y la dipeptidil aminotransferasa (DPAP A) (Collins,

44



Introduccion

2008; Strochlic et al., 2008). En las células animales participa recuperando el receptor

de la manosa 6-fosfato independiente de cationes (CI-MPI) (Arighi et al., 2004).

Las vesiculas procedentes del PVC se dirigen hacia el TGN, donde van a ser
reconocidas por el complejo amarra GARP (Golgi-Associated Retrograde Protein).
GARP esta formado por Vps51-Vps52-Vps53-Vps54, y es reclutado por la GTPasa Rab
Ypt6 (Bonifacino & Hierro, 2011; Cullen & Korswagem, 2011; McGough & Cullen,
2011).

Tanto en S. pombe como en S. cerevisiae Vps26, Vps29 y Vps35 son las encargadas
del transporte retrogrado del receptor Vps10 desde el PVC hasta el aparato de Golgi.
Vps10 es un receptor encargado del reconocimiento de algunas proteinas que tienen
gue ser transportadas a las vacuolas, entre ellas la carboxipeptidasa Y (Bowers &
Stevens, 2005; lwaki et al., 2006). En S. pombe Vpsl7 y Vps5 son necesarias en el

proceso de esporulaciéon (Koga et al., 2004).

5.4 Degradacion de proteinas transmembranales

El dltimo paso en la vida de las proteinas de membrana es su degradacién en las
vacuolas. Las proteinas que provienen de la ruta endocitica son transportadas desde
los endosomas tempranos al PCV, desde donde se dirigen a las vacuolas. Ademas,
algunas proteinas son transportadas de manera directa desde el TGN a las vacuolas, sin
pasar por la ruta endosomal. Algunas de estas rutas también llevan a cabo el trafico de
proteinas que deben ejercer su funcidén en las vacuolas, como es el caso de algunas

proteasas.

¢ Ruta endocitica hasta las vacuolas/los lisosomas

En Saccharomyces Vps21/Ypt5 (homodloga de Rab5 en mamiferos) es una GTPasa
implicada en la regulacion de la dindmica de los endosomas tempranos, mientras que
en el caso de endosomas tardios y vacuolas es Ypt7 (homodloga de Rab7 en mamiferos)

la proteina que se encarga de su regulacion (Spang, 2009b). La presencia de estas
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proteinas contribuye a la identidad de cada organulo, de manera que el paso de una
GTPasa a otra determina la maduracion del endosoma desde temprano a tardio.
Vps21/Ypt5 recluta al complejo CORVET (class C core Vacuole/Endosome Tethering)
para promover la fusién de los endosomas con vesiculas derivadas del aparato de Golgi
(Brocker et al., 2010; Epp et al., 2011). El complejo CORVET también es el encargado
de reclutar al GEF de Ypt7, para promover el paso de endosoma temprano a endosoma
tardio. A continuacion Ypt7 activo recluta a su efector, el complejo HOPS (HOmotypic
fusion and vacuole Protein Sorting), para finalmente fusionar el endosoma tardio con

las vacuolas [revisado en (Solinger & Spang, 2013)].

Mediante microscopia electrénica se ha observado que el endosoma tardio
muestra un conjunto de vesiculas intraluminales o ILVs (IntraLumenal Vesicles) que
forman el MVB (Prescianotto-Baschong & Riezman, 1998). Estas vesiculas son el
resultado de la internalizacion de proteinas transmembranales en el lumen del
endosoma tardio, proceso que precisa de una maquinaria especializada denominada
ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) formada por cinco
subcomplejos ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-Ill y Vps4. Una vez formado, el MVB se
fusionara con las vacuolas para que las ILVs y su contenido sean degradados por las

proteasas vacuolares [revisado en (Henne et al., 2011; Rusten et al., 2012)].

e Ruta Cpyl

En esta ruta las proteinas van desde el TGN hasta las vacuolas pasando por el PVC.
Se denomina asi debido a que la carboxipeptidasa Y (Cpy1) fue el primer cargo que se
describié. Cpy1l se sintetiza en el RE y viaja hasta el TGN, donde es reconocida por el
receptor Vps10. Después el complejo formado es transportado hasta el PVC por las
CCVs, actuando los GGAs como proteinas adaptadoras. Una vez que ha llegado al
endosoma tardio Vpsl10 se disocia del cargo, y es reciclado hasta el TGN por el
retrdmero. Ademas Cpyl es también sustrato del complejo ESCRT, siendo
internalizado en el MVB para posteriormente ser activada mediante hidrdlisis en las

vacuolas. Existen otras proteinas que son transportadas a través de esta ruta como
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Kex2, Stel3, Dap2, Vphl, PrA y PrB (Bowers & Stevens, 2005; Conibear & Stevens,
1998).

e Ruta AP-3 0 ALP

Esta ruta va directamente desde el TGN hasta las vacuolas y debe su nombre a la
fosfatasa alcalina (ALP). Esta proteina es capaz de llegar a la vacuola en mutantes Vps
(Vacuolar protein sorting), en los que el paso desde el MVB hasta las vacuolas estd
blogueado. En este transporte es necesario el complejo adaptador AP-3, siendo
independiente de clatrina. Otras proteinas que siguen esta ruta son la SNARE Vam3, la

guinasa de la caseina Yck3 y Ncrl (Anand et al., 2009).
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Antecedentes y Objetivo

A pesar de su relevancia bioldgica, uno de los pasos menos conocidos del proceso
de secrecion es el transporte vesicular entre el Golgi y la membrana plasmatica (Spang,
2015). Como ya se ha mencionado en la introduccidn, el exdmero es un complejo de
proteinas descrito en S. cerevisiae necesario para el transporte de ciertas proteinas
transmembranales desde el TGN a la superficie celular. Aunque de momento este
complejo solo se ha descrito en la levadura de gemacion (Sanchatjate y Scheckman,
2006; Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006), en otras levaduras existen proteinas

similares tanto a Chs5 como a las ChAPs (Roncero et al., 2016).

Aunque en S. pombe existen dos proteinas con similitud a enzimas QS, éstas son
similares a las enzimas de la Familial, que no se regulan por el exdmero, pero no a las
enzimas de la Familia2, a la que pertenece Chs3 (Roncero et al., 2016). Tampoco hay
proteinas similares a Fusl, ya que aunque en la levadura de fision hay un gen
denominado fus1” éste codifica una formina, ni a Pin2. Estos datos sugieren que podria
haber otros cargos del exdmero conservados en ambas levaduras, o que el exdmero
podria tener una funcién general conservada en el trafico vesicular que en S. cerevisiae
habria evolucionado para adaptarse a la regulacién de la sintesis de quitina. Dado que
en S. pombe la sintesis de quitina no juega un papel relevante durante el ciclo
vegetativo, esta levadura es un buen sistema para analizar las posibles funciones

conservadas del exdmero.

Estudios previos en el laboratorio determinaron que Cfrl es una proteina de S.
pombe que posee similitud de secuencia y estructura con Chs5 de S. cerevisiae. En este
estudio se describié un ligero defecto en el proceso de fusidon celular durante el
proceso de conjugacion en el mutante cfr14, pero no se encontrd ninguna alteracién
evidente durante el crecimiento vegetativo. Ademas, también se observd que esta
proteina se localizaba como puntos discretos en el citoplasma que co-localizaban con
la proteina Gmal2 y que desaparecian tras el tratamiento con Brefeldina A (una droga
gue inhibe la actividad de la GTPasa Arfl y por tanto el trafico a través del Golgi),
determinandose asi que Cfrl se localizaba en el aparato de Golgi (Cartagena-Lirola et
al., 2006). También se sabe que en ambas proteinas (Cfrl de S. pombe y Chs5 de S.
cerevisiae) el dominio FBE constituye un modulo necesario para la localizacion, y que el

modulo FBE de Cfrl se localiza en el Golgi en S. cerevisiae pero no es capaz de
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promover el reclutamiento de Chs6 al aparato de Golgi, ni por tanto la sintesis de
quitina, sugiriendo que la interaccidon entre los componentes del exémero es especifica
de cada organismo (Martin-Garcia et al., 2011) (Figura 11). Ademas en el genoma de S.
pombe hay un gen (SPBC31F10.16) que codifica una proteina que presenta similitud a

las ChAPs y posee dominios TPR que hemos denominado bch1”.

o 1]

Localizacidon Funcién Localizacién Funcidon

@ @I Chs5 Sl 5l X X
@ @; Chs5ucr s sl X X
Cfrl:Chs5 5| NO X X
Cfrl X X si si
Cfrlacr X X si X

Figura 11. El mdédulo FBE formado por los motivos FN3 y BRCT de Cfrl se localiza en el aparato de
Golgi de S. cerevisiae.

Esquema de la proteina Chs5 de S. cerevisiae, de una forma truncada de Chs5 sin el extremo carboxilo terminal
(Chs5acT), de una quimera formada por la parte amino de la proteina Cfrl de S. pombe (motivos FN3 y BRCT) y la
parte carboxilo de Chs5 (Cfrl1:Chs5), de la proteina Cfrl y de una forma truncada Cfrl sin el extremo carboxilo
terminal (CfrlacT) indicando si son necesarios para la localizacion y la funcion de la proteina en S. cerevisiae o en S.
pombe.

Figura adaptada de Martin-Garcia et al., 2011.

El OBJETIVO de esta Tesis Doctoral ha sido:

En base a toda esta informacién, el objetivo general de este trabajo ha sido

caracterizar en mas detalle las proteinas Cfrl y Bchl de S. pombe para:

e Analizar si forman un complejo similar al exémero.

e Analizar si participan en el trafico vesicular.

e Determinar la posible funcién conservada del exdmero.
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1. Fenotipos del mutante cfr1A en el ciclo vegetativo

Como punto de partida para la realizacidon de este trabajo se volvié analizar la
existencia de fenotipos en el mutante nulo cfr1A durante el crecimiento vegetativo.

Los analisis realizados fueron:

¢ Analisis del crecimiento en condiciones de estrés.

En un trabajo anterior, realizado en el laboratorio, se encontré que la funcion del
gen cfh3* es mds necesaria en condiciones de estrés que en condiciones de
crecimiento estandar; Cfth3 es un regulador de la sintesis del B(1,3)-glucano en S.
pombe cuya secuencia es similar a la del gen CHS4 de S. cerevisiae (Sharifmoghadam &
Valdivieso, 2009). Este resultado podria indicar que los genes de la levadura de fisidn
con similitud a los genes CHS de S. cerevisiae podian ser especialmente relevantes en
estas condiciones. Para saber si esto ocurria en el mutante cfri14, se cultivaron la cepa
silvestre y el mutante ¢fr1A en medio rico (YES) o en YES con KCl 0,6 M durante 16
horas a 28°C. Después las células se tifieron con calcoflior para observar su pared
celular y su morfologia en detalle; también se tifieron con Hoechst para observar tanto
la distribucién de los nucleos como la pared celular. Como se observa en la figura 12A,
y de acuerdo con lo que se habia descrito (Cartagena-Lirola et al., 2006), las células del
mutante cultivadas en condiciones estandar de laboratorio (medio YES, 32°C) no
presentaban ninguna diferencia morfoldgica con las de la cepa silvestre. Sin embargo
las células del mutante cfr1A cultivadas en presencia de KCl presentaban una mayor
fluorescencia en la zona del septo de divisién que se correspondia con la presencia de
mas de un septo y de septos aberrantes, los cuales parecian estar en distintos estadios
de formacidn; ademas estas células presentaban también engrosamientos en la pared
celular lateral (indicados con flechas amarillas en la figura correspondiente). Las células
de la cepa WT no presentaban ninguno de estos fenotipos en presencia de KCl.
Ademas se compard la sensibilidad de un mutante cfriIA a distintos agentes
estresantes con la de una cepa WT y con la de los mutantes cfh34, cps1-191 (que porta
una mutacién puntual en el gen de la enzimas B(1,3)-glucdn sintasa bgs1*) y som1A
(mutante nulo de la quinasa de la ruta de integridad celular que es sensible a estrés)

(Zaitsevskaya-Carter & Cooper, 1997). Como se observa en la figura 12B, a 28°C el
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mutante cfriA era incluso mas sensible que el mutante cfh3A a la presencia de KCl y de
cafeina en el medio de cultivo. A su vez, el mutante cfr1A era ligeramente resistente a

calcoflior, como lo eran los mutantes cfh34 y som1A.

YES YES+KCl0,6 M
A WT cfrlA
g | :
3 3
8 8
i i
S S
3 3
T T
B Calcofltor
YES Cafeina 9 mM KCl1M 0,4 mg/ml
ohaa (K XX &7 B O & e ® %
Pl l® ® @& & 2 ® 2
eps1-191 & -
VIO © @ ¥ v & 9@
C YES Caspofungina Caspofungina PapB PapB

2,0 ug/ml 2,25 pug/ml 4,0 pg/ml 6,0 pug/ml

cfrlA
cpsl-191
cfrlAcps1-191 |

Figura 12. Fenotipos del mutante cfr1A en el ciclo vegetativo.

A. Fotografias de fluorescencia de células de la cepa silvestre (WT) y del mutante cfr1A cultivadas en medio liquido
YES (paneles de la izquierda) o YES suplementado con KCl 0,6 M (paneles de la derecha) durante 16 horas a 28°C.
Los paneles superiores muestran tinciones con calcoflior (tincidn de pared celular) y los paneles inferiores tinciones
con Hoechst (tincidn de nucleos y de pared celular). Las flechas amarillas indican engrosamientos en la pared celular
lateral.

Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

B. Andlisis del crecimiento en condiciones de estrés.

Ensayo de crecimiento en gota en medio rico YES, con los compuestos que se indican, en los que se habian
inoculado diluciones seriadas de suspensiones de células de las estirpes indicadas. El primer indculo contenia 3x10*
células y los sucesivos indculos contenian diluciones seriadas ¥, del mismo. Las placas se incubaron a 28°C durante 3
dias.

C. Anélisis de la sensibilidad a compuestos que inhiben la sintesis de B-glucano.

Ensayo de crecimiento en gota en medio rico (YES) o YES suplementado con las concentraciones indicadas de
caspofungina o papulacandina B (PapB), en las que se habian inoculado diluciones seriadas de suspensiones de
células de las cepas indicadas. A partir de una suspension que contenia 3x10* células se hicieron diluciones seriadas
Y. Las placas se incubaron a 28°C durante 3 dias.
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¢ Analisis de la sensibilidad a compuestos que inhiben la sintesis del B-glucano.

Con el fin de averiguar si en ausencia de estrés el mutante cfr1A también tenia
algun fenotipo (en particular nos interesaba la existencia de alteraciones en la pared
celular) se estudio el crecimiento de este mutante, en comparacién con el de una cepa
silvestre y el del mutante cpsi-191, en placas suplementadas con diferentes
concentraciones de distintos antifungicos inhibidores de la sintesis del B-glucano,
como caspofungina (Cancidas) o papulacandina B. En la figura 12C se puede observar
como el mutante cfr1A crece peor que la cepa silvestre en presencia de estos
compuestos, lo cual sugiere que este mutante puede presentar dafios en su pared
celular. Sin embargo el hecho de que su sensibilidad sea muy inferior a la del mutante
cps1-191 sugiere que probablemente los dafos en dicha estructura no sean muy

drasticos.

Dada la existencia de fenotipos en el mutante cfr1A durante el crecimiento
vegetativo relacionados con la sintesis de la pared celular y con el control de la
morfologia, se decidié continuar con la caracterizacién del exdmero en la levadura de

fision.

2. Caracterizacion del exdmero de S. pombe

Como ya se ha mencionado anteriormente el exdmero de S. cerevisiae es un
adaptador encargado del transporte de proteinas entre el Golgi y la membrana
plasmatica. Este adaptador esta formado por la proteina Chs5 que sirve como anclaje
para mantener el complejo ensamblado y por las ChAPs (Bch1, Bch2, Bud7 y Chs6) que
son cuatro proteinas que determinan la especificidad del cargo (Sanchatjate &

Scheckman, 2006; Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006).

2.1 Funcionalidad del extremo animo terminal de la proteina Cfrl

La proteina Cfrl de S. pombe posee una identidad del 37% con la proteina Chs5 de
S. cerevisige (Cartagena-Lirola et al., 2006). Ambas proteinas poseen motivos FN3 vy

BRCT en su extremo amino terminal, formando el mddulo FBE. En la levadura de
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gemacion este modulo es necesario y suficiente para que la proteina Chs5 se localice
de forma correcta y lleve a cabo su funcién. Igualmente la regién amino terminal de
Cfrl es suficiente para que esta proteina se localice en el aparato de Golgi (Martin-

Garcia et al., 2011).

De esta forma, quedaba por comprobar si el médulo FBE de la proteina Cfrl de S.
pombe también era suficiente para llevar a cabo su funcidn. Para dar respuesta a esta
cuestion se realizdé un ensayo de crecimiento en gota para comprobar si la cepa cfriA
transformada con el gen c¢fr1* completo (cfr14/cfr1* en la figura 13) o con una forma
truncada del gen que sdlo posee el mddulo FBE (cfr1A/cfrlact) tenian un
comportamiento semejante frente a distintos compuestos a los cuales las células del
mutante nulo eran sensibles (cfr14/vector). Como podemos observar en la figura 13
las cepas que portaban el gen cfr1” completo y las que solo portaban el médulo FBE
tenian un crecimiento parecido en medio YES suplementado con KCl (estrés osmético)
o con caspofungina (inhibidor de la sintesis del B-glucano), mientras que las células del
mutante cfr1A4 transformado con el plasmido vacio tenian defectos de crecimiento en

los compuestos ensayados.

OBMKCI

Figura 13. El médulo FBE situado en el
extremo amino terminal de la proteina
Cfrl es necesario y suficiente para su
funcionalidad.

Ensayo de crecimiento en gota en medio
rico (YES) o YES suplementado con las
Caspofungina concentraciones indicadas de KCl o
4 pg/ml caspofungina en las que se habian inoculado
: diluciones seriadas de suspensiones de
células de las estirpes indicadas. A partir de
una suspension que contenia 3x10* células
se hicieron diluciones seriadas %,. Las placas
se incubaron a 28°C durante 3 dias.

Este resultado, junto con el hecho de que el mddulo FBE de Cfrl es capaz de
promover la localizacion de Chs5 en el Golgi de S. cerevisiae, sugiere que las proteinas
Chs5 y Cfrl tienen unos requerimientos similares para su funcionalidad, y apoyan la

existencia de cierta conservacién funcional de este complejo en ambas levaduras.
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2.2 Analisis bioinformatico de la proteina Bchl

De acuerdo con la base de datos de S. pombe (http://www.pombase.org) la ORF

SPBC31F10.16 codifica una proteina con similitud a las proteinas de la familia ChAPs de
S. cerevisiae. Esta proteina posee una identidad que oscila entre el 21 y el 31% con las

proteinas ortdlogas de la levadura de gemacién.

La levadura de gemacion presenta dos parejas de ChAPs por similitud de secuencia
que surgieron por duplicacién de su genoma. Una de ellas formada por Bchl y Bud7,
mas conservada a lo largo de la evolucion, y la otra formada por Chs6 y Bch2
(Sanchatjate & Scheckman, 2006; Trautwein et al., 2006; Roncero et al., 2016). Sin
embargo otros hongos (como Aspergillus fumigatus, Candida albicans o Ustilago
maydis) solo poseen una proteina semejante a las ChAPs (Roncero et al., 2016). Los
analisis filogenéticos sugieren que Bchl es la ChAP mas antigua. Por esta razén hemos

denominado Bch1 a la proteina de S. pombe.

Las proteinas ChAP de S. cerevisiae poseen en su secuencia cinco dominios
denominados TPR (TetratricoPeptide Repeat), cuatro de ellos en la zona central y uno
mas en el extremo carboxilo terminal de la proteina. Esta descrito que estos dominios
son necesarios para la interaccién con la proteina Chs5 y con otras ChAPs, asi como
para su localizacion en el aparato de Golgi (Rockenbauch et al., 2012). Utilizando
predicciones llevadas a cabo con distintos programas informaticos como Pfam o
TPRpred hemos determinado que la proteina Bchl de S. pombe presenta tres de estos
dominios en la zona central y uno mas en el extremo carboxilo terminal (Figura 14).
Hasta el momento en S. cerevisiae se sabe que al menos son necesarios tres de estos
dominios para que la proteina pueda llevar a cabo sus funciones bioldgicas (interaccién
proteina - proteina). En este trabajo no se ha llegado a determinar la relevancia

bioldgica de estos dominios en la proteina Bchl de S. pombe.

Dominios TPR (Pfam)

Bch1 mmmm—(_men( )( Dwess— wmm——— /S [jgura 14. Predicciones informaticas de

218-238  275-335 524-552 los posibles dominios TPR de la proteina
Bchl de S. pombe.

Begin Alignment End p-value Los nimeros indican el primero y el dltimo
TPR 241 PEVSVLIAELYLIMDHEVHAVRITHDSLLEQRMS 274 7.S%=-04 . L.
TPR 275 ASLIIVOVEFLISKERYDIALICARRAVHASDSE 308 5.3e-06 aminodcido de los dominios TPR. A su vez, se
TPR 309 FATWACLADVYLHLEDFESALLATNSCPMYTYYE 342 6.0e-04 indica el programa informatico utilizado en

TPR 524 PAEWEILGEVAFRLHHRVEAVEAFCACLESMESFE 557 7.1e-04
TFR Pred (http://toclkit.tuebingen.mpg.de/tprpred)

cada caso.
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2.3 Localizacion de la proteina Bchl

Antes de estudiar cual era la funcién de las proteinas Cfrl y Bchl de S. pombe se
llevé a cabo el analisis de la localizacion de la proteina Bchl in vivo para asi poder
conocer si su patron de distribucién era semejante al de la proteina Cfrl. Como ya se
ha mencionado antes la proteina Cfrl se localiza en el aparato de Golgi (Cartagena-

Lirola et al., 2006).

La observacion al microscopio de fluorescencia de células que portaban la proteina
de fusion GFP-Bchl permitié determinar que esta proteina se localizaba como puntos
discretos en el citoplasma en una cepa silvestre, con un patrdn similar al de la proteina

Cfrl (Figura 15A).

Con el fin de determinar si efectivamente ambas proteinas tenian el mismo patrén
de distribucién se construyé una cepa en la cual las proteinas estaban marcadas con
distintas proteinas fluorescentes, Cfr1-RFP y GFP-Bch1. Utilizando los filtros adecuados
para cada uno de los marcadores se confirmdé que el patréon de localizacién era
exactamente el mismo, ya que ambas proteinas co-localizaban (puntos amarillos en el

panel de la superposicion de las imagenes) (Figura 15A).

2.3.1 Localizacion de la proteina Bchl en el mutante cfr1A

A continuacién nos planteamos cual seria la localizacion de la proteina Bchl en una
cepa carente del gen c¢fr1*. Para poder abordar esta cuestion se construyd una cepa
gue portaba la proteina GFP-Bchl pero tenia el gen cfr1* delecionado (cfr1A GFP-
Bch1); también se llevd a cabo la construccidn contraria, es decir, una cepa que tuviera
la proteina Cfr1-GFP y careciera del gen bch1* (bch1A Cfr1-GFP). Al tomar fotografias
de fluorescencia de ambas cepas se pudo observar que en ambos casos cambiaba el
patron de la sefial fluorescente. Cfr1-GFP aparecia completamente dispersa por el
citoplasma, sin ningun patrén de localizacion discreto, en la cepa carente de bchl*
(Figura 15B). Por otro lado GFP-Bchl se observaba dispersa por el citoplasma y
acumulada en el nucleo en el mutante cfr1A. La aparicién de la proteina Bch1-GFP en
el nucleo del mutante cfriA puede indicar la degradacion de la proteina de fusion por

el proteasoma nuclear, con la consecuente acumulacién de la GFP en el nucleo, o al

60



Resultados

hecho de que Bchl tiene dos sitios potenciales de unién a proteinas 14-3-3. Las
proteinas 14-3-3, al igual que las proteinas con dominios BRCT, se localizan
preferentemente en el nlcleo, donde se unen a proteinas implicadas en remodelacién
del ADN y en checkpoints. Asi, es posible que en ausencia de Cfrl, la proteina Bchl se

acumule en el nucleo por unién inespecifica a proteinas 14-3-3.

En cualquier caso estos resultados demuestran que ambas proteinas, Cfrl y Bchl,

se necesitan mutuamente para su correcta localizacidn en el aparato de Golgi.

A

Cfr1-RFP GFP-Bchl Superposicion

Contraste GFP- L
de fases Bch1  Superposicion

0
i

cfriA/vector

==

cfriA [cfr1*

GFP-Bchl
Cfr1-GFP

Figura 15. Las proteinas Cfrl y Bchl forman un
complejo.

A. Localizacién de las proteinas Cfr1-RFP y GFP-Bchl en las
mismas células. El panel de la derecha muestra una
superposicion de ambas imagenes.

B. Localizacion de las proteinas GFP-Bchl y Cfr1-GFP en una D
cepa silvestre (WT) o en los mutantes indicados.

C. Localizacién de la proteina GFP-Bchl en ausencia o
presencia del gen cfr1* o en presencia de una forma truncada Cfr1-HA: - + - +
del gen que sdlo posee el médulo FBE (cfr1A/cfriacr). El panel

frlA [cfrl,

Bchl-GFP: - -+ +

\
de la derecha muestra una superposicién de la imagen de o-GFP
contraste de fases y de la imagen de fluorescencia. Extractos
Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia OHA =
convencional. Barra de escala, 5 um. \ §
D. Ensayo de co-inmunoprecipitacion entre las proteinas Cfrl- a-GFP ;
HA y GFP-Bch1l. Los dos paneles superiores muestran ensayos IP o.-GFP 1 8
de Western blot de extractos totales de las cepas que portan a-HA
las proteinas marcadas que se indican, revelados con ]

anticuerpos anti-GFP o anti-HA. Los dos paneles inferiores
muestran ensayos de Western blot de las proteinas
inmunoprecipitadas (IP) con un anticuerpo policlonal anti-GFP
y revelados con los anticuerpos monoclonales indicados.
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2.4 El médulo FBE de Cfrl es suficiente para promover la localizacion de la

proteina Bchl en el aparato de Golgi

Sabemos que el extremo amino terminal de la proteina Cfrl formado por el médulo
FBE es suficiente para que la proteina Cfrl se localice correctamente en el Golgi.
También sabemos que las proteinas Cfrl y Bchl se necesitan mutuamente para su
correcta localizaciéon. Por ello nos planteamos si este modulo FBE era suficiente para
promover la localizacion de la proteina Bchl en el Golgi. Para comprobarlo se comparé
la localizacion de la proteina Bchl marcada con la GFP (GFP-Bch1) en una cepa cfriA
transformada con el gen cfrl* completo (cfr1A/cfr1*), con una forma truncada del gen
qgue solo poseia el modulo FBE (cfriA/cfriacr) o con el vector vacio (cfriA/vector).
Como se puede observar en la figura 15C, y como se ha mencionado antes, al
delecionar el gen cfr1* la proteina GFP-Bchl perdia su localizacion especifica, sin
embargo la localizacion de GFP-Bch1 era similar en las cepas mutantes transformadas
con el gen completo o con la forma truncada del gen que solo posee el médulo FBE,

observandose como puntos discretos en el citoplasma.

Este resultado nos permite concluir que el médulo FBE de la proteina Cfrl es
necesario y suficiente para que el complejo Cfr1/Bch1 se localice correctamente en el

aparato de Golgi.

2.5 Las proteinas Cfrl y Bchl forman un complejo
En los apartados anteriores se describen dos resultados interesantes:

- Las proteinas Cfrl y Bchl de S. pombe tienen el mismo patron de localizacion en el

aparato de Golgi.

- La localizacion de las proteinas Cfrl y Bchl de S. pombe es interdependiente, es decir,

se necesitan mutuamente para su correcta localizacién.

Estos datos nos hicieron pensar que ambas proteinas podian formar un complejo. Para

comprobar si esto era asi se llevd a cabo un ensayo de co-inmunoprecipitacion.
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Para la realizacion de este ensayo se utilizd una cepa WT, una cepa que portaba la
proteina Cfrl fusionada al epitopo HA (Cfrl1-HA), una cepa donde la proteina Bchl
estaba fusionada a GFP (Bchl-GFP) y una cepa que poseian las dos proteinas
marcadas. En la figura 15D se observa como la proteina Cfrl1-HA aparecia en los
inmunoprecitados (IP) de la cepa que portaba las dos proteinas marcadas, pero no en
el control negativo (WT) ni en las cepas que solo tenian una de las dos proteinas

marcadas.

Este resultado confirma que entre ambas proteinas existe una interaccidn fisica.
Aunque esta técnica no permite determinar si la interaccidn entre ambas es de forma
directa, si que apoya la idea de que las proteinas Cfrl y Bchl de S. pombe pueden

formar un complejo.

2.6 Las proteinas Cfrl y Bchl necesitan la actividad de la GTPasa Arfl para

localizarse en el aparato de Golgi

Las GTPasas de la familia Arf (ADP-Ribosylation Factor) reclutan distintos efectores
que participan en el trafico vesicular. Arfl desempefia un papel importante en el
reclutamiento de algunas cubiertas vesiculares como COPI y clatrina (Gillingham y
Munro, 2007). Ademas estd descrito que esta GTPasa Arfl es necesaria para que se
produzca el reclutamiento de las proteinas que forman el complejo del exdmero en S.
cerevisiae (Sanchatjate y Scheckman, 2006; Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006;
Packowski et al., 2012).

En los resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio se habia demostrado
gue la localizacion de Cfr1-GFP en el aparato de Golgi dependia de Arfl. Sin embargo,
este dato se habia obtenido tras un tratamiento muy largo (2 horas) con Brefeldina A
(Cartagena-Lirola et al., 2006), por lo que decidimos confirmar este dato. En S. pombe
el mutante nulo arflA es letal y no se conocen mutantes puntuales del gen arf1*. Por
ello, se volvid a realizar el experimento utilizando Brefeldina A, pero tratando las

células durante 10 minutos a 30°C.
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Se utilizé como control del experimento una cepa con la proteina Anpl fusionada a
la proteina RFP (Anpl-mCherry) como marcador del aparato de Golgi. Se observd que
tras un tratamiento de 10 minutos con Brefeldina A esta proteina pasaba a localizarse
en el RE, lo que demostraba que ese tratamiento era suficiente para inhibir a la GTPasa
Arfl. A continuacién se observé que las proteinas Cfrl-GFP y GFP-Bchl también

perdian su localizacidn tras el mismo tratamiento con este compuesto (Figura 16).

Anpl-mCherry Cfr1-GFP GFP-Bchl

Etanol

Brefeldina A

Figura 16. Las proteinas Cfrl y Bch1 forman un complejo que necesita la actividad de la GTPasa Arfl.
Fotografias de fluorescencia de células tratadas con etanol (paneles superiores) o con Brefeldina A (paneles
inferiores) durante 10 minutos a 30°C. En los paneles de la izquierda aparece la proteina Anpl-mCherry (marcador
del aparato de Golgi) como control del experimento.

Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

Estos resultados nos llevan a concluir que la GTPasa Arfl es necesaria para la
correcta localizacion del complejo Cfrl/Bchl en S. pombe, siendo ésta una

caracteristica comun con el exdmero de S. cerevisiae.

En resumen, las proteinas Cfrl y Bchl de S. pombe tienen caracteristicas de
secuencias similares a los componentes del exdmero. Ademas ambas proteinas forman
un complejo que se localiza en el aparato de Golgi dependiendo de la GTPasa Arfl, y el
modulo FBE es suficiente para promover la localizacion de Cfrl en el Golgi y para la
funcion del complejo. Por lo tanto podemos concluir que el complejo Cfr1/Bchl de S.

pombe representa la forma mas sencilla de un exdmero funcional.

64



Resultados

3. Localizacion del exdmero de S. pombe

Teniendo en cuenta que el complejo formado por las proteinas Cfr1/Bchl en S.
pombe presenta un patrén de distribucidn correspondiente al aparato de Golgi y que la
proteina Chs5, componente estructural del exdmero de S. cerevisiae, co-localiza con la
proteina Kex2 marcador del trans-Golgi network (TGN) y de los endosomas tempranos
(EEs) pero no con marcadores de cis Golgi (Santos & Snyder, 1997), quisimos analizar

con mas detalle cual era la localizacién exacta del complejo de la levadura de fision.

3.1 El exdmero de S. pombe co-localiza con marcadores del TGN/EEs

Para dar respuesta a esta cuestion, lo primero que hicimos fue analizar la posible
co-localizacién de Cfrl con un marcador de Golgi temprano (cis Golgi) y un marcador
del Golgi tardio (TGN). La proteina elegida como marcador del cis Golgi fue Anpl
(Jungmann & Munro, 1998), una proteina que forma parte del complejo a(1,6)-

manosiltransferasa.

Superposicion

Cfr1-RFP

Cfr1-RFP Sec72-GFP

Figura 17. El exdmero co-localiza con marcadores del TGN/EEs.

Los paneles superiores muestran fotografias de fluorescencia de la localizacion de la proteina Cfr1-RFP o
Anp1-GFP (marcador del cis Golgi) en las mismas células.

Los paneles inferiores muestran fotografias de fluorescencia de la localizacién de la proteina Cfr1-RFP o
Sec72-GFP (marcador del TGN/EEs) en las mismas células.

Los paneles de la derecha muestran una superposicion de ambas imagenes. El color amarillo indica co-
localizacién. Los paneles de la izquierda fotografias de contraste interdiferencial (DIC) de las células.

Las imdagenes son un plano medio de las células adquiridas con un sistema de microscopia DeltaVision.
Barra de escala, 5 um.
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Como se observa en la figura 17 no existia co-localizacion al superponer dos
imagenes de fluorescencia tomadas a partir de una cepa con las dos proteinas
marcadas, ya que no se observan puntos amarillos. Por el contrario se vio que Cfr1-GFP
co-localizaba parcialmente con Sec72 (ortéloga de Sec7, marcador del TGN) en una
cepa que portaba Cfr1-RFP y Sec72-GFP (Franzusoff et al., 1991). La proteina Sec72 es
un GEF de la GTPasa Arfl cuya localizacion es el TGN y los EEs (se desconoce hasta qué

punto estos dos compartimentos estdn separados).

Llegados a este punto sabemos que el complejo Cfr1/Bchl de S. pombe co-localiza
con marcadores del TGN/EEs. Con el fin de analizar con mas detalle la localizacién del

exomero de S. pombe se realizaron los experimentos que se detallan a continuacién.

3.2 El exdmero de S. pombe co-localiza con endosomas tempranos

El colorante FM4-64 es un compuesto orgdnico, lipofilico y con propiedades
fluorescentes, que permite observar el proceso endocitico in vivo desde su
incorporacion a la membrana plasmatica hasta su llegada a la membrana vacuolar,
pasando previamente por la ruta endosomal (Betz et al., 1992; Vida & Emr, 1995; Betz
et al., 1996). Por tanto, a tiempo corto de tratamiento con este colorante (5 minutos)
se podian observar los endosomas tempranos y analizar una posible co-localizacion
con la proteina Cfr1-GFP, que fue la utilizada como marcador del exdmero. Con este fin
se realizé un estudio de time-lapse que permitié el seguimiento del proceso endocitico
a lo largo del tiempo. Para poder realizarlo se empleé un microscopio confocal
Spinning-Disk Olympus IX-81. Se obtuvieron imagenes cada 0,5 segundos de un Unico
plano de 0,200 um. Como se puede observar en la figura 18A, habia co-localizacién
parcial (puntos amarillos) entre el colorante y la proteina Cfr1-GFP. Al analizar las
vesiculas se pudo ver como la proteina Cfr1-GFP y el marcaje del FM4-64 aparecian
separados (panel 0,5" de la figura 18B) y después se juntaban (paneles sucesivos de la
figura 18B), l6gicamente no se producia una co-localizacién perfecta ya que se trataba
de particulas en movimiento. Realizamos la cuantificacién con el programa JaCoP (Just
another Colocalization Plugin) del software Imagel y los resultados mostraron que un

27,5% de los puntos correspondiente al marcaje de endosomas tempranos mediante
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FM4-64 co-localizaba con los puntos correspondientes a la proteina de fusion Cfr1-GFP
y que un 31,0% de los puntos de esta proteina de fusién co-localizaba con endosomas

tempranos (Figura 18C).

—_— Tiempo
FM4-64 Cfr1-GFP 0,5" 10" 15" 2,0"

rvs-64 Pt Bk LA
SUPETPUSiCiﬁn _
Figura 18. Co-localizacién de la proteina de fusion

Cfr1-GFP con el colorante lipofilico FM4-64. C
A. Fotografias de DIC (panel de la izquierda) o de 20
fluorescencia (panel de la derecha) de algunas de las
células de las que se realizd el analisis de las vesiculas a

lo largo del tiempo. 30
B. El colorante lipofifico FM4-64 a tiempo corto (5 *WI* 777777777 i

35

25

. . .z . @ £2 T
minutos) de incubacidon se considera marcador de los ® % de Cfr1-GFP
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fusién Cfr1-GFP como marcador del complejo Cfr1/Bchl © 15 |/ o, -
(panel medio) y una superposicion de ambos (panel | . % de FM4-64
inferior). El tiempo se indica en la parte superior en 10 15 que co-localiza
’ P P P con Cfr1-GFP
segundos. 5 e
Las imagenes son un plano medio de las células 0

adquiridas con un microscopio confocal Spinning-Disk.
Barra de escala, 5 um.

C. Cuantificacion del % de puntos de la proteina de
fusion Cfr1-GFP que co-localizan con el marcaje del FM4-
64 (endosomas tempranos) v viceversa.

3.3 Localizacion del exdmero de S. pombe en endosomas/PVC/vacuolas

Una de las formas de poder conocer en mas detalle los compartimentos
subcelulares en los que el complejo podria localizarse, para asi intentar delimitar su
funcién en la célula, es la realizacion de fraccionamientos subcelulares utilizando
gradientes de sacarosa. Para la realizaciéon de este tipo de ensayos se necesitan
marcadores de los distintos compartimentos celulares que se quieren estudiar.
Después de tratar de recabar toda la informacién posible en la bibliografia, vy
conociendo las limitaciones que existen en la levadura de fisién, los marcadores

elegidos fueron los siguientes (Sanchez-Mir et al., 2012):

- Sec72-GFP (GEF de la GTPasa Arfl), se utilizd como marcador del TGN/EEs.
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- Pep12 (t-SNARE necesaria para el transporte de proteinas vacuolares), se utilizé como

marcador del compartimento pre-vacuolar (PVC).
- Vma2 (subunidad de la ATPasa vacuolar), se utiliz6 como marcador de las vacuolas.
- Pma1l (subunidad de la ATPasa H* de la MP), se utilizd como marcador de la MP.

La cepa utilizada portaba tanto Sec72-GFP como Cfrl-RFP, siendo esta ultima la
proteina de estudio. En la figura 19 se puede observar uno de los resultados
obtenidos. Se obtuvieron datos practicamente iguales en seis experimentos diferentes.
Por un lado, los marcadores aparecian bien definidos; en la zona izquierda del gel
(fracciones mas ligeras del gradiente, extraidas de la parte superior del tubo) aparecian
el PVC y las vacuolas (Pepl12 y Vma2, respectivamente), que como era de esperar
compartian algunas fracciones. Hacia el otro extremo del gel (fracciones pesadas del
gradiente) aparecia el TGN/EEs (Sec72-GFP). El marcador de la MP (Pma1l) se distribuyd
por todas las fracciones, incrementandose en la zona del TGN/EEs. La proteina Cfrl se
detectaba a lo largo de todas las fracciones y, aunque su presencia era mayoritaria en
la zona del TGN/EEs, también se detectaba en las fracciones correspondientes al PVCy
a las vacuolas. Tratamos de dar un valor numérico a esta distribucion de modo que
llevando a cabo las normalizaciones adecuadas, si se sumaba el valor de todas las
cuantificaciones de la zona correspondiente TGN/EEs o PVC/vacuolas y se calculaba el
porcentaje respecto a la cantidad total, podiamos decir que un 70% de la proteina
aparecia localizada en la zona del TGN/EEs, mientras que el 30% restante aparecia
localizada en la zona del PVC/vacuolas. Por tanto, con estos datos podemos decir qu el
exomero de S. pombe presenta una localizacion mayoritaria, pero no exclusiva, en la

zona del TGN/EEs, estando también presente en la zona del PVC/vacuolas.

Dado que en el analisis del gradiente subcelular habiamos detectado la presencia
de Cfr1-RFP en PVC/vacuolas quisimos averiguar si el exdmero jugaba algin papel en el
trafico a través de estos compartimentos. Un ensayo sencillo para analizar si el trafico
a nivel del PVC/vacuolas esta alterado es detectar el desvio de Cpy1 hacia la superficie
celular. Esta enzima vacuolar es inicialmente sintetizada como un pro-precusor en el
RE y transportada a través de los endosomas a la vacuola donde es finalmente

procesada y transformada en su forma madura (Tabuchi et al., 1997; Mukaiyama et al.,
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2011). Cualquier defecto en el transporte, via endosomal, desde la region TGN hasta
las vacuolas o bien problemas en la formacion de estos organulos, impiden la
localizacion de Cpyl en la vacuola y se produce la secrecidn de la misma al exterior

celular (Iwaki et al., 2006; Miyatake et al., 2007).
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Figura 19. Localizacién del exdmero en distintos compartimentos subcelulares.

Fraccionamientos subcelulares utilizando gradientes de sacarosa. Los extractos celulares preparados a partir de una
cepa que portaba tanto Cfr1-RFP como Sec72-GFP se cargaron en gradientes 30-55% de sacarosa y se centrifugaron
durante 20 horas. Las fracciones son recogidas desde la parte superior del gradiente y analizadas por ensayos de
Western blot revelados con anti-GFP, anti-Pep12, anti-Vma2, anti-RFP y anti-Pmal. El panel superior muestra los
ensayos de Western blot revelados con los anticuerpos indicados donde se observan las distintas fracciones y el
panel inferior muestra una representacién grafica de las distintas fracciones de los compartimentos subcelulares.

Para comprobar si en el mutante cfr1A la proteina Cpy1l se transporta a la vacuola
de manera eficiente se realizé un ensayo denominado dot blot (ver apartado 6.5 de
Materiales y Métodos). En la figura 20 se puede observar que tanto en los mutantes
simples cfr1A y bch1A como en el mutante doble cfr1A bchlA esta proteina presentaba
defecto en su transporte hacia la vacuola, ya que se secretaba a la superficie celular,
como ocurria en el caso del mutante cdc42-1L160S (Estravis et al., 2011) utilizado como

control positivo del experimento.
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Cpyl Figura 20. El transporte de la carboxipeptidasa Y
(Cpyl) esta alterado en las cepas carentes del

WT bch1a cdcd2-11608 exémero.

.". D q Andlisis de la presencia de la proteina Cpyl en el exterior

celular mediante ensayo dot blot de colonias de células de

la cepa silvestre (WT) y de los mutantes cfr14, bch1A, cfriA
cfr1a cfr1a
bch1A

bchlA y cdc42-L160S (control positivo), incubadas en
medio minimo a 28°C durante 5 dias.

Todos los resultados de este apartado parecen indicar que la funcién del exdmero
en S. pombe podria ejercerse en el trafico vesicular a nivel del
TGN/endosomas/PVC/vacuolas. Este hecho nos hizo plantearnos que la funcidon de
este complejo en el trafico vesicular en la levadura de fisidn es diferente o al menos no
tan especifica como el papel que se ha descrito para el exdmero de S. cerevisiae. Para
saber si la presencia de Cfrl en los distintos compartimentos subcelulares tenia un
significado bioldgico analizamos la existencia de alguna relacion funcional entre los
componentes del complejo Cfr1/Bchl y los de otros adaptadores que ejercen su

funcidén en cada uno de estos compartimentos.

4. Relacion entre el exdmero de S. pombe y otros complejos de
proteinas que participan en el transporte entre el aparato de Golgi y los

endosomas

El transporte bidireccional entre el aparato de Golgi y los endosomas depende en
gran medida de la clatrina. La clatrina carece de dominios de unién a la membrana por
lo que su reclutamiento desde el citoplasma a la vesicula depende de adaptadores,
gue ademas median la interaccion con las proteinas cargo. Teniendo en cuenta que la
zona de actuacién de estos adaptadores es también la zona de localizacién del
complejo Cfr1/Bchl, quisimos saber si existia algun tipo de interaccidn entre estos
componentes del trafico vesicular. A continuacidn se describen las interacciones
encontradas con algunos de los complejos adaptadores de clatrina, asi como con la

propia cubierta vesicular.
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4.1 Relacion entre el exdmero de S. pombe y el adaptador AP-1

Se ha demostrado que el complejo AP-1 es capaz de unirse a la clatrina (Boehm &
Bonifacino, 2001; Hirst et al., 2011). Este adaptador media el trafico bidireccional entre
el TGN y los endosomas tempranos (Touz et al., 2004; Wang et al., 2003). Teniendo en
cuenta esta informacion, quisimos saber si existia algun tipo de interaccién entre el

complejo AP-1y el exémero de S. pombe.

4.1.1 Andlisis del fenotipo de los mutantes dobles cfr14 apmi1A

Lo primero que quisimos averiguar fue si existia interaccién génica entre apm1*
(gen que codifica para la adaptina mediana del adaptador AP-1) y el gen c¢fr1*. Para
poder comprobarlo se construyd el mutante doble cfr1A apm1A y se realizé un ensayo
de crecimiento en gota en medio rico (YES) a distintas temperaturas. Como se puede
observar en la figura 21A el mutante doble c¢fr1A apm1A crecia peor que el mutante
simple apm1A a algunas de las temperaturas ensayadas 25°C, 28°C y 32°C; a partir de
34°C ya no se observd crecimiento ni del mutante sencillo apm1A ni del mutante
doble. Estos resultados pueden indicar que ambas proteinas actian en rutas paralelas

de un mismo proceso.

Cuando estas cepas se cultivaron en medio liquido y se tifleron con el colorante
especifico de la pared celular calcofltor, se observd que tanto en el mutante sencillo
apmlA como en el mutante doble cfr1A apm1A habia cierto numero de células tenidas
por completo. Este resultado indica que esas células estan lisadas, lo que permite que
el colorante entre en las células y tifia todo el interior celular. Ademas también habia
células con varios septos, mayoritariamente en el mutante doble. Con el fin de
cuantificar mejor estos resultados se realizé el siguiente experimento. Las células de
las cepas de interés se cultivaron en medio liquido YES a la temperatura permisiva de
25°C o a la semi-restrictiva de 32°C durante 5 horas. Las células se tifieron con
calcoflior y se cuantificod tanto el fenotipo de lisis como de multiseptacion. Los datos
mostraron que en la cepa control (WT) y en el mutante cfr1A no habia células lisadas ni
multiseptadas a ninguna de las dos temperaturas probadas; en el mutante apmiA

aparecia un 3% de lisis que se incrementaba con la temperatura hasta un 12%; sin
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embargo apenas se encontraron células multiseptadas a ninguna de las temperaturas.
Por ultimo, en el mutante doble cfr1A apm1A se observd un porcentaje de lisis de un
50% y un porcentaje de multiseptacién de un 10% a las dos temperaturas ensayadas

(Figura 21B).

Estos resultados confirmaron que efectivamente entre los genes apml1* vy cfri*

existe interaccidn génica.
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Figura 21. Analisis del fenotipo de los mutantes dobles cfr14 apm1A.

A. Ensayo de crecimiento en gota en medio rico (YES) de las cepas indicadas. A partir de una suspension de células
gue contenia 3x10* células se hicieron diluciones seriadas %. Las placas se incubaron a las temperaturas indicadas
durante 2-5 dias dependiendo de la temperatura.

B. Las células de las cepas indicadas se cultivaron en medio liquido YES a la temperatura permisiva de 25°C o a la
semi-restrictiva de 32°C durante 5 horas. Las células se tifieron con calcoflior y se cuantificd tanto el fenotipo de
lisis como de multiseptacion.

4.1.2 Las proteinas Cfrl y Apm1 interaccionan fisicamente

El siguiente paso en nuestra investigacion fue analizar si entre las proteinas Cfrly
Apm1 existia algun tipo de interaccion fisica. Para analizar esta posibilidad se realizd un
ensayo de co-inmunoprecipitacidn. Los extractos celulares procedentes de cepas que
portaban las proteinas de fusion Cfr1-HA y Apm1-GFP, o de la cepa que portaba ambas
proteinas marcadas, se incubaron en presencia del anticuerpo policlonal anti-GFP. Tras

la realizacion de la inmunoprecipitacidn y el correspondiente ensayo de Western blot
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pudo observarse que, como se muestra en la figura 22A, la proteina Cfr1-HA aparecia
en los inmunoprecipitados (IP) de la cepa que portaba las dos proteinas marcadas pero

no en los de las cepas que solo tenian una de las dos proteinas marcadas.

Este resultado indica que los componentes del exdmero y AP-1 interaccionan en S.
pombe (aunque esta técnica no nos permite asegurar si de forma directa) y que por lo
tanto pueden colaborar en las algunas de las funciones que llevan a cabo dentro del

trafico vesicular entre el aparato de Golgi y los endosomas tempranos.

4.1.3 Localizacion de la proteina Apm1 en el mutante cfr14 y viceversa

A continuacidn nos planteamos si cada uno de estos dos adaptadores seria
necesario para la localizacién del otro en el TGN/EEs. Para poder abordar esta cuestion
se construyd una cepa que portaba la proteina Apm1-GFP y tenia el gen cfr1*
delecionado (cfr1A Apm1-GFP). La localizacion de la proteina de fusion Apm1-GFP en el
mutante cfr1A se compard con la que presentaba esta proteina en una cepa WT. Al
analizar fotografias de fluorescencia de ambas cepas se pudo observar que la proteina
Apm1-GFP presentaba el mismo patrdn de localizacion, en el citoplasma y en el nucleo,
en el mutante cfr1A y en la cepa WT. Por otro lado se construyé la cepa contraria, es
decir, una cepa que tuviera la proteina Cfr1-GFP pero con el gen apm1* delecionado
(apm1A Cfr1-GFP) y se comparé la localizacién de Cfr1-GFP en esta cepa y en una cepa
WT. En el mutante apmlA la proteina Cfr1-GFP presentaba una localizacion
ligeramente alterada con respecto al control (WT), presentando mas puntos en el
interior celular que en ocasiones tenian una morfologia mas irregular (Figura 22B). Sin
embargo, dado que se sabe que el mutante apm1A presenta defectos morfoldgicos en
el aparato de Golgi (Kita et al., 2004), es posible que el defecto en la apariencia de la
sefial fluorescente de Cfr1-GFP fuera una consecuencia indirecta de que el Golgi tiene
una morfologia diferente en el mutante apm1A. En cualquier caso, Cfr1-GFP se localiza

en organulos intracelulares en ausencia de AP-1 y viceversa.

Segun estos datos ninguno de los dos adaptadores es esencial para la localizaciéon

del otro en la zona del TGN/EEs.
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Figura 22. Relaciéon entre el exdmero de S. pombe y el adaptador AP-1.

A. Apm1 y Cfrl co-inmunoprecipitan.

Extractos celulares de las cepas que expresan las proteinas de fusion Apm1-GFP y/o Cfr1-HA se analizaron mediante
Western blot empleando los anticuerpos monoclonales anti-GFP (a-GFP) o anti-HA (a-HA). Alicuotas de los extractos
se inmunoprecipitaron con el anticuerpo policlonal anti-GFP (IP) y se analizaron por Western blot con anticuerpos
anti-GFP y anti-HA.

B. El complejo Cfr1/Bch1 no es necesario para la correcta localizacion de adaptador AP-1.

Fotografias de fluorescencia de la localizacion de la proteina Apm1-GFP en una cepa silvestre (WT) y en el mutante
cfr1A (paneles superiores) y de la localizacidn de la proteina Cfr1-GFP en una cepa silvestre (WT) y en el mutante
apml1A (paneles inferiores).

Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

C. La secrecion de la fosfatasa acida no esta alterada en ausencia del complejo Cfr1/Bchl.

Se valoro la actividad de la fosfatasa acida secretada al medio de cultivo a partir de células de cultivos que estaban
creciendo logaritmicamente a una densidad de 2x107 células/ml. Se muestra el valor medio de cuatro experimentos
independientes y la desviacidn estandar.

4.1.4 El exdmero no participa en el proceso general de secrecion celular

Para analizar si el complejo Cfrl/Bch1 participa en el proceso de exocitosis general,
como lo hace el complejo AP-1, se valord la secrecion de la enzima fosfatasa acida
secretada al medio de cultivo en los mutantes cfr1A y cfr1A bch1A, en comparacion
con una cepa silvestre y utilizandose como controles del experimento los mutantes
apmlA y rho3A que se sabe que presentan un defecto en este proceso (Kita et al.,,

2011).
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En S. pombe el 40% de la fosfatasa acida producida es secretada al medio de
cultivo, por lo que esta proteina es un buen indicador de la funcion secretora (Wang et
al., 2002). Como se puede observar en la figura 22C la actividad fosfatasa detectada en
los sobrenadantes de los cultivos de los mutantes del exdmero fue similar a la cantidad
detectada en el cultivo de la cepa silvestre, y superior a la detectada en el caso de
apmlA y rho3A indicando que apenas existia defecto en este proceso en ausencia del
complejo Cfr1/Bchl. Los datos representados en la grafica son una media de cuatro

experimentos independientes.

Este resultado permitié descartar que el exdmero de S. pombe participe en el

proceso general de secrecion.

4.2 Relacidn entre el exomero de S. pombe y el adaptador AP-2

El complejo AP-2 es el mejor caracterizado dentro de la familia de los adaptadores
AP (Boehm & Bonifacino, 2001; Reider & Wendland, 2011). Este adaptador se localiza
en la membrana plasmatica y participa en la endocitosis mediada por clatrina (Boehm
& Bonifacino, 2001), un proceso que genera vesiculas que parecen ser el origen de los
endosomas tempranos. Ademas, como se ha mencionado antes, Cfr1-GFP co-localiza
en los endosomas con el colorante FM4-64, que entra en las células por endocitosis.
Teniendo en cuenta estos datos quisimos saber si existia algun tipo de interaccion

entre el adaptador AP-2 y el complejo Cfr1/Bchl en S. pombe.

4.2.1 Andlisis del fenotipo de los mutantes dobles cfr14 ap/3A

Como en el caso anterior, lo primero que nos planteamos fue analizar si existia
interaccion génica entre genes que codifican proteinas de estos dos complejos. Para
poder estudiarlo se utilizé el mutante ap/3A (carente de una de las subunidades
mayores del complejo AP-2), el mutante cfr1A y el mutante doble cfr1A apl3A. Se
realizd un ensayo de crecimiento en gota en medio rico a distintas temperaturas: 28°C,
32°C, 36°C y 37°C. Como podemos observar en la figura 23A, el mutante doble no
presentaba crecimiento distinto al de los mutantes simples a ninguna de las

temperaturas ensayadas.
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Por tanto, este resultado nos indica que entre los genes ap/3* y cfr1* no existe

interaccion génica para el crecimiento a temperatura alta.

A YES 28°C YES 37°C
Apm4-GFP: - + +
wil X X3 CfriHA: _+ -  +
. = @l =*| o GFP
cfrl.ﬂ . g '{‘:}; Extractos :—HA §
NS @ & & e Y
IP o-GFP =
cfr1d apl3a & T =] eHA ) =
Apl3-GFP Apl3-GFP
C D FMA4-64 FM4-64

Apl3-GFP
cfrid

Figura 23. Relacion entre el exdmero de S. pombe y el adaptador AP-2.

A. El complejo Cfr1/Bchly el adaptador AP-2 no presentan interaccion génica.

Ensayo de crecimiento en gota a partir de una suspensidn que contenia 3x10* células y diluciones seriadas ¥, de las
cepas indicadas en placas de medio rico (YES). Las placas se incubaron a las temperaturas indicadas durante 2 (37°C)
6 3 (28°C) dias.

B. Apm4 y Cfrl co-inmunoprecipitan.

Los dos paneles superiores muestran ensayos de Western blot de extractos totales de las cepas que portan las
proteinas marcadas que se indican, revelados con anticuerpos anti-GFP o anti-HA. Los dos paneles inferiores
muestran ensayos de Western blot de las proteinas inmunoprecipitadas (IP) con un anticuerpo policlonal anti-GFP y
revelados con los anticuerpos monoclonales indicados.

C. La proteina Apl3-GFP del complejo AP-2 se deslocaliza en el mutante cfriA.

Las fotografias de fluorescencia muestran la localizacion de la proteina Apl3-GFP en una cepa silvestre (WT) y en el
mutante cfr1A. Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

D. Los puntos citoplasmaticos de Apl3-GFP en el mutante cfr14 no co-localizan con los endosomas tempranos.
Fotografias de fluorescencia donde aparecen marcados en las mismas células la proteina de fusion Apl3-GFP y los
endosomas tempranos mediante el colorante FM4-64 (5 minutos). Las imagenes son un plano medio de las células
adquiridas con un sistema de microscopia DeltaVision. Barra de escala, 5 um.

4.2.2 Las proteinas Cfrl y Apm4 interaccionan fisicamente

Al igual que se hizo en el caso del complejo AP-1, quisimos comprobar si entre el
complejo Cfr1/Bchl y el adaptador AP-2 existia algun tipo de interaccion fisica y para
ello realizamos un ensayo de co-inmunoprecipitacién entre las proteinas Cfrl y Apm4
(subunidad mediana del adaptador AP-2). Las cepas utilizadas portaban cada una de
las proteinas marcada con un epitopo diferente, (Cfr1-HA o Apm4-GFP) o las dos
proteinas marcadas con dichos epitopos en la misma cepa. Después de la realizacién

del ensayo pudimos comprobar que la proteina Cfrl-HA aparecia en los
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inmunoprecipitados (IP) de una cepa que poseia marcadas las dos proteina con mayor
intensidad que en la cepa donde solo Cfrl-HA estaba marcada, en este caso
seguramente se tratase de una banda inespecifica (Figura 23B). La interaccién entre

Cfrl y Apm4 parece ser mas débil que la interaccion entre Cfrl y Apmi1.

Con este resultado podiamos confirmar que, ademas de estar presente en los
mismos organulos, entre el exdmero y AP-2 de S. pombe existe interaccion fisica de

algun tipo.

4.2.3 Localizacion de la proteina Apl3 en el mutante cfr1A

Nos planteamos a continuacion analizar si la localizacidn del complejo AP-2 seria la
misma en una cepa silvestre y en una cepa mutante cfr1A. Para poder comprobar si
esto era asi se construyd una cepa con la proteina Apl3 fusionada a la GFP y el gen
cfr1* delecionado (cfr1A Apl3-GFP). Se utilizé una subunidad de AP-2 diferente que en
el ensayo de inmunoprecipitacién porque habiamos observado que Apl3 daba una
sefal mas fuerte que Apm4 por microscopia, mientras que Apm4-GFP se detectaba
mejor que Apl3-GFP por Western blot. Después de la realizacion de fotografias de
fluorescencia pudimos comprobar que Apl3-GFP presentaba distinto patron de
localizacion en las dos cepas estudiadas. Como se ha descrito (de Ledn et al., 2013) en
una cepa silvestre la proteina Apl3 aparecia localizada mayoritariamente como puntos
alineados en la membrana de la zona media y de los polos de la célula; sin embargo en
el mutante cfr1A una parte de la proteina presentaba una localizacion andmala
apareciendo como puntos brillantes en el citoplasma (Figura 23C). Por ello, este
resultado nos permitié concluir que el adaptador AP-2 necesita la presencia del
exomero para su correcta localizacion en S. pombe. Quisimos saber si estos puntos que
aparecian en el citoplasma del mutante podian ser endosomas tempranos. Para poder
comprobarlo, se realizd tincidon con el colorante lipofilico FM4-64 que como ya se ha
mencionado a tiempo corto (5 minutos) marca estas estructuras. Al analizar las
imagenes de fluorescencia comprobamos que Apl3-GFP y el marcaje de los endosomas
tempranos, aunque a veces se encontraban adyacentes, no llegaban a co-localizar
(Figura 23D). Por lo tanto, el adaptador AP-2 no se acumulaba en endosomas

tempranos en ausencia de cfr1’. En cualquier caso, aunque desconocemos la
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naturaleza de esta acumulacién de Apl3 en el citoplasma, podemos concluir que el
complejo AP-2 tiene un comportamiento aberrante en ausencia del exémero de S.

pombe.

4.3 Relacidn entre el exomero de S. pombe y los adaptadores GGA

Los GGAs son adaptadores de las vesiculas de clatrina que regulan el trafico
intracelular desde el TGN hacia el PVC. En S. pombe se han identificado dos de estos

adaptadores denominados Gga21 y Gga22 (Boehm & Bonifacino, 2001).

4.3.1 Analisis del fenotipo de los mutantes dobles cfr1A gga21A y cfriA
gga22A y del mutante triple cfr14 gga21A gga22A

Para poder comprobar si existia o no interaccidn génica entre los genes cfr1* vy
gga21* y/o gga22* se realizé un ensayo de crecimiento en gota. En este ensayo se
analizd el crecimiento de los mutantes dobles cfriA gga21A y cfriA gga22A y del
mutante triple cfr1A gga21A gga22A en medio rico (YES) a distintas temperaturas:
22°C, 28°C y 36°C. Como se puede observar en la figura 24A el mutante cfr1A gga22A
crece peor a 22°C que el mutante simple gga22A. También se observd que el mutante
doble gga21A gga22A es criosensible, presentando un crecimiento muy reducido a
22°C. El mutante triple es aln mas sensible al frio ya que no fue capaz de crecer nada a
22°C. Por otro lado, si observamos lo que ocurre en placas a 36°C vemos que el
mutante doble cfr1A gga22A crece menos que el mutante simple gga22A y ademas
gue el mutante triple crece también peor que el mutante doble gga21A gga22A

(Figura 24A).

Estos resultados demostraron que entre el gen cfr1* y el gen gga22* existe

interaccion génica y que los genes gga21*y gga22* no tienen la misma funcién.

4.3.2 Las proteinas Cfrl y Gga22 interaccionan fisicamente

La interaccidn entre el complejo Cfrl/Bchl y el adaptador Gga22 se analizé con un

ensayo de co-inmunoprecipitacion entre las proteinas Cfr1-HA y Gga22-GFP. De tal
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forma que los extractos celulares procedentes de las cepas que portaban una de las
proteinas de fusion (Cfr1-HA y Gga22-GFP) o la cepa que portaba las dos proteinas de
fusion se incubaron en presencia del anticuerpo policlonal anti-GFP. Se realizd un
ensayo tipo Western blot utilizando anticuerpos anti-HA o anti-GFP para la deteccién
de las proteinas marcadas en los inmunoprecipitados (IP) y en los extractos celulares

(Figura 24B).

Con este resultado podiamos confirmar que entre, Cfrl y Gga22, existe interaccién
fisica. La interaccion entre estos dos complejos parecia ser mds débil que la interaccién

entre el exdmero y AP-1.

A _YES 22°C YES 28°

gga2lA gga22A
cfr1A gga2lA gga22A

~

Figura 24. Relacion entre el exémero de S.

pombe y los adaptadores GGA.

A. El complejo Cfr1/Bchl presenta interaccion génica
B con los adaptadores GGAs.

Ensayo de crecimiento en gota en medio rico (YES) en

Gga22-GFP: - + + las que se habian inoculado diluciones seriadas de
Cfr1-HA: + - + suspensiones de células de las cepas indicadas. A
partir de una suspensién que contenia 3x10* células se
Extractos - . e a-GFP § hicieron diluciones seriadas %. Las placas se incubaron
a-HA 'ﬁ a las temperaturas indicadas durante 2-5 dias
3 dependiendo de la temperatura.

IP a-GFP _ﬂ a-GFP 6! B. Gga22 y Cfrl co-inmunoprecipitan

I a-HA - Extractos celulares de las cepas que expresan las

proteinas de fusién Gga22-GFP vy/o Cfrl1-HA se
analizaron mediante Western blot empleando los
anticuerpos monoclonales anti-GFP (a-GFP) o anti-HA
(a-HA). Alicuotas de los extractos se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo policlonal anti-
GFP (IP) y se analizaron por Western blot con
anticuerpos anti-GFP y anti-HA.
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4.4 Relacidn entre el exdmero de S. pombe y el adaptador AP-3

El adaptador AP-3 estd relacionado con el transporte de proteinas desde el TGN a
las vacuolas y, a pesar de pertenecer a la familia de los complejos AP, su funcién
parece ser independiente de clatrina en levaduras (Boehm & Bonifacino, 2001;

Dell’Angelica, 2009).

4.4.1 Analisis del fenotipo de los mutantes dobles cfr1A apm3A

En este caso también se realizd el ensayo de crecimiento en medio rico a distintas
temperaturas de incubaciéon para comprobar la existencia de posible interaccién
génica entre los genes apm3* (subunidad mediana del complejo AP-3) y el gen cfr1*.
Los resultados obtenidos mostraron que no existe interaccion génica entre ellos

(Figura 25A).

A B
Apm3-GFP: - + +
Cfrl-HA: + - +
YES 28°C YES 37°C
mEN 7 = : ' | -GFP
a Extractos §
S a-HA | 2
=
3
- | .GFP g:
IP c-GFP =
o-HA

Figura 25. Relacion entre el exdmero de S. pombe y el adaptador AP-3.

A. Ensayo de crecimiento en gota en medio rico YES, en los que se habian inoculado diluciones seriadas de
suspensiones de células de las estirpes indicadas. El primer indculo contenia 3x10* células y los sucesivos indculos
contenian diluciones seriadas ¥, del mismo. Las placas se incubaron durante 2 (37°C) 6 3 (28°C) dias.

B. Ensayo de co-inmunoprecipitacién entre las proteinas Cfr1-HA y Apm3-GFP. Los dos paneles superiores muestran
ensayos de Western blot de extractos totales de las cepas que portan las proteinas marcadas que se indican,
revelados con anticuerpos anti-GFP o anti-HA. Los dos paneles inferiores muestran ensayos de Western blot de las
proteinas inmunoprecipitadas (IP) con un anticuerpo policlonal anti-GFP y revelados con los anticuerpos
monoclonales indicados.

4.4.2 Las proteinas Cfrl y Apm3 no interaccionan fisicamente

A pesar de que no habiamos visto ningln tipo de interacciéon génica entre los
complejos Cfr1/Bchl1 y AP-3, decidimos analizar si ambos interaccionaban fisicamente.
Para ello utilizamos como componente de complejo AP-3 la proteina Apm3-GFP vy

como en anteriores ocasiones la proteina Cfr1-HA como componente del exémero.
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Una vez que realizamos el ensayo, llevado a cabo como en los casos anteriores,
observamos que en este caso no existia interaccién fisica entre ambas proteinas
(Figura 25B). Esto resultados indican que no existe interaccidn alguna entre estos dos

complejos en S. pombe.

4.5 Relacidn entre el exomero de S. pombe y la clatrina

Todos estos resultados descritos hasta aqui demuestran que hay algun tipo de
interaccion entre el complejo Cfr1/Bch1y los diferentes complejos adaptadores que se
unen a clatrina (AP-1, AP-2 y GGAs), mientras que no la hay con AP-3 que en levaduras
no se une a clatrina (Hirst & Robinson, 1998; Nakayama & Wakatsuki, 2003). Estos
resultados nos llevaron a plantearnos si existiria algun tipo de relacién entre el

exomero de S. pombe y la clatrina.

4.5.1 Analisis del fenotipo de los mutantes dobles cfr1A clc1-232

Lo primero que teniamos que hacer para analizar cualquier tipo de interaccion era
la construccion de un mutante doble cfr1A clc1A. En el caso de S. pombe esta
construccion no era sencilla debido a que el gen que codifica para la cadena ligera de la
clatrina (c/c1*) es esencial en ausencia de sorbitol, y estd muy enfermo en presencia
del estabilizador osmético (de Ledn, et al., 2013). Por ello recurrimos a utilizar una
cepa que porta una mutacion puntual denominada clc1-232. Una vez obtenida la cepa
con la doble mutacién pasamos a realizar un ensayo de crecimiento en gota en medio
rico (YES) para analizar el crecimiento del mutante doble ¢friA clc1-232 en relacion al
de una cepa control (WT) y al de los mutantes simples cfr1A y clc1-232 a distintas
temperaturas. Como se puede observar en la figura 26A, el mutante doble no crecia
peor que el mutante simple c/lc1-232 a ninguna de las temperaturas ensayadas: 25°C,

28°C, 32°Cy 34°C.

Estos datos permitieron concluir que no existe interaccién génica entre los genes
cfr1*vy clc1*y sugieren que el exdmero actia en los mismos procesos en los que actua
la clatrina, colaborando con cada uno de sus adaptadores en aquellas rutas de

transporte vesicular en las que participan.
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4.5.2 Las proteinas Cfrl y Clcl no interaccionan fisicamente

Como vya se ha descrito en el caso de AP-2, el hecho de que no existiera interaccién
génica para el crecimiento a alta temperatura entre genes que codifican componentes
del adaptador de clatrina y del exdmero no significaba que no pudiera existir una
interaccion de tipo fisico entre sus componentes. Cuando se realizd la co-
inmunoprecipitacion entre las proteinas Cfrl-HA y Clc1-GFP se observd que no co-
inmunoprecipitaban, es decir, que entre ambas proteinas no existia interaccién fisica
(Figura 26B). Como control del experimento se incluyd la cepa que portaba Cfr1-HA y
Apm1-GFP. El hecho de no detectar interaccion fisica entre Cfrl y Clcl no nos
sorprendié demasiado debido a que en S. cerevisiae también se ha descrito que no hay
interaccion fisica entre el exdmero y la clatrina (Sanchatjate & Scheckman, 2006;

Trautwein et al., 2006).

A YES 25°C YES 28°C YES 32°C YES 34°C

'YX LK

Figura 26. Relacion entre el exémero de S.
pombe y la clatrina.
A. El complejo Cfr1/Bchl y la clatrina no

B Apml-GFP: - - - + presentan interaccién génetica.
Clcl-GFP: - + + - Ensayo de crecimiento en gota a partir de una
Cfri-HA: + - + + suspensién que contenia 3x10* células vy
Extractos | a-GFP diluciones seriadas % de las cepas indicadas en

placas de medio rico (YES). Las placas se
incubaron a las temperaturas indicadas durante
2-5 dias dependiendo de la temperatura.

B. Clc1-GFP y Cfr1-HA no co-inmunoprecipitan.
Los dos paneles superiores muestran ensayos de
a-HA Western blot de extractos totales de las cepas
que portan las proteinas marcadas que se
indican, revelados con anticuerpos anti-GFP o
anti-HA. Los dos paneles inferiores muestran
ensayos de Western blot de las proteinas
inmunoprecipitadas (IP) con un anticuerpo
policlonal anti-GFP y revelados con los
anticuerpos monoclonales indicados. La cepa
que porta Apm1-GFp y Cfr1-HA se utiliz6 como
control positivo del experimento.

— e |
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En resumen, en este apartado hemos visto que el exdémero de S. pombe presenta
algun tipo de interaccion con cada uno de los adaptadores de las vesiculas de clatrina.
Con el adaptador AP-1 (trafico bidireccional entre TGN y endosomas tempranos)
hemos detectado tanto interacciéon génica como interaccion fisica. En el caso del
adaptador AP-2 (endocitosis) hemos visto que éste necesita al exdmero para su
correcta localizacidon y ademas hemos detectado interaccion fisica. Por ultimo, con los
adaptadores GGA (trafico entre el TGN y el PVC) presenta tanto interaccion génica
como fisica. Dado que el exdmero no presenta interaccién fisica con la clatrina, que
forma parte de la cubierta junto con el adaptador, estos datos sugieren que la
interaccion con los adaptadores ocurre antes de que se produzca el ensamblaje de las

cubiertas de clatrina o después del desensamblaje de las mismas.

5. Relacidn entre el exdmero y la sintesis de pared celular en S. pombe

Como ya se ha mencionado la pared celular fingica es una estructura externa a la
membrana plasmatica implicada en numerosos e importantes procesos celulares. La
pared celular de esta levadura de fision estd formada por tres componentes
mayoritarios: B-glucanos (50-54% del total), a-glucanos (18-28% del total) y
galactomanano (9-14% del total) (Ishiguro, 1998). Dado que la funcion mejor
caracterizada del exdmero en S. cerevisiae esta relacionada con la sintesis de la pared
celular (en concreto con la sintesis de quitina), que en S. pombe el polimero estructural
mayoritario de esta estructura no es la quitina sino el B-glucano, y que habiamos
observado que el mutante cfr1A era ligeramente sensible a antifungicos que inhiben la
sintesis del B(1,3)glucano (Figura 12C), decidimos estudiar en mas detalle la existencia
de alguna relacion entre el complejo Cfrl/Bchl de S. pombe y la sintesis de este
polimero. La cuestion en la que queriamos profundizar era si el exémero de S. pombe
estd implicado en la sintesis de la pared celular. Los genes encargados de la sintesis del

B(1,3)-glucano se denominan B(1,3)-glucan sintasa (BGS) y son esenciales.
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5.1 Interaccion génica entre el gen cfr1* y los genes que codifican las

enzimas (1,3)-glucéan sintasa

5.1.1 Andlisis de la existencia de interaccion génica entre cfr1*y bgs1*

Debido a que el gen bgsl* es esencial hemos utilizado la mutacidon cps1-191
(Ishiguro et al., 1997; Liu et al., 1999; Cortés et al., 2007) para el analisis. Se construyd
el mutante doble cfr1A cps1-191 de tal forma que, si el gen cfr1* produjera algun
defecto en la sintesis de la pared celular, deberia agravar el fenotipo del mutante cpsi-

191 que es termosensible.

YES YES + Sorbitol 1,2 M

cps1-191 25°C
cfrlA cps1-191

cfrlA cps1-191

cps1-191 35°C
cfrlA cps1-191

cfrlA cps1-191

T

@ @ D S i
cpsl-191 Eue

cfrlA cps1-191
cfrlA cps1-191

36°C

Figura 27. Los genes cfr1* y bgs1* interaccionan, de modo que mutaciones en los mismos tienen
efectos sinérgicos.

Anadlisis del crecimiento de las cepas indicadas en placas de medio rico (YES) o YES con sorbitol 1,2 M incubadas a las
temperaturas indicadas. Los indculos iniciales corresponden a 3x10* células y los siguientes son diluciones % del
mismo. Las placas han sido incubadas durante 2-5 dias dependiendo de la temperatura.

Para la obtencion de dicha informacién se analizd el crecimiento de una cepa
silvestre, de los mutantes simples cfr1A y cps1-191 y del mutante doble cfr1A cps1-191
en medio rico (YES) a distintas temperaturas. Ademas el ensayo se realizé también
afiadiendo a las placas el estabilizador osmético sorbitol a una concentracién de 1,2 M.

Este compuesto protege a las células con una pared celular dafiada de la lisis osmatica.
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Como se puede observar en la figura 27, a 25°C las cuatro cepas tenian un crecimiento
similar tanto en YES como en YES con sorbitol. Sin embargo, a 35°C el mutante cpsi-
191 tenia un crecimiento reducido respecto a la cepa control (WT), y el mutante doble
no crecia. Estos defectos en el crecimiento se solucionaron con el sorbitol, ya que al
afadirlo al medio las cuatro cepas eran capaces de crecer. Por ultimo a 36°C ni el
mutante sencillo ¢ps1-191 ni el mutante doble cfr1A cps1-191 eran capaces de crecer
en YES, mientras que en el medio con sorbitol el mutante simple recuperaba el
crecimiento pero el mutante doble no. Esto podria indicarnos que o bien el mutante
cfr1A tiene defectos adicionales a la sintesis de pared celular o que los defectos en la

pared celular eran tan drasticos que no podian corregirse con la presencia del sorbitol.

Por ultimo, analizamos la morfologia de las células de los mutantes. Para ello estas
cepas se cultivaron en medio liquido YES a 25°C y a 37°C durante 5 horas y se tifieron
con calcoflior para poder observar los posibles defectos morfoldgicos en las células de
los distintos mutantes. A 25°C ambos mutantes simples cfr1A y cps1-191 presentaban
una morfologia similar a la de la cepa WT. El mutante doble c¢fr1A cps1-191 presentaba
algunos defectos: en algunos casos las células eran mas anchas en un extremo o en
todo el contorno, perdiendo su forma cilindrica; también se pudieron observar
engrosamientos de la pared celular lateral en algunas células. Estos defectos
morfoldgicos del mutante doble se corregian con la presencia de sorbitol 1,2 M en el
medio de cultivo. Cuando las células se incubaron a la temperatura restrictiva de 37°C
en el mutante simple cps1-191 podiamos observar células aberrantes, engrosamientos
en la pared celular lateral y ademas algunas células lisadas. Todos estos defectos se
incrementaban en el mutante doble cfr1A cpsi1-191, en el que apenas podiamos
observar células con una morfologia cilindrica tipica de una cepa control. En este caso
al afiadir el sorbitol 1,2 M al medio de cultivo veiamos que se corregian parcialmente
los defectos en el mutante simple cps1-191 pero no en el mutante doble cfr1A cpsi-
191 (Figura 28). En ambos mutantes aparecid un fenotipo diferente, que es la

presencia de células encadenadas.

Todos estos resultados nos indican que entre los genes que codifican un
componente del exdmero de S. pombe y la enzima B-glucdn sintasa Bgsl existe

interaccidon génica, ya que mutaciones en ambos presentan efectos sinérgicos. Por
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tanto, ambos podrian colaborar en la sintesis del B-glucano de la pared celular de la

levadura de fision.

cpsl-191 cfrld cpsl-191

YES
25°C

YES + Sorbitol 1,2 M
25°C

YES
37°C

YES + Sorbitol 1,2 M
37°C

Figura 28. Morfologia de los mutantes dobles cfr14 cps1-191.

Células de las cepas indicadas, procedentes de cultivos en medio liquido YES o YES con sorbitol 1,2 M incubados a
25°C o0 37°C durante 5 horas, tefiidas con calcofltor (tincién especifica de pared celular).

Imégenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

5.1.2 Andlisis de la existencia de interaccion génica entre cfr1*y bgs4*

La mutacién cwgl-1 es una mutacién puntual en el gen bgs4*, otra de las enzimas
B(1,3)-glucan sintasa de S. pombe (Ribas et al., 1991; Cortés et al., 2005). Esta
mutacion produce termosensibilidad, que va acompaiiada por la lisis de un cierto

numero de células del mutante cwgl-1 a 37°C. Para poder saber si el complejo
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Cfr1/Bchl de S. pombe estaba relacionado funcionalmente con Bgs4 se construyo el

mutante doble c¢friIA cwgl-1, y se analizé la existencia de interaccion génica

observando el crecimiento en medio rico (YES) de un WT, los mutantes simples cfr14y

cwgl-1, y el mutante doble a distintas temperaturas: 25°C, 28°C, 32°C, 34°C, 35°C y

36°C. A todas las temperaturas ensayadas tanto los mutantes simples cfr14 y cwgl-1

como el mutante doble cfr1A cwgl-1 crecian de manera similar a la cepa WT (Figura

29A). Sin embargo, cuando las células procedentes de las placas incubadas a 37°C se

tifieron con calcoflior se observd que células de los tres mutantes presentaban lisis y

multiseptacion.

Porcentaje

40
30
20
10

YES 25°C

cfrld cwgl-1

M Lisis ® Multiseptacion

WT  ¢friA cwgl-1 cfriA
cwgl-1

YES 32°C YES 36°C

YES + Sorbitol 1,2 M 37°C

cfriA cwgl-1

Figura 29. Los genes cfr1*y bgs4* interaccionan,
de modo que mutaciones en los mismos tienen
efectos sinérgicos.

A. Ensayo de crecimiento en gota en medio rico (YES)
de las cepas indicadas. A partir de una suspensién que
contenia 3x10* células se hicieron diluciones seriadas
Y. Las placas se incubaron se incubaron a las
temperaturas indicadas durante 2-3 dias en funcién de
la temperatura.

B. Células de las cepas indicadas, procedentes de
cultivos en medio liquido YES o YES con sorbitol 1,2 M
incubados a 37°C durante 16 horas, tefidas con
calcoflior (tincidn especifica de pared celular).
Imagenes adquiridas con un microscopio de
fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

La grafica de la derecha muestra la cuantificacion del
numero de células lisadas y multiseptadas.
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Con el fin de poder cuantificar mejor estos resultados se realizd el siguiente
experimento: células de las cuatro cepas de interés (WT, cfriA, cwgl-1vy cfr1A cwgl-1)
se cultivaron en medio liquido YES a 37°C durante 16 horas. Las células se tifieron con
calcoflior y se cuantificaron por un lado las células lisadas y por el otro las células
multiseptadas. Como era de esperar en la cepa silvestre el fenotipo de lisis y
multiseptacion era practicamente nulo (Figura 29B). A continuacion, nos fijamos en el
mutante cfr1A donde un 10% de las células estaban lisadas y no encontramos ninguna
célula multiseptada. El mutante simple cwgl1-1 presentaba un 4% de lisis y nada de
multiseptacién. Por ultimo, en el mutante doble la lisis aumentaba hasta un 40% vy el
fenotipo de multiseptacion hasta el 6%. Cuando este mismo experimento se realizd
cultivando las cuatro cepas de interés en medio liquido YES suplementado con sorbitol
a una concentracién del 1,2 M se observd que en ninguna de las cuatro cepas aparecia
fenotipo ni de lisis ni de multiseptacién, aunque las células del mutante doble eran

mas redondeadas que las de las otras tres cepas (Figura 29B).

Estos resultados demostraron que existe interaccion génica entre los genes cfr1*y
bgs4*, debido a que mutaciones en los mismos presentan efectos sinérgicos en el
crecimiento y la morfologia celular. El hecho de que el mutante doble cfr1A cps1-191
presente defectos mads drasticos en el crecimiento que el mutante doble cfr14A cwgl-1
puede deberse a una relacion funcional distinta entre el complejo Cfr1/Bchl y cada
una de las enzimas BGS, o mas probablemente a la naturaleza de cada mutante
puntual, ya que el mutante sencillo cps1-191 presenta mas defectos en el crecimiento
qgue el mutante sencillo cwg1-1. No obstante, los datos mostrados estan de acuerdo
con el hecho de que el exdmero de S. pombe pueda jugar algun papel en la sintesis de

la pared celular.

5.2 Analisis de la composicion de la pared celular en los mutantes carentes

del exdmero en S. pombe

Para confirmar que el complejo Cfr1/Bchl es necesario en la sintesis de la pared
celular de S. pombe se analizd la composicidn de la misma, es decir el porcentaje de los

distintos polisacaridos que formaban parte de la pared celular en los mutantes simples
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cfri1A y bchlA y en el mutante doble cfr1A bchlA en comparacion a una cepa WT. Los
resultados presentados en este trabajo se corresponden con los datos obtenidos en
seis experimentos independientes en los que se hicieron duplicados de cada reaccion

enzimatica.

La figura 30 muestra que la incorporacién de glucosa marcada con C en la pared
celular, con respecto al total de "C incorporado fue bastante similar en las distintas
cepas estudiadas, en torno al 42-44%. Asi mismo, en esta grafica se puede observar la
proporciéon de cada uno de los polimeros que componen la pared celular. Se encontré
una reduccién significativa en la cantidad de B(1,3)-glucano en los tres mutantes
respecto a la cepa WT que se compensa con un aumento de la cantidad de a-glucano,
como esta descrito para otros mutantes afectados en la cantidad de [(1,3)-glucano
(Ribas et al., 1991). Por ultimo, encontramos distintas variaciones respecto a la
cantidad de manano. El mutante cfr1A presenta una mayor cantidad, mientras que el
mutante bchlA y el mutante doble c¢fr1IA bchlA presentan practicamente la misma

cantidad que la cepa WT.

Este resultado esta confirmando que efectivamente el exdémero de S. pombe es

necesario para que la sintesis de la pared celular suceda de forma correcta.
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Figura 30. La sintesis de la pared celular esta alterada en ausencia del exdmero en S. pombe.

Andlisis de la pared celular de una cepa silvestre (WT) y de los mutante cfr14, bchlA y cfr1A bch1A. Las células
fueron incubadas a 28°C en medio YES. En la gréfica se representan los niveles relativos de incorporacién de *C-
glucosa en cada uno de los polimeros de la pared celular. Los valores representados son la media de seis
experimentos independientes con muestras duplicadas. Las barras de error representan la desviacion estandar de la
incorporacion de "“C-glucosa en la pared. Los nimeros en las barras indican el porcentaje de cada uno de los
polimeros que forman la pared celular de cada una de las cepas. La significacidn estadistica se obtuvo mediante test
ANOVA con comparacion multiple de Dunnett de la cantidad de B-glucano de cada una de las cepas respecto al WT
(* p<0,05; ** p<0,01).
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5.3 El exdmero de S. pombe interacciona fisicamente con las enzimas $(1,3)-

glucan sintasa

El resultado anterior demostraba que el exdmero de S. pombe es necesario para la
sintesis de la pared celular de la levadura y concretamente para la sintesis del B(1,3)-
glucano, componente mayoritario de su pared celular. Una de las cuestiones que
quisimos abordar fue si existia algun tipo de interaccidn fisica entre estas proteinas, lo
gue podia indicar que las proteinas BGS son cargos del exdmero. Para comprobar esta
posibilidad realizamos ensayos de co-inmunoprecipitacién. Para poder llevar a cabo
estos experimentos se utilizd la cepa que portaba Cfr1-HA como marcador del
exomero, la enzima B-glucan sintasa marcada con GFP (GFP-Bgs4) y una cepa con el
doble marcaje, es decir que portaba Cfr1-HA y GFP-Bgs4. Después de realizar el ensayo
de co-inmunoprecipitacion, en este caso con algunas variaciones sobre el protocolo
habitual por tratarse de proteinas transmembranales (ver subapartado 6.4.1 de
Materiales y Meétodos), observamos que la proteina Cfrl1-HA aparecia en los
inmunoprecipitados (IP) de una cepa que llevaba el marcaje de las dos proteinas.
Aunque es cierto que en la cepa donde solo Cfr1-HA estaba marcada presentaba una
banda que probablemente era inespecifica, ésta era mucho mas tenue que la banda
gue correspondia a la co-inmunoprecipitaciéon entre las proteinas de interés (Figura

31).

Este mismo experimento se realizd con Bgs3, una enzima B(1,3)-glucan sintasa
necesaria para el mantenimiento de la viabilidad celular y la polaridad durante el
crecimiento vegetativo (Martin et al., 2003). Como podemos observar en la figura 31,
el resultado obtenido también mostraba que las proteinas Cfrl y Bgs3 co-

inmunoprecipitan.

Este experimento no se realizd con la enzima Bgsl, pero por los resultados
obtenidos en algunos de los apartados anteriores creemos que es muy probable que

también exista esta interaccion.

Por tanto, parece que existe interaccidn fisica, aunque no sabemos si de forma
directa, entre un componente del exdmero y las enzimas B(1,3)-glucan sintasa de S.

pombe, o al menos con algunas de ellas (Bgs3 y Bgs4). Aun teniendo en cuenta que las
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co-inmunoprecipitaciones con proteinas transmembranales son dificiles, debido a que
pueden dar falsos positivos si las proteinas no se extraen bien de la membrana (ya que
pueden estar adyacentes en micelas sin que haya contacto entre ellas), los resultados
anteriores son una evidencia fuerte de que el exdmero interacciona fisicamente con

las enzimas BGS.

IP a-GFP S &8 o

e - | a-HA

GFP-Bgs4: - + o+ GFP-Bgs3: - + +
Cfr1-HA: + - + Cfr1-HA: + - +
Extractos | SN | ocre| = El# were| 3
n a-HA lé ﬁ a-HA s
3 3
g g

a-GFP
IP a-GFP
| a-HA

Figura 31. El exdmero interacciona fisicamente con las enzimas (1,3)-glucan sintasa.

Los dos paneles superiores muestran ensayos de Western blot de extractos totales de las cepas que portan las
proteinas marcadas que se indican, revelados con anticuerpos anti-GFP o anti-HA. Los dos paneles inferiores
muestran ensayos de Western blot de las proteinas inmunoprecipitadas (IP) con un anticuerpo policlonal anti-GFP y
revelados con los anticuerpos monoclonales indicados.

5.4 El exomero y la enzima B-glucan sintasa Bgs4 co-localizan

Por ultimo, y como experimento complementario al anterior, quisimos comprobar
que el complejo Cfr1/Bchl de S. pombe y las proteinas B(1,3)-glucan sintasa estaban
presentes en los mismos compartimentos intracelulares. Para poder resolver esta
cuestidn se realizé el seguimiento de las proteinas en vivo mediante un experimento
time lapse con un microscopio confocal, tomandose imagenes cada 2 segundos. Con
este fin se utilizéd una cepa con la proteina Cfrl marcada con la GFP y con la proteina
Bgs4 marcada la RFP. Estas dos proteinas co-localizaban, es decir, aparecian juntas
(puntos amarillos en la figura 32A). Realizamos la cuantificacidn con el programa JaCoP
(Just another Colocalization Plugin) del software Imagel y los resultados (Figura 32B)
mostraron que un 41% de los puntos correspondientes a la proteina de fusion Cfrl-
GFP co-localizaban con la proteina Bgs4, mientras que un 80% de los puntos
citoplasmaticos de la proteina de fusion RFP-Bgs4 co-localizaban con Cfrl (Figura 32B).
No obstante, como se ha descrito anteriormente la proteina Bgs4 se localiza
mayoritariamente en la membrana del ecuador y de los polos celulares, y de manera
minoritaria en estructuras discretas en el citoplasma. Por ello para poder realizar la

cuantificacion se precisa de una tincion con calcoflior, que posteriormente nos ha
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servido para poder descartar el marcaje de la proteina de fusion RFP-Bgs4 de la
superficie celular, y asi cuantificar solamente la co-localizacién de Cfr1-GFP con los
puntos intracelulares de RFP-Bgs4. En las peliculas (Figura 32C) se observa que las dos
proteinas se mueven a la vez a lo largo del tiempo, confirmando que no se trata de una

co-localizacidon casual en un momento dado.
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Figura 32. Co-localizacion del exémero y la enzima BGS Bgs4.

A. Imagen de fluorescencia de algunas de las células a partir de las cuales se obtuvieron las peliculas posteriores.
Los puntos amarillos indican co-localizacidn de Cfr1-GFP y RFP-Bgs4.

B. Cuantificacion de % de vesiculas citoplasmaticas de RFP-Bgs4 que co-localizan con Cfr1-GFP y viceversa.

C. Fotografias de fluorescencia de una cepa con las proteinas de fusidon Cfr1-GFP y RFP-Bgs4 seguidas a lo largo del
tiempo, asi como una superposicién de ambas imdagenes. En la parte superior aparece el tiempo correspondiente
indicado en segundos.

Las imagenes son un plano medio de las células adquiridas con un microscopio confocal Spinning-disk. Barra de
escala, 5 um.

Todos los resultados mostrados en estos apartados (5.1 a 5.4) nos indican que
entre el exdmero de S. pombe y las enzimas B(1,3)-glucan sintasa existe interaccién
génica. Ademds, hemos podido comprobar que ambas proteinas interaccionan
fisicamente (co-inmunoprecipitan) y aparecen juntas en los mismos organulos
subcelulares (co-localizan), siendo necesaria la presencia de dicho complejo y de

dichas enzimas para que la pared celular de S. pombe se sintetice de forma adecuada.
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5.5 El sorbitol corrige los defectos de crecimiento que presentan distintos

mutantes relacionados con el trafico vesicular

Ya habiamos estudiado en el apartado 4 de la seccién de Resultados que el
complejo Cfr1/Bchl de S. pombe esta relacionado funcionalmente con algunos de los
adaptadores de las vesiculas de clatrina implicadas en distintos aspectos del trafico
vesicular. Decidimos analizar si esta relacion se debia a una cooperacion entre estos

adaptadores y el exdmero en el proceso de sintesis de la pared celular.

Para llevar a cabo este analisis se estudié si la presencia del estabilizador osmético
sorbitol corregia los defectos de crecimiento de las cepas de interés. Como control
inicial del experimento se analizé qué ocurria en el caso de cepas defectivas en clatrina
ya que, aunque habiamos visto que no existia interaccidén génica entre cfr1*vy la propia
cubierta de clatrina (clc1?), se ha descrito que ésta es esencial para la sintesis del
B(1,3)-glucano (de Ledn et al., 2013). Cuando analizamos el crecimiento de una cepa
control (WT), de los mutantes simples cfriA y clc1-232 y del mutante doble cfriA clc1-
232 en medio YES con sorbitol 1,2 M a 34°C pudimos observar que el mutante simple
clc1-232 y el mutante doble cfr1A clc1-232 eran capaces de crecer en presencia del
estabilizador osmético, aunque no llegaban a los niveles de la cepa control (WT). Sin
embargo en ausencia del sorbitol ninguno de los dos mutantes crecia a esa
temperatura (Figura 33A). Este resultado nos indicd que la colaboracién funcional
entre el exdmero y la clatrina podria estar ejerciéndose en el proceso de sintesis de la
pared celular. A continuacién analizamos si esta colaboracion se restringia a alguno de

los adaptadores de clatrina en concreto.

Al analizar la posible interaccion entre el complejo Cfrl/Bchl y el adaptador AP-1,
el cual regula el trafico bidireccional entre el TGN vy los EEs, habiamos visto que a 34°C
en medio rico (YES) no crecian ni el mutante simple apm1A ni el mutante doble apm1A
cfr14, mientras que las cepas WT y cfr1A si que lo hacian. Decidimos realizar este
mismo ensayo de crecimiento en gota pero en este caso el medio rico iba
suplementado con el estabilizador osmotico sorbitol 1,2 M. Como se puede observar
en la figura 33B el crecimiento de los mutantes apml1A y cfrilA apmlA mejord

significativamente en presencia de este estabilizador osmético.

93



Otros adaptadores de clatrina analizados fueron los GGAs que controlan el trafico
desde el aparato de Golgi al PVC. Hasta el momento habiamos visto que existia
interaccién génica entre cfr1” y los GGAs (en particular con gga22*) debido a que en
un ensayo de crecimiento en gota veiamos que en YES a 36°C el mutante doble cfriA
gga22A presentaba un crecimiento muy reducido respecto al WT y que el mutante
triple cfr1A gga21A gga22A practicamente no crecia nada. Al afiadir el estabilizador
osmotico sorbitol a una concentracidon de 1,2 M e incubar las placas a 36°C pudimos
observar que ambos mutantes recuperaron el crecimiento, con un patron similar al de

la cepa WT (Figura 33C).

Este tipo de analisis no se realizd con mutantes del complejo AP-2 porque no
habiamos detectado interaccidén génica respecto al crecimiento a altas temperaturas

con el mutante ap/3A.

YES YES + Sorbitol 1,2 M
A 34°C 34°C YES YES + Sorbitol 1,2 M
wil XXX XELCEXXERE: ¢ _ 3¢ 36°C

cfrld
clcl1-232 P efrld [ X |} . @ At
efrld clel1-232 gga2ll
cfrld gga2lA
B YES YES + Sorbitol 1,2 M gga224
cfrld gga22A
WT gga2li gga22A
apm14 cfrld gga2lA gga22A
cfrld L X XA
cfrld apm1A

Figura 33. El exdmero de S. pombe junto con los adaptadores de clatrina colaboran en la sintesis de la
pared celular.

Ensayo de crecimiento en gota en medio rico (YES) o YES con sorbitol 1,2 M, en los que se habian inoculado
diluciones seriadas de suspensiones de células de las cepas indicadas. A partir de una suspensidon que contenia
3x10* células se hicieron diluciones seriadas %. Las placas se incubaron a las temperaturas indicadas durante 2-3
dias en funcion de la temperatura.

A. Estudio de la interaccién entre el exdmero y la clatrina en presencia de sorbitol 1,2 M.

B. Estudio de la interaccidn entre el exdmero y el adaptador AP-1 en presencia de sorbitol 1,2 M.

C. Estudio de la interaccidn entre el exdbmero y los adaptadores GGA en presencia de sorbitol 1,2 M.

Otra manera de analizar la relacién funcional de estos complejos en la sintesis de la
pared celular es analizar el crecimiento de los mutantes dobles en placas de
caspofungina, agente inhibidor de la sintesis del B-glucano. Con este fin se analizé el

crecimiento del mutante doble ¢fr1IA apm1A en placas con diferentes cantidades de
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caspofungina y como se puede observar en la figura 34A, el mutante doble presentaba

un menor crecimiento en presencia del antifungico.

Dado que el mutante ap/3A es ligeramente sensible a caspofungina (de Ledn et al.,
2016), el siguiente paso fue analizar el crecimiento de una cepa control (WT), de los
mutantes simples cfr1A y apl3A y del mutante doble cfr1A ap/3A en YES con vy sin
caspofungina. Como podemos observar en la figura 34B los tres mutantes presentaban
un crecimiento reducido respecto a la cepa control en presencia de la caspofungina,

siendo todavia menor en el mutante doble cfr14 ap/3A.

A YES Caspofungina Caspofungina

YES Caspofungina

B 3,0 pg/ml
wrl X X F %
cfrld (X XK
apl3A
cfrld apl3A ' #] @ ® &
C Caspofungina Caspofungina
0,15 pgiml
WT
cfrld
gga2ll
cfrld gga2ld
gga22i
cfrld gga224
gga2ll gga22i
cfrld gga2ld gga22d |

Figura 34. Los mutantes dobles del exomero de S. pombe y los adaptadores de clatrina son sensibles a
la caspofungina.

Ensayo de crecimiento en gota en medio rico YES o YES con caspofungina en las concentraciones indicadas en los
que se habian inoculado diluciones seriadas de suspensiones de células de las estirpes indicadas. El primer inéculo
contenia 3x10* células y los sucesivos indculos contenian diluciones seriadas ¥, del mismo. Las placas se incubaron a
28°C durante 3 dias.

A. Estudio de la interaccién entre el exdmero y el adaptador AP-1 con caspofungina.

B. Estudio de la interaccidn entre el exdmero y el adaptador AP-2 con caspofungina.

C. Estudio de la interaccion entre el exdmero y los adaptadores GGA con caspofungina.
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Por ultimo, decidimos estudiar que sucedia en ausencia de los GGAs y del exdmero.
Como se puede observar en la figura 34C el mutante triple cfr1A gga21A gga22A no es
capaz de crecer a ninguna de las dos concentraciones de caspofungina ensayadas.
También se observa un crecimiento reducido de los mutantes dobles cfr1A gga22A y
gga21A gga22A; este defecto en el crecimiento se hace mas patente al aumentar la

concentracion del antifungico en el medio.

Todos los resultados mostrados indican que las deficiencias de crecimiento
encontradas en mutantes carentes de distintos adaptadores de clatrina, y en los
mutantes multiples carentes ademads de Cfrl se deben, al menos en parte, a que existe
una colaboracion del exémero de S. pombe con dichos adaptadores que es necesaria

para que la pared celular se sintetice de forma adecuada.

5.6 Valoracidn de la actividad B-glucan sintasa in vitro en el mutante doble

cfrilA apmliA

Para confirmar que el complejo Cfrl/Bchl colabora con los adaptadores de la
clatrina en el proceso de sintesis de la pared celular se llevéd a cabo un andlisis mas
especifico. Con este fin se analizd la actividad B(1,3)-glucan sintasa in vitro en los
mutantes simples cfr1A y apml1A, asi como en el mutante doble c¢fr1A apmi1A. El
experimento se realizd cultivando las células en presencia del estabilizador osmatico
sorbitol debido a que, como hemos visto antes, en presencia de este compuesto las
cuatro cepas tienen un crecimiento similar. Asi los resultados no se veian
enmascarados por la lisis que presentan algunos de estos mutantes (apmlA y cfriA
apmlA). Este experimento se realizd seis veces con duplicados, y en todos los

experimentos la tendencia de los valores obtenidos fue similar.

En la figura 35 observamos que los mutantes simples apmi1A y cfr1A presentaban
un valor de la actividad B(1,3)-glucén sintasa de un 85% y 87,5% respectivamente en
relacion a la cepa silvestre. En el caso del mutante doble la actividad de la enzima

descendia hasta el 60% del valor obtenido en la cepa WT. Es decir, en ausencia de
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componentes de ambos complejos adaptadores la actividad de la enzima B(1,3)-glucan

sintasa esta bastante comprometida.

Este resultado es una evidencia que apoya la idea de que el exémero y el adaptador
de la clatrina AP-1 de S. pombe colaboran en el transporte de las enzimas encargadas

de la sintesis del B-glucano hacia la membrana plasmatica.
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apmld | < 0,0001).

6. Analisis de la regulacion de algunas enzimas implicadas en la

sintesis de la pared celular por el exdmero en S. pombe

Como hemos visto en el apartado anterior, el exdmero de S. pombe es necesario
para que la pared celular de esta levadura se sintetice de forma adecuada. Entonces
nos planteamos averiguar si el defecto en la sintesis de la pared celular de los
mutantes del complejo (cfr14, bchlA y cfrlA bch1A), se debia a que algunas de las
enzimas implicadas en la sintesis de dicha estructura no se transportaban de forma
correcta hacia la superficie celular. En este apartado se detallan los experimentos

realizados para intentar dar respuesta a esta cuestion.
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6.1 Estudio de la localizacion de algunas de las enzimas implicadas en la

sintesis de la pared celular en mutantes carentes del exdmero

Como ya se ha mencionado el componente mayoritario de la pared celular de la
levadura de fisiéon es el B-glucano, cuya biosintesis se cataliza por el complejo
enzimatico B(1,3)-glucadn sintasa. En S. pombe existen cuatro genes que codifican
enzimas B(1,3)-glucan sintasa que son esenciales en determinados momentos de su
ciclo de vida. Decidimos analizar cudl era la localizacién de Bgs1, Bgs3 y Bgs4 en los

distintos mutantes del complejo Cfr1/Bch1.

Para poder observar estas enzimas por microscopia de fluorescencia se utilizaron
cepas que portaban cada una de estas enzimas fusionadas en su extremo amino
terminal con el epitopo fluorescente GFP. Entre ambas proteinas hay 12 alaninas a
modo de "bisagra"”, con el fin de evitar cambios en la conformacién de la proteina que
pudieran afectar su localizacidn y/o estabilidad. Como puede observarse en la figura
36A en una cepa WT las tres proteinas GFP-Bgs aparecen localizadas en la zona de
sintesis del septo, en los polos y en vesiculas intracelulares. Sorprendentemente
cuando analizamos qué sucedia en los distintos mutantes del complejo (cfr14, bch1Ay
cfrlA bch1A) pudimos observar que la localizacién de las tres enzimas era

aparentemente la misma en los tres mutantes y en una cepa silvestre.

Por tanto, el transporte polarizado de las enzimas BGS a la superficie celular no

parece estar alterado en ausencia de los componentes del exdmero de S. pombe.

Otro de los polimeros que forman parte de la pared celular de S. pombe es el a-
glucano, 18-28% del total de la pared. Como se ha mencionado antes Agsl es una
proteina esencial que se considera la subunidad catalitica de la enzima a(1,3)-glucan
sintasa (aGS), encargada de la sintesis de este polimero estructural (Hochstenbach et
al., 1998; Katayama et al., 1999). En este caso se utilizd una forma de la proteina
fusionada a la GFP en el interior de la proteina (GFP-Ags1) (Cortés et al., 2012). Tras la
toma de fotografias de fluorescencia pudimos observar que la localizacion era la
misma en una cepa control (WT) y en los distintos mutantes (cfr14, bchlA y cfr1A
bch1A), apareciendo siempre localizada en la zona del ecuador, en los polos celulares y

en puntos discretos intracelulares (Figura 36B).
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A cfrlA bch1A cfri1AbchlA

Figura 36. La localizacion de las enzimas B(1,3)-glucan sintasa y a-glucan sintasa no se altera en
ausencia del exémero de S. pombe.

Fotografias de fluorescencia donde se muestran la localizacién de las proteinas de fusion GFP-Bgs1, GFP-Bgs3,
GFP-Bgs4 (A) y Ags1-GFP (B) en células de las cepas indicadas.

Imégenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

GFP-Bgsl

GFP-Bgs4 GFP-Bpgs3

Ags1-GFP

Ante lo inesperado del resultado anterior, también analizamos la localizacién de
otras proteinas relacionadas con la sintesis pared celular para averiguar si el defecto
en la sintesis de esta estructura se debia a una alteracion en su localizacion. Las

proteinas analizadas fueron:

- GFP-Rho1l, hasta la fecha es el Unico regulador conocido de la sintesis del B-glucano

(Garcia et al., 2006b; Peréz & Rincon, 2010).

- Gas1-GFP, es una glucanosil transferasa de la pared celular. Proteina con GPI (Ragni

etal., 2007; de Medina-Redondo et al., 2010).
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- Gas2-GFP, es otra glucanosil transferasa de la pared celular. Proteina sin GPI (Ragni et

al., 2007; de Medina-Redondo et al., 2010).

En ninguno de los casos se observd un cambio en la localizacion de las proteinas
cuando se eliminaba uno o los dos componentes del complejo Cfrl1/Bchl (Figura 37)
respecto a una cepa control (WT). Es decir, que a priori el exdmero no parece ser
necesario para que las proteinas analizadas se transporten a la superficie celular donde

deben llevar a cabo su funcidn.

cfr1A bchlA cfr1A bchlA

Figura 37. La localizacién de algunas proteinas implicadas en la sintesis de la pared celular no se altera
en ausencia del exomero.

Localizacion de las proteinas Rho1-GFP, Gas1-GFP y Gas2-GFP en células de las cepas indicadas.

Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

Rhol-GFP

Gasl-GFP

Gas2-GFP

Por ultimo, decidimos analizar la localizacién de otras proteinas con el fin de

obtener algun tipo de informacion sobre la funcion de este complejo:

- Chs2-GFP, presenta similitud con las enzimas QS de la Familia 1 aunque carece de
actividad catalitica. Es necesaria para garantizar la estabilidad del anillo contractil de
actomiosina durante la citocinesis, una funcién que comparte con la proteina Chs2 de
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S. cerevisiae (Martin-Garcia et al., 2003; VerPlank & Li, 2005; Martin-Garcia &
Valdivieso, 2006).

- Cfh3-GFP, necesaria para la estabilidad de la enzima BGS Bgsl en el sitio de division

celular (Sharifmoghadam & Valdivieso, 2009; Sharifmoghadam et al., 2012).

- Gmal2-GFP, a(1,2)-galactosiltransferasa utilizada como marcador del aparato de

Golgi (Chappell et al., 1994).

- Psy1-GFP, t-SNARE localizada en la MP del compartimento aceptor (Nakamura et al.,
20009).

- Pmal-GFP, ATPasa de la MP (Serrano et al., 1986).
- Clc1-GFP, subunidad de la cadena ligera de la clatrina (de Ledn et al., 2013).

Como se observa en la figura 38 las proteinas de fusidn analizadas presentaban una
localizacion aparentemente similar en células de la cepa WT y en células del mutante

cfriA.

cfria

Chs2-GFP
Psyl-GFP

GFP-Cfh3

Pmal-GFP

Gmal2-GFP
Clc1-GFP

Figura 38. Localizacion de distintas proteinas en ausencia del exdmero de S. pombe.
Localizacion de las proteinas de fusidn indicadas en células de una cepa WT y del mutante cfr1A.
Imégenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.
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Estos resultados nos indican que el exdmero de S. pombe no es necesario para que
ninguna de las proteinas analizadas sea capaz de llegar hasta su correcta localizacién

en la superficie celular y asi llevar a cabo su funcién.

6.2 Andlisis de la cantidad de proteina de algunas de las enzimas

implicadas en la sintesis de pared celular

Decidimos analizar entonces si, a pesar de tener una localizacion similar, la
cantidad de alguna de las proteinas implicadas en la sintesis de la pared celular estaba
alterada en ausencia del complejo Cfr1/Bchl de S. pombe. Analizamos la cantidad de
proteina de las distintas enzimas en una cepa WT, en los mutantes simples cfr14A y

bchiAy en el mutante doble cfr1A bch1A mediante ensayos de tipo Western Blot.

A B

WT cfrld  bchlA cfrlA bchlA

WT cfrld  bchld cfrld bchlA
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Figura 39. La ausencia del exdmero no afecta a la cantidad de proteina de muchas de las enzimas

implicadas en la sintesis y/o remodelacién de la pared celular.

A. Western blot de la cantidad de las enzimas B1,3)-glucan sintasa (GFP-Bgs1, GFP-Bgs3 y GFP-Bgs4) y de la enzima
a-glucan sintasa (Ags1-GFP) presente en extractos celulares de las cepas indicadas.

B. Western blot de la cantidad de algunas proteina relacionadas con la sintesis y/o remodelacion de la pared celular
(HA-Rho1, Gas1-GFP, Gas2-GFP y Exg3-GFP) presentes en extractos celulares de las cepas indicadas.

Como se puede observar en la figura 39A el analisis con las enzimas BGS determind
que no existian diferencias significativas de la cantidad de GFP-Bgs1, GFP-Bgs3 y GFP-
Bgs4 en una cepa silvestre y en los tres mutantes antes mencionados. Los

experimentos se realizaron varias veces de manera independiente y ademads se
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cuantificd la cantidad de proteina para confirmar estos resultados. Las pequefas
variaciones que pueden ser observadas en la figura 39A se deben simplemente a
variaciones experimentales. Al analizar la enzima aGS tampoco se observaron
diferencias significativas en la cantidad de GFP-Agsl en ausencia de uno o de los dos
componentes del complejo Cfr1/Bch1 respecto a la cepa WT (panel inferior de la figura
39A).Por ultimo, decidimos comprobar qué sucedia con el resto de proteinas
analizadas en el apartado anterior como son HA-Rho1 (la proteina marcada con GFP es
muy poco funcional), Gas1-GFP y Gas2-GFP. Ademas se incluyd en el analisis a Exg3-
GFP; Exg3 es una proteina citoplasmatica necesaria para la sintesis de la pared celular
(Duenas-Santero et al., 2010). Como en los casos anteriores no hubo diferencias en la
cantidad de estas proteinas entre los mutantes simples o doble del exdmero y la cepa

control (WT) (Figura 39B).

6.3 Analisis de la distribucidn subcelular de la enzima B-glucan sintasa Bgs4

en el mutante cfriA

El siguiente paso fue analizar en detalle la localizacidon subcelular de una de las
enzimas BGS, para obtener informacion mas detallada de cdmo ocurria el trafico de
esta proteina hacia la superficie celular en ausencia del exdmero. La enzima elegida
fue Bgs4. Para responder a esta cuestion se realizaron fraccionamientos subcelulares
utilizando gradientes de sacarosa. Como se describié antes (apartado 3.3 de
Resultados) utilizamos marcadores de los distintos compartimentos celulares que se
querian estudiar. Los marcadores elegidos fueron los siguientes (Sanchez-Mir et al.,

2012):
- Sec72-GFP (GEF de la GTPasa Arfl), se utiliz6 como marcador del TGN/EEs.

- Pep12 (t-SNARE necesaria para el transporte de proteinas vacuolares), se utilizé6 como

marcador del PVC.
- Vma2 (subunidad de la ATPasa vacuolar), se utilizé como marcador de las vacuolas.

- Pma1l (subunidad de la ATPasa H* de la MP), se utilizo como marcador de la MP.
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Figura 40. Localizacidén subcelular de la proteina Bgs4 en ausencia del exomero.

Fraccionamientos subcelulares utilizando gradientes de sacarosa. Los extractos celulares preparados a partir de una
cepa WT (A) y de un mutante cfr1A (B) que portaba tanto RFP-Bgs4 como Sec72-GFP se cargaron en gradientes 30-
55% de sacarosa y se centrifugaron durante 20 horas. Las fracciones se recogieron desde la parte superior del
gradiente y se analizaron por ensayos de Western blot revelados con anti-GFP, anti-Pep12, anti-Vma2, anti-RFP y
anti-Pmal. Los paneles superiores muestran los ensayos de Western blot revelados con los anticuerpos indicados
donde se observan las distintas fracciones y los paneles inferiores muestran una representacion grafica de las
distintas fracciones de los compartimentos subcelulares.

Se utilizd RFP-Bgs4 como proteina de estudio en una cepa que ademas portaba la
proteina de fusidon Sec72-GFP. En la figura 40 se puede observar el resultado obtenido
en uno de los experimentos realizados. Se obtuvieron datos practicamente similares
en seis experimentos diferentes. En la cepa control (WT) (Figura 40A) podemos
observar que las marcadores correspondientes al PVC y las vacuolas, Pep12 y Vma?2
respectivamente, aparecen mas a la izquierda del gel (fracciones ligeras del gradiente);
mientras que el marcador del TGN/EEs Sec72-GFP, aparece representado a la derecha
del gel (fracciones pesadas del gradiente). El marcador de la MP, Pmal, asi como la
proteina de estudio, RFP-Bgs4, practicamente presentaban la misma distribucién a lo
largo de todas las fracciones, con una mayor distribucién en la zona del TGN/EEs que
en el resto de las fracciones, aunque se distribuia a través de todos los
compartimentos estudiados. En el mutante cfr1A (Figura 40B) la distribucion de la
proteina Bgs4 también presentaba una acumulacion progresiva desde las fracciones

del PVC/vacuolas hasta las fracciones del TGN de tendencia similar a la del marcador

104



Resultados

de la membrana plasmatica. Sin duda, lo mas llamativo en la distribucién de la proteina
Bgs4 en el mutante cfriA fue la aparicion de un pico que alcanzaba el maximo de
concentracion en la fraccién 8 que no se observaba en el WT, indicando una alteracién
en el transporte de Bgs4. Aunque menos evidente, esta alteracion también se

observaba en el caso de Pmal.

Estos datos sugieren que el exdmero de S. pombe si que tiene algun papel en el
trafico vesicular de algunas proteinas de membrana, en particular de Bgs4. El hecho de
gue estas proteinas si que lleguen a la membrana plasmatica sugiere que este papel es
minoritario. Esto estd de acuerdo con el hecho de que los mutantes cfriA, bchlA y

cfr1A bch1A no presenten fenotipos aparentes en condiciones normales de cultivo.

7. Regulacion de las enzimas necesarias para la sintesis de la pared
celular por el exdmero de S. pombe en cepas carentes de adaptadores de

clatrina

Dado que habiamos determinado que entre el exdmero y los adaptadores de
clatrina hay una relacion funcional, y que esta relacidn es relevante para la sintesis de
la pared celular, analizamos si dicha relacidon se ejercia a nivel de la regulacién del

transporte de las enzimas necesarias para la sintesis de dicha estructura.

7.1 Analisis por microscopia de fluorescencia

Esta descrito que el complejo AP-1, adaptador de las vesiculas de clatrina que
regula el trafico bidireccional entre el TGN y los EEs, es necesario para que la BGS Bgsl
llegue a la membrana plasmatica de forma eficiente; en ausencia de este adaptador la
proteina Bgsl queda retenida en endosomas tempranos, generando un defecto en la
sintesis de la pared celular (Yu et al., 2012). Teniendo en cuenta este dato de sumo
interés en nuestra investigacion, nos planteamos analizar si las enzimas BGS Bgs3 vy
Bgs4 también se transportaban mediante el adaptador AP-1. Para averiguar si esto era

asi comprobamos la localizacién de GFP-Bgs3 y GFP-Bgs4 en el mutante apmiA.
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A cfr1A apmilA

GFP-Bgs3 GFP-Bgsl

GFP-Bgs4

Ags1-GFP

Figura 41. La localizacion de las enzimas B(1,3)-glucan sintasa y a-glucan sintasa esta alterada en el
mutante doble cfr1A apmi1A.

Distribucion de las proteinas de fusion GFP-Bgsl, GFP-Bgs3 y GFP-Bgs4 (A) y Ags1-GFP (B) en células de las cepas
WT, apm1A, cfr1Ay cfr1A apmiA.

Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

Como se puede observar en la figura 41A ambas proteinas presentaban una
localizacion similar a la descrita para Bgsl en este mutante, es decir las proteinas se
deslocalizaban parcialmente apareciendo en unos cumulos intracelulares cercanos a
los polos y al ecuador celular que no se observaban en la cepa silvestre. En el caso de
Bgs1 se habia comprobado que estos cimulos eran endosomas tempranos mediante
tinciéon con FM4-64 (Yu et al., 2012). En el mutante apm1A podia observarse que las
proteinas Bgs también se localizaban en la membrana plasmatica del ecuador y de los
polos de las células, aunque la intensidad de esta fluorescencia era menor a la

observada en un WT. Este dato podria estar indicando que en el mutante apm1A una
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parte de las enzimas BGS se transportaba a la MP desde el Golgi a través de los
endosomas por un mecanismo independiente de AP-1, o bien que se transportaban
por una ruta alternativa en la que no participan los endosomas. Decidimos analizar si el
exdmero era necesario para este mecanismo independiente de AP-1 y/o de los
endosomas. Para hacerlo se estudio la localizacion de GFP-Bgs1, GFP-Bgs3 y GFP-Bgs4
en el mutante doble cfri1A apmilA. En las fotografias de la figura 41A se puede
observar que la retencién intracelular de estas proteinas era mucho mayor en ausencia
de ambos componentes. Este resultado estaba indicando que efectivamente, o bien
ambos complejos cooperan en el transporte de estas proteinas hacia la MP a través de
la ruta endosomal, o bien el exdmero podria formar parte de una ruta alternativa para
el transporte de las proteinas Bgs hacia la membrana plasmatica. Aun asi en ausencia
de AP-1 y del exdmero una parte de las enzimas BGS ha de estar llegando a la MP
aungue sea por otra via, ya que de lo contrario las células no serian capaces de
sobrevivir, al al ser las tres BGS esenciales. Un resultado similar se obtuvo al analizar la
localizacion de la proteina de fusién GFP-Agsl que, como se observa en la figura 41B,
se localizaba en cumulos citoplasmaticos en el mutante apm1A. Esta deslocalizacion de

la proteina se hacia mas evidente en el mutante doble ¢fr1A apmi1A.

Al igual que en la mayoria de los experimentos mostrados en apartados anteriores,
decidimos estudiar mas en profundidad lo que sucedia con la enzima BGS Bgs4. Como
ya se ha mencionado Bgs4 se localiza fundamentalmente en los lugares de crecimiento
activo (ecuador celular y polos celulares) y en "vesiculas" intracelulares, tanto en la
cepa WT como en el mutante c¢fri4; sin embargo esta localizacién se pierde
parcialmente en el mutante apmliA, y la deslocalizacién se hace mas patente en el
mutante doble cfr1A apm1A. Caracterizar la naturaleza de la retencidn intracelular de
Bgs4 en los mutantes apm1A y apm1A cfr1A podria ayudarnos a entender el papel del
exomero. Por similitud al resultado descrito por Yu y colaboradores para Bgsl (Yu et
al., 2012), podia asumirse que estos compartimentos eran endosomas. Como los
endosomas pueden tener un origen endocitico decidimos tratar esta células con la
Latrunculina A (LatA; una droga que inhibe el proceso de endocitosis) para averiguar si
la acumulacion anormal de Bgs4 se resolvia a lo largo del tiempo, lo que indicaria que

los cumulos correspondian a endosomas tempranos procedentes de la endocitosis.
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Para la realizacion de este experimento, los cultivos se incubaron en medio liquido YES
a 25°C, y después se transfirieron a 32°C y se incubaron durante dos horas. Se afiadio
LatA a una concentracidon de 100 uM o el solvente DMSO y se recogieron muestras
cada 20 minutos durante un periodo de una hora. Las muestras se observaron al
microscopio de fluorescencia, ya que la proteina Bgs4 estaba fusionada a la GFP (GFP-
Bgs4). Tanto en las células de la cepa WT como del mutante c¢friA se observaba que a
medida que aumentaba el tiempo de tratamiento con LatA, Bgs4 se extendia mas a lo
largo de la MP tanto en los polos como en el ecuador celular (Figura 42). Este dato
indica que la endocitosis contribuye a la localizacidn polarizada de Bgs4. En el mutante
apmlA en los 20 primeros minutos de tratamiento con la droga ya se observaba una
menor presencia de los cumulos de Bgs4, que iban disminuyendo a medida que
aumentaba el tiempo de tratamiento con dicha droga (40-60 minutos), aunque no

llegan a desaparecer completamente.

GFP-Bgs4: cfria apmla cfriAapmlA

Figura 42. El tratamiento con LAtA no corrige el defecto en la proteina de fusion GFP-Bgs4
en el mutante cfr1A apm1iA.

Las fotografias de fluorescencia muestran la localizacién de la proteina de fusién GFP-Bgs4 en las cepas
indicadas tratadas con DMSO (solvente) o con LatA (100 uM) durante los tiempos indicados (minutos).
Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

DMSO

LatA 20'

LatA 40'

LatA 60'
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Este resultado parece indicar que en el mutante apmiA los cimulos de Bsg4 son, al
menos en parte, de origen endocitico y que el transporte de Bgs4 desde la membrana
plasmatica (seguramente hacia la vacuola) es mas lento en este mutante, de manera

gue la proteina podria quedar retenida durante un cierto tiempo en los endosomas.

A continuacion decidimos realizar este mismo tratamiento con LatA en el mutante
doble cfr1A apm1A, en el que la acumulacion intracelular de la proteina Bgs4 era aun
mayor que en el mutante sencillo apmlA. En este caso incluso después de
tratamientos muy largos con la droga (60 minutos) las células presentaban la misma
distribucién de la proteina GFP-Bgs4 que antes del tratamiento (Figura 42). En base a
estos resultados nos planteamos si las células podian estar muertas. Para averiguar si
esto era asi se midid la D.O.g00 a lo largo del experimento comprobandose que las

células continuaban creciendo aunque de forma mas lenta que una cepa WT.

Por ultimo, decidimos realizar este mismo tratamiento con LatA en un mutante
doble apm1A vps27A. La proteina Vps27 es un componente del ESCRT, y en S.
cerevisiae es necesaria para el reconocimiento de proteinas que se degradan via
vacuola, de tal forma que en el mutante vps27A esta ruta hacia la vacuola esta
completamente bloqueada. En S. pombe este mutante no tiene un fenotipo muy
drastico (lwaki et al., 2007). Como podemos observar en la figura 43A la acumulacién
de la proteina Bgs4 en este mutante doble se resolvia a lo largo del tiempo después del
tratamiento con LatA, aunque parecia hacerlo mas lentamente que en la cepa
silvestre, de acuerdo con el hecho de que cuando se produce un dafo en la ruta
endosomal a distintos niveles el transporte de las proteinas hacia su destino final es

mas lento.

El dot blot es un ensayo sencillo para saber si existe dafo en el trafico a nivel de
los endosomas debido a que cuando existe, la proteina Cpyl en vez de llegar hasta las
vacuolas, se desvia por la ruta secretora hasta la superficie celular. Sabiamos que el
mutante cfr1A presenta defecto en el transporte de esta proteina y quisimos ver que
sucedia en el mutante doble cfriA vps27A. En la figura 43B se observa el resultado
obtenido; por un lado podemos ver que el mutante vps274, de acuerdo con lo que se

ha descrito, presenta un defecto muy leve en la ruta hacia la vacuola y por otro lado
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gue el defecto del mutante doble cfr1A vps27A es incluso mas drastico que el del
mutante simple cfr1A. De modo que, parece que el defecto en ambos mutantes es
aditivo. Es decir que la funcién del exdmero en el trafico hacia la vacuola seria distinta
de la mediada por el ESCRT. Ademas este resultado sugiere que la retencion de Bgs4
en los endosomas es mas drastica en el mutante cfr1A apml1A que en el mutante
apmlA vps27A. Esto podia deberse a que o bien los endosomas estan mas dafiados en
el primer caso que en el segundo (de manera que el trafico a este nivel estd mas
blogueado) o bien GFP-Bgs4 esta retenida en distintos compartimentos en ambos
mutantes, de modo que en el caso de cfr1A apm1A la proteina Bgs4 no puede llegar a

la vacuola.
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Figura 43. Analisis del trafico entre el TGN y las vacuolas.

A. Las fotografias de fluorescencia muestran la localizacién de la proteina de fusion GFP-Bgs4 en las cepas
indicadas tratadas con DMSO (solvente) o con LatA (100 uM) durante los tiempos indicados (minutos).
Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

B. Andlisis de los niveles de Cpyl mediante ensayo dot blot de colonias de células silvestres (WT), cfr14, vps27A
y ¢fr1A vps274 incubadas en medio minimo a 28°C durante 5 dias.

C. Western blot de la cantidad de las enzimas B(1,3)-glucan sintasa (GFP-Bgs1, GFP-Bgs3 y GFP-Bgs4) y a-glucan
sintasa (Ags1-GFP) presente en extractos celulares de las cepas indicadas.

LatA 20'

LatA 40

Con el fin de obtener mas informacién sobre la naturaleza de la retencién de las
enzimas BGS en compartimentos intracelulares en el mutante simple apmi1A y en el
mutante doble c¢fr1A apml1A decidimos analizar la cantidad de estas proteinas en

dichos mutantes. Asi, se realizaron ensayos de Western blot y se valoré la cantidad de
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las enzimas BGS en los mutantes simples apm1A y cfr1A y en el mutante doble cfriA
apmlA. Como se puede observar en la figura 43C no hay cambios significativos en la
cantidad de ninguna de las enzimas al eliminar el adaptador AP-1, el exdmero o ambos
de forma conjunta. Se obtuvo un resultado similar para GFP-Ags1 (Figura 43C). Para la
realizacion de este tipo de ensayos las cepas se cultivaron en medio con el
estabilizador osmatico sorbitol 1,2 M, ya que como hemos visto antes algunos
mutantes (apm1A y cfrlA apm1A) presentan un alto porcentaje de lisis en ausencia

del mismo.

Estos datos nos indican que en las cepas analizadas la cantidad de las enzimas
glucdn sintasa es independiente de la localizacion en la que se encuentren. Este
resultado a priori descarta la posibilidad de que en la cepa cfr1A apmlA dichas
proteinas estén retenidas en algun tipo de compartimento desde el que no puedan
llegar a las vacuolas, ya que de ser asi la cantidad de estas proteinas seria mayor en el

mutante doble que la cantidad detectada en el silvestre y los mutantes sencillos.

7.2 Analisis por fraccionamiento subcelular

En el apartado anterior de esta misma seccion habiamos realizado
fraccionamientos subcelulares utilizando gradientes de sacarosa para poder saber la
distribucién de Bgs4 en una cepa silvestre y en el mutante cfr1A. Habiamos visto que
en el mutante existia una pequena alteracién en dicha distribucion. Nos planteamos
estudiar la distribucién de la proteina Bgs4 en los mutantes apm1A vy cfr1A apm1A para
asi poder determinar en qué compartimentos quedaba retenida esta proteina en
dichos mutantes, que por microscopia presentaban una gran alteracién en la
distribucién de la misma. Utilizamos los mismos marcadores que en el caso anterior

(Sanchez-Mir et al., 2012):
- Sec72-GFP (GEF de la GTPasa Arfl), se utilizé6 como marcador del TGN/EEs.

- Pep12 (t-SNARE necesaria para el transporte de proteinas vacuolares), se utilizé como

marcador del PVC.

-Vmaz2 (subunidad de la ATPasa vacuolar), se utilizé como marcador de las vacuolas.
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- Pma1l (subunidad de la ATPasa H* de la MP), se utilizd como marcador de la MP.
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Figura 44. Localizacidn subcelular de la proteina Bgs4 en ausencia del adaptador AP-1y del exémero.
Fraccionamientos subcelulares utilizando gradientes de sacarosa. Los extractos celulares preparados a partir de un
mutante apml1A (A) y de un mutante doble cfr1A apmlA (B) que portaba tanto RFP-Bgs4 como Sec72-GFP se
cargaron en gradientes 30-55% de sacarosa y se centrifugaron durante 20 horas. Las fracciones se recogieron desde
la parte superior del gradiente y se analizaron por ensayos de Western blot revelados con anti-GFP, anti-Pep12,
anti-Vmaz2, anti-RFP y anti-Pmal. Los paneles superiores muestran los ensayos de Western blot revelados con los
anticuerpos indicados donde se observan las distintas fracciones y los paneles inferiores muestran una
representacion grafica de las distintas fracciones de los compartimentos subcelulares.

Como en el caso anterior utilizamos RFP-Bgs4 como proteina de estudio en una
cepa que ademas portaba la proteina de fusién Sec72-GFP. Estos experimentos se
realizaron un total de seis veces de manera independiente, obteniendo resultados
similares. Como podemos observar en la figura 44 y al igual que en los casos
anteriores, WT y cfrlA, los marcadores del PVC y vacuolas (Pepl2 y Vma2,
respectivamente) aparecen representados a la izquierda del gel (fracciones ligeras del
gradiente), mientras que el marcador del TGN/EEs (Sec72-GFP) aparece en la zona de
la derecha del gel (fracciones pesadas del gradiente). En el caso de apm1A (Figura 44A)
los picos del PVC/vacuolas y TGN/EEs aparecen mas definidos y separados entre si que
en la cepa silvestre, lo que es posible que se deba a que, como ya se ha mencionado, el
Golgi estd alterado en el mutante apmi1A (Kita et al., 2004). La distribucion de la
proteina Pmal, marcador de la MP y de RFP-Bgs4, proteina de estudio, es

practicamente la misma, con una acumulacion parcial en las fracciones ligeras
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(PVC/vacuolas) y un aumento considerable en las fracciones pesadas (TGN/EEs), lo que
estaria de acuerdo con la alteracion del TGN/EEs descrita en este mutante que haria
gue al, menos una parte de los cargos, quedasen retenidos parcialmente durante mas

tiempo a nivel del TGN/EEs.

En el mutante doble c¢friA apm1A lo que pudimos observar fue que la distribucion
de los distintos compartimentos estda muy alterada (Figura 44B), no detectandose
practicamente picos nitidos, salvo un incremento de Sec72-GFP en las fracciones mas
pesadas. Este cambio tan drastico en la distribucidon de los marcadores sugiere que en
este mutante el sistema de TGN/endosomas, a través del cual deberian transportarse
las proteinas de la membrana plasmatica, puede sufrir un dafio generalizado, lo que

alteraria el transporte de las mismas.

8. Distribucion de marcadores de organulos en mutantes carentes de

distintos adaptadores de clatrina y/o del exdmero en S. pombe

Para comprobar a qué nivel estaba alterado el sistema de endosomas en el
mutante cfr1A apmlA se analizd por microscopia convencional de fluorescencia la

distribucién de tres marcadores diferentes:
Sec72, que es uno de los GEFs de la GTPasa Arfl, y se localiza en la zona del TGN.

Syb1, una proteina similar a la v-SNARE sinaptobrevina, que se localiza en la
membrana de las vesiculas y es necesaria para la fusidn de éstas con el compartimento
receptor (Edmatsu & Toyoshima, 2003). La proteina de fusion Syb1-GFP se usé como

marcador de endosomas tempranos.

El otro marcador utilizado fue el dominio FYVE del gen EEA1 (Early Endosomal
Antigen 1), que interacciona con el lipido PI3P (Burd & Emr, 1998; Misra & Hurley,
1999; Sankaran et al., 2001; Stahelin et al., 2002), que esta presente en endosomas.
Cuando se observo al microscopio de fluorescencia este dominio FYVE fusionado a la
proteina RFP (mCherry-FYVE), éste aparecia localizado en puntos citoplasmaticos, que
se corresponderian con los endosomas tardios, y en la membrana de la vacuola, con un

patron similar al de Pep12 (de Ledn et al., 2016). Sin embargo cuando se observé la
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localizacion de este marcador en una cepa WT en las condiciones experimentales
utilizadas en este trabajo, el marcador se observaba sobre todo en los endosomas

tardios, por lo que esta sonda se consideré un marcador del PVC.

8.1 Localizacion de algunos marcadores del TGN y del sistema endosomal

en el mutante doble cfr14 apmiA

Lo primero que hicimos fue analizar la distribucion de Sec72-GFP en una cepa
silvestre y en los mutantes cfr1A, apm1A vy cfr1A apm1A. Como se puede observar en la
figura 45A, Sec72-GFP presentaba la misma distribucidon en el WT y en el mutante
cfr1A, observdndose como puntos dispersos en el citoplasma. Sin embargo en el
mutante apm1l1A la distribucién de este marcador era diferente, observandose un
mayor numero de puntos citoplasmaticos que en la cepa silvestre; ademds estos
puntos eran de menor tamano a los del silvestre. En el mutante doble la distribucién
de Sec72-GFP era similar a la observada en el mutante sencillo apm1A. Este dato nos
indicd que en ausencia del adaptador AP-1 el TGN presenta dafios morfoldgicos, y que

estos dafos no se agravan significativamente en el mutante doble cfr14 apm1A.

En una cepa control (WT) Syb1-GFP se localizaba en puntos dispersos por el
citoplasmay en la MP de los polos (indicado con flechas en la figura 45B) y del ecuador
celular. Para este experimento se utilizd6 un mutante bchlA como mutante del
exomero porque no fuimos capaces de obtener un mutante cfr1A con Sybl marcado
con GFP. En el mutante bch1A observamos que Syb1-GFP no es capaz de localizarse en
la superficie celular, o al menos no lo hace tanto como en la cepa control (WT). Al
cuantificar estos resultados comprobamos que en un 82% de las células de la cepa WT
la proteina es capaz de llegar hasta la superficie, mientras que esta localizacidon solo se

observa en un 36% de las células del mutante bch1A (grafica de la figura 45B).

Esta descrito que la pérdida del adaptador AP-1 perturba la distribucion de Syb1-
GFP, de manera que esta proteina practicamente no se observa en la superficie celular
en el mutante apmi1A (Kita et al., 2004). De hecho la localizaciéon intracelular de esta
proteina recuerda a la de Bgs4 en este mismo mutante. En el mutante doble bchiA

apm1A Syb1-GFP tampoco era capaz de llegar a la membrana plasmatica, y ademas
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presentaba una acumulacién en el interior celular considerablemente mayor que en el
mutante sencillo apm1A (Figura 45B), una vez mas con un patrén similar al observado

para las enzimas BGS y aGS.

Se sabe que en una cepa silvestre muchos de los puntos citoplasmaticos de Syb1l-
GFP co-localizan con el colorante lipofilico FM4-64 (marcador del sistema de
endocitosis), indicando que la localizacién de esta proteina es endosomal, al menos en
parte (Kita et al., 2004). Ademas se sabe que AP-1 actua a nivel del TGN/EEs. Por tanto,
nuestros resultados indican que al eliminar de forma conjunta el adaptador AP-1 vy el
exdmero se produce un fallo severo en el propio sistema de transporte a nivel del
TGN/EEs. En estas circunstancias las distintas proteinas cargo quedarian retenidas a
dicho nivel, de tal forma que éstas o no podrian ser transportadas hacia la MP ni hacia

las vacuolas, o el transporte de las mismas seria mas lento.
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Figura 45. Localizacion de algunas proteinas del sistema endosomal en mutantes de trafico
intracelular.

A. Localizacion de la proteina de fusién Sec72-GFP en las cepas indicadas.

B. Localizacién de la proteina de fusién Syb1-GFP en las cepas indicadas. Las flechas blancas marcan la localizacion
de la proteina Syb1-GFP en la superficie celular. La gréfica de la derecha muestra la cuantificacion del % de Syb1-
GFP en la superficie celular en la cepa silvestre (WT) y en el mutante bchlA.

C. Localizacién de la sonda mCherry-FYVE en las cepas indicadas.

Imégenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.
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La sonda mCherry-FYVE se observo en el PVC en la estirpe silvestre (Figura 45C). En
los mutantes cfr1A, apmlA y cfr1A apmiA la localizacion es practicamente similar, no
existiendo diferencias aparentes de localizacién entre la cepa control, los mutantes

sencillos y el mutante doble.

Los resultados obtenidos con los marcadores fluorescentes sugerian que al eliminar
de forma conjunta el exdmero y el complejo AP-1 se agravaba la morfologia de los

endosomas tempranos, pero no la de los endosomas tardios.

Para poder tener mas informacién de la alteracidon en los organulos intracelulares
en el mutante doble cfr1A apmlA se decidid observar esta cepa por microscopia
electronica en cultivos que habian crecido durante 3 horas a 32°C, temperatura semi-
restrictiva para el mutante apmlA vy restrictiva para el mutante doble. En estas
condiciones el silvestre y el mutante cfr1A presentan una apariencia similar (Figura
46A). Sin embargo, al observar en mas detalle células de este mutante comprobamos
que presenta aparatos de Golgi con numerosas cisternas (fotografias b-e en el panel
cfr1A de la figura 46B), algo poco comun en la cepa control (WT) (Figura 46C). Ademas,
en este mutante también se observaron cisternas engrosadas (fotografia b en el panel
cfr1A de la figura 46B) o desorganizadas (fotografias c y d en el panel c¢fr1A de la figura
46B). Este resultado demuestra que la ausencia del exdmero causa una alteracion en la

morfologia del Golgi.

En el caso del mutante apm1A se observé una gran acumulacion de estructuras
membranosas sin forma definida en el interior celular (Figura 46A). En este mutante se
observé que el aparato de Golgi estaba formado generalmente por 1-3 cisternas
(Figuras 46B y 46C), que algunas veces presentan los extremos engrosados (fotografias
b y d en el panel apm1A de la figura 46B); ademas en algunas ocasiones la distancia
entre estas cisternas es mayor de lo habitual (b y e). Por ultimo, en el mutante doble
aparecian aparatos de Golgi que generalmente tenian 1-3 cisternas, normalmente
desorganizadas y engrosadas (Figuras 46B y 46C). En general se puede decir que al
eliminar el exdmero en el mutantes apmi1A la morfologia del Golgi no se altera mas
alla de lo que ya estaba en dicho mutante. Lo que si que se aprecidé en el mutante

doble mutante fue la acumulacion de una gran cantidad de estructuras
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tubulovesiculares, densas a los electrones, asociadas con las cisternas del aparato de

Golgi (flechas en las fotografias a y ¢ en el panel ¢fr1A apm1A de la figura 46B) que

podrian corresponderse con TGN/EEs.
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Figura 46. Analisis por microscopia electronica. Onormal . ©

A. Células de las cepas indicadas observadas por microscopia electrénica. Las cepas se ggamorfo
incubaron durante 3 horas a 32°C. El cuadro negro corresponde a la zona de las células donde B Ttubulovesicular
se observa la acumulacién de estructuras membranosas amorfas, tubulovesiculares y/u otras

estructuras mas densas a los electrones que pueden corresponder con TGN/EEs. La letra G

hace referencia al aparato de Golgi.

B. Aparatos de Golgi de las cepas indicadas (para mds informacién ver el texto). La letra G hace referencia al
aparato de Golgi y las flechas negras indican las zonas de unién entre las cisternas del Golgi y estructuras
tubulovesiculares.

C. Cuantificacion del nimero de cisternas en los aparatos de Golgi de las cepas indicadas. 44 = cfr14 apm1A.

D. Cuantificacién de la presencia de estructuras membranosas alteradas en las cepas indicadas. 44 = cfriA
apmlA.

La cuantificacién mostrd que no se produce acumulaciéon de endomembranas ni en
el WT ni en el mutante cfr1A. En el mutante apm1A un 33% de las células son
semejantes al WT, un 50% presentan una acumulacion de endomembranas sin forma
definida, y un 17% de las células presentan estructuras tubulovesiculares densas a los
electrones. En el mutante cfr14 apm14, un 15% de las células presentan un sistema de
endomembranas andmalo y el 85% restante presentan estructuras tubulovesiculares
(Figura 46D). Estas estructuras, que son frecuentes en el mutante doble y no tanto en
el mutante simple apm1A (Figuras 46B y 46D) incubados a 32°C durante 3 horas, se
habian descrito previamente al cultivar el mutante sencillo apm1A durante 8 horas a
36°C (Kita et al., 2004). Por lo tanto, y como ya habiamos observado en algunos de los

experimentos anteriores, el andlisis de microscopia electrénica demuestra que la
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ausencia del exdmero empeora el fenotipo del mutante gapmlA. En particular se

agravan los defectos observados en la organizacion del TGN/EEs.

8.2 Localizacion de algunos marcadores del TGN y del sistema endosomal

en mutantes carentes del exdmero y/o de adaptadores GGA

Los resultados anteriores indicaban que en ausencia del adaptador AP-1 y del
exomero existe una desorganizacién del sistema a nivel de los EEs. Por otro lado
habiamos visto interaccion funcional entre el exdmero y los GGAs. Dado que en otros
organismos hay evidencias de que los GGAs puedan jugar alglin papel en el trafico
entre el TGN y los EEs, nos preguntamos si la relacion funcional que habiamos
detectado entre ellos y el exdmero se debia a que en ausencia de ambos tipos de
complejos la alteracion del trafico también se producia a nivel de TGN/EEs. Con el fin
de aclarar esta cuestion se realizaron varios experimentos. Inicialmente se analizo si en
S. pombe existia co-localizacién entre las proteinas Syb1-GFP, como marcador de EEs, y
Gga22-RFP. Como se puede observar en la figura 47A ambas proteinas co-localizaban
(puntos amarillos en la imagen superpuesta). La cuantificacion correspondiente con el
programa JaCoP (Just another Colocalization Plugin) del software ImageJ) demostrd que
un 60% de los puntos citoplasmaticos de Syb1-GFP co-localizaban con Gga22-RFP y un
64% de los puntos de Gga22-RFP co-localizaban con Syb1-GFP (grafica de la figura
47A). Este resultado indicaria que la funcion de los GGAs podria ejercerse tanto a nivel

del PVC como a nivel de TGN/EEs.

A continuacién se analizo la localizacion de la proteina Syb1-GFP en los mutantes
gga22A, bchlA gga22A, gga21A gga22Ay bchlA gga21A gga22A, en comparacion con
la localizacidn de esta proteina de fusion en una cepa silvestre y en el mutante bch1A.
Como se puede observar en la figura 47B la localizacion de la v-SNARE en el mutante
gga22A fue similar a la que presenta en la cepa WT, mientras que su localizacion en el
mutante doble bchlA gga22A fue similar a la que presenta en el mutante simple
bchlA. En el mutante doble gga21A gga22A Syb1-GFP no se observaba ni en el
ecuador ni en los polos celulares, indicando que en ausencia de los GGAs existia una
alteracion en el trafico de esta proteina entre los EEs y la MP. Por ultimo, en el triple
mutante bchlA gga21A gga22A se observaba una mayor alteracién en la localizacién
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de Syb1-GFP, apareciendo unos ciumulos de la misma en el citoplasma en un 30% de
las células (sefalados por puntas de flecha en el panel correspondiente de la figura
47B). No obstante esta acumulacion intracelular de Syb1-GFP es diferente a la que se
observa en el mutante bch1A apm1A; este hecho sugiere que el dafio en los EEs, y por
lo tanto la relacidn funcional, entre el exdmero y los GGAs son distintos a los
observados entre el exdmero y el adaptador AP-1, donde el defecto a nivel de TGN/EEs

es mucho mayor.
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Figura 47. Localizacion de algunas proteinas del sistema endosomal en mutantes carentes del
exémero y/o de adaptadores GGA.

A. Co-localizacién de las proteinas Syb1-GFP y Gga22-RFP. La grafica de la derecha muestra el % de puntos
citoplasmaticos de Syb1-GFP que co-localizan con Gga22-RFP y viceversa.

Las fotografias muestran un plano medio de las células adquiridas con un microscopio confocal Spinning-Disk. Barra
de escala, 5 um.

B. Localizacion de la proteina de fusion Syb1-GFP en las cepas indicadas. Las puntas de flechas blancas marcan la
localizacion de la proteina Syb1-GFP en cimulos citoplasmaticos en el mutante triple.

C. Localizacion de la sonda mCherry-FYVE en las cepas indicadas.

Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

D. Cuantificacion del nimero de puntos de mCherry-FYVE que aparecen en las cepas indicadas.

cfril gga21a-224

Finalmente se estudio la localizacion del dominio mCherry-FYVE en los mutantes

carentes de los GGAs y del exdmero, para conocer si existia algun dafo en la zona del
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sistema endosomal tardio en ausencia de ambos tipos de complejo. Como ya se ha
mencionado la sonda mCherry-FYVE se localiza en puntos citoplasmaticos que se
corresponderian con el PVC en una cepa WT y en el mutante c¢fr1A (Figura 47C); esta
localizacion se mantiene en el mutante gga22A, aunque la sefial fluorescente es algo
mas débil que en las cepas anteriores de manera que el tamafio de los puntos
fluorescentes es menor al de la cepa control. En el caso del mutante doble cfriA
gga22A la senal fluorescente era menor a la de los mutantes sencillos
correspondientes. Una cuantificacion demostrd que la ausencia del exdmero reduce
considerablemente el nimero de puntos fluorescentes por célula (Figura 47D).
Finalmente en ausencia de ambos GGAs se observaba una menor presencia de puntos
en el citoplasma, en comparacién con la cepa WT, presencia que disminuia
drasticamente en el mutante triple cfr1A gga21A gga22A. Estos datos nos estaban
indicando que en ausencia de los GGAs y del exdmero existe un defecto a nivel del PVC

que no se detecta en los mutantes apm1Ay cfr1A apm1A.

Teniendo en cuenta los distintos resultados que se han descrito hasta aqui, parece
gue el exébmero de S. pombe presenta distintos tipos de interacciones con los
adaptadores que interaccionan fisicamente con la cubierta de clatrina, es decir, AP-1,
AP-2 y GGAs. Pero ademas de la interaccion con la clatrina todos estos adaptadores
tienen en comun que su funcién esta relacionada con el sistema endosomal. El
conjunto de datos obtenidos parece indicar que en ausencia de uno o de varios de
estos complejos el propio sistema endosomal esta dafiado. En particular, la ausencia
del exémero y de AP-1 altera el sistema del TGN/EEs mientras que la ausencia del

exomero y los GGAs altera el sistema endosomal tardio.

9. Otros aspectos relacionados con trafico vesicular en los mutantes

del exdmero en S. pombe

Como vya se ha contado en la introduccion el trafico vesicular es un proceso muy
complejo en el que intervienen multitud de proteinas que forman parte de

adaptadores, cubiertas, receptores u otros tipos de complejo (amarra, anclaje, etc)
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necesario para que todo el proceso funcione de forma adecuada. Habiamos visto que
el exdmero estd relacionado funcionalmente con AP-2, y que la localizacién del
exdémero de S. pombe es mayoritaria en el TGN/EEs, aunque también parece tener una
funcién en el trafico a nivel del PVC. Con el fin de completar la caracterizacion de la
funcion del complejo Cfrl/Bchl, analizamos si éste podia estar implicado en otros

aspectos del trafico vesicular.

9.1 Proceso de endocitosis

En apartados anteriores se ha descrito que hay interaccion entre componentes del
exdmero y de AP-2. Para poder conocer si la ausencia del complejo Cfr1/Bch1 afectaba
al proceso de endocitosis se analizd la toma del colorante lipofilico FM4-64. Como ya
se ha mencionado antes, se trata de un compuesto organico que permite observar el
proceso endocitico in vivo desde su incorporacién a la MP hasta le llegada a la
membrana de la vacuola, pasando por toda la ruta endosomal (Betz et al., 1992; Vida
& Emr, 1995; Betz et al., 1996). La tincion se realizé en cultivos mixtos de células de la
cepa silvestre, la cual tenia una proteina del cuerpo polar del huso fusionada a la
proteina verde fluorescente (Sad1-GFP) para poderla diferenciar, y del mutante cfriA.
El colorante se afiadio al cultivo mixto y se tomaron muestras a los 0, 1, 2, 30 y 60
minutos de incubacidn a 32°C. Como podemos observar en las fotografias de
fluorescencia (Figura 48A) en ambas cepas a tiempo O el colorante se observaba en la
superficie celular, a los 2 minutos marcaba los endosomas internos y a los 30 minutos
marcaba la membrana de la vacuola. Estos resultados muestran que no existian
diferencias aparentes entre las células que presentaban sefial de GFP (WT) o las células
qgue no estaban marcadas (cfr14) e indican que el proceso de endocitosis ocurre de

manera normal en las células en las que esta ausente el exdmero.

9.2 Morfologia y propiedades de las vacuolas

Otro de los aspectos relacionados con el trafico vesicular que se decidié valorar fue
la morfologia y las propiedades de las vacuolas en ausencia del complejo Cfr1/Bch1.
Con este fin se utilizé el colorante CDCFDA que permite tefiir especificamente estos

organulos. Como se observa en la figura 48B ni el tamafio ni la morfologia de las
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mismas parece verse afectado en los mutantes cfriA, bch1A y cfr1A bchlA en relacién

a una cepa control (WT).

bchiA cfriA

cfriA bchiA

Figura 48. Los procesos de
endocitosis y de fusién de
las vacuolas no estan
alterados en ausencia del
exémero.

A.Incorporacién del colorante
FM4-64 en cultivos mixtos de
células silvestres que poseen
la proteina Sad1-GFP y células
del mutante cfr1A. Las células
se tifleron con el colorante y
se fotografiaron tras el
tiempo indicado (en minutos)
de incubacién a 32°C.
B.Fotografiasde fluorescencia
de las cepas indicadas tefidas
con el colorante CDCFDA. Las
células fueron cultivadas en
medio rico (YES) (paneles de
la izquierda) y después se
transfirieron a agua y se
incubaron durante 90
minutos (paneles de la
derecha) para poder observar
el proceso de  fusion
homotipica de las vacuolas.
Imdagenes adquiridas con un
microscopio de fluorescencia
convencional. Barra de
escala, 5 um.

También se analizd la capacidad de fusion de las vacuolas y para ello se sometid a

las células a un choque hipo-osmdtico, transfiriendo las células desde medio liquido

YES a agua e incubandolas durante 90 minutos. Al cuantificar el porcentaje de las

vacuolas que se habian fusionado, es decir presentan un tamafio mayor del que

presentan en medio YES, se pudo observar que los valores eran muy similares en todas

las cepas.

Estos resultados nos indican que no existen deficiencias de morfologia, tamafio o

capacidad de fusién homotipica de las vacuolas en ausencia del exémero.
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9.3 Transporte desde o hacia el reticulo endoplasmatico
9.3.1 Relacidon entre el exdmero de S. pombe y las vesiculas COPII

Las vesiculas COPII son las responsables del transporte de proteinas desde el RE al
aparato de Golgi. Estas vesiculas se concentran en dominios especializados
denominados ERES (Spang, 2009a; Okamoto et al., 2012). La cubierta de estas
vesiculas estd formada por las proteinas Sec23 y Sec24 que reconocen los cargos,
ademas de por otras dos proteinas denominadas Sec13 y Sec31. Ademas, es necesaria
la actividad de la GTPasa Sarl para que se produzca el reclutamiento de los distintos

componentes que forman esta cubierta vesicular (Jensen & Schekman, 2011).

Lo primero que hicimos fue analizar si existian diferencias en la localizacion de
algunas de los componentes necesarios para la formacion de las vesiculas COPII. Asi,
utilizamos la proteina Sec24 marcada con la proteina verde fluorescente (Sec24-GFP) y
observamos su localizacion en una cepa silvestre y en el mutante cfriA. Como se
puede observar en la figura 49A la proteina Sec24 aparecia de forma discontinua en
todo el contorno celular y nuclear y en membranas internas, siguiendo un patron de
localizacion similar al de las proteinas que se localizan en el RE. De hecho, al utilizar la
proteina Sur4-mCherry (Sur4 estd implicada en la sintesis de esfingolipidos y se localiza
en el RE) como marcador del RE se observaba que la sefial de Sec24 coincidia con la de
este organulo. La localizacién discontinua de Sec24-GFP seguramente se debia a la
concentracion de esta proteina en los ERES. Como se observa en la figura no hay
diferencias aparentes en la localizacién de la proteina Sec24 entre la cepa control (WT)

y el mutante cfriA.

También estudiamos la localizacién de Sarl, la GTPasa necesaria para el
reclutamiento de la cubierta COPIl al RE, utilizando la proteina de fusién Sarl-GFP.
Como en el caso anterior utilizamos la proteina Sur4-mCherry como marcador del RE.
Como se puede observar en la figura 49B Sarl aparecia de manera débil en el RE,
destacando la sefal en el RE perinuclear y cortical, y observandose también en
cumulos en el citoplasma. En este caso la co-localizacién era parcial con la proteina

Sur4 cuya localizaciéon era en todo el contorno celular, alrededor del nucleo y en
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membranas internas. En cualquier caso, no se encontraron diferencias entre la

localizacion de la proteina Sarl en la cepa control (WT) y en el mutante cfriA.

Por ultimo, nos planteamos la posibilidad de que existiera algun tipo de interaccion

fisica entre la cubierta COPIl y el complejo Cfr1/Bchl. Analizamos esta posibilidad

mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacién entre las proteinas Cfr1-HA y Sec24-

GFP. Los extractos celulares procedentes de las cepas que portaban una de las

proteinas de fusion (Cfr1-HA y Sec24-GFP) o la cepa que portaba las dos proteinas de

fusidon se incubaron en presencia del anticuerpo policlonal anti-GFP. Se realiz6 un

ensayo de Western blot utilizando anticuerpos anti-HA o anti-GFP para la deteccion de

las proteinas marcadas en los inmunoprecipitados (IP) y en los extractos celulares. El

resultado mostré que entre ambas proteinas no existia interaccion alguna (Figura 49C).

A
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Figura 49. Relacion entre el exdmero
de S. pombe y las vesiculas COPII.

A. Localizacién de las proteinas Sec24-GFP y
Sur4-mCherry en células de una cepa silvestre
(WT) y del mutante cfr1A. Los paneles de la
derecha muestran una superposiciéon de ambas
imdagenes.

B. Localizacién de las proteinas Sarl-GFP y
Surd-mCherry en células de una cepa silvestre
(WT) y del mutante cfr1A. Los paneles de la
derecha muestran una superposicion de ambas
imagenes. (A y B) Las fotografias de
fluorescencia son proyecciones maximas de
planos tomados en series z con un sistema de
microscopia DeltaVision. Barra de escala, 5 um.
C. Llas proteinas Sec24 y Cfrl no co-
inmunoprecipitan.

Ensayo de co-inmunoprecipitacion entre las
proteinas Cfr1-HA y Sec24-GFP. Los dos paneles
superiores muestran ensayos de Western blot
de extractos totales de las cepas que portan las
proteinas marcadas que se indican, revelados
con anticuerpos anti-GFP o anti-HA. Los dos
paneles inferiores muestran ensayos de
Western blot de las proteinas
inmunoprecipitadas (IP) con un anticuerpo
policlonal anti-GFP y revelados con los
anticuerpos monoclonales indicados.



Resultados

Los resultados descritos en este apartado indican que el exdmero de S. pombe no
actua colaborando con las vesiculas COPIl en el transporte de las distintas proteinas

desde el RE hasta el aparato de Golgi.

9.3.2 Relacidn entre el exdmero de S. pombe y las vesiculas COPI

El trasporte retrogrado dentro del aparato de Golgi hacia el RE se lleva a cabo por
las vesiculas COPI. Este transporte es importante para la recuperacion de proteinas
gue actlan ayudando a otras en su transporte desde el RE al aparato de Golgi, de
manera que ciclan de forma continua entre estos organulos (Hsu & Yang, 2009). Las
vesiculas COPI y COPIl son estructuralmente diferentes. La cubierta de las vesiculas
COPI esta formada por siete proteina diferentes: Ret1, Ret2, Ret3, Sec21, Sec26, Sec27
y Sec28; la GTPasa necesaria para el reclutamiento de esta cubierta vesicular es Arfl. El
GEF Sec72 es uno de los reguladores que activan a Arfl para llevar a cabo su funcién
en el Golgi (Bonifacino & Lippincott-Schwartz, 2003). Esta GTPasa junto con el propio
GEF también es necesaria para el reclutamiento de las vesiculas de clatrina y del

exdmero.

Como en el caso anterior decidimos mirar la localizacion de alguna de estas
proteinas en ausencia del complejo Cfr1/Bchl. En este caso se utilizd Sec72-GFP, a
pesar de no ser un GEF especifico de estas vesiculas ni ser el Unico GEF de Arfl, por ser
el marcador del que disponiamos. Como podemos observar en la figura 50A aparecia
localizada en puntos dispersos por el citoplasma, no coincidiendo con el patrén de
localizacion del RE (Sur4-mCherry). Ademas pudimos observar que no existian

diferencias en la localizacion de Sec72 entre la cepa control (WT) y el mutante cfr1A.

Decidimos comprobar si existia interaccidn fisica entre la proteina Sec72 y la
proteina Cfrl, para lo que realizamos una co-inmunoprecipitacién utilizando las
proteinas Sec72-GFP y Cfr1-HA. El resultado de este ensayo fue que no existia
interaccidén alguna entre ambas proteinas (resultado no mostrado). Por ello, decidimos
utilizar una proteina especifica del complejo COPI para analizar la existencia o no de

interaccion fisica entre COPI y el exdmero.
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La interaccion entre la cubierta COPI y el complejo Cfr1/Bchl se analizd con un
ensayo de co-inmunoprecipitaciéon entre las proteinas Cfr1-GFP y Sec28-HA. De tal
forma que los extractos celulares procedentes de las cepas que portaban una de las
proteinas de fusion (Cfr1-GFP o Sec28-HA) o de la cepa que portaba las dos proteinas
de fusién se incubaron en presencia del anticuerpo policlonal anti-GFP. Se realizd un
ensayo tipo Western blot utilizando anticuerpos anti-HA o anti-GFP para la deteccién
de las proteinas marcadas en los inmunoprecipitados (IP) y en los extractos celulares
(Figura 50B). El resultado mostré que entre ambas proteinas no existia interacciéon

alguna fisica.

Sec72-GFP Sur4-mCherry Superposicién

Figura 50. Relacion entre el exdmero de S. pombe y las vesiculas COPI.

A. Localizacién de las proteinas Sec72-GFP y Sur4-mCherry en células de la cepa silvestre (WT) y del mutante
cfrlA. Los paneles de la derecha muestran una superposicién de ambas imagenes.

Las fotografias de fluorescencia son proyecciones maximas de planos tomados en series z con un sistema de
microscopia DeltaVision. Barra de escala, 5 um.

B. Extractos celulares de las cepas que expresan las proteinas de fusién Cfr1-GFP y/o Sec28-HA se analizaron
mediante Western blot empleando los anticuerpos monoclonales anti-GFP (a-GFP) o anti-HA (a-HA). Alicuotas
de los extractos se inmunoprecipitaron con el anticuerpo policlonal anti-GFP (IP) y se analizaron por Western
blot con anticuerpos anti-GFP y anti-HA.
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En resumen, los experimentos descritos en este apartado, aunque no son
concluyentes, sugieren que no existe relacion fisica ni funcional entre el exdmero y las
cubiertas vesiculares COPI. A su vez, ya habiamos comprobado que tampoco existe
interaccion entre el exdmero y las cubiertas COPIl. Ademas habiamos visto que no hay
interaccion fisica entre el exdmero y la clatrina. Es decir, a falta de analizar interaccién
con el retrémero, el exdmero no interacciona fisicamente con las cubiertas vesiculares

gue participan en el trafico vesicular de S. pombe.
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9.3.3 Relacidn entre el exdmero de S. pombe y el receptor Rerl

La proteina Rerl es un receptor que reconoce aminoacidos polares en los dominios
transmembranales de algunas proteinas del RE que ciclan entre RE y el aparato de
Golgi y facilita su inclusion en vesiculas COPI para su vuelta al RE (Sato & Nakano 2003;
Kaether et al., 2007; Spasic et al., 2007). Decidimos analizar si existia interaccién entre

este receptor y el exdmero de S. pombe.

Lo primero que hicimos fue analizar la localizacién de la proteina Rerl unida a GFP
(Rer1-GFP) en una cepa silvestre y en los mutantes simples o el mutante doble del
complejo. Como podemos observar en la figura 51A, en una cepa WT la proteina Rerl-
GFP se localizaba como puntos discretos en el citoplasma, con un patron de
localizacion similar al del aparato de Golgi. En los mutantes cfr14, bch1A, y cfrl1A

bchlA la localizacion era similar.

Rerl-GFP

Rerl-GFP: -+ o+
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Figura 51. Relacién entre el exdmero de S. pombe y el receptor Rerl.

A. Localizacion de la proteina Rer1-GFP en células de una cepa silvestre (WT) y del mutante cfriA.

Imégenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia convencional. Barra de escala, 5 um.

B. Los dos paneles superiores muestran ensayos de Western blot de extractos totales de las cepas que portan las
proteinas marcadas que se indican, revelados con anticuerpos anti-GFP o anti-HA. Los dos paneles inferiores
muestran ensayos de Western blot de las proteinas inmunoprecipitadas (IP) con un anticuerpo policlonal anti-GFP y
revelados con los anticuerpos monoclonales indicados.

También analizamos si existia interaccion fisica entre este receptor y al complejo
mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion. En este caso pudimos observar que la

proteina Cfr1-HA no aparecia en los inmunoprecipitados (IP) de una cepa que portaba
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Cfr1-HA y Rerl-GFP. Por tanto, podemos concluir que, en principio, no existia

interaccion fisica entre ellas (Figura 51B).

En resumen, de todos los aspectos estudiados y relacionados con el trafico
vesicular hemos comprobado que el exdmero de S. pombe no interviene en el proceso
de endocitosis ni en la dindmica de vacuolas. A su vez, parece que no interacciona con
cubiertas vesiculares ni con otros receptores implicados en el trafico de proteinas
entre el RE y el Golgi. Por lo tanto, sdlo existe relacidon funcional con adaptadores de

clatrina relacionados con el trafico a nivel del TGN/endosomas.
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Discusion

La levadura de gemacién Saccharomyces cerevisiae ha sido y sigue siendo un
modelo indiscutible a la hora de abordar el estudio de procesos bioldgicos de células
eucariotas. La facilidad de su manejo en el laboratorio, junto con el rapido desarrollo
de técnicas genéticas y moleculares para su manipulacion, ha hecho que este
organismo haya estado siempre en la cresta de la ola de la investigacion en biologia
celular. Sin embargo no hay que olvidar que este organismo tiene sus propias
caracteristicas que le distinguen de los demas, por lo que es razonable acudir a otros
organismos modelo de facil manejo para ampliar y complementar los estudios llevados
a cabo con él. La levadura de fisidn S. pombe se separd de S. cerevisiae hace unos 400
millones de afios y es un modelo establecido para estudios sobre la regulacién del ciclo
celular, el establecimiento de la polaridad y la citocinesis. Esta levadura también se
estd estableciendo como un modelo util a la hora de estudiar algunos procesos de
transporte vesicular porque hay aspectos de los mismos que son mas similares entre S.

pombe y metazoos que entre S. pombe y S. cerevisiae (de Ledn & Valdivieso, 2016).

El descubrimiento del exdmero en la levadura de gemacién fue un hallazgo
importante porque supuso la identificacion de un complejo de proteinas que podria
ser una cubierta implicada en el trafico entre el TGN y la membrana plasmatica. Esta
ruta de transporte, siendo de gran relevancia bioldgica, estd menos caracterizada que
el trafico entre el RE y el Golgi o que la endocitosis (Spang, 2015). Seguramente esto se
debe a que ésta es una ruta de trafico vesicular que requiere la participacion de
multitud de elementos. Se sabe que hay una gran variedad de los llamados "carriers"
(compartimentos membranosos), incluyendo los CARTS (CARriers of the TGN to the cell
Surface) descritos recientemente (Wakana et al., 2012), que median el transporte de
proteinas desde el aparato de Golgi hasta dominios especializados de la membrana
plasmatica (De Matteis & Luini, 2008). Mientras que el empaquetamiento de algunos
cargos en los carriers se lleva a cabo por AP-1, otras cubiertas y adaptadores que
participan en la seleccidén de cargos (Bonifacino, 2014). Ademas en muchos casos no se
ha podido determinar si los carriers tienen adaptadores, receptores o cubiertas
especificas (De Matteis & Luini, 2008; Wakana et al., 2012; Spang, 2015). Una
complicacién adicional a la hora de estudiar el trafico entre el Golgi y la superficie

celular es el hecho de que no hay una delimitacién clara entre el Golgi, el TGN y los
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endosomas tempranos. Esto es asi porque estos orgdnulos celulares no son
compartimentos estancos sino que van madurando, de manera que unos van dando
lugar a otros; ademas entre ellos hay continuos procesos de fusion y de fisién, lo que
complica enormemente su estudio (Lemmon & Traub, 2000; Huotari & Helenius, 2011;

Scott et al., 2014).

La funcidn mas caracterizada del exdmero es la regulacién de la enzima quitin
sintasa Chs3. El interés de estudiar una posible funcion conservada del exdmero en S.
pombe radica en el hecho de que esta levadura posee una pared celular compuesta
por glucanos y mananos, pero no de quitina. Por lo tanto estos estudios pueden poner
de manifiesto una funcién mas general del exémero, que S. cerevisiae habria adaptado
a su necesidad de sintetizar quitina. Ademas se podria obtener informacién acerca de
la regulacién de la sintesis de glucano evitando la interferencia de los mecanismos
compensatorios que se producen en otros hongos cuando la sintesis de glucano es
defectuosa (Garcia-Rodriguez et al., 2000; Valdivieso et al., 2000). Por lo tanto la
caracterizacidon del exdmero en S. pombe podria complementar la informacién que se
ha obtenido en la levadura de gemacion. Pero ademas al participar el exdmero en el
transporte entre el aparato de Golgi, los endosomas y la membrana plasmatica, su
estudio en otro organismo podria aportar informacién acerca del funcionamiento del

trafico entre estos organulos, trafico que ocurre en todos los eucariotas.

S. pombe posee la forma mas sencilla posible de un exémero

El exdmero de S. cerevisiae esta formado por Chs5 y por cuatro proteinas ChAP
(Santos et al., 1997; Sanchatjate & Scheckman, 2006; Trautwein et al., 2006; Wang et
al., 2006). En la levadura de fision Cfrl comparte con Chs5 cierta identidad y la
presencia del médulo FBE en su extremo amino terminal (Cartagena-Lirola et al., 2006;
Martin-Garcia et al., 2011) y Bchl comparte con las ChAPs de S. cerevisiae algo de
identidad y la presencia de varios dominios TRP, necesarios para la funcionalidad de
esta familia de proteinas (Rockenbauch et al., 2012). Dado que la presencia de los
dominios TPR en la proteina Bchl de S. pombe estd basada en predicciones

informaticas y no se ha comprobado su relevancia bioldgica, la existencia de proteinas
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similares a Chs5 y a las ChAPs no era garantia de la existencia de un complejo funcional

similar al exdmero en la levadura de fision.

En este trabajo se ha demostrado que en S. pombe Cfrl y Bchl forman un complejo
que tiene las caracteristicas basicas del exdmero: se localiza a nivel del
TGN/endosomas tempranos de una manera dependiente de la actividad de la GTPasa
Arfl y del mdédulo FBE de Cfrl. Nos planteamos la posibilidad de que este complejo
estuviera formado, ademas, por otras proteinas aunque éstas no presentaran similitud
de secuencia con las ChAP. Para abordar esta cuestion se realizaron varios rastreos de
dos hibridos sin éxito alguno, de tal manera que asumimos que el exdmero de S.
pombe esta formado Unicamente por dos proteinas, representando este complejo la
forma mas sencilla de un exdmero. En otros organismos el exdmero habria
evolucionado a formas mas complejas por sucesivos procesos de duplicacion génica de
manera que la diversidad de ChAPs habria permitido una especializaciéon de sus

funciones (Sanchatjate & Schekman, 2006; Trautwein et al., 2006; Rocero et al., 2016).

Ademads de ser mas sencillo, o quizas por esta razén, el exdmero de S. pombe tiene
una caracteristica diferencial. En S. cerevisiae Chs5 se considera una proteina andamio
porque en su ausencia las ChAPs se deslocalizan del TGN. En ausencia de las ChAPs,
aungue lo hace mas débilmente, Chs5 sigue estando localizada en el TGN (Sanchatjate
& Schekman, 2006; Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006). Sin embargo en S.
pombe la localizacién de los dos componentes del exémero es interdependiente.
Trabajos recientes han demostrado que en S. cerevisiae la funcidon de todas las ChAPs
no es equivalente, de manera que Bch1l es la ChAP que contribuye mas a la estabilidad
de Chs5 en la membrana del TGN (Paczkowski & Fromme, 2014; Huranova et al., 2016)
Es posible que en S. pombe, donde no hay otras ChAPs, Bchl sea totalmente necesaria
para esta estabilidad de Cfrl en la membrana, explicando la interdependencia de los

dos componentes del exdmero para su localizacién en las membranas del TGN/EEs.

En cuanto a la localizacién de este complejo, en S. cerevisiae se demostré que Chs5
reside en los mismos compartimentos que Kex2 (Santos & Snyder, 1997), es decir TGN
y EEs (Holthuis et al., 1998; Lewis et al., 2000). Nuestros datos amplian la localizacién

del exdmero al compartimento pre-vacuolar. Habrda que determinar si ésta es una
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caracteristica del exdmero de S. pombe o un patrén general, ya que aunque se ha
publicado que en ausencia de Chs6 la ruta de maduracion de la carboxipeptidasa Y no
esta "significativamente alterada" (mencionado como resultado no mostrado por
Ziman y colaboradores (Ziman et al.,, 1998)), esta posibilidad no se ha descartado

completamente.

El exdmero de S. pombe participa en el trafico intracelular desde el aparato

de Golgi hasta la membrana plasmatica

Dado que el papel mas conocido del exdmero es la regulacién de la sintesis de la
pared celular, realizamos un analisis de esta estructura en los mutantes del exdmero
de S. pombe. Encontramos que en los mutantes habia un defecto en la sintesis del -
glucano que, aunque no era muy drastico, era reproducible. Sorprendentemente
cuando se analizd por microscopia la distribucion de las enzimas BGS en dichos
mutantes se observd que ninguna de ellas parecia quedar retenida, ni total ni
parcialmente, en compartimentos intracelulares. El mismo resultado se obtuvo cuando
se analizo la localizacion de algunos de sus reguladores o de otras proteinas implicadas
en la sintesis de la pared celular. Asi, aunque algunas de las enzimas BGS co-
localizaban y co-inmunoprecipitaban con Cfrl, no parecia que fueran cargos del
exomero. Curiosamente en S. cerevisiae la enzima BGS FKS1, que a priori seria un buen
cargo para el exdmero por ser una proteina transmembranal que se localiza de forma
polarizada, no ve alterado su patron de localizacion en los mutantes del exdmero
(resultados de nuestro laboratorio). Estos resultados indican que las enzimas BGS no

son cargos del exdmero.

La observacion al microscopio electronico de mutantes cfriA demostrd que estos
mutantes tienen una alteracion en la morfologia del aparato de Golgi, de manera que
este organulo tiene mas cisternas que el de la cepa silvestre; ademas en el mutante las
cisternas estan desorganizadas. Se han descrito alteraciones en la morfologia del
aparato de Golgi en mutantes que tienen alterado el trafico entre el RE y el Golgi o el
transporte retrogrado dentro del Golgi (mutantes defectivos en la actividad de Arfl o

carentes de COPI). Esto es asi porque en esos mutantes hay una alteracién en la
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homeostasis de este organulo, al no haber un balance entre las proteinas y lipidos que
salen del aparato de Golgi y los que llegan a este organulo (Ward et al., 2001; Sengupta
& Linstedt, 2011; Bhave et al., 2014; Papanikou et al., 2015). Este resultado indica que
en los mutantes del exdmero hay una alteracién del trafico a través/desde el aparato
de Golgi. Curiosamente en los mutantes de COPI la secrecion casi no se afecta aunque
el Golgi sea aberrante (Papanikou et al., 2015). Algo similar podria estar pasando en el
mutante cfr14, en el que la alteracion del Golgi no impediria ni la secrecion de
fosfatasa acida ni el transporte de las enzimas BGS hasta la membrana plasmatica. Sin
embargo en algunos casos el transporte que tiene lugar en ausencia del exdmero no
seria totalmente eficiente ya que, segun los fraccionamientos subcelulares, el patron
de distribucién de Bgs4 no es el mismo que en una cepa silvestre. No sabemos si la
presencia de Bgs4 en fracciones adicionales en los gradientes del mutante cfr14 son
consecuencia de que una fraccién de Bgs4 se desvia al PVC, de que el paso de esta
proteina a través de los distintos estadios del aparato de Golgi esta alterado, o de que
lo que se altera es su transporte desde el Golgi/TGN, a través de los endosomas, hacia
la membrana plasmatica. El hecho de que la v-SNARE Sybl no se localice
eficientemente en la superficie celular en mutantes del exdmero sugiere que ésta
ultima posibilidad es la mas plausible, ya que indica que en ausencia del exdmero el
trafico por los endosomas no es eficiente. Ademas una alteracion en la funcién y/o en
la composicién de la membrana de los endosomas tempranos podria explicar que
agregados de una subunidad del complejo AP-2 se acumulen en el citoplasma. Hay
vesiculas que se desnudan una vez que se han escindido de la membrana donadora,
mientras que otras necesitan el contacto con un complejo amarra en la membrana
receptora para iniciar la desorganizacién de la cubierta (Barlowe & Miller, 2013). No
hemos encontrado informacién acerca de si el complejo AP-2 llega a entrar en
contacto con las membranas de los endosomas tempranos. Si este contacto fuera
necesario para un desensamblaje organizado de la cubierta AP-2/clatrina, y en la
membrana de los endosomas de los mutantes del exdmero faltara un elemento
necesario para dicho proceso, es posible que la cubierta no se disgregara
completamente y agregados de la misma se acumularan en el citoplasma. Los hechos
de que haya interaccidn génica entre cfr1” y ap/3” (Figura 23A) y entre cfr1’ y end4’

(resultados no mostrados) e interaccion fisica entre Cfrl y Apm4 (Figura 23B)
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demuestran que el exdmero participa en algun aspecto del trafico endocitico. Sin
embargo la toma de FM4-64 no esta alterada cuando falta el exdmero, lo que esta de
acuerdo con la idea de que la relacién entre el exdmero y la endocitosis ocurre

después de la internalizacion de la vesicula endocitica.

Es frecuente leer en la literatura que el exdmero es necesario para el trafico directo
desde el Golgi a la membrana plasmatica de Chs3. Sin embargo se sabe que en
ausencia del exdmero esta enzima queda retenida en unos compartimentos
intracelulares (que a veces se han denominado quitosomas) que tienen caracteristicas
de TGN y EEs, ya que diferentes experimentos mostraron que los quitosomas no eran
iguales a las membranas del aparato de Golgi (Ziman et al., 1996). Ademas los
quitosomas co-localizan con Kex2, su produccion esta bloqueada en un mutante end44A
(lo que indica que la endocitosis es necesaria para el mantenimiento y produccién de
estos organulos), y son accesibles a FM4-64 (Santos et al., 1997; Santos & Snyder,
1997; Ziman et al., 1998; Valdivia et al., 2002). Finalmente el hecho de que la llegada
de Chs3 a los quitosomas pueda ser independiente del proceso de endocitosis (en el
mutante doble chs6A end4A Chs3 se sigue acumulando en los quitosomas (Ziman et
al., 1998)) sugiere que la proteina también llega hasta estos organulos desde el
aparato de Golgi. En definitiva todos estos datos muestran que los quitosomas son
semejantes a los endosomas tempranos, y que Chs3 podia llegar a ellos desde la
membrana plasmatica y desde el Golgi. La mayor parte de esta enzima QS se mantiene
en un reservorio intracelular que cicla entre el TGN y los endosomas tempranos. El
trafico de Chs3 desde este reservorio hacia la superficie celular requiere la presencia
del exdmero (Santos & Snyder, 1997; Ziman et al., 1998), mientras que AP-1 es
necesario para el transporte retréogrado desde los EEs al TGN (Valdivia et al., 2002). En
base a todos estos datos no esta rigurosamente establecido si el exdmero de S.
cerevisiae promueve el trafico directo desde el Golgi a la membrana plasmatica, lo
hace desde el TGN, o incluso desde los endosomas tempranos. Teniendo en cuenta
estos datos y los que hemos obtenido en este trabajo, parece razonable concluir que
en ambas levaduras el exdmero media el transporte entre el TGN y la superficie celular

a través de los endosomas.
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En cualquier caso lo que demuestran nuestros resultados es que en ausencia del
exomero de S. pombe el trafico desde el aparato de Golgi hasta la superficie celular
esta ligeramente alterado, y que esta alteracion se correlaciona con un leve defecto en
la sintesis de la pared celular. Ademas sugieren que el defecto del trafico ocurre a nivel
del TGN, o mas probablemente desde los EEs. Segun los gradientes subcelulares
también hay una alteracion en la distribucion de Pmal, lo que sugiere que en ausencia
del exdmero el transporte de otras proteinas de membrana también estaria alterado.
Si éste fuera un defecto general (y eso es lo que podria deducirse de la morfologia
aberrante del aparato de Golgi) el mutante cfr1A tendria fenotipos pleiotréipicos, y eso
es lo que hemos observado en el laboratorio ya que ademas de tener un ligero defecto
en conjugacion (Cartagena-Lirola et al., 2006) y ser sensible a compuestos que inhiben
la sintesis de glucano, los mutantes del exdmero son sensibles a una gran diversidad de
compuestos (KCl, MgCl,, NaCl, KAc, CaCl,, EGTA, DTT y tunicamicina), y crecen despacio
en medio minimo (Figura 12 y resultados de nuestro laboratorio). Asi, el exdmero de
S. pombe y S. cerevisiae comparten un papel en el trafico entre el Golgi y la superficie
celular, aunque la naturaleza especifica de las funciones de ambos complejos podria

no ser la misma.

El exdmero de S. pombe colabora con el complejo AP-1 en el trafico

intracelular entre el TGN y los endosomas tempranos

El exdmero de S. pombe co-localiza y co-fracciona con Sec72 y con FM4-64, por lo
qgue se puede concluir que se localiza en el TGN y en los EEs. Dado que el complejo
adaptador de clatrina AP-1 ejerce su funcion en el trafico entre estos compartimentos,
que en S. cerevisiae AP-1 participa en la regulaciéon de Chs3 (Valdivia et al., 2002), y
qgue en S. pombe AP-1 es necesario para un trafico eficiente de Bgs1 desde el TGN/EEs
hasta la membrana plasmatica (Kita et al., 2004; Yu et al., 2012), analizamos la relacién
funcional entre el exdmero y AP-1 en la levadura de fision. Nuestros resultados han
demostrado que AP-1 es necesario para que varias de las enzimas que participan en la
sintesis de la pared celular se transporten eficientemente a la superficie celular, ya que
en su ausencia quedan parcialmente retenidas en endosomas ((Yu et al., 2012) y este

trabajo). En los mutantes dobles carentes del exdémero y de AP-1 las enzimas aGS y

137



BGS quedan mas retenidas intracelularmente. El hecho de que en el mutante cfr1A
apmlA la retencion de las enzimas en los compartimentos intracelulares sea mayor
gue en el mutante simple apm1A se correlaciona con un crecimiento mas sensible a la
temperatura, una morfologia mas aberrante, y un defecto en la glucan sintasa mas
grave en el mutante doble que el mutante simple. Estos resultados sugieren que

ambos adaptadores actian de manera paralela en la misma ruta de transporte.

La observacidn al microscopio electrénico ha permitido ver que, mientras que el
mutante cfr1A presenta aparatos de Golgi con multiples cisternas, en el caso del
mutante apm1A el aparato de Golgi esta normalmente compuesto por 1-3 cisternas de
apariencia aberrante. En el mutante doble no aumenta el nimero de cisternas del
Golgi, que son aberrantes como en el mutante simple apm1A. En apm1A se observan
una serie de estructuras membranosas de apariencia amorfa, mientras que en el
mutante doble se acumulan una serie de tubulos y vesiculas densas a los electrones
conectados a las cisternas del Golgi, y que seguramente corresponden al TGN/EEs. Lo
mas probable es que estas estructuras sean las mismas que se observan por
microscopia de fluorescencia como los lugares de acumulacién de las enzimas aGS y
BGS fusionadas a la GFP. Dado que estas estructuras tubulovesiculares densas a los
electrones que se acumulan en el mutante doble cfr1A apm1A son semejantes a las
gue se observan en el mutante simple apml1A a 36°C, este dato confirma que en
ausencia del exdmero se agrava el fenotipo del mutante apmlA, y que ambos
complejos colaboran en la misma ruta de transporte vesicular entre el TGN vy los EEs.
En ausencia de ambos complejos el dano que se produce seria tan grave que las
proteinas no serian capaces de llegar hasta su destino final eficientemente. Ademas el
reciclaje de los componentes de las membranas del TGN/EEs estaria alterado de tal
forma que todo el sistema de trafico desde y hacia los EEs estaria dafiado. Este
agravamiento en la organizacion de las estructuras intracelulares explicaria el
agravamiento del resto de los fenotipos analizados en el mutante doble con respecto
al mutante simple apmlA. Ademas el grave defecto en la organizacién de los
compartimentos membranosos intracelulares explicaria la alteracién que hemos

observado en su distribucién en los gradientes de sacarosa.
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Los analisis de distintos marcadores llevados a cabo en este trabajo y por otros
autores (Kita et al.,, 2004) han demostrado que en el mutante apmlA hay una
alteracion tanto en la distribucion/morfologia del TGN (Sec72) como en la de los EEs
(Syb1). En el mutante cfr1A apm1A se agrava fundamentalmente el defecto en los EEs,
presentando Sybl un nivel de retencidn intracelular muy alto, que presenta un patrén
similar al de las enzimas implicadas en la sintesis de la pared celular. Por el contrario
en los mutantes apm1A el patréon de distribucidon del PVC (mCherry-FYVE) es similar a
la del WT, y solo presenta una ligera alteracion en el mutante cfriIA apmiA. Esta
alteracion podria ser una consecuencia indirecta del defecto en el trafico en el entorno

de los EEs, que son el origen del PVC.

De todos estos datos podria concluirse que la ausencia conjunta del exdmero y de
AP-1 altera gravemente el tréfico a través de los endosomas tempranos. Si la situacion
fuera la misma en S. cerevisiae (que sepamos no se han hecho andlisis de los mutantes
equivalentes por microscopia electrdnica en S. cerevisiae) esta alteracién en el trafico
de los endosomas forzaria la apertura/utilizacion de una ruta alternativa para la
llegada de ciertas proteinas a la superficie celular (Chs3 entre ellas (Valdivia et al.,
2002)), cosa que no ocurre en S. pombe al menos para las enzimas aGS y BGS. Esto
estd en la linea de que, aunque en ambos organismos los dos complejos participen en
la misma ruta de transporte, el papel especifico de cada uno de ellos, o la relacién
entre ambos adaptadores, tiene caracteristicas propias de cada organismo. Asi en el
caso de S. cerevisiae la ausencia del complejo AP-1 apenas presenta fenotipos, a no ser
que mutaciones en sus componentes se combinen con mutaciones en otros sistemas
de transporte como la clatrina (Boehm & Bonifacino, 2001; Yeung et al., 1999). En este
organismo el complejo AP-1 es necesario para el reciclaje de la proteina Chs3 entre el
TGN vy los EEs en células carentes del exdmero, lo que indica que en este organismo
AP-1 juega un papel importante a nivel del trafico retrégrado desde los EEs hacia el
TGN (Valdivia et al., 2002), mientras que el exdmero parece mas importante en el
trafico anterogrado (al menos para algunos cargos concretos). En el caso de S. pombe
el papel del complejo AP-1 en el transporte anterégrado parece ser mucho mas
relevante que el del exdmero. Prueba de ello es que en ausencia de AP-1 se produce

un defecto en la secrecién de la fosfatasa acida (Kita et al., 2011) que no se ha
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observado en ausencia de los componentes del exdémero. Ademads en la levadura de
fision AP-1 también esta implicado en otros procesos como es la fusidon de las vacuolas
(Yu et al., 2012), proceso en el que tampoco estd implicado el exdmero. Estos datos
sugieren que AP-1 y el exdmero colaboran en aspectos muy concretos del trafico
desde el TGN/EEs hacia la membrana plasmatica. Dado que los resultados de este
trabajo indican que en S. pombe AP-1 y el exdmero actlan en rutas paralelas a nivel
del trafico entre el TGN, los EEs y la membrana plasmatica, parece que esta

colaboracién ocurre a nivel del trafico anterdgrado.

El exdmero de S. pombe colabora con los adaptadores GGA en el trafico

entre el TGN y los endosomas tardios

En S. cerevisiae no hay datos que sugieran que el exdmero tenga un papel en el
trafico vesicular a nivel de PVC/vacuolas (Valdivia et al., 2002). En este trabajo hemos
encontrado que, aunque el exdmero de S. pombe se localiza mayoritariamente en la
zona del TGN/EEs, también se detecta en el entorno tardio, es decir, a nivel del
PVC/vacuolas. El dato inicial que indicé esta localizacion fue el resultado de los
gradientes subcelulares, donde Cfrl co-fracciond parcialmente con la v-SNARE Pep12.
También hemos encontrado que el exémero de S. pombe presenta tanto interaccidn
génica como interaccion fisica con los adaptadores GGA, que tanto en S. cerevisiae
como en mamiferos se han descrito como reguladores del trafico entre el TGN y el
PVC. No obstante cada uno de estos dos resultados por si mismo no era suficiente para
considerar que Cfrl estuviera en el sistema endosomal tardio por los siguientes datos:
1) Aunque en S. cerevisiae la localizacion mayoritaria de Pep12 es en el PVC y en la
membrana de las vacuolas, algunos autores consideran que esta SNARE también
aparece en el entorno de los endosomas tempranos en algunas circunstancias
(Reggiori & Pelham, 2002); por lo tanto el dato de los gradientes de sacarosa no puede
considerarse concluyente. 2) Aunque estd admitido que los adaptadores GGA son
necesarios para el trafico de algunos cargos desde el TGN hacia los endosomas tardios
y las vacuolas, algunos de los datos publicados podrian indicar que estos adaptadores

también funcionan a otro nivel. Asi, estos adaptadores co-localizan e interaccionan
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fisica y genéticamente con proteinas que actuan en la ruta de trafico entre el TGN y los
EEs, son necesarios para la retencion de algunas proteinas transmembranales
(incluyendo Chs3) en el entorno del TGN/EEs, y colaboran con AP-1 en el reclutamiento
de cargos para su transporte anterdgrado hasta su destino final. Ademas en S.
cerevisiae la sinaptobrevina Sncl (Syb1 en S. pombe), que en un silvestre se mantiene
ciclando entre el TGN/EEs y la membrana plasmatica, no se observa en la superficie
celular en ausencia de los GGAs, indicando un papel de estos adaptadores en el
reciclaje de esta proteina entre la membrana plasmatica y los EEs. Finalmente en
mamiferos se ha descrito que GGAs y AP-1 llevan a cabo funciones en el mismo
entorno y que existe colaboracion entre ellos (Black & Pelham, 2000; Boman et al.,
2000; Costaguta et al., 2001; Boman et al., 2002; Doray et al., 2002; Ghosh et al., 2003;
He et al., 2005; Costaguta et al., 2006; Copic et al., 2007; Daboussi et al., 2012; Hirst et
al., 2012). Dado que en S. pombe también hemos observado co-localizaciéon de Syb1
con Gga22 y que la localizacién de GFP-Sybl en la superficie celular se pierde en
ausencia de los GGAs, no se podia descartar que la interaccion entre el exdmero y los
adaptadores GGA estuviera ocurriendo en el entorno TGN/EEs, de manera que
exomero, AP-1 y los GGAs estuvieran coordinandose entre ellos en el entorno del

TGN/endosomas tempranos.

Aunque seria necesario un mejor conocimiento de la naturaleza del sistema
endosomal y de la funcién de los propios adaptadores para distinguir de manera
inequivoca entre las posibilidades de que el exdmero esté relacionado con los GGAs a
nivel del TGN/EEs o lo esté a nivel del TGN/PVC, los siguientes datos si que sugieren
gue (al menos en parte) el exdmero también estd funcionando en el sistema
endosomal tardio, de manera que la localizacién y la funcién de este complejo son mas
amplias de lo que se sospechaba en base a los resultados obtenidos con S. cerevisiae:
1) En los mutantes del exdmero hay una desviacion de Cpy1 a la superficie celular. 2) El
analisis de marcadores demostrdé que, mientras que en ausencia de AP-1 y del
exomero solo habia una pequefia alteracion en el patrén de distribucién mCherry-FYVE
(marcador del PVC), la distribucién de esta sonda estaba significativamente alterada en
el mutante doble cfr1A gga22A y practicamente estaba ausente en las células del

mutante cfr1A gga21A gga22A. Dado que éste es un marcador indirecto, no podemos

141



asegurar si en esos mutantes hay una disminucién en tamafio/niumero de PVCs o lo
que ocurre es que la membrana de este compartimento tiene alterada su composicién,
de manera que haya menos PI3P al que pueda unirse la sonda. En estos momentos se
estan construyendo cepas para analizar la distribucion de Pep12 en los mutantes de
interés, y se han enviado células de los mismos para su andlisis por microscopia
electrdnica. 3) Mientras que en los mutantes apm1A y cfr1A apm1A |la morfologia del
TGN (Sec72) y de los EEs (Syb1) se alteraba de manera muy evidente, en los mutantes
carentes del exdmero y/o de ambos GGAs se perdia la localizacién de Sybl en la
superficie celular, pero esta v-SNARE no se acumulaba intracelularmente de manera
significativa. En el mutante cfr1A gga21A gga22A si que se observo cierta acumulacion
intracelular de Syb1, pero tanto el numero de células en las que ocurria esto como el
tamafio de los cumulos era menor que en caso de los mutantes apm1Ay cfr1A apm1A.
Esta retencion parcial de Syb1 podria indicar una colaboracion del exdmero y los GGAs
a nivel de EEs, pero también podria ser una consecuencia indirecta de un defecto en la

funcionalidad del compartimento pre-vacuolar, que afectara a los EEs.

Teniendo en cuenta toda la informacion mencionada nuestra opinion es que, en
conjunto, los datos obtenidos si que indican que la funciéon del exdmero es mas amplia
de los que se sospechaba hasta el momento, estando implicado también en funciones
de trafico vesicular en la zona tardia del sistema endosomal donde colabora con los

adaptadores GGA.

éCual es la funcion conservada del exdmero?

Cuando se habla de la funcién del exémero lo primero que ha sido objeto de
discusion, desde que se describié este complejo de proteinas es si se trata de una
cubierta vesicular o de un adaptador. Las primeras hipotesis mantenian la idea de que
este complejo tenia todas las caracteristicas para ser una cubierta vesicular debido a su
dependencia de la GTPasa Arfl para su reclutamiento en el TGN, y a su capacidad para
interaccionar con esta GTPasa y con los cargos (Trautwein et al., 2006). Aunque
quedaba por demostrar la caracteristica mas importante para poder afirmar que se

trataba de una auténtica cubierta vesicular, si poseia o no la capacidad de deformar las
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membranas. A pesar de que se demostré su capacidad para interaccionar con
membranas sintéticas in vitro, el exdmero no era capaz de deformarlas como sucede
en el caso de las cubiertas vesiculares COPIl y COPI (Wang et al., 2006). Posteriormente
se demostrd por andlisis cristalografico que el mddulo FBE de Chs5 tenia una
estructura similar al apéndice/oreja de los adaptadores tipo AP y GGA, por lo que pasé
a considerarse un adaptador. Sin embargo trabajos mds recientes sugieren que las
ChAPs no sélo tendrian capacidad de reconocer los cargos, sino que son capaces de
estabilizar el complejo en las membranas y de deformar las mismas haciendo que
formen vesiculas, mientras que Chs5 tendria la capacidad de unién a Arfl (Paczkowski
et al.,, 2012; Richardson & Fromme 2013; Paczkowski & Fromme, 2014; Huranova et
al., 2016). Asi pues segun los estudios llevados a cabo en S. cerevisiae el exdémero
podria tener caracteristicas de cubierta y de adaptador, como ocurre en el caso de

COPIl y del retrémero.

Los resultados obtenidos en S. pombe demuestran la presencia de un complejo con
caracteristicas de exdmero en la levadura de fision. Mientras que en el caso de la
levadura de gemacién el exdmero tendria un papel mayoritario en el transporte de
cargos especificos desde el TGN/EEs hacia la superficie celular, en el caso de la
levadura de fision su papel en este trafico seria mas general. En S. pombe la funcién del
exomero en el transporte anterégrado seria minoritaria (como lo es la de AP-1 en S.
cerevisiae) mientras que seria importante en ausencia de AP-1. Ademds hemos visto
gue el exdmero de S. pombe puede ejercer una funcidon en el trafico a través del
sistema endosomal tardio. Los resultados del analisis de la relacién del exdmero de S.
pombe con adaptadores y cubiertas que actuan en distintos pasos del trafico vesicular
nos indicaron que la relacién se cefiia a AP-1, AP-2 y los GGAs. Estos complejos tienen
en comun ser adaptadores de clatrina, pero ademas comparten su lugar de actuacion,
estando implicados en rutas del trafico intracelular que implican el paso de las
proteinas a través de los endosomas. Por lo tanto los datos obtenidos en este trabajo
hacen pensar que el exdmero de ambas levaduras comparte no solo una similitud
estructural de sus componentes, sino también una funcidén en el trafico vesicular a

través de los endosomas.
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En el caso de la levadura de fision en ausencia del exdmero se altera la morfologia
del aparato de Golgi. En la levadura de gemacion en ausencia del complejo hay ciertos
cargos que quedan retenidos en el TGN/EEs. Este resultado, que se ha interpretado
como una acumulacion de dichos cargos en ese entorno celular como consecuencia de
la ausencia de un adaptador especifico, no es incompatible con otra interpretacion: en
ausencia del exdmero hay un defecto en un proceso general que dificulta el trafico a
través del TGN/EEs, de manera que algunas proteinas con ciertas caracteristicas
estructurales no puedan salir de este entorno, mientras que la mayoria de las
proteinas si que pueden hacerlo. Como se ha mencionado antes, Fks1 es una proteina
que a priori tiene las caracteristicas ideales para ser cargo del exdmero, y sin embargo
llega a la superficie celular de manera polarizada en el mutante chs5A. Igualmente la
proteina Skgb, que se aisléd en un rastreo dirigido a buscar cargos del exdmero, es
capaz de llegar a la superficie celular en ausencia del complejo (Ritz et al., 2014). De
este modo si que podria haber una funcién bdsica conservada del exdmero que en S.
cerevisiae habria quedado enmascarada por el efecto tan fuerte que tiene la falta de

este complejo en el transporte de Chs3.

¢Cual podria ser esa funcidn general del exdmero? En principio podria haber varias

posibilidades no excluyentes:

e Modular la unién de los cargos a los adaptadores: El exdmero y los complejos AP son
solubles, comparten alguna similitud estructural, y se unen a los cargos en la cara
citoplasmica de las membranas. Ambos complejos podrian competir por la unién a los
cargos y desplazarse mutuamente. Por otro lado el exdmero podia actuar como un
andamio que estabiliza o da especificidad a la unidn entre el cargo y el adaptador de

clatrina.

e Actuar como una chaperona que en funcién del entorno (pH, lipidos...) oculta/deja
expuestos ciertos dominios especificos en los cargos o promueva la adquisicién de una
conformacidon adecuada, contribuyendo al reconocimiento de los cargos por los

adaptadores.
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e Modular la uniéon de los adaptadores a las membranas del TGN/endosomas. Hemos
detectado union fisica entre el exdmero y los adaptadores pero no entre el exdmero y
la clatrina. El exdmero podria facilitar o impedir el reclutamiento de los adaptadores

para que éstos actien soélo en el momento y lugar adecuado.

e Presentar los cargos a los adaptadores, como se ha sugerido para la proteina de
humanos PACS-1 (Phosphofurin Acidic Cluster—Sorting protein 1), que presenta al
receptor de la manosa 6-fosfato (MPR) y la furina a AP-1 para su inclusion en vesiculas

cubiertas por clatrina en los endosomas (Wan et al., 1998).

e Ayudar a formar los subdominios de la membrana que tengan una composicion
especifica de fosfoinositidos necesaria para que se unan los adaptadores de clatrina,
facilitandose asi que el cargo pueda incluirse en las vesiculas adecuadas, o que el cargo
se concentre en esos sitios. Esta seria una funcién similar a la descrita para los FAPPs

(Four-PhosPhate-Adaptors) (Shin & Nakayama, 2004).

e La zona de los adaptadores tipo AP y GGA cercana al apéndice/oreja es el sitio de
unién de proteinas accesorias que participan en el proceso de formacidn/escision de
las vesiculas. EI exdmero podria participar en el reclutamiento de alguna proteina

accesoria a los lugares de formacién de las vesiculas.

e Facilitar la llegada de las primeras moléculas de Arfl a las membranas/promover la
activacion de esta GTPasa para facilitar el reclutamiento de los adaptadores de clatrina

a las membranas.

Relacién evolutiva entre el exdmero y otros adaptadores implicados en el

trafico vesicular

Aunque las secuencias similares a las de los componentes del exdmero estan mas
representadas en los hongos que poseen quitina en su pared celular, el
descubrimiento de un exdmero funcional en S. pombe pone de manifiesto que este
complejo de proteinas se ha conservado en los hongos a lo largo de la evolucidn,
incluso en ausencia de las enzimas quitin sintasa de la Familia 2. También se han

identificado secuencias similares a BCH1 en mycetozoos, algas rojas y ciliados
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(Trautwein et al., 2006; Roncero et al., 2016), confirmando que el exdmero no es un
complejo de proteinas exclusivamente fungico. Ademas es posible que en otros
organismos haya otros complejos proteicos que, aunque no compartan similitud de
secuencia primaria con los componentes del exdmero, si que compartan las
caracteristicas de su arquitectura general, y que dichos complejos tengan una funcion
similar a la del exdmero en el trafico a través del TGN y/o de los endosomas. De
acuerdo con esta idea, se ha descubierto un complejo ancestral de proteinas que esta
lejanamente relacionado con COPI y con los adaptadores tipo AP (el complejo TSET);
miembros de TSET se han identificado en muchos organismos usando una herramienta
bioinformatica basada en hacer busquedas de arquitectura de las proteinas. Al igual
gue ocurre en el caso del exdmero, la gravedad de los defectos asociados a la
eliminacion de los componentes de TSET es distinta en distintos organismos (Hirst et
al., 2014). Otro ejemplo en este sentido es el del complejo adaptador AP-5 cuyas
subunidades solo presentan un 10% de identidad con las de los otros complejos AP,
mientras la arquitectura general del complejo completo si que es similar a la de los
otros adaptadores de la familia AP (Hirst et al., 2013). Se ha propuesto que ha habido
una co-evolucién de los adaptadores tipo AP con el sistema de endomembranas
celulares, de modo que los complejos AP-4 y AP-5 habrian surgido a partir de un
ancestro comun después de la aparicién del aparato de Golgi (Hirst et al., 2011). Los
complejos AP-4 y AP-5 no se unen a clatrina, participan en el trafico entre el TGN y la
membrana plasmatica, y son necesarios para la integridad del sistema endosomal
(Hirst et al., 2011; Hirst et al., 2013). Todas estas caracteristicas son similares a las que
hemos encontrado para el exdmero de S. pombe y algunas de ellas también se habian
descrito en S. cerevisiae ((Sanchatjate & Schekman, 2006; Trautwein et al., 2006) y este
trabajo). Curiosamente ni AP-4 ni AP-5 estdn presentes en hongos por lo que es
tentador especular que, en algin momento de la evolucion entre la aparicion del Golgi
y su especializacion en el TGN, en estos organismos un complejo de proteinas
diferente (el exdmero) se habria hecho cargo de las mismas funciones que adquirieron

AP-4 y AP-5 en metazoos.
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Visidn general y perspectivas de futuro

Con este trabajo hemos demostrado que el exdmero es un complejo conservado en
las levaduras S. cerevisiae y S. pombe. El exdmero de la levadura de fision seria mas
simple y menos especifico en cuanto a la regulacion de los distintos cargos que el de S.
cerevisiae. EI complejo de la levadura de fision tendria un papel en el trafico
intracelular a nivel de la ruta endosomal que seria minoritario por si mismo pero
importante en colaboraciéon con otros adaptadores. Entre las proteinas cuyo
transporte estd afectado en ausencia del exdmero en ambas levaduras destacarian las

enzimas implicadas en la sintesis de la pared celular.

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan informacién acerca de uno de los
pasos menos conocidos del trafico intracelular (el que ocurre entre el Golgi y la
membrana plasmatica), al confirmar la relacién funcional entre el exémero y el
adaptador AP-1 y desvelar nuevos aspectos de la misma. Ademas este trabajo supone
un pequefio paso hacia el mejor entendimiento del funcionamiento de la ruta
endosomal y de la relacion existente entre los distintos compartimentos que la
componen, ya que ha puesto de manifiesto la existencia de una relacién funcional
entre el exdmero y los adaptadores GGA a nivel del compartimento pre-vacuolar.
Ademas nuestros resultados han demostrado que algunos de los adaptadores
conocidos pueden colaborar en rutas de transporte y ejercer su funcién en entornos

distintos a los descritos hasta la fecha.

En cuanto a las perspectivas de futuro, en el laboratorio se esta caracterizando la
respuesta a estrés de los mutantes del exdmero. También se estd procediendo a
analizar la dinamica de entrada y salida de las membranas del aparato de Golgi de
proteinas implicadas en el transporte a nivel del TGN/EEs (Apm1, Ggas, Sec72, Pikl) en
una cepa control y en un mutante carente del exémero con el fin obtener informacién
acerca de la posible funcion general del exdmero. En este sentido también se intentara
averiguar si la interaccién fisica entre Cfrl y los complejos AP ocurre en ausencia de
bch1® o es necesario que el complejo esté ensamblado para que ocurra esta
interaccidn, y si la interaccion entre AP-1 y la clatrina se afecta cuando las células

carecen del exdmero. También se analizara si existe relacion entre el exdmero y las
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epsinas. Las epsinas son adaptadores monoméricos de clatrina que tienen la capacidad
de unirse a dominios especificos de las membranas enriquecidos en ciertos
fosfoinoisitidos, de unirse a algunos cargos destinados a la membrana plasmatica
(como ala QS Chs3), de unirse a la v-SNARE Pep12 destinada al PVC, y de unirse a otros
adaptadores (AP-1 y GGAs (Copic et al., 2007)). Es decir, participan en los mismos
pasos del trafico vesicular que el exdmero de S. pombe. En S. pombe hay dos epsinas:
ent1” implicada en endocitosis y ent3’, que se localiza en el aparato de Golgi y cuya
funcién estd sin caracterizar. Si en la levadura de fision esta epsina tuviera las
funciones de ENT3 y ENT5 de S. cerevisiae su regulacion por el exdmero explicaria

muchas de las funciones adscritas al exdmero.

Ademads sera de gran interés analizar si algunos de los nuevos aspectos de la
funcién del exdmero desvelados en S. pombe se dan también en S. cerevisiae y en

otros hongos y levaduras.
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Las conclusiones obtenidas en este trabajo han sido las siguientes:

1. La levadura de fision S. pombe posee la forma mas sencilla posible de un exémero,
estando este complejo formado por dos proteinas: Cfrl y Bchl.

2. En ausencia del exdmero de S. pombe el aparato de Golgi presenta dafios
morfoldgicos, lo que indica que puede existir una alteracion en el trafico vesicular a
través/desde el Golgi. A su vez este defecto en la organizacion del aparato de Golgi
produciria una alteracién en el trafico a nivel de este organulo.

3. En ausencia del exdmero existe defecto en la sintesis de glucano de la pared celular
en la levadura de fisidn.

4. El exdmero de S. pombe, al igual que el exdmero de S. cerevisiae, se encarga del
transporte de proteinas entre el TGN y la membrana plasmatica. Este transporte se
produce a través de los endosomas tempranos.

5. Cfrl presenta distintos tipos de interaccion con componentes de los complejos
adaptadores de clatrina AP-1, AP-2, y GGAs cuya funcidén esta relacionada con los
endosomas.

6. El exdmero de S. pombe y el complejo AP-1 colaboran en el transporte vesicular
entre el TGN y los endosomas tempranos. En ausencia de ambos complejos se produce
un defecto drastico en la organizacién de dichos endosomas, de modo que las distintas
proteinas no pueden ser transportadas eficientemente.

7. El exdmero de S. pombe y los adaptadores GGA colaboran en el trafico vesicular a
nivel del compartimento pre-vacuolar, lo que demuestra que el exdmero estd
implicado en el transporte de proteinas en la ruta endosomal tardia.
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Materiales y Métodos

1. Microorganismos utilizados

El presente trabajo se ha realizado utilizando distintas cepas de Escherichia coli y

de Schizosaccharomyces pombe.

La mayor parte de este trabajo se ha llevado a cabo empleando la levadura de
fision S. pombe como modelo de estudio. Las caracteristicas genéticas de las cepas

empleadas, asi como su procedencia se presentan en la tabla ll.

La bacteria E. coli se ha empleado en los trabajos rutinarios de clonacién molecular.

La estirpe DH5a sirvido como hospedador habitual de los plasmidos utilizados y la cepa

CJ236 se utilizd en los experimentos de mutagénesis dirigida in vitro. En la tabla Il se

recoge el genotipo de las estirpes utilizadas.

La conservacion de estas cepas se realizd en viales con glicerol al 30% en el caso de

las levaduras y al 50% cuando se trataba de bacterias, que se guardaron a una

temperatura de -80°C.

Tabla Il. Cepas utilizadas en este trabaio.

Estirpe

Genotipo

Procedencia

Schizosaccharomyces pombe

HVP30 leu1-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Coleccion HVM
HVP117  leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h* Coleccion HVM
HVP124  leul-32/leul-32 ura4-A18/ura-A18 h°° Coleccién HVM
HVP241  cfrl::his3* ade6 h* Colecciéon HVM
HVP264  cfrl::his3* leul-32 ura3-52 ade6 h- Coleccion HVM
HVP281  leul-32 ura4-A18 ade6 h°° Coleccién HVM
HVP336  cfr1-GFP:leul* ura4-A18 ade6 h®° Coleccion HVM
HVP442  cfrl::his3* cfr1*:ura4* leul-32 ade6 h°° Colecciéon HVM
HVP542  chs2-GFP:leul* leu1-32 h~ Coleccion HVM
HVP630 | cfh3::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h~ Coleccién HVM
HVP641  cfrl::his3* cfr1-HA:ura4* leul-32 ura3-52 ade6 h*° Colecciéon HVM
HVP644  cfr1-GFP:ura4* leul-32 ade6 h®° Colecciéon HVM
HVP1044 cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* leul-32 ade6 h°° Colecciéon HVM
HVP1153 cps1-191 leul-32 ura4-A18 h~ P. Pérez
HVP1202 clc1-232 leul-32 his3-A1 ade6 h- Coleccion HVM
HVP1251 @ GFP-cfh3:leul” his3-A1 ade6 h? Coleccién HVM
HVP1259  cfrl::his3* cfrlacr:urad* leul-32 ade h~ Coleccién HVM
HVP1278 cfrl::his3* cfr1*:ura4*leul-32 ade6 h~ Colecciéon HVM
HVP1776 HA-rhol leul-32 ade6 h? P. Pérez
HVP1798 cwgl-1 leul-32 his3-A1 ura-A18 ade6 h- J. C. Ribas
HVP2286 apl3-GFP:leul* ura4-A18 ade6 h®° Coleccion HVM
HVP2328 cfrl::his3* cwgl-1h? Este trabajo
HVP2340 bchl1::KAN cfr1-GFP:leul* ura4-A18 ade6 h®° Este trabajo
HVP2352  cfrl::his3* cps1-191 h? Este trabajo
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HVP2356
HVP2357
HVP2370
HVP2371
HVP2407
HVP2476
HVP2477
HVP2543
HVP2570
HVP2571
HVP2614
HVP2635
HVP2668
HVP2675
HVP2676
HVP2687
HVP2688
HVP2690
HVP2748
HVP2749
HVP2754
HVP2757
HVP2759
HVP2761
HVP2835
HVP2938
HVP2939
HVP2968
HVP2969
HVP2970
HVP2971
HVP2980
HVP2995
HVP3013
HVP3034
HVP3055
HVP3056
HVP3058
HVP3057
HVP3066

HVP3067

HVP3068
HVP3069
HVP3081
HVP3082
HVP3090
HVP3108
HVP3110
HVP3112
HVP3132
HVP3229
HVP3237
HVP3251
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bch1::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h*

bch1::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h~

cfrl::his3* clc1-GFP:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h-

cfri::his3* apl3-GFP:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h-

cfrl::his3* GFP-cfh3:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h-

bch1-GFP:leul* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h-

cfrl::his3* cfr1-HA:ura4* bch1-GFP:leul® leul-32 ade6 h-

cfrl::his3* chs2-GFP:leul* h-

sec24-GFP:ura4* leul-32 ade6 h*

sec72-GFP:ura4* leul-32 ade6 h*

clc1-GFP:ura4* h®°

cfri-HA:leul* sec72-GFP:ura4* h?

cfrl::his3* cfr1-HA:ura4* clc1-GFP:leul® leul-32 ade6 h?
pmal-GFP:leul® leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h~

cfrl::his3* pmal-GFP:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h~

cfrl::his3* sar1-GFP:leul* sur4-mCherry:NAT leu1-32 ura4-A18 h?
sarl-GFP:leul* sur4-mCherry:NAT h?

cfrl::his3* cfr1-HA:ura4* apm1-GFP:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h°°
/pAL+gmal2-GFP/ leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h-
cfrl::his3*/pAl+gmal2-GFP/ leul-32 ura3-52 ade6 h~

sec72-GFP:leul* sur4-mCherry:NAT h?

cfrl::his3* sec72-GFP:leul* sur4-mCherry:NAT h?

sec24-GFP:leul* sur4-mCherry:NAT h?

cfrl::his3* sec24-GFP:leul* sur4-mCherry:NAT h?

rho3::ura4* leul-32 ura4-A18 ade6 h-

psy1-GFP:leul* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h-

cfrl::his3* psyl-GFP:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h~

rhol1-GFP:leul* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h-

cfrl::his3* rhol-GFP:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h~

bch1::KAN rhol-GFP:leul* h™

bch1::NAT syb1-GFP:KAN h-

cfrl::his3* apm1-GFP:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h-

cfrl::his3* bch1::KAN rhol-GFP:leul* h-

ags1-GFP:leul* his3-A1 ura4-A18 h*

cfrl::his3* ags1-GFP:leul* h?

bgsl::urad* Pbgs1:GFP12A-bgsl:leul* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h~
bgs4::urad* Pbgs4:GFP12A-bgs4:leul* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h-
cfrl::his3* bgs4::urad4* Pbgs4:GFP12A-bgs4:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h~
cfrl::his3* bgsl::ura4* Pbgs1:GFP12A-bgsl:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h-
bch1::KAN bgs1::ura4* Pbgs1:GFP12A-bgsl:leul® leul-32 his3-A1 ura4-
A18 ade6 h-

bch1::KAN bgs4::ura4* Pbgs4:GFP12A-bgs4:leul” leul-32 his3-A1 ura4-
A18 adeb h~

cfrl::his3* bch1::KAN bgs1::ura4* Pbgsl:GFP12A-bgsi:leul* h~
cfrl::his3* bch1::KAN bgs4::ura4* Pbgs4:GFP12A-bgs4:leul* h-
bch1::KAN rhol-HA h?

cfrl::his3* bch1::KAN rhol-HA h?

bgs3::urad* Pbgs3:GFP12A-bgs3:leul* his3-A1 h-

cfrl::his3* bgs3::ura4* Pbgs3:GFP12A-bgs3:leul* h*

bch1::KAN bgs3::ura4* Pbgs3:GFP12A-bgs3:leul* h?

cfrl::his3* bch1::KAN bgs3::ura4* Pbgs3:GFP12A-bgs3:leul* h?
cfrl::his3* HA-rhol h?

gas2-GFP:KAN leul-32 h~

cfrl::his3* gas2-GFP:KAN h?

rer1-GFP:ura4* his3A1 h?

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
S. Oliferenko
S. Oliferenko
Colecciéon HVM
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

M.Balasubramanian

Colecciéon HVM
Este trabajo
P. Pérez
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
J.C. Ribas
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
J.C. Ribas

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
C.R. Vazquez
Este trabajo
Este trabajo



HVP3252
HVP3270
HVP3271
HVP3272
HVP3306
HVP3307
HVP3309
HVP3316
HVP3317
HVP3318
HVP3319
HVP3325
HVP3352
HVP3362
HVP3388
HVP3426
HVP3428
HVP3429
HVP3490
HVP3507
HVP3514
HVP3614
HVP3664
HVP3673
HVP3701
HVP3702
HVP3715
HVP3727
HVP3728
HVP3732
HVP3739
HVP3755
HVP3765
HVP3767
HVP3771
HVP3773
HVP3781
HVP3783
HVP3804
HVP3806
HVP3824
HVP3826
HVP3830
HVP3832
HVP3858
HVP3859
HVP3860
HVP3876
HVP3878
HVP3879
HVP3920

HVP3925
HVP3934

cfri::his3* rer1-GFP:ura4* h?

bch1::KAN gas2-GFP:KAN h?

bch1::KAN ags1-GFP:leul* h*

cfrl::his3* bch1::KAN ags1-GFP:leul* h?

GFP-bch1:leul* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h-

cfrl::his3* GFP-bch1:leul* leul-32 ura3-52 ade6 h-

cfri::his3* bch1::KAN h*

/pAL+gas1-YFP/leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h~
cfrl::his3*/pAlL+gas1-YFP/ leul-32 ura3-52 ade6 h~

bch1::KAN /pAL+gas1-YFP/ h~

cfrl::his3* bchl1::KAN /pAL+gas1-YFP/ h~

cfrl::his3* bch1::KAN GFP-bch1:leul* h-

cfri::his3* bch1::NAT gas2-GFP:KAN h?

exg3-GFP:KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h~

apml1::ura4* cfr1-GFP:leul* h-

bch1::NAT exg3-GFP:KAN h?

cfri::his3* exg3-GFP:KAN h?

cfrl::his3* bch1::NAT exg3-GFP:KAN h?

apml1::ura4* his3-A1 h-

cfrl::his3* cfr1-HA:ura4* sec24-GFP:leul* h?

spm1::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h*

cfrl::his3* apm1::ura4* h?

vps27::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h*

cfri-HA:leul* rer1-GFP h?

apm3::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h*

sec28-HA:KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h-

sec28-HA:KAN cfr1-GFP:leul* h~

apml1::ura4* apmi1-GFP:leul* his3-A1 h-

apml1::urad* bgs3::urad4* Pbgs3:GFP12Abgs3:leul* h?

cfrl::his3* cfr1-GFP:leul* bgs4::ura4* Pbgs4:RFP12A-bgs4:leul* h?
anpl-mCherry:ura4* leul-32 ura4-A18 ade6 h*

cfrl::his3* cfriacr:urad4* bchl::KAN GFP-bchl:leul* h?

bgsl::urad* Pbgs1:GFP12A-bgsi:leul* his3-A1 h~

bgs4::urad* Pbgs4:GFP12A-bgs4:leul* his3-A1 h~

cfri::his3* apml1::ura4* bgs3::urad* Pbgs3:GFP12A-bgs3:leul* h?
apml1::ura4* apm1-GFP:leul* bgs4::ura4* Pbgs4:RFP-bgs4:leul* h~
cfrl::his3* bgsl::urad* Pbgs1:GFP12A-bgsl:leul* h?

cfrl::his3* bgs4::ura4* Pbgs4:GFP12A-bgs4:leul* h?

cfrl::his3* cfr1-HA:leul* bgs3::ura4* Pbgs3:GFP12A-bgs3:leul* h®°
cfri::his3* cfr1-HA:leul* Pbgs4:GFP12A-bgs4:leul* h°°

cfrl::his3* apm1::ura4* bgsl1::ura4* Pbgs1:GFP12A-bgsl:leul* h?
cfrl::his3* apml::ura4* bgs4::ura4* Pbgs4:GFP12A-bgs4:leul* h?
apml1::urad* bgsl::urad4* Pbgs1:GFP12A-bgsl:leul* h?
apm1::urad* bgs4::urad4* Pbgs4:GFP12A-bgs4:leul* h?
apm3-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h-

cfrl::his3* cfr1-HA:ura4* apm3-GFP:KAN leul-32 ura3-52 ade6 h°°
cfrl::his3* cfr1-HA:ura4* apm4-GFP:KAN leul-32 ura3-52 ade6 h®°
apl3::HPH h*

apm4-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h-
sec72-GFP:ura4* bgs4::ura4* RFP-bgs4:leul* h~

apml::urad® cfrl::his3* sec72-GFP:ura4* bgs4::ura4* Pbgs4:RFP12A-
bgs4:leul* h*

cfrl::his3* sec72-GFP:ura4* cfr1-RFP:ura4* h?

anpl1-GFP cfr1-RFP h®°
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HVP3937
HVP3954
HVP3956
HVP3980
HVP3986
HVP3994
HVP4074
HVP4076
HVP4080
HVP4167
HVP4191
HVP4292
HVP4317
HVP4327
HVP4352
HVP4373
HVP4374
HVP4376
HVP4377
HVP4387
HVP4389
HVP4391
HVP4243
HVP4486
HVP0O001
HVP0002
HVP0O003
HVP0004

cfrl::his3* apl3::HPH h?
gga21::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h-
gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h-

apml1::urad* vps27::KAN bgs4::ura4* Pbgs4:GFP12A-bgs4:leul* h?
apml1::urad* sec72-GFP:ura4* bgs4::urad*Pbgs4:RFP-bgs4:leul* h?

gga21::KAN gga22::KAN his3-A1 h~

cfrl::his3* gga21::KAN h-

cfrl::his3* gga22::KAN h-

cfrl::his3* gga21::KAN gga22::KAN h~

cfri::his3* apm3::KAN h?

cfri::his3* clc1-232 leul-32 ura4-A18 h*

apml1::ura4* syb1-GFP:KAN h-

gga22::KAN gga22-GFP:ura4* his3-A1 h*

bch1::NAT apm1::ura4* syb1-GFP:KAN h~

cfrl::his3* cfr1-HA:ura4* gga22::KAN gga22-GFP:ura4* h?
gga22::KAN syb1-GFP:KAN h?

gga21::KAN gga22:.KAN syb1-GFP:KAN h?

bch1::NAT gga22::KAN syb1-GFP:KAN h?

bch1::NAT gga21::KAN gga22::KAN syb1-GFP:KAN h?
apm1::ura4* syb1-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE(EEA1):NAT h?

bch1::NAT apm1::ura*4 syb1-GFP:KAN mCherry-FYVE(EEA1):NAT h-

syb1-GFP:KAN h?

Pnda2:mCherry-FYVE(EEA1):NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h*
syb1-GFP:KAN gga22::KAN gga2-RFP:ura4* h-

gga22::KAN Pnda2:mCherry-FYVE(EEA1):NAT h*

cfrl::his3* gga22::KAN Pnda2:mCherry-FYVE(EEA1):NAT h*
gga21::KAN gga22::KAN Pnda2:mCherry-FYVE(EEA1):NAT h*

cfrl::his3* gga21::KAN gga22::KAN Pnda2:mCherry-FYVE(EEA1):NAT h*
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cdc42-L160S P. Pérez
Escherichia coli
DH5a supE44, lacU169 (80lacZM15), hsdR17, RecAl, endA1, gyrA96, thi-1, relA1 = Stratagene
ClJ236 dut-1, ung-1, thi-1, relA-1; pCJ104 (Cmr) BioRad

2. Medios de cultivo

2.1 Medios de cultivo para S. pombe

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

pombe han sido descritos por Moreno y colaboradores (Moreno et al., 1991). Los

medios solidos se prepararon afiadiendo agar a una concentracién final del 2%. Todos

los medios se prepararon con agua destilada (Milli-Rho) y se esterilizaron en el

autoclave.

El medio YES (Yeast Extract Suplemented) se utiliz6 habitualmente para el

crecimiento vegetativo de S. pombe. Su composicidn es: glucosa al 3% y extracto de
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levadura al 0,5%. El medio se suplementa con adenina, histidina, leucina, lisina y
uracilo (225 mg/l) y se ajusta a un pH de 5,6. En los casos en que era necesario un
estabilizador osmético, se afiadio sorbitol a una concentracién de 1,2 M, después de la

esterilizacion del medio.

La seleccion de cepas resistentes a antibidticos se realizé afiadiendo al medio de
cultivo sulfato de geneticina (G-418, FORDEMIUM™) a una concentracion final de 120
ug/ml o nourseotricina/cloNat (WERNER BioAgents) a una concentracién de 50 pg/ml,

a partir de soluciones stock esterilizadas por filtracion (Tabla llI).

Cuando fue necesario, el medio se suplementd con diversos compuestos como
caspofungina, micafungina y papulacandina B disueltos en agua o DMSO. Todos ellos
se afiadieron al medio una vez esterilizado, a la concentracion final indicada en cada
experimento, partiendo de soluciones stock mas concentradas y esterilizadas por

filtracion. Estas soluciones se describen en la tabla Ill.

El medio minimo (EMM, Edinburgh Minimal Media) se utilizd para el cultivo y/o
seleccion de cepas de S. pombe auxoétrofas. La composicidn de este medio es: glucosa
al 2%, ftalato monopotasico al 0,3%, Na,HPO, al 0,22% y NH,4CI al 0,5%. Este medio se
esterilizé en el autoclave y posteriormente se le afiadieron diferentes cantidades de las
soluciones concentradas de sales, minerales y vitaminas, esterilizadas previamente por

filtracion:

- Solucién concentrada de sales (50x): MgCl,-6H,0 0,26 M; Cl,Ca:2H,0 5 mM; KCl
0,67 My Na,SO4 14 mM.

- Solucién concentrada de minerales (10.000x): H3BOs 81 mM; MnSQO,4 23,7 mM;
ZnS04:7H,0 14 mM; FeCls:6H,0 7,4 mM; Mo04:2H,0 2,5 mM; KI 6 mM;
CuS04-5H,0 1,6 mM vy acido citrico 47,6 mM.

- Solucién concentrada de vitaminas (1.000x): acido nicotinico 81,2 mM; inositol

55,5 mM; biotina 49,8 mM y acido pantoténico 4,2 mM.

El medio se suplementd con adenina, histidina, leucina, lisina y/o uracilo (225 mg/ml)
en aquellos casos en los que la cepa asi lo necesitaba. EIl medio minimo con los cinco

suplementos se denomind MM completo.

159



2.2 Medios de cultivo para E. coli
Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de E. coli son:

- Medio LB (Luria-Bertani) se utilizo para el crecimiento rutinario de esta bacteria. Su
composicion es: bactotriptona al 1%, extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 1%. Antes

de esterilizarlo en el autoclave, se ajustaelpHa 7,2 - 7,4.

- Medio 2xYT (2x Yeast Extract Tryptone), cuya composicion es: bactotriptona al 1,6%,

extracto de levadura al 1% y NaCl al 1%.
Los medios sélidos se prepararon con agar al 2%.

La seleccion de clones bacterianos resistentes a antibidticos se realizd
suplementando los medios con ampicilina (Roche) a una concentracion final de 100

ug/ml (Tabla Ill).

3. Condiciones y estimacion del crecimiento

3.1 Condiciones de cultivo para el crecimiento de S. pombe

Los experimentos se realizaron siempre con cultivos en fase exponencial de cepas

de S. pombe cuyas caracteristicas genéticas se habian comprobado previamente.

Para conseguir un cultivo de la cepa deseada en fase exponencial normalmente se
usaba un preindculo en medio liquido que se incubaba a la temperatura adecuada.
Posteriormente, se preparaba el cultivo a analizar a partir del preinéculo teniendo en
cuenta el tiempo de generacion de la levadura, el medio de cultivo y la temperatura de

incubacion adecuada, hasta alcanzar dicha fase.

Los cultivos se incubaron en placas Petri (cultivos sélidos) o en matraces y tubos de
ensayo (cultivos liquidos) a la temperatura adecuada para la realizacion del
experimento, normalmente 25°C, 28°C 6 32°C. La temperatura éptima de crecimiento
de la cepa silvestre de S. pombe es de 32°C. Para algunos experimentos puntuales se

utilizaron otras temperaturas como 34°C, 35°C, 36°C y 37°C. En el caso de los cultivos

160



Materiales y Métodos

liquidos, los matraces se mantuvieron con una agitacién de entre 200 y 250 rpm vy el

volumen del cultivo no superd % del volumen del matraz para su correcta aireacion.

El crecimiento de la levadura en medio liquido se determiné mediante la lectura de
la absorbancia del cultivo a 600 nm en un espectrofotometro (SmartSpec™Plus,
BioRad). Empleando curvas de calibracidon obtenidas previamente en el laboratorio se
sabe que una densidad dptica de 1,0 equivale aproximadamente a 107 células/ml de S.

pombe.

3.2 Condiciones de cultivo para el crecimiento de E. coli

Las células de E. coli se incubaron en medio liquido con agitacion orbital de 200-250
rom a una temperatura de 28°C y/o 37°C. Para el crecimiento en medio sélido las

células se incubaron en estufas a las mismas temperaturas que en el caso anterior.

3.3 Ensayos de crecimiento en gota

Los estudios de crecimiento a diferentes temperaturas o en presencia de distintos
compuestos se realizaron en medios sélidos YES y YES con sorbitol 1,2 M. Partiendo de
cultivos liquidos, las células se concentraron hasta una D.O.g00 de 1,0. A continuacidn,
se realizaron diluciones seriadas % hasta un total de 6 concentraciones decrecientes
de células y con un replicador se colocd una gota de cada concentracién sobre las
placas del medio de cultivo. Las placas se incubaron a las distintas temperaturas de 2 a

5 dias dependiendo del medio y de la temperatura.

3.4 Crecimiento de S. pombe en condiciones de cultivo especiales

- Medios suplementados con Brefeldina A (SIGMA). Este es un compuesto que inhibe
el transporte de proteinas en el aparato de Golgi, debido a que inhibe la actividad de la
GTPasa Arfl de varias cubiertas vesiculares como COPIl y CCVs (Turi et al., 1994). La
droga se afiadio a una concentracion final de 100 uM a partir de una solucién stock a 5

mg/ml en etanol al 70% (Tabla Ill) a cultivos liquidos de células creciendo
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exponencialmente. Se utilizaron cultivos tratados con etanol al 70% como control del
experimento. Los tratamientos con este compuesto se realizaron durante 10 minutos a

30°C.

- Medios suplementados con Latrunculina A (SIGMA). La Latrunculina A se empleé con
el fin de bloquear el proceso de endocitosis de la célula y asi poder observar la
localizacién de la proteina Bgs4 en algunos mutantes de interés. Esta es una toxina
derivada de la esponja Latrunculina magnifica, que secuestra mondmeros de actina;
cuando se realizan tratamientos cortos (15 minutos) se bloquea principalmente el
proceso de endocitosis, mientras que con tratamientos mas largos pueden afectarse
otros procesos bioldgicos. Esta droga se utilizd a una concentracion de 100 uM a partir
de una solucion stock a 5 mM en DMSO (Tabla Ill) en cultivos creciendo
exponencialmente. Dichos ensayos se realizaron por duplicado, poniendo como

control un cultivo tratado con DMSO al 0,5%.

Tabla lil. Soluciones stock utilizadas en este trabajo.

Producto Solucién stock Casa comercial
Ampicilina 100 pg/ml en agua estéril Roche
Brefeldina A 5 mg/ml en etanol al 70% SIGMA
Caspofungina 10 mg/ml en DMSO MSD*
CloNat 50 pg/ml en agua estéril WERNER BioAgents
DTT 1 M en AcNa 10 mM FORDERMIUM™
Geneticina G-418 120 ug/ml en agua estéril FORDERMIUM™
Latrunculina A 5 mM en DMSO SIGMA
Micafungina 10 mg/ml en DMSO Astella Pharma
Papulacandina B 10 mg/ml en etanol MSD*

MSD* (Merck Sharp & Dohme)

4. Métodos genéticos

Para la construccion de mutantes dobles, o la introduccion en determinadas cepas
de proteinas integradas en el genoma y marcadas con algun epitopo o proteina
fluorescente, se realizaron cruces genéticos entre las cepas parentales
correspondientes. Posteriormente, se analizaron las colonias obtenidas y se

seleccionaron los clones que portaban los caracteres de interés.
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4.1 Conjugacion

Para inducir la conjugacién entre dos cepas de S. pombe se usaron estirpes
heterotadlicas de tipo sexual opuesto (h* o h~) incubadas durante 24 horas en placas de
medio YES. Se tomd aproximadamente la misma cantidad de células de cada cepa y se
mezclaron en una placa de MM completo. Los zigotos se originan después de 12-20
horas e inmediatamente sufren meiosis y esporulacion, formando ascas con 4
ascosporas al cabo de 1-2 dias de incubacién a 28°C 6 3-4 dias de incubacion a 25°C (en
el caso de cepas termosensibles). Este mismo procedimiento se llevé a cabo cuando los
cruces genéticos se realizaron entre una cepa homotalica h?° y una cepa heterotilica
h* o h~, con la excepcién de que la cantidad de la cepa homotalica utilizada debe ser
menor que la cantidad de la cepa heterotalica para disminuir asi la probabilidad de

conjugacién entre las células procedentes de la misma cepa.

4.2 Aislamiento de ascosporas al azar

Para la seleccidon de esporas al azar se tomd una pequefia muestra del cruce cuando
las ascas estaban suficientemente maduras y se resuspendio en 1 ml de agua estéril al
gue se afadieron 5 ul de extracto enzimdatico B-glucuronida (Roche). La mezcla se
incubd durante aproximadamente 16 horas en agitacién a temperatura ambiente. Este
tratamiento destruye las paredes celulares de las células vegetativas, favoreciendo la
liberacion de las esporas. Después, se llevé a cabo la cuantificacién del numero de
esporas presentes por ml de muestra, y a partir de la misma se hicieron las diluciones
adecuadas para sembrar entre 300 y 500 esporas en cada una de las placas de medio
solido empleadas, las cuales se incubaron a la temperatura adecuada. Las colonias
obtenidas se analizaron seleccionando aquellas que poseian el genotipo de interés

mediante la utilizacién de medios selectivos, PCR u observacidn al microscopio.
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4.3 Aislamiento de ascosporas mediante micromanipulaciéon: andlisis de

tétradas

Con el fin de determinar los productos de la segregacion meidtica se realizd el
analisis de tétradas. El proceso se llevd a cabo con un micromanipulador automatico
(Singer MSM System Series 200). Para ello, se resuspendié una pequefia cantidad de
cultivo esporulado en 200 ul de agua estéril y se extendieron 5 ul en un extremo de
una placa de YES. Se recogieron ascas con el micromanipulador y se depositaron en
una zona de la placa libre de células. Esta placa se incubd durante 4-6 horas a 32°C.
Posteriormente se separaron las cuatro esporas de cada asca a posiciones libres de
células de la misma placa. Las placas se incubaron durante 4-5 dias a 25°C. Finalmente,
para la realizacién del estudio genotipico de cada espora, se realizaron réplicas en

medios selectivos y se incubaron a la temperatura adecuada.

5. Técnicas generales de biologia molecular
5.1 Vectores utilizados

5.1.1 Vectores de E. coli

¢ pBluescript KS* y SK* (Stratagene). Son plasmidos autorreplicativos de 2,9 kb que
llevan el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacidon colE1 y un fragmento
del operdn de lactosa de E. coli que codifica el péptido a de la B-galactosidasa (LacZ').
Los dos vectores se diferencian por la orientacién del sitio de clonacion multiple y los
promotores de las ARN-polimerasas T3 y T7 que los flanquean y que sirven para la
sintesis in vitro del ARN. También poseen el origen de replicacion del fago f1 que
permite la obtencién de ADN monocatenario tras la infeccion de las células portadoras

del plasmido con el fago auxiliar M13K07.

* pGEM-T (Promega). Es un vector de 3 kb que contiene 13 sitios de reconocimiento
Unicos para enzimas de restriccién y se comercializa en forma lineal con una timidina
adicional en sus extremos, lo que facilita la insercion de fragmentos generados por
PCR. Contiene el gen de resistencia a ampicilina y el promotor T7. Al igual que el vector
pBluescript SK* permite la seleccién de clones recombinantes por a-complementacién
(azul-blanco).
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5.1.2 Vectores de S. pombe

® pAL-KS*. Este vector tiene 6,3 kb y fue obtenido por el Dr. Ishiguro (Konan
University, Japon) a partir del plasmido pBluescript Il KS* al que se le ha afiadido un
fragmento de ADN que incluye sitios de reconocimiento para 11 endonucleasas de
restriccion en la region estructural del gen que codifica el péptido a de la B-
galactosidasa, el origen de replicacion de S. pombe, arsl* y el gen LEU2 de S.

cerevisiae, capaz de complementar la mutacién leu1-32 de S. pombe.

* pAU-KS*. Este vector tiene un tamano de 5,6 kb y las mismas caracteristicas que el
vector anterior pAL-KS*. En este caso el marcador de seleccion es el gen URA3 de S.

cerevisiae, capaz de complementar la mutacidn ura4-A18 de S. pombe.

* pJK148 (MclLeod et al., 1987). Es un vector de 5,3 kb que lleva el gen leul” de S.
pombe como marcador de seleccidén y carece de secuencias ars1, por lo que no se
replica de manera auténoma. Se utiliza para la integracién de secuencias de ADN en el
genoma de S. pombe. Para que la integracidon tenga lugar es necesario digerir el
plasmido con una enzima de restriccion que corta dentro del gen leul*, asi el plasmido
pasa a forma lineal. Esta nueva forma del plasmido se introduce en una cepa leul-32,
de modo que tras la recombinacion, en el genoma de S. pombe, se reconstituyen 2
copias del gen leul*, una mutada y otra silvestre, recuperdndose asi la capacidad de
crecemiento en un medio sin leucina (Keeney & Boeke, 1994). Este plasmido posee
ademas un fragmento de ADN que incluye sitios de reconocimiento para 19 enzimas
de restriccion, el gen de resistencia a ampicilina, un fragmento del fago f1 que codifica
las funciones requeridas para la obtencion de ADN monocatenario, un origen de
replicacion para E. coli y el gen lacZ de la B-galactosidasa para la seleccién de clones

por su color banco o azul.

5.2 Obtencidon del ADN

La extraccion de ADN plasmidico a partir de bacterias se efectud por el método de
lisis alcalina (Zhou et al., 1990), que consiste en romper las células en presencia de una

mezcla de NaOH y dodecil sulfato sédico (SDS). Cuando fue preciso obtener ADN de
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pureza superior y en mayor cantidad, se utilizaron columnas de intercambio aniénico

comerciales QlAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN).

La extraccion de ADN plasmidico de levaduras se realizd segun los protocolos
descritos previamente por Moreno y colaboradores (Moreno et al., 1991) y en el

manual de laboratorio de Sambrook y colaboradores (Sambrook & Russell 2001).

5.3 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificaciéon de fragmentos de ADN por PCR se llevo a cabo en el termociclador
MyCycler™ (BioRad). Las mezclas de reaccidon contenian el tampén de reaccién
suministrado por la enzima, MgCl, a una concentracién final de 3 mM, mezcla de los 4
desosinucledtidos trifosfato precusores a una concentracién final de 0,2 mM cada uno,
oligonucleétidos utilizados como cebadores a una concentracién final de 100 uM, 0,25
unidades de la polimerasa Taqg (BIOLINE), y ADN molde utilizado en cantidad variable,
dependiendo de si se trataba de ADN gendmico o plasmidico. La reaccidn requiere la
desnaturalizacion del ADN molde, el anillamiento de los oligonucledtidos incorporados
a la reaccion y finalmente, la extension de las hebras sintetizadas. En cada momento la
reaccion requiere una temperatura determinada. Por ultimo, el numero de ciclos, la
temperatura de anillamiento y el tiempo de extensidon se modificé dependiendo de las
caracteristicas del experimento. En algunas ocasiones se utilizd6 una enzima con
capacidad de correccion de errores (VELOCITY DNA Polymerase, BIOLINE) siguiendo las

instrucciones de |la casa comercial.

Cuando fue necesario la purificacion de los productos de PCR se realizé mediante el

sistema Gel Band Purification Kit (MACHEREY-NAGEL).

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron suministrados por SIGMA y

por Invitrogen™.
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5.4 Secuenciacion de ADN

La secuenciacién de fragmentos de ADN se realizo en el servicio de secuenciacion
de la Universidad de Salamanca que utiliza un secuenciador automatico Abi prism 3100

Genetic analyzer (Applied Biosystems).

La técnica usada se basa en la descrita por (Sanger et al., 1977) con alguna
modificacion. En este caso se utilizan didesoxinucleétidos marcados con fluorocromos
y un laser capaz de reconocer las distintas longitudes de onda de emision de estos

fluorocromos, que corresponden a cada una de las distintas bases.

Las secuencias obtenidas mediante esta técnica se importaron mediante el
programa Chromas, que muestra tanto el cromatograma de la reaccidon, como la

secuencia de ADN.

5.5 Manipulacion de ADN

Todos los protocolos utilizados para la manipulacion de ADN se recogen en
distintos manuales (Ausubel et al., 1995; Sambrook & Russell 2001). Ademas de las
indicaciones generales de estos manuales de laboratorio, se tuvieron en cuenta otras
recomendaciones de las casas comerciales suministradoras de materiales y enzimas

utilizadas.

El andlisis de los fragmentos de ADN obtenidos por tratamiento con enzimas de
restriccion o por amplificacion mediante PCR se llevé a cabo mediante electroforesis
en geles de agarosa (Hispanlab) de distinto porcentaje (entre 0,7% y 2%) segun el
tamafio de los fragmentos a analizar. Estos geles de agarosa llevaban bromuro de
etidio a una concentracion final de 0,5 pg/ml, para localizar el ADN mediante
iluminacion con una fuente de luz ultravioleta. El tampdn utilizado, tanto para
preparar la agarosa como para realizar la electroforesis, fue 1XTAE (Tris-Acetico 40

mM; EDTA 1mM).

167



El aislamiento y purificacion de los fragmentos de ADN después de su separacidon en
geles de agarosa se llevd a cabo mediante el kit comercial NucleoSpin® Gel and PCR

Clean-up (MACHEREY-NAGEL).

La ligacion de fragmentos de ADN, tras eliminar el grupo fosfato del extremo 5 del
vector mediante tratamiento con fosfatasa alcalina (Boehringer), se realizé con la
enzima ADN ligasa del fago T4 (Fermentas). La mezcla de la ligacidn se incubé durante

12-16 horas a 16°C y posteriormente se utilizd para transformar E. coli.

5.6 Mutagénesis dirigida in vitro

Esta técnica se utilizé para la introduccién de mutaciones en el gen de interés. En
todos los casos se siguieron los pasos descritos (Kunkel et al., 1987) que se resumen a

continuacion:

- Transformacion de la cepa CJ236 de E. coli con el plasmido que contenia el inserto de

ADN bicatenario que deseabamos mutagenizar.

La cepa CJ236 de E. coli contiene el episoma F' que le permite ser infectada por el fago
auxiliar M13K07 y dos mutaciones que son de interés en la mutagénesis dirigida: la
mutacion dut inactiva la enzima dUTPasa y esto hace que las moléculas de ADN
sintetizadas porten la base uracilo en los lugares donde deberia aparecer timina; y la
mutacion ung, que inactiva la uracilo N-glicosidasa, asi el uracilo incorporado al ADN

no puede ser eliminado.

- Obtencién de ADN de cadena sencilla infectando las bacterias con el fago M13 que
tras replicarse empaqueta una de las cadenas del plasmido bicatenario con el inserto

de interés.

- Fosforilacidn del oligonucledtido que porta la mutacién deseada y que actuara como
cebador para la sintesis de la cadena complementaria a la hebra sencilla obtenida en el
paso anterior. Para ello se utilizd la enzima polinucledtido quinasa del fago T4

(Fermentas), segun la técnica descrita (Sambrook & Russell, 2001).
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- Anillamiento del oligonucledtido fosforilado a la zona complementaria del ADN de
cada sencilla y sintesis de la hebra complementaria en presencia del correspondiente

tampodn de sintesis, T4 ADN ligasa y T7 ADN polimerasa (Amersham Pharmacia).

- Transformacidn de la cepa DH5a de E. coli con la mezcla de reaccidén anterior. Como
esta cepa no porta la mutacion ung, la hebra rica en uracilo se degrada, replicandose

exclusivamente la hebra sin uracilo que es la que ha incorporado la mutacion deseada.

5.7 Transformacion de E. coli

La transformacidn de cepas de E. coli con plasmidos o con mezclas de ligacion se
realizé de acuerdo con el procedimiento disefiado por Kushner (Kushner, 1978) basado

en el choque térmico.

En algunos casos la transformacién se realizé por un método simplificado conocido

como "transformacién del minuto" (Golub, 1988).

En ocasiones se empled la técnica de la electroporacién, que consiste en aumentar

la permeabilidad de la membrana plasmatica mediante un campo eléctrico externo.

5.8 Transformacion de S. pombe

La transformacion de S. pombe se realizé por el método del acetato de litio-sorbitol

(Ito et al., 1983), con las modificaciones descritas (Bahler et al., 1998).

5.9 Clonacidn del gen bch1*

El gen bch1* se clond mediante la técnica conocida como gap repair (Orr-Weaver et
al., 1983). Esta técnica permitié la transferencia de un fragmento de ADN desde el
genoma de una cepa silvestre de S. pombe hasta un plasmido replicativo que contenia
las regiones flanqueantes a dicho fragmento. Este pldsmido debe estar en forma lineal,
de modo que al introducirlo en una cepa de levadura por transformacién ocurra un

proceso de recombinacion homéloga que recupere el fragmento de interés localizado
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entre las dos regiones flanqueantes, esto permitira que el plasmido se vuelva circulary

gue los transformantes obtenidos puedan crecer en el medio selectivo adecuado.

Los oligonucledtidos bchl Apal-F y bchl Sall-R (tabla IV) se emplearon para
amplificar por PCR una regién de ADN de 1 kb localizada antes del ATG de la ORF del
gen bch1* en el genoma de S. pombe, de forma que quedase flanqueada por los sitios
de restriccidon Apal y Sall. De la misma forma, se utilizaron los oligonucledtidos bchl
ERI-F y bchl Spel-R (tabla IV) para amplificar una regiéon de tamafio parecido a la
anterior, en este caso posterior al codén de parada en el genoma de S. pombe, y
flanqueada por los sitios de restriccion EcoRl y Spel. Ambos fragmentos se clonaron en

el plasmido KS-Not de E. coli; el plasmido obtenido se denomind KS-Not +5' + 3' bch1*.

Este plasmido se digirio con las enzimas Apal y Spel para poder clonar las
secuencias flanqueantes del gen bch1* entre estos mismos sitios de restriccién del
plasmido pAL de S. pombe. El plasmido obtenido se denomind pAL + 5' + 3' + bch1*.
Para hacerlo lineal, se digirid con las enzimas Sall y Hindlll y se introdujo en la cepa
silvestre HVP281 de S. pombe mediante transformacién. Los transformantes se

seleccionaron en placas de MM sin leucina.

Los plasmidos de algunos de los transformantes se recuperaron mediante
extraccién de ADN de levadura y posterior transformacion de una cepa de E. coli
mediante la técnica de la electroporacion. Ademads, se confirmd que portaban la
secuencia del gen bch1* mediante analisis de restriccion. Aquellos transformantes que
presentaron un patrén correcto de ADN se secuenciaron. El pldsmido obtenido se

denomind pAL + bch1*.

5.9.1 Obtencion de mutantes nulos bch1::KAN

Con el fin de estudiar la funcién del gen bchl* se construyd un mutante nulo del
mismo mediante la técnica del reemplazamiento génico (Rothstein, 1983). Esta técnica
se basa en la construccion de un casete de delecién en el que las regiones 5' y 3' no
codificantes del gen de interés se ligan a un marcador de seleccion que reemplaza la

ORF del gen. Al introducir este casete en la cepa de interés, mediante transformacion,

170



Materiales y Métodos

se produce el proceso de recombinacion homodloga entre las zonas promotora y

terminadora, y asi el gen queda eliminado del genoma.

Para la construccién del mutante nulo del gen bch1* se utilizd un casete de delecién
en el cual la ORF del gen se sustituyd por el gen KANMX6 (Bahler et al., 1998). Este
fragmento se clond en los sitios Sall/EcoRI del plasmido KS-Not + 5' + 3' + bch1*,
guedando flanqueado por las regiones no codificantes del gen bch1*. El plasmido
obtenido se denomind KS + bchl1::KAN. Este plasmido se digirié con las enzimas de
restriccion Apal y Spel y se utilizé para transformar las cepas HVP281 (haploide) y
HVP124 (diploide) de S. pombe. Se obtuvieron diferentes transformantes capaces de
crecer en medio rico suplementado con G-418. El numero de colonias procedentes de
la transformacidn de la cepa haploide y de la cepa diploide fue parecido, lo que sugeria

gue el gen bchl* no era esencial, por lo que no se procedid al analisis de los clones

diploides.
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b1 i ] Oligos FIR1 Oligos F1/K2
H I g M WT A1 2 34 5 Wad2 345 M
N bml { . behl-R2 M
?é‘ r{ % éJ' 5000
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e KANMX6 —>>

<-— ' < Oligos F2/R2 Oligos F2/K3
2 behi-R2 MWIA1 2 345 MW AT 2 345
B
Oligos WT (kb) beh1A (kb)

Regi6n5' F1/R1 0,7 0,0

Regién5' F1/K2 0,0 0,8

Regi6n 3’ F2/R2 0,6 0,0

Regién 3’ K3/R2 0,0 0,7

Figura 52. Delecion del gen bch1*.

A. Representacion esquemadtica del proceso de delecion en el que se indican la posicién relativa de los
oligonucledtidos empleados para comprobar la integracién del casete bch1:KANMX6 en el cromosoma.

B. Tamafio tedrico de los fragmentos de ADN esperados al realizar las reacciones de PCR con los oligonucleétidos
indicados y ADN total de una cepa silvestre (WT) o de un mutante nulo bch1A.

C. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) en las que se muestran los productos obtenidos al realizar reacciones de
PCR utilizando los oligonucleétidos indicados y ADN de una cepa silvestre (WT), del plasmido KS-Not + bch1::KAN (4)
o de cinco clones potencialmente carente del gen bch1*. En cada caso M indica el marcador de pesos moleculares,
que se muestra ampliado a la izquierda.
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Por ultimo, se comprobd mediante PCR que en los clones obtenidos de la cepa
haploide la integracién del casete bchl::KAN habia ocurrido en su locus. Para analizar
la region 5' se realizaron dos reacciones de PCR independientes: con los
oligonucleédtidos bch1-F1 (que hibrida en la region 5' de ADN clonada) y bch1-R1
(interno en la ORF de bch1*, y por tanto no hibrida si la delecién bch1::KAN ha tenido
lugar) y con los oligonucledtidos bch1-F1 (que como se ha dicho hibrida en la region 5'
de ADN clonada) y K2 (interno en el gen KANMX6, y que por tanto solo hibrida si la
delecion bch1::KAN ha tenido lugar). Mientras que en la regién 3' se realizaron otras
dos reacciones de PCR: se utilizaron los oligonucleétidos bch1-F2 (interno en la ORF de
bchl*, y por tanto no hibrida si la delecién bch1::KAN ha tenido lugar) y bch1-R2
(hibrida en el fragmento 3' de ADN clonado) y los oligonucleétidos K3 (interno en el

gen KANMX6) y bch1-R2 (Tabla IV y Figura 52).

Tabla IV. Oligonucleétidos utilizados para la clonacion y la delecién del gen bch1*.

Nombre Secuencia 5'- 3’ Utilidad
bchl Apal-F  GGGCCCACTTTGTTTAATCTTAACACTTATCGTAGTTAATTTAA Clonacién del gen bch1*
AAAT
bch1 Sall-R GTCGACCATATATCATAAATTGGAATTAATATGC Clonacién del gen bch1*
bchl ERI-F GAATTCTAAGTTTAGACTCATTAAAGC Clonacion del gen bch1*
bchl Spel-R  ACTAGTGAGATGCCAGGTTGACATGGC Clonacién del gen bch1*
bchl CTNot  GCTTTAATGAGTCTAAACTTAGCGGCCGCCCAATTCATGGCCA Introduccion de un sitio Notl
GGAAT antes del STOP del gen bch1*
bchl CCTTAAAGAATGAATCACTGCGGCCGCCCATATATCATAAATT Introduccion de un sitio Notl
ATGNot GGAAT antes del ATG del gen bch1*
bch1-F1 GCTACACTATTCGTTGGGTACTAC Comprobacion bch1::KAN
bch1-F2 GAGCTCGTTTTGACCGCTATCGCT Comprobacion bch1::KAN
bch1-R1 GCCGCTAGTGAAGCTGAGGAAGG Comprobacién bch1::KAN
bch1-R2 CAAGCAAGGATGCGCTCACTCTGC Comprobacion bch1::KAN
K2 GTCGCACCTGATTGCCCGAC Comprobacién bch1::KAN
K3 TTGGACGAGTCGGAATCGCAG Comprobacién bch1::KAN

5.10 Marcaje del gen bch1*

Para detectar las proteinas de interés mediante ensayos tipo Western blot se
realizé el marcaje de dichas proteinas con el epitopo HA (HemAglutinina) es un
pequefio péptido de 9 aminoacidos (YPYDVPDYA) procedente de la proteina
hemaglutinina del virus de la gripe. (Wilson et al., 1984). Para la realizacién de este
marcaje se utilizd un fragmento de ADN de 115 pb que portaba tres copias

consecutivas del epitopo.
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Este fragmento de ADN se clond o bien detras del ATG de inicio o bien antes del
coddn de parada del gen bch1*. Previamente, fue preciso crear un sitio de corte para la
enzima de restricciéon Notl detrds del ATG de inicio o antes del codén de parada del
gen mediante mutagénesis dirigida in vitro. Esto es debido a que el fragmento de ADN
del epitopo HA esta flanqueando por sitios de restriccion Notl. La correcta insercidn de

los fragmentos se comprobd por analisis con enzimas de restriccion.

La GFP flanqueada por sitios Notl se fusiond al gen bch1* en el sitio Notl generado
detrds del coddn de inicio o anterior al codon de parada. La GFP emite luz verde
cuando se expresa de forma heterdloga en células eucariotas o procariotas, por ello
suele usarse como sistema para la deteccion de la localizacién in vivo mediante
microscopia de fluorescencia. Ambas construcciones, Bch1l-GFP y GFP-Bchl se
comprobaron por analisis con enzimas de restriccion y se integraron en el locus bch1*
mediante digestién del plasmido integrativo pJK148 con la enzima de restriccidon Nsil y
transformacion de las cepas de interés. En ambos casos se comprobé la funcionalidad
de la proteina. A lo largo de este trabajo se van a utilizar cepas con el gen bch1*
marcado o bien en el extremo N-terminal o bien en el extremo C-terminal, lo cual se

detallara en cada experimento.

6. Andlisis de proteinas

Las técnicas generales para el analisis de proteinas se realizaron acorde con los
protocolos desarrollados por Harlow (Harlow, 1998) con algunas variaciones que se

detallardn a continuacion.

6.1 Obtencion de extractos celulares

Los extractos celulares se obtuvieron a partir de cultivos en fase logaritmica de
crecimiento a una D.O.e00 entre 0,8 y 1,0. Las células se recogieron por centrifugacion y
se lavaron con 1 ml de agua fria. A continuacion, se afadié 5 pl de tampdn de
extraccion (Tris-HCI pH 7,2 50 mM; NaCl 350 mM y EDTA 50 mM) con inhibidores de
proteasas (aprotinina 1 pg/ml, leupeptina 1 pg/ml, pestatina 1 pg/ml y PMSF 1 mM)

por D.O. de células de la muestra. Las células se lisaron con bolitas de vidrio (Braun
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Biotech International) en una Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant) durante 3 pulsos de 15
segundos a una potencia de 5,5 m/s espaciados por una incubacién de 5 minutos en
hielo. Se comprobd la rotura celular mediante la observaciéon al microscopio de
contraste de fases. Las bolitas de vidrio, las paredes y los restos celulares se eliminaron
por centrifugacién a 3.000 rpm durante 1 minuto. Todo el proceso se realizé a 4°C para
evitar la degradacién de las proteinas. La concentracidén de proteina de los extractos se
cuantific6 mediante el método colorimétrico descrito (Bradford, 1976). Por ultimo, se
afadid a las muestras la cantidad necesaria de tampdn de carga 2xSB (Tris-HClI 100 mM
pH 6,8; SDS al 10%; B-mercaptoetanol 0,286 M; glicerol al 50% y azul de bromofenol);

estas muestras se calentaron a la temperatura adecuada durante 8 minutos.

En caso de trabajar con proteinas implicadas en la formacién de cubiertas
vesiculares, se anadid GTP-y-S al tampdn de extraccion (5 pl/ml de una solucion a 10
mM) para evitar el desensamblaje de las mismas, debido a que la adiccidn de este

compuesto ayuda a mantener activa la GTPasa Arf1l.

Por ultimo, en algunos casos se utilizé el molino criogénico (FREEZER / MILL® 6670)
como método de rotura. En este caso, las células se recogieron, se lavaron con 1 ml de
agua fria y se congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido, evitando asi la
degradacion de las proteinas. Las muestras se sometieron a 2 ciclos de rotura de 10
segundos cada ciclo a una intensidad de 12 (rango 1-15). Una vez obtenidos los
extractos celulares, la valoracion y la cuantificacion de los mismos se llevaron a cabo
del mismo modo que se hizo para las muestras obtenidas mediante rotura por bolitas

de vidrio.

6.1.1 Obtencion de extractos celulares para el analisis de proteinas de

membrana

Para realizar este tipo de ensayos fue necesario partir de cultivos en fase
logaritmica de crecimiento a una D.O.e00 entre 0,8 y 1,0. Todo el proceso se realizd a
4°C para evitar la degradacion de las proteinas. Las células se recogieron por
centrifugacién y se lavaron con 1 ml de tampdn STOP (EDTA 10 mM; NaCl 154 mM;
NaF 10 mM y NaNs 10 mM) y con 1 ml de tampdn Tris-HCl 50 mM pH 7,5/EDTA 5 mM.
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A continuacion, se aifadié 5 ul de tampdn de extraccién (Tris-HCI 10 mM pH 7,5; EDTA
5 mM vy sacarosa al 10%) con inhibidores de proteasas (aprotinina 1 pg/ml, leupeptina
1 pg/ml, pestatina 1 ug/mly PMSF 1 mM) por D.O. de células de la muestra. Las células
se lisaron con bolitas de vidrio (Braun Biotech International) en una Fast-Prep FP120
(Bio 101 Savant) durante 3 pulsos de 15 segundos a una potencia de 5,5 m/s
espaciados por una incubacién de 5 minutos en hielo. Se comprobd la rotura celular
mediante la observacién al microscopio de contraste de fases. Las bolitas de vidrio, las
paredes y los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 1.600 xg durante 5
minutos y se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio. La concentracion de proteina
de los extractos se cuantificé mediante el método colorimétrico descrito por Bradford
(Bradford, 1976). A continuacion, se prepararon 160 pl de cada una de las muestras a
la concentraciéon deseada mas 40 ul de urea 8 M, las muestras se incubaron en
rotacién durante toda la noche a 4°C. A la mafana siguiente, se afiadié a cada muestra
200 ul de tampoén de carga 2xSB (Tris-HCI 100 mM pH 6,8; SDS al 10%; PB-
mercaptoetanol 0,286 M; glicerol al 50% y azul de bromofenol); estas muestras se

calentaron a 65°C durante 8 minutos.

6.2 Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

Una vez que las muestras de extracto total estaban desnaturalizadas, se cargaron
en geles de poliacrilamida (BioRad). Estas proteinas se separaron segun su tamafo
mediante eletroforesis en geles de distinto porcentaje de poliacrilamida, en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) a 150V durante
aproximadamente 1 hora y 30 minutos. El tampdn de carrera utilizado fue 1xLaemli,

cuya composicion es Tris/Glicina (24,8 mM/192 mM) y SDS al 0,1% pH 8,3.

Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (Inmobilon™-P, Millipore)
mediante el sistema Mini Trans Blot (BioRad) usando el tampodn de transferencia
Tris/Glicina (24,8 mM/192 mM) y metanol al 10% pH 8,3 durante aproximadamente 2
horas a 100 V.
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6.3 Inmunodeteccidn de proteinas

En primer lugar, las membranas se bloquearon en TBST (Tris-HCl 20 mM pH 7,6;
NaCl 137 mM y Tween-20 al 0,25%) con leche en polvo desnatada (Sveltesse-Nestlé) al
5% o con seroalbumina bovina (BSA, SIGMA) al 1% durante 1 hora a temperatura

ambiente.

Después del bloqueo, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario
adecuado a la dilucién apropiada en la soluciéon de bloqueo correspondiente durante
toda la noche a 4°C. A continuacién, las membranas se lavaron 2 veces durante 10
minutos con abundante TBST y se incubaron con el anticuerpo secundario adecuado
anti-IgG unido a peroxidasa (HRP, HorseRadish Peroxidase) adecuado durante 1 hora a

temperatura ambiente. Las membranas se volvieron a lavar 2 veces con TBST.

El revelado se produce debido a la deteccién de la actividad peroxidasica por
quimioluminiscencia, empleando el kit WesternBright™ ECL (Advansta) siguiendo las
instrucciones de la propia casa comercial. Las proteinas reconocidas por los

anticuerpos se detectaron en peliculas fotosensibles (Medical X-Ray Film Blue, AGFA).

Los anticuerpos utilizados en este trabajo estan descritos en la tabla V.

Tabla V. Anticuerpos utilizados en este trabajo.

Anticuerpo Dilucion Casa comercial
anti-Cpy monoclonal, 10A5 1:500 Molecular Probes, Invitrogen
anti-GFP monoclonal, JL-8 1:1000 BD Living Colors™, Clontech
anti-HA monoclonal, 12CA5 1:10.000 Roche
anti-Pmal monoclonal 1:10.000 Santa Cruz Biotechnology
anti-Pep12 monoclonal 1:500 Life technologies™
anti-Cdc2 p34, Y100.4 1:4000 Santa Cruz Biotechnology
anti-tubulina, clon B-5-1-2 1:10.000 SIGMA
anti-GFP policlonal, A6455 1:120 Invitrogen
anti-RFP policlonal 1:1.000 Clontech
anti-Vma2 policlonal 1:500 ABNOVA
anti-IgG de ratén unido a HRP 1:10.000 BioRad
anti-IgG de conejo unido a HRP 1:10.000 BioRad
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6.4 Co-inmunoprecipitacion de proteinas

Para realizar este tipo de ensayos fue necesario partir de cultivos en fase
logaritmica de crecimiento a una D.O.¢00 entre 0,8 y 1,0. Todo el proceso se realizé a
4°C para evitar la degradacion de las proteinas. Las células se recogieron por
centrifugacién y se lavaron con 1 ml de tampdn STOP (EDTA 10 mM; NaCl 154 mM;
NaF 10 mM y NaN3 10 mM) y con 1 ml de tampdn Tris-HCl 50 mM pH 7,5/EDTA 5 mM.
A continuacidn, se afiadid 5 pl de tampdn de extraccidon (Tris-HClI 50 mM pH 7,5; NaCl
200 mM; EDTA 5 mM e IGEPAL CA-630 al 0,5%) con inhibidores de proteasas
(aprotinina 1 pg/ml, leupeptina 1 pg/ml, pestatina 1 pg/mly PMSF 1 mM) por D.O. de
células de la muestra. En el caso de trabajar con proteinas de cubiertas vesiculares se
afiadio también GTP-y-S (5 pl/ml de una solucién a 10 mM). Después, las células se
rompieron siguiendo uno de los distintos métodos de rotura previamente descritos en
el apartado 6.1 de esta misma seccion. Una vez obtenidos los extractos celulares, entre
1y 5 mg totales se llevaron hasta un volumen de 330 ul con tampdn de extraccion. A
continuacion, se separaron 30 pul que se mezclaron con la cantidad apropiada de 2xSB
(Tris-HCI 100 mM pH 6,8; SDS al 10%; B-mercaptoetanol 0,286 M; glicerol al 50% y azul
de bromofenol) y se desnaturalizaron durante 5 minutos a la temperatura adecuada,
dependiendo de la naturaleza de las proteinas. Estas muestras son los denominados

"Extractos totales".

Al resto de los extractos celulares se le afiadié otros 300 pl de tampdn de
inmunoprecipitacidn o IP (Tris-HClI 50 mM pH 7,5; NaCl 200 mM; EDTA 5 mM y Triton
X-100 al 2%) con inhibidores de proteasas. Estos extractos se incubaron con 2,5 pl de
anticuerpo policlonal frente al epitopo GFP durante 2 horas a 4°C. Posteriormente se
afiadieron 50 ul de proteina A-sefarosa (Protein A sepharose CL-4B, GEHealthcare a 0,1
g/ml en tampodn IP) durante toda la noche a 4°C. Pasado este tiempo, los complejos
unidos a la matriz de sefarosa se sedimentaron por centrifugacién y se lavaron 3 veces
con 1 ml de tampon IP con inhibidores de proteasas y una vez mas con 1 ml de tampdn
1xPBS (NaCl 137 mM; Na,HPO4 10 mM; KCl 2,7 mM y KH,PO4 2 mM) también con
inhibidores. Finalmente, los complejos se resuspendieron en 50 pl de 2xSB y se

desnaturalizaron durante 5 minutos. Estas muestras son los denominados "IPs".
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Los extractos totales y las IPs obtenidos en este proceso se analizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida, como ya se ha detallado en un apartado

anterior de esta misma seccion.
El anticuerpo utilizado para la inmunoprecipitacion fue:

¢ Anticuerpo policlonal frente al epitopo GFP (Invitrogen), dilucién 1:120.
Para el revelado de las membranas se utilizé:

¢ Anticuerpo monoclonal frente al epitopo GFP (BD Living Colors™, Clontech), dilucién

1:3.000.

¢ Anticuerpo monoclonal frente al epitopo HA (Roche), dilucién 1:10.000.

6.4.1 Co-inmunoprecipitacion de proteinas de membrana

Para realizar este tipo de ensayos fue necesario partir de cultivos en fase
logaritmica de crecimiento a una D.O.¢00 entre 0,8 y 1,0. Todo el proceso se realizd a
4°C para evitar la degradacion de las proteinas. Las células se recogieron por
centrifugacién y se lavaron con 1 ml de tampdén STOP (EDTA 10 mM; NaCl 154 mM;
NaF 10 Mm y NaN; 10 mM). A continuacién, se lavaron con 1 ml de Tris-HCI 50 mM pH
7,5/EDTA 5 mM. El siguiente paso fue la rotura de las células, para ello se afiadieron 5
pl de tampdn de extraccién (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; NaCl 200 Mm y EDTA 5 mM) con
inhibidores de proteasas (aprotinina 1 pg/ml, leupeptina 1 ug/ml, pestatina 1 pg/mly
PMSF 1 mM) por D.O. de células de la muestra. Las células se lisaron con bolitas de
vidrio (Braun Biotech International) en una Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant) durante 3
pulsos de 15 segundos a una potencia de 5,5 m/s separado por periodos de incubacion
de 5 minutos en hielo. Se comprobd la rotura celular mediante la observacion al
microscopio de contraste de fases. Las bolitas de vidrio, las paredes y los restos
celulares se eliminaron por centrifugacion. A continuacion, se diluyé el sobrenadante
con 500 pl de tampon de extraccion mas inhibidores de proteasas. Después las
muestras se centrifugaron a 21.000 xg durante 30 min. Pasado ese tiempo, el pellet
(membranas) se resuspendio en 3 ml de tampdn IP (Tris-HClI 50 mM pH 7,5; NaCl 200
mM; EDTA 5 mM; Tween-20 al 10% y Triton X-100 al 2%) con inhibidores de proteasas
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y se mantuvo en rotacion durante aproximadamente 2 horas a 4°C. Las muestras se
centrifugaron de nuevo, en este caso a 100.000 xg durante 1 hora en una
ultracentrifuga Beckman Optima™ TL 120 para asi poder tener en el sobrenadante
Unicamente las proteinas solubilizadas en el tampdn de IP. La concentracion de
proteina de los sobrenadantes se cuantific6 como se ha indicado antes (Bradford,
1976). Por ultimo, entre 1 y 5 mg de extractos celulares se llevaron hasta un volumen
de 400 pl con tampdn de extraccion mas inhibidores de proteasas. Se separaron 50 pl
de cada muestra que se mezclaron con la cantidad apropiada de 2xSB (Tris-HCI 100
mM pH 6,8; SDS al 10%; B-mercaptoetanol 0,286 M; glicerol al 50% y azul de
bromofenol) y se calentaron durante 8 minutos a 65°C. Estas muestras son los

denominados "Extractos totales".

Al resto de los extractos celulares se afiadieron otros 350 ul de tampdn IP mas
inhibidores de proteasas. Estos extractos se incubaron con 2,5 ul de anticuerpo
policlonal frente al epitopo GFP durante 2 horas a 4°C, posteriormente se afiadieron 60
ul de proteina A-sefarosa (Protein A sepharose CL-4B, GEHealthcare a 0,1 g/ml en
tampon IP) durante toda la noche a 4°C. Pasado este tiempo, los complejos unidos a la
matriz de sefarosa se sedimentaron por centrifugacién y se lavaron 3 veces con 1 ml de
tampon IP con inhibidores de proteasas y una vez mas con 1 ml de tampdn 1xPBS
(NaCl 137 mM; Na;HPO4 10 mM; KCI 2,7 Mm y KH,PO4 2 mM) también con inhibidores.
Finalmente, los complejos se resuspendieron en 50 ul de 2xSB y se calentaron durante

8 minutos a 65°C. Estas muestras son los denominados "IPs".

Ambos extractos obtenidos en este proceso se analizaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida, como ya se ha detallado anteriormente. Los anticuerpos
utilizados en este tipo de co-inmunoprecipitaciones son los mismos que los usados en

el apartado anterior de esta misma seccién.

6.5 Ensayo de inmunoblot de colonias (dot blot)

Este ensayo de colonias para detectar la proteina Cpyl secretada por defectos en
su transporte se realizd como lo describieron Iwaki y colaboradores (lwaki et al., 2006)

con las modificaciones descritas (Codlin & Mole, 2009). Células creciendo en fase
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exponencial se concentraron hasta una D.O.s00 de 2,0 por centrifugacién. Se
depositaron 6 pl de esta suspension de células sobre una membrana de nitrocelulosa
colocada sobre placas de MM completo, medio rico (YES) o YES suplementado con
sorbitol 1,2 M, incubandose durante 30 horas (YES) o 5 dias (MM completo). Tras lavar
la membrana con TBST para eliminar las células, se procedid a bloquear la membrana
con BSA al 1% en TBST durante 1 hora a temperatura ambiente, y se inmunodetecto
Cpyl, tal y como se describe en el apartado 6.3 de esta seccién, con el anticuerpo

monoclonal frente a la proteina CPY de S. cerevisiae (Invitrogen) a una dilucion 1:500.

7. Fraccionamientos subcelulares por gradientes de sacarosa

I. Preparacién de los gradientes

Se prepararon distintas soluciones de sacarosa al 55%, 45%, 40%, 37,5%, 35%,
32,5% y 30% en el tampdn adecuado (HEPES 20 mM pH 7,2/EDTA 1 mM). Estas
soluciones se utilizaron para la preparacién de los gradientes depositando en orden
(desde el fondo hasta la parte superior del tubo) con sumo cuidado las siguientes

cantidades de cada solucién en los tubos adecuados (Ultra-Clear Tubes; Ref. 344057):
250 pl de la solucion de sacarosa al 30%

500 pl de la solucion de sacarosa al 32,5%

750 pl de la solucién de sacarosa al 35%

750 pl de la solucién de sacarosa al 37,5%

750 pl de la solucion de sacarosa al 40%

500 pl de la solucion de sacarosa al 45%

500 pl de la solucién de sacarosa al 50%

250 pl de la solucién de sacarosa al 55%

Estos gradientes se conservaron a 4°C durante 24 horas aproximadamente hasta la

obtencion de los extractos celulares.
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[I. Obtencion de los extractos celulares

Se partié de cultivos en fase logaritmica de crecimiento a una D.O.g00 entre 0,8 y
1,0. Las células se recogieron por centrifugacién y se lavaron con 1 ml de tampdn STOP
(EDTA 10 mM; NaCl 154 mM; NaF 10 Mm y NaNs; 10 mM). A continuacién, se lavaron
con 1 ml de Tris-HCl 50 mM pH 7,5/EDTA 5 mM. El siguiente paso fue la rotura de las
células, para ello se resuspendieron en 3 ml de tampdn de extraccion (Tris-HCl 20 mM
pH 7,2; EDTA 1 mM vy sacarosa al 10%) con inhibidores de proteasas (aprotinina 1
ug/ml, leupeptina 1 pug/ml, pestatina 1 pug/mly PMSF 1 mM) y con GTP-y-S (5 pl/ml de
una solucion a 10 mM) en tubos de 15 ml. Las células se lisaron con bolitas de vidrio
(Braun Biotech International) en una Fast-Prep 24 (MP™) durante 5 pulsos de 30
segundos a una potencia de 6,5 m/s con incubaciones en frio durante 5 minutos entre
cada pulso de rotura. Se comprobd la rotura celular mediante la observacién al
microscopio de contraste de fases. Después, se afladieron 2 ml mas de tampdn de
extraccion con inhibidores de proteasas para asi poder recoger todo el sobrenadante
posible con la ayuda de unas puntas muy finas para que no pasaran las bolitas (BioRad
#223-9915). Las paredes celulares se eliminaron por centrifugacion a 5.000 rpm
durante 5 minutos a 4°C. Se tomé el sobrenadante, el cual se centrifugd a 100.000 xg
durante una hora en una ultracentrifuga Beckman Optima LE-80 con un rotor 70 Ti. El
pellet, que contiene las membranas celulares, se resuspendié en 300 ul de una
solucién de sacarosa al 10% en HEPES 20 mM pH 7,2/EDTA 1 mM. Todo el proceso se

realizé a 4°C para evitar la degradacion de las proteinas.

[Il. Fraccionamiento celular

Una vez obtenidos los extractos se cargaron 250 ul de los mismos en la parte

superior de los gradientes.

A los 50 pul restantes se afiadieron 17 ul de 4xSB (Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; SDS al 20%;
B-mercaptoetanol 0,286 M; glicerol al 100% y azul de bromofenol) y se calentaron

durante 20 minutos a 37°C. Estas muestras son los denominados "Extractos totales".

Los gradientes se centrifugaron a 38.000 rpm durante 20 horas en una
ultracentrifuga Beckman Optima LE-80 con un rotor basculante SW 55.
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Pasado este tiempo, se sacaron 17 fracciones de 250 pl de forma manual con una
pipeta automatica, empezando por la parte superior del tubo. De cada 250 pul se
pasaron 160 pl a un tubo y se anadieron 40 pul de urea 8 M. Estas muestras se
incubaron durante toda la noche a 4°C en rotacién. A continuacién, se anadieron 67 pl

de 4xSB y se calentaron durante 20 minutos a 37°C.

Las distintas fracciones obtenidas en este proceso se analizaron por electroforesis
en geles de poliacrilamida de dos porcentajes (12% en la parte superior y 7% en la
parte inferior), como ya se ha detallado en el apartado 6.2 de esta misma seccién.

Normalmente se cargaron 40 ul de la fraccién 3 hasta la fraccion 16.

Los anticuerpos utilizados en este proceso fueron los siguientes:

¢ Anticuerpo monoclonal frente al epitopo GFP (BD Living Colors™, Clontech), dilucién

1:500.

e Anticuerpo monoclonal frente a la proteina Pepl2 (Life technologies™), dilucion

1:500.
¢ Anticuerpo policlonal frente al epitopo RFP (Clontech), dilucién 1:1.000.

e Anticuerpo policlonal frente a la proteina Pmal cedido por Ramén Serrano a Angel

Duran, dilucién 1:10.000.

¢ Anticuerpo policlonal frente a la proteina Vma2 (ABNOVA), dilucién 1:500.

8. Actividades enzimaticas

8.1 Valoracion de la actividad de la fosfatasa acida

Debido a que en S. pombe hasta un 40% de la fosfatasa acida se secreta al medio
(Wang et al., 2002), se procedid a valorar esta actividad enzimatica en el medio de
cultivo como indicador general del proceso de secrecidn. Para la realizacion de este
ensayo se partidé de cultivos con una D.O.¢00 de 0,5. Para cada una de las muestras se
centrifugé 1 ml de cultivo, y se tomaron 500 ul del sobrenadante que se mezclaron con

500 ul de la solucidn sustrato (paranitrofenil-fosfato 2 mM en tampdn acetato sédico 1

182



Materiales y Métodos

M pH 4,0) precalentada a 30°C. Esta mezcla se incubé durante 5 minutos a 30°C en
rotacién. Pasado ese tiempo, la reaccion se detuvo anadiendo 500 pl de hidréxido
sodico 1 M. A continuacidn, se midié la absorbancia a 405 nm de cada muestra para asi
poder cuantificar la cantidad de nitrofenol liberado, utilizando como blanco 500 pl del

medio de cultivo tratados de la misma forma que las muestras.

Los resultados se expresaron relativizando la actividad fosfatdsica (absorbancia a
405 nm) con respecto al nimero de células (absorbancia a 600 nm) en unidades

arbitrarias.

8.2 Valoracion de la actividad B-glucan sintasa

Para realizar este ensayo se partido de un volumen de cultivo de 100 ml, creciendo
exponencialmente a la temperatura adecuada, a una D.0.¢00 maxima de 1,0. En cada

ensayo se realizaron dos cultivos de cada cepa, para tener datos por duplicado.

Las muestras se centrifugaron a 3.000 rpom durante 5 minutos a 4°C. Las células se
lavaron con 10 ml de tampdn de lavado (Tris-HClI 50 mM pH 8,0; EDTA 1 Mm vy B-
mercaptoetanol 1 mM). Tras esto, las células se resuspendieron en 1 ml de este mismo
tampon y se transfirieron a un tubo de microcentrifuga frio. Las muestras se
centrifugaron durante 1 minuto a 3.000 rpm a 4 °Cy se descartaron los sobrenadantes.
A cada muestra se le afadieron 120 ul de tampdn de lavado suplementado con 1 ul de
GTP-y-S (10 mM) y bolitas de vidrio (Braun Biotech International), para proceder a la
rotura de las células en una Fast-Prep FP120 (Bio 101 Savant) durante 3 pulsos de 15
segundos a una potencia de 5,5 m/s con incubaciones de 5 minutos en hielo entre
cada pulso de rotura. Posteriormente, los extractos se transfirieron a tubos frios, se
diluyeron hasta 15 ml con tampdn de lavado y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 5
minutos en una centrifuga a 4°C para eliminar las paredes celulares. A continuacién,
los sobrenadantes se pasaron a tubos frios de 30 ml y se centrifugaron durante 30
minutos a 18.000 rpm en una centrifuga Sorvall™ RC 6 Plus de Thermo Scientific™ con
rotor Fiberlite™ F21-81x50y a 4°C, para recoger las membranas celulares. Estas se

resuspendieron en un volumen final de 100 ul de tampdn de resuspension (Tris-HCI 50
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mM pH 8,0; EDTA 1 mM; B-mercaptoetanol 1Mm y glicerol al 30%) usando varillas de

vidrio y vortex.

La concentracién de la proteina de los extractos se cuantificd6 mediante el método

colorimétrico Bradford (Bradford, 1976).

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

siguientes componentes:

Mezcla A (cantidades afiadidas por cada muestra):
¢ H,0: 9 pl
* ["*C] UDP-D-glucosa (2x10° cpm/ul) 5 mM: 5 pl
* BSA al 6%: 5 pl
e GTP6 mM: 1 pl

Mezcla B (cantidades afiadidas por cada muestra):
¢ H,0: 2 l
e EDTA17 mM: 5 ul
® Tris-HCl 1M pH 8: 3 ul
* Membranas (de cada muestra): 5 pl

Se tomaron 20 pl de la mezcla de reaccidn A y se mezclaron con 20 ul de la mezcla
de reaccion B de cada muestra en tubos de vidrio. El volumen final de la reaccion fue
de 40 pl, en los que 5 pl correspondian a extractos de membrana de cada muestra. Las
reacciones se incubaron a 30°C durante 30 minutos. Después de este tiempo las
reacciones se pararon afiadiendo 2,5 ml de acido tricloroacético (TCA) al 10% a cada
tubo y se incubaron a 4°C durante un minimo de 30 minutos. Después las muestras se
filtraron utilizando filtros Whatman GF/C que se lavaron 2 veces con 2,5 ml de TCA al
10 % y una vez mas con 3-4 ml de etanol al 96%. Posteriormente, los filtros se

introdujeron en viales con 2,5 ml de solucion de centelleo OptiPhase HiSafe, Wallac. La
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radiactividad de las muestras se valoré en un contador de centelleo Wallac 1409.
Como control, se colocaron 5 pl de [*“C] UDP-D-glucosa 5 mM en un filtro, para

obtener las cuentas totales de la reaccion.

Para calcular la actividad especifica en miliunidades por miligramo de proteina se

utilizo la siguiente férmula:
cpm obtenidas x 200 x 1000 / cpm totales x minutos x ug proteina =muU / mg
donde cpm son las cuentas por minuto y los minutos son 30.

La unidad especifica se define como la cantidad de enzima que cataliza la

incorporacion de 1 umol de glucosa por minuto a 30°C.

9. Marcaje y fraccionamiento de los polimeros de la pared celular

Para analizar la composiciéon de la pared celular de S. pombe se utilizé un método
que utiliza un precursor radiactivo (Arellano et al., 1996). Las células se incubaron en
medio rico hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento. Una vez alcanzada esta
fase se diluyeron con medio sin glucosa hasta una D.0.s00 de 0,5 en un volumen total
de 10 ml. El marcaje de los mismos se llevé a cabo con 5uCi/ml de *C-glucosa durante
un periodo de 6 horas a 28°C. Se tomaron 2 muestras de 50 ul al comenzar y 2 al
terminar la incubacion para calcular la incorporacién total de glucosa radiactiva en las
células. El resto del cultivo se recogid, se lavd 2 veces con 1 ml de EDTA 1 mM vy se
sometié a una rotura mecdnica mediante agitacién con bolas de vidrio en una Fast-
Prep FP120 (Bio 101 Savant). El extracto obtenido se diluyé hasta 1 ml con EDTA 1 mM,
se eliminaron las bolitas de vidrio y se centrifugd a 1.000 xg durante 10 minutos para
recoger las paredes. Estas se lavaron 3 veces con 1 ml de NaCl 2 M y una vez més con
EDTA 1 mM y se tomaron dos alicuotas de 20 ul para determinar la incorporacion total
de "C-glucosa en las paredes. El resto de la muestra se hirvié durante 5 minutos para
inactivar las posibles glucanasas incluidas en la pared y se resuspendié en un volumen
final de 500 ul de EDTA 1 mM. A continuacidn, se prepararon las siguientes reacciones

enzimaticas en un volumen final de 200 pl:
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- Control: 50 pl de paredes suplementadas con 50 pl de tampdn citrato/fosfato 50 mM

pH 5,6 y 100 ul de agua estéril.

- Zimoliasa-1: 100 pl de paredes suplementadas con 50 pl de tampdn citrato/fosfato 50

mM pH 5,6; 30 ul de agua estéril y 20 ul de Zimoliasa 100T (10 mg/ml).

- Zimoliasa-2: 100 pl de paredes suplementadas con 50 pl de tampdn citrato/fosfato 50

mM pH 5,6; 40 ul de agua estéril y 10 ul de Zimoliasa 100T (10 mg/ml).

- Quantazima-1: 100 pl de paredes suplementadas con 95 ul de tampdn Tris 50 mM pH

7,5y 5 ul de Quantazima (10 mg/ml).

- Quantazima-2: 100 pl de paredes suplementadas con 97 ul de tampdn Tris 50 mM pH

7,5y 3 ul de Quantazima (10 mg/ml).

Todas las reacciones se incubaron a 28°C durante 36-40 horas, después se
centrifugaron a 13.000 rpm durante 3 minutos y se tomaron alicuotas de los
sobrenadantes y de los precipitados. Todas las alicuotas, excepto los sobrenadantes
que se valoran directamente, se diluyeron con 1 ml de acido tricloroacético (TCA) frio
al 10%, manteniéndose a 4°C hasta ser filtradas sobre filtros Whatman GF/C. Estos
filtros se lavaron 2 veces con 2,5 ml de TCA al 10% y una vez mas con 3-4 ml de etanol
al 96%. La radioactividad se determind en un contador de centelleo Wallac 1409,

afiadiendo liquido de centelleo OptiPhase HiSafe, Wallac.

La Zimoliasa 100T (Seikagaku Kogio) es un complejo enzimatico que contiene B-
glucanasa y proteasas. El precipitado de la incubacidén con Zimoliasa 100T corresponde
con el a-glucano que no se degrada. La Quantazima (Quantum, Biotevhnologies ING)
es una PB(1-3)-glucanasa recombinante. El sobrenandante de la incubaciéon con
Quantazima corresponde al B(1-3)-glucano, mientras que en el precipitado permanece
el B(1-6)-glucano, el a-glucano y el galactomanano. La diferencia entre los precipitados
de Quantazima y Zimoliasa 100T corresponde al galactomanano mas el B-glucano que

pueden separarse en este procedimiento.

Los calculos se realizaron de la siguiente forma, primero se calculé la media del
valor de las muestras que estan por duplicado y posteriormente se hicieron los
siguientes calculos para cada alicuota:
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Alicuota 1: 10 ul x 100 = incorporacion total

Alicuota 2: 10 pl x 100 = incorporacion total incompleta
Alicuota 3: 20 ul x 50 = paredes totales

Alicuota 4: sobrenadante

Control: degradacién espontanea

Zimoliasa: B-glucano + manano: 50 ul x4 x 5
Quantazima: B-glucano: 50 ul x4 x 5

Alicuota 5: precipitado

Control: paredes totales 50 pl x 10

Zimoliasa: a-glucano 100 pl x 5

Quantazima: a-glucano + manano 100 pl x 5

10. Técnicas microscopicas

Para llevar a cabo estas técnicas, se emplearon diversos microscopios:

Leica DM RXS en el cual la captacidon de imagenes se realizé con una camara digital

Leica Qsensys y el programa informatico Qfish.

El equipo DeltaVision Microscope (Applied Precision), que incluye un microscopio
invertido Olympus IX-70, con una camara CoolSNAP HQ2 (PHOTOMETRICS) vy

controlado mediante el software softWoRx Resolve3D.

Microscopio confocal Spinning-Disk Olympus 1X-81, equipado con un mddulo confocal
CSUX1-A1 (Yokogawa) ademas de con una camara para la adquisicion de imagenes

EVOLVE de PHOTOMETRICS y se controla por el programa informatico MetaMorph®.
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Las imagenes se procesaron posteriormente con los programas Adobe Photoshop
CS3 (Adobe System, Inc), Imagel (Nacional Institute of Health, USA) y MetaMorph®

(MDS Analytical Technologies).

10.1 Microscopia de campo claro y de contraste de fases

Para la observacion de células en campo claro o en contraste de fases se tomaron
muestras directamente de los cultivos incubados en medio liquido o en placa

utilizandose generalmente el microscopio Leica DM RXS.

10.2 Microscopia de fluorescencia

Para la observacion de muestras fluorescentes se utilizaron los filtros adecuados
gue dejan pasar la luz UV de una determinada longitud de onda, segun los espectros
de excitacidon-emisidn propios de los fluorocromos o proteinas fluorescentes utilizadas.
En algunas ocasiones se realizaron como referencia imagenes de campo claro o

contraste de fases.

10.2.1 Fluorescencia directa con proteinas de fusion

La proteina verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoacidso
procedente de la medusa Aequorea victoria, que posee la capacidad de emitir luz
verde cuando se excita con luz de longitud de onda de 488 nm. La GFP mantiene su
capacidad para emitir luz verde cuando se expresa de forma heterdloga en células
eucariotas o procariotas. Por ello suele usarse como sistema de deteccién de la
expresion y localizacién subcelular de proteinas in vivo. Para usar este sistema es
necesario fusionar la secuencia de ADN que codifica esta proteina en fase con la del
gen de la proteina objeto de estudio y observar la muestra en el microscopio de
fluorescencia. En los experimentos escritos en esta memoria se ha empleado una
variante de la proteina verde fluorescente, denominada EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein), mas brillante que la original, que emite luz de 507 nm de longitud

de onda cuando es excitada con luz de 488 nm.
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Existe, ademas, una proteina roja fluorescente (DsRFP), que emite luz de 586 nm de
longitud de onda cuando es excitada con luz de 556 nm. Se trata de una proteina
diferente a la GFP, que se ha aislado del coral. Al igual que en el caso de la GFP, se han
obtenido variantes de esta proteina, como son las denominadas Cherry y Tomato,

usadas en este trabajo.

El marcaje de parejas de proteinas con diferentes combinaciones de proteinas
fluorescentes permiten la realizacién de experimentos de co-localizacion (Shaner et al.,

2005).

10.2.2 Tincion con calcofluor

El calcoflior es un compuesto que se une a los polimeros con enlaces B(1-3) y B(1-
4)-glucano de la pared celular de las levaduras, por esta razon se utiliza tanto para
detectar posibles anomalias en la pared como para determinar los lugares de
crecimiento de la célula. En S. cerevisiae el calcofluor tifie fundamentalmente las zonas
de la pared celular ricas en quitina. Sin embargo, en el caso de S. pombe que no posee
cantidades detectables de quitina, se une fundamentalmente al 3(1-3)-glucano lineal
del septo y de los polos de crecimiento (Cortés et al., 2007). Este compuesto se excita
al recibir luz de 372 nm de longitud de onda y emite fluorescencia azul. El calcofltor
(Blankophor BBH, Bayer Corporation) se prepard en agua a una concentracién de 10
mg/ml, al que se afadieron unas gotas de KOH 10 N para su completa disolucion, ya
gue este compuesto precipita a pH acido. Se esterilizé por filtracion y se guardé a 4°C

protegido de la luz.

La tincidn se realizé partiendo de cultivos creciendo en fase logaritmica. Las células
se recogieron por centrifugacion y se lavaron con 1 ml de agua. Después se
resuspendieron en una solucién de calcoflior a una concentracion final de 50 pg/mly
se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron 2
veces con agua y se concentraron en un pequefio volumen para asi poder observarlas

en un microscopio de fluorescencia.
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10.2.3 Tincion con Hoechst 33258

Cuando interesd analizar la distribucidn de los nucleos celulares se empled Hoechst
33258, un colorante que se une preferentemente a las zonas que contienen A-T en el
ADN de doble cadena y que tras su excitacién con luz de longitud de onda de 360 nm,
emite fluorescencia azul (470 nm). Se utilizé una forma de Hoechst, denominada
H33258, que es muy soluble, pero que no es muy permeable en las células de S.
pombe. De este modo se obtiene una tinciéon simultdanea de los nucleos (por tincion
especifica del ADN) y de la pared celular (por tincion inespecifica de la misma debido a
gue no todas las moléculas de este colorante logran penetrar en las células) en células

vivas.

Para la tincidon con este colorante se tomd 1 ml de un cultivo en fase logaritmica de
crecimiento, se lavé con 1 ml de agua y a continuacidn las células se resuspendieron en
20 pl de Hoechst 33258 a 50 pg/ml (stock disuelto en agua a 1 mg/ml). Las células
permanecieron en contacto con el colorante durante 5-10 minutos a temperatura
ambiente, se lavaron con agua y se observaron al microscopio de fluorescencia a una

excitacion de 352 nm de longitud de onda y una emision de 455 nm.

10.2.4 Tincidon con FM4-64

Para analizar el proceso de endocitosis se empled la tincion de células vivas con el
colorante FM4-64 (Vida y Emr, 1995). El FM4-64 [dibromuro de N-(3-
trietilamoniopropil)-4-(6-(dietilamino) fenil) hexatrienil) piridina] es un colorante
lipofilico fluorescente que permite observar el proceso de endocitosis desde su
incorporacion a la membrana plasmatica, su transporte por la ruta endosomal y su
llegada e incorporacidn a la membrana vacuolar como destino final. Esta ultima

caracteristica permite también analizar la morfologia de dichos organulos celulares.

Para la tincidon con este colorante se partié de cultivos en fase logaritmica de
crecimiento a una D.O.g00 entre 0,8 y 1,0. Se tomd 1 ml de cultivo de la muestra y se
centrifugé a 3.000 rpm durante 1 minuto. Después se retiré el sobrenadante dejando
una pequefia cantidad del mismo para resuspender las células. El tubo con la muestra

se introdujo en hielo de 3 a 5 minutos para asi detener el proceso de endocitosis. Una
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vez transcurrido este tiempo se afiadieron 1,2 pl de una dilucién 1:10 en agua del
colorante FM4-64 (Synaptored, Biotium, stock disuelto en agua a 10 mM). Para
permitir una incorporacion eficiente del colorante a la membrana se mantuvieron las
muestras durante 3-5 minutos en el hielo. A partir de este tiempo se pudieron
observar claramente las zonas activas de endocitosis de la membrana plasmatica,
siendo el marcaje mas intenso en las zonas de los polos y de septacidn de las células en
divisién. Debido a la rapida internalizacién de este colorante, a los 2 minutos ya se
apreciaban endosomas en el interior celular. Para ver la envuelta vacuolar fue
necesario incubar las muestras un minimo de 30 minutos a 28°C después de haber

afiadido el colorante.

En aquellos mutantes con defectos en trafico vesicular fue necesario mayor tiempo
de incubacion, tanto para ver los primeros endosomas (de 5 a 30 minutos), como para

visualizar la membrana vacuolar (de 30 a 180 minutos a 30°C).

En todos los casos las células se observaron al microscopio de fluorescencia, este
compuesto emite luz de 751 nm de longitud de onda cuando es excitada con luz de

508 nm, tras la incubacién en las condiciones adecuadas.

10.2.5 Tincion con CDCFDA

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

vacuolas (Roberts et al., 1991).

Se tomd 1 ml de cultivo en fase exponencial, al cual se le afiadié 1 ul de CDCFDA
(stock a 48 mM en DMSO, SIGMA). Esta muestra se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Pasado este tiempo, las células se lavaron 3
veces con 1 ml de medio de cultivo. A continuacidn, se resuspendieron en 1 ml de
medio y se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se observaron en
un microscopio de fluorescencia a una excitacién de 492 nm de longitud de onda y una

emisién de 517 nm.
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10.2.6 Microscopia confocal a tiempo real

Cuando interes6 conocer las trayectorias realizadas por algunos de los
componentes implicados en el trafico vesicular dentro de las células se realizaron
estudios a tiempo real de las mismas. Para poder realizarlo, se empled un microscopio
confocal Spinning-Disk Olympus IX-81. Se obtuvieron unas 100 imagenes cada 2
segundos de 3 secciones transversales de todo el volumen celular (series en z) con un
grosor de 0,150 um cada una. En algunas ocasiones las condiciones se modificaron en
funcién de las necesidades de cada experimento, en cuyo caso serdn indicadas. Dichas
imagenes fueron luego procesadas mediante el uso del programa MetaMorph®

asociado a este microscopio.

10.2.7 Microscopia electrénica

La microscopia electrdnica se realizé sobre las células fijadas en glutaraldehido (EM
Grade, SIGMA) tefidas con permanganato potasico al 2% (PanReac), deshidratadas en
etanol, embebidas en resina Spurr (TAAB) y tefiidas con acetato de uranilo (Konomi et
al., 2003). Las secciones ultrafinas se cortaron empleando un microtdmo Reichert-Jung
Ultracut y se observaron usando un microscopio electronico de transmision Philips

CM-100.

11. Analisis bioinformatico de datos

Para el analisis informatico de las secuencias de ADN y de proteinas, alineamiento
de secuencias y mapas de restriccion, se utilizaron los programas DNAStar, ClustalW y
BLAST. Las secuencias de genes y proteinas se obtuvieron de la base de datos de S.

pombe (http://www.pombe.org).

12. Analisis estadistico de los datos

El andlisis estadistico de los datos se ha llevado a cabo con el programa GraphPad
Prism 6.07. La significacion estadistica de los resultados obtenidos se realizo los test de

ANOVA (ANalysis Of VAriance) con comparacion multiple de Dunnett.
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