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1. Las levaduras como organismos modelo

El término levadura se refiere al conjunto de hongos microscdpicos unicelulares.
Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe son dos especies de levadura
ampliamente empleadas en los estudios de biologia molecular y celular. Ambas especies
comparten una serie de caracteristicas que las hacen interesantes como organismos
modelo en estos campos de estudio. Entre estas cualidades destacan que crecen
facilmente en medios de cultivos simples, presentan tiempos de generacién cortos, se
pueden almacenar a largo plazo de forma sencillay no son patégenos. Ademas, se pueden
manipular genéticamente en el laboratorio con facilidad, lo que permite realizar
diferentes analisis genéticos y moleculares. Todo esto, unido a la secuenciacién del
genoma de S. cerevisiae en 1996 y de S. pombe en 2002, explica el amplio uso de estos
microorganismos en los laboratorios de investigacion (Goffeau et al., 1996; Wood et al.,

2002).

Estas levaduras, pese a encontrarse evolutivamente distantes de los metazoos,
presentan muchos procesos celulares en comun con ellos. En este sentido, el estudio de
la fisiologia celular de las levaduras ha ayudado (y sigue ayudando) a comprender el
funcionamiento de las células humanas. Ademas, la investigacidn con levaduras también
es util para entender los mecanismos moleculares de diversas enfermedades humanas
como el cancer, procesos degenerativos, enfermedades metabdlicas y distintas
enfermedades infecciosas. De hecho un 25% de los genes de humanos causantes de

enfermedades tienen su homodlogo en levaduras (Bassett et al., 1996).

A pesar de presentar ciertas caracteristicas compartidas, S. pombe y S. cerevisiae son
dos especies muy alejadas evolutivamente, ya que divergieron de un ancestro comun
hace entre 330 y 420 millones de afios (Sipiczki, 2000). Por tanto, estudiar diferentes
procesos celulares en ambos organismos puede aportar informacion complementaria,

ademas de ayudar a comprender las caracteristicas conservadas en estos procesos.
2. Lalevadura de fision Schizosaccharomyces pombe.

El presente trabajo se ha llevado a cabo utilizando la levadura de fision

Schizosaccharomyces pombe. Este microorganismo es un hongo unicelular perteneciente



a los ascomicetos. Tiene un genoma de 13,8 Mb que contiene 5064 genes codificantes de
proteinas y esta repartido en tres cromosomas: | (5,7 Mb), Il (4,6 Mb) y Ill (3,5 Mb;

Pombase, https://www.pombase.org/).

Esta levadura fue aislada por primera vez por Paul Linder en 1893 de una muestra de
cerveza africana. A este descubrimiento debe su nombre, ya que “pombe” significa
cerveza en suajili. Sin embargo, la mayoria de las estirpes usadas en el laboratorio derivan
de una cepa aislada en un zumo de uva por A. Osterwalder en 1921. Tiempo después U.
Leupold observé que en la muestra de Osterwalder habia una cepa homotdlica (tipo
sexual h%°) y dos cepas heterotdlicas (tipo sexual h* y h’) que provenian de la primera
(Leupold, 1949). El hecho de que las cepas usadas actualmente en los laboratorios
desciendan de estas, hace que se trabaje con cepas practicamente isogénicas entre los
diferentes grupos de investigacion. Esto reduce la variabilidad de los resultados obtenidos
entre distintos laboratorios con respecto a S. cerevisiae, donde existen diferentes fondos

genéticos.
2.1.Ciclo de vida de S. pombe

La levadura de fisidon presenta un ciclo de vida en el que se alternan las fases haploide
y diploide en funcion de una serie de factores ambientales y de la interaccion
entre células de distinto tipo sexual (figura 1). Las células de esta levadura son haploides
en condiciones normales y presentan una morfologia cilindrica que se mantiene a lo largo
del ciclo celular. Las células haploides pueden ser de dos tipos sexuales complementarios
h* o h. Estas células poseen un tamafio de 3-4 um de didametro y 7-8 um de largo tras
dividirse. A continuacidén, van a ir creciendo por los polos celulares manteniendo un
diametro constante y aumentando su longitud hasta las 12-15 pm. Cuando alcanzan este
tamafio se forma un septo de divisidn que divide a las células por la mitad produciendo
dos células hijas idénticas en tamafio. Este proceso de divisién se denomina fisidén celular
y por ello S. pombe también es conocida como la levadura de fisién. Esta parte de la fase
haploide se denomina ciclo celular mitdtico o vegetativo y en ella ocurre el aumento
poblacional de la levadura. Cuando las condiciones del medio cambian y se agota la
fuente de nitrégeno, las células del tipo sexual complementario (h* y h) entran en

contacto, en un proceso conocido como conjugacion, y se fusionan formando un zigoto
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diploide. Este es inestable y su nucleo sufre una divisién meidtica, lo cual da lugar a un
asca zigodtica con cuatro ascosporas haploides en su interior. Cuando el asca estd madura
se produce su dehiscencia y se liberan las ascosporas. Estas germinan cuando las
condiciones del medio vuelven a ser favorables, generando de nuevo células haploides y
reiniciandose asi el ciclo. Los zigotos diploides se pueden mantener si se inoculan en
medio rico antes de que ocurra la meiosis. Esto daria lugar a un ciclo mitético diploide. Si

el medio se empobrece, los diploides esporularian originando un asca azigdtica.

Las estirpes h* y h” son heterotdlicas, por lo que necesitan un compaiero de tipo
sexual opuesto para conjugar. Sin embargo, también existe una estirpe homotalica
denominada h®° que es capaz de conjugar consigo misma. Esto es asi porque las células

de esta estirpe pueden cambiar de tipo sexual entre h* y h" cada dos generaciones.

Limitacién de
nutrientes
Fase haploide
Conjugacion entre

células de tipo
sexual opuesto

(Leupold, 1958).
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€
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Figura 1. Ciclo de vida de S. pombe. Representacion de las distintas fases del ciclo de vida de la levadura de
fision. Los colores rosa y verde indican dos tipos sexuales diferentes (h* y h')- Consultar el texto para mas detalles.



3. Vision general del trafico intracelular de proteinas.

La célula eucariota contiene diversos compartimentos membranosos intracelulares
u organulos. Cada uno de ellos se ha especializado en la realizacion de unas funciones
determinadas. Sin embargo, los diferentes organulos no son estructuras aisladas, sino
gue existe comunicacion entre ellos para integrar las diferentes funciones celulares.
Permitir esta comunicacién y el intercambio de diferentes elementos (proteinas,
lipidos...), es la funcién principal del trafico intracelular. Ademas, este facilita la
comunicacion de la célula con el medio exterior mediante fendmenos como la secrecién
o la endocitosis. En estos procesos participa la membrana plasmatica y el sistema de
endomembranas que esta formado por una serie de compartimentos intercomunicados.
Estos son el reticulo endoplasmico (RE), el complejo de Golgi, los endosomas y los
lisosomas en mamiferos o las vacuolas en plantas y levaduras. Las proteinas son uno de
los elementos a transportar o “cargos” mas importantes. Estas tienen que ser llevadas
desde el lugar en el que se sintetizan hasta el lugar donde realizan su funcién. Las
proteinas solubles en el citoplasma pueden alcanzar la membrana de un determinado
organulo uniéndose a una proteina y/o a un lipido presente en él. Sin embargo, las
proteinas transmembrana vy las proteinas solubles del lumen de los organulos necesitan
mecanismos especializados para transportarse. Estas proteinas se sintetizan en el RE
donde tiene lugar un complejo proceso de plegamiento y ensamblaje. Posteriormente
son transportadas hacia el complejo de Golgi desde donde se distribuyen hacia otros

compartimentos celulares como los endosomas, las vacuolas o la membrana plasmatica.

El trafico intracelular es un proceso complejo que tiene que suceder de manera
regulada y coordinada. La alteracién de este proceso a distintos niveles es la base de una
gran variedad de enfermedades humanas como el cdancer, ciertos procesos
neurodegenerativos y algunas patologias metabdlicas (Abubakar et al., 2017; Howell et
al., 2006; Leto and Saltiel, 2012; Tzeng and Wang, 2016; Wang et al., 2014). En este
sentido, los estudios realizados en levaduras han permitido la identificacion de gran parte
de los efectores, los complejos proteicos y las rutas de trafico presentes en las células
eucariotas, la mayor parte de los cuales se encuentran conservados en metazoos (Feyder

et al., 2015). De ahi la importancia de su estudio en estos microorganismos.



3.1. Mecanismo de trafico vesicular.

La teoria del transporte vesicular de proteinas fue propuesta por George Palade en
1975, basandose principalmente en estudios de microscopia electronica. En ella se
postula que el trafico de proteinas entre los distintos organulos celulares se produce a
través de vesiculas que geman desde un compartimento membranoso donador y son
transportadas hasta un compartimento receptor (Palade, 1975). Posteriormente, gracias
al trabajo de numerosos grupos de investigacion, se ha conseguido profundizar en el
conocimiento de los mecanismos moleculares que facilitan el trafico vesicular. De forma
resumida este proceso consta de los siguientes pasos: formacién y escision de la vesicula
en el compartimento donador, transporte de la misma a través de la célula,
desensamblaje de la cubierta, anclaje a la membrana del compartimento de destino y
fusién con el mismo (figura 2). Todos estos pasos estan muy regulados para asegurar que
las proteinas lleguen a su destino correcto. A continuacion se va a hablar con mas detalle

de cada una de estas etapas y de las proteinas que participan en ellas.
3.1.1. Formacion de la vesicula.

La formacion de la vesicula comienza por una acumulacion de ciertos elementos en
una zona concreta de la membrana del organulo donador. Asi el material lipidico y
proteico a transportar se va agrupando en esas zonas. Aunque se desconoce el
mecanismo preciso que inicia el proceso, se sabe que las GTPasas y ciertos lipidos como

los fosfoinositoles juegan un papel importante.

GTPasas pequeias

Las GTPasas pequefias pertenecen a la superfamilia Ras y son reguladores esenciales
del trafico vesicular. Estas proteinas son interruptores moleculares y su estado de
activacion depende de la unidn a nucledtidos de guanina. Asi, si estan unidas a GTP se
encuentran en estado activo, lo que promueve su unién a la membrana. Esto facilita la
posterior interaccion con diferentes factores presentes en ellay el reclutamiento de otras
proteinas que participan en trafico como los adaptadores y las cubiertas. Ademas,
también inducen la curvatura de las membranas. La hidrélisis de GTP a GDP promueve su

inactivacion y liberacién al citosol. Los GAPs (GTPase-Activating Proteins) promueven la



hidrélisis de GTP a GDP y los GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors) catalizan el
intercambio de GDP por GTP. Dentro de las GTPasas pequefas hay tres familias con

importancia en el trafico intracelular (Goitre et al., 2014; Song et al., 2019):

- GTPasas de la familia Rab (Ras-related in Brain): participan en distintos procesos
del trafico vesicular como en la formacion de la vesicula, en su transporte y en su
posterior anclaje y fusiéon con la membrana receptora (Grosshans et al., 2006).

- GTPasas de la familia Arf (ADP-Ribosylation Factor): facilitan el reclutamiento de
diversas cubiertas. Arfl participa en el reclutamiento de las cubiertas COPI, de los
adaptadores asociados a la clatrina y del exdmero. Sarl facilita el reclutamiento
de las cubiertas COPII (Gillingham and Munro, 2007; Trautwein et al., 2006; Wang
et al., 2006).

- GTPasas de la familia Rho (Ras HOmolog): importantes en el establecimiento de
la polaridad celular y en la regulacidn del citoesqueleto de actina. Dentro de esta
familia, Cdc42 participa en secrecion polarizada reclutando al exocisto y Rhol
participa en endocitosis independiente de clatrina en levaduras (Perez and

Rincon, 2010; Prosser et al., 2011).

Diferentes GTPasas participan en distintos pasos y rutas de trafico aportando
especificidad al sistema. En este sentido, se ha visto que actian en lo que se ha
denominado cascadas de GEFs y de GAPs. Asi, una GTPasa recluta al GEF (activador) de la
GTPasa que tiene que actuar a continuacién y al GAP (inhibidor) de la GTPasa que actuaba
en el paso anterior (Mizuno-Yamasaki et al., 2012; Novick, 2016). De esta manera se

coordina el sistema.

Fosfoinositidos:

Los lipidos tienen un papel importante en el proceso de vesiculacion. Algunos son
importantes para conferir curvatura a la membrana. Por su parte los fosfoinositidos
facilitan el reclutamiento y/o la activacién de proteinas efectoras como las GTPasas o los
adaptadores de clatrina (De Craene et al., 2017). Los fosfoinositidos estan formados por
una molécula de inositol unida por un fosfato al diacil-glicerol (es decir, un glicerol unido

a dos acidos grasos). Esta molécula se puede fosforilar en diferentes posiciones dentro



del inositol, dando lugar a distintos fosfoinositidos. Cada uno de ellos predomina en un
organulo determinado y es capaz de unir diferentes efectores, lo que confiere identidad
a las membranas (De Craene et al., 2017). Asi, en el complejo de Golgi predomina el
fosfatidilinositol 4-fosfato (PI4P) cuyo gradiente de concentraciéon permite el
reclutamiento gradual de diferentes adaptadores de clatrina en la red trans del Golgi
(Daboussi et al., 2012). En la membrana plasmatica predomina el fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato (PI(4,5)P2) que facilita la unién del complejo adaptador de clatrina AP-2
(Collins et al., 2002; Gaidarov and Keen, 1999; Rohde et al., 2002). En los endosomas
tempranos de mamiferos o en el compartimento prevacuolar de levaduras predomina el
fosfatidilinositol 3-fosfato (PI13P) que posibilita la unidon del complejo ESCRT (Endosomal
Sorting Complex Required for Transport) y del retrdmero a estos compartimentos
(Raiborg et al., 2001; Stahelin et al., 2002; Yu and Lemmon, 2001). Por ultimo, en los
lisosomas de mamiferos o vacuolas de levaduras predomina el fosfatidilinositol 3,5-
bisfosfato (PI(3,5)P2) que es importante para la unién de una subunidad del ESCRT en
mamiferos y de las epsinas Ent3 y Ent5 en levaduras (Eugster et al., 2004; Friant et al.,

2003; Whitley et al., 2003).
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Figura 2. Distintos pasos del trafico vesicular. 1) Formacion de la vesicula: concentracién de los cargos y
deformacién inicial de la membrana promovida por el comienzo de la asociacién de la cubierta proteica.
Elongacion posterior de la vesicula con la colaboracidon del citoesqueleto. 2) Escisiéon de la vesicula de la
membrana donadora. 3) Desensamblaje (total o parcial) de la cubierta proteica. 4) transporte por el citoplasma
a través del citoesqueleto. 5) Reconocimiento y anclaje a la membrana aceptora mediado por los factores
amarra. 6) Fusidn de la vesicula con la membrana aceptora facilitada por las SNAREs. Adaptado de Behnia and
Munro, 2005.



Proteinas de la cubierta y adaptadores:

En la mayoria de las ocasiones la formacion de las vesiculas de transporte esta
mediada por proteinas “de cubierta” que son proteinas solubles presentes en el
citoplasma (figura 2). Al unirse a la membrana estas proteinas promueven su curvatura,
facilitando el proceso de vesiculacion. Ademas, reconocen a los cargos de manera directa
o de manera indirecta a través de adaptadores solubles y/o receptores transmembrana.
De esta forma participan en el proceso de seleccién y agrupacién de los cargos. El
reclutamiento de las proteinas de la cubierta a las membranas esta mediado por su
interaccion, directa o indirecta, con distintos elementos como los cargos, los lipidos y las
GTPasas (Bonifacino and Glick, 2004; Paczkowski et al., 2015). Hay distintas proteinas de
cubierta y adaptadoras que participan en diferentes rutas de trafico. En apartados

posteriores se hablard con mas detalle de cada una de ellas

Citoesqueleto y proteinas accesorias: elongacion de la vesicula.

Tras la deformacion inicial de la membrana es necesario que se produzca la
elongacion de la vesicula naciente (figura 2). En este proceso tiene importancia el
citoesqueleto y las proteinas accesorias. Asi la polimerizacién de F-actina promovida por
las proteinas nucleadoras, junto con la formacion de la cubierta permiten que la vesicula
crezca. En este sentido, se ha visto que la F-actina es totalmente necesaria para que se
lleve a cabo el proceso de endocitosis en levaduras. Asi mismo, se ha visto que el
citoesqueleto de microtubulos junto con el de actina es importante para promover la
formacién de estructuras membranosas tubulares en mamiferos (Anitei and Hoflack,

2012; Boettner et al., 2012; Girao et al., 2008; Weinberg and Drubin, 2012).

Escision de la vesicula:

Para que ocurra la liberaciéon de la vesicula de la membrana de origen se necesita la
tensién generada por la polimerizacidn de actina, cambios en la composicidn lipidica y la
intervencion de diferentes proteinas que ayuden a estrangular la porcién de membrana
que une a la vesicula con el compartimento donador (figura 2; McMahon and Boucrot,
2015). En este ultimo proceso participan las dinaminas y las proteinas con dominios N-y

F-BAR como la anfifisina. Las proteinas con dominios BAR facilitan la formacién de tubulos
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induciendo la curvatura de la membrana. Las dinaminas son GTPasas que oligomerizan
formando un collar en el cuello de la vesicula naciente y se constrifien al hidrolizar GTP
posibilitando la escisién de la vesicula (Antonny et al., 2016; Daumke et al., 2014;
Ramachandran, 2011). Ademas, interaccionan con diversos reguladores de actina (Anitei

and Hoflack, 2012).
3.1.2. Transporte de la vesicula por el citoplasma.

Tras la liberacién de la vesicula del compartimento de salida, esta se desplaza por el
citoplasma hacia su destino final (figura 2). Este transporte estd mediado por el
citoesqueleto. Los cables de actina y los microtubulos sirven como vias para conducir a la
vesicula por la célula. Las proteinas motoras aportan la fuerza necesaria para que se
produzca el movimiento vesicular. Las proteinas motoras que actian sobre los cables de
actina son las miosinas, mientras que las quinesinas y dineinas actian sobre los
microtubulos (Anitei and Hoflack, 2012; Boettner et al., 2012; Weinberg and Drubin,
2012).

3.1.3. Desensamblaje de la cubierta proteica.

Para que se produzca la fusion de la vesicula con la membrana del organulo de
destino es necesario que se produzca el desensamblaje de la cubierta proteica de la
vesicula, al menos parcialmente, dejando la membrana descubierta en algunas zonas
(figura 2). En este proceso son importantes los cambios en la composicién lipidica y la
inactivacion de las GTPasas que controlan la formacion de la cubierta. En el caso de la
cubierta de clatrina es necesario el reclutamiento de ciertos factores como la ATPasa
Hsp70 y otras proteinas accesorias para que se produzca su desensamblaje (Boettner et

al., 2012; Kirchhausen et al., 2014).

Inicialmente se creia que el desensamblaje de las cubiertas se producia poco después
de la escision de la vesicula de la membrana donadora. Sin embargo, mas recientemente
se ha visto que algunas cubiertas se mantienen en la vesicula hasta el anclaje con la
membrana de destino. De hecho, ciertas cubiertas interaccionan con los complejos
amarra para facilitar este proceso, siendo esta interaccion importante para que se

produzca el desensamblaje completo de la cubierta. En estos casos las proteinas de la
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cubierta podrian tener un papel en la identificacién de la vesicula por el organulo diana

(Cai et al., 2007; Schroeter et al., 2016; Trahey and Hay, 2010).
3.1.4. Anclaje a la membrana de destino.

Tras su viaje por el citoplasma la vesicula debe reconocer y anclarse al organulo diana
para fusionarse con él posteriormente (figura 2). Este reconocimiento estd mediado por
los factores amarra o “tethers”, que forman un puente entre la vesicula y el organulo
diana. Aunque algunos tienen dominios transmembrana, la mayoria son proteinas
solubles y se reclutan a las membranas por la interaccidn con GTPasas. Algunos pueden
interaccionar también con fosfolipidos, con proteinas de la cubierta o con SNAREs
(Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein REceptor). Estas ultimas
proteinas median la fusién de membranas y se ha propuesto que la interaccién con los
factores amarra facilita su funcion (Brocker et al., 2010; Cai et al., 2007). Los factores

amarra se pueden separar en dos categorias:

- Proteinas largas con multiples hélices superenrolladas (dominios “coiled-coil”):
Estas proteinas se disponen en dimeros que constan de dos cabezas globulares
conectadas por dominios coiled-coil muy largos. Ejemplos de estas proteinas
serian las golginas presentes en el complejo de Golgi, y el factor EEA1 (Early
Endosomal Antigen 1) presente en los endosomas.

- Complejos con multiples subunidades o MTCs (Multisubunit Tethering
Complexes): Suelen estar compuestos por entre tres y diez subunidades y se
pueden dividir en tres grupos: Aquellos que participan en procesos de fusidén en
los organulos de la ruta de secrecion (Dsl1, COG, GARP vy el exocisto), los que
participan en la ruta endosomal (CORVET y HOPS) y los complejos TRAPP (1,11,11l)
que son GEFs multiméricos que promueven la fusion de las membranas (Brocker

et al., 2010; Gillingham, 2018; Schroeter et al., 2016; Sztul and Lupashin, 2006).

3.1.5. Fusion con el compartimento de destino o aceptor.

El Gltimo paso en el trafico vesicular es la fusion de la vesicula con el compartimento

aceptor (figura 2). Este proceso se desencadena por la interaccidon entre si de las
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proteinas SNAREs. Todas ellas tienen un dominio caracteristico con plegamiento en a-
hélice formado por unos 60-70 aminoacidos denominado SNARE. Estos dominios tienen
la capacidad de formar estructuras en hélice superenrollada o “coiled-coil”. Ademas, la
mayoria de estas proteinas se une a la membrana a través de una hélice transmembrana
presente en su extremo C-terminal, aunque algunas carecen de esta hélice y se unen ala
membrana por modificaciones lipidicas post-traduccionales (como palmitoilacién) o
mediante dominios de unién a fosfolipidos (Cheever et al., 2001; Fukasawa et al., 2004;

Hosomi et al., 2015; Lee et al., 2006).

Las SNAREs estan presentes tanto en la membrana de la vesicula como en la del
organulo aceptor. La interaccion entre ellas (a través de su dominio SNARE) desencadena
un cambio conformacional que produce la formacién de un complejo SNARE. Esto libera
energia suficiente para que suceda el acercamiento de las dos membranas lipidicas y se
venza su repulsion, dando como resultado su fusion (figura 3A; Risselada and Grubmidiller,
2012). El complejo SNARE esta formado por una SNARE presente en la vesicula
(denominada v-SNARE) y dos o tres SNAREs presentes en la membrana aceptora (t-
SNAREs) formando un haz de cuatro hélices dispuestas en paralelo (figura 3B). Algunas
SNAREs pueden actuar como t-SNAREs y como v-SNAREs por lo que se ha hecho otra
clasificacion en base a su estructura. De esta forma, dependiendo de si presentan una
arginina (R) o una glutamina (Q) en la posicidn central del dominio SNARE se denominan
R- 0 Q-SNAREs respectivamente. Ademas, las Q-SNAREs se pueden dividir a su vez en Qa,
Qb y Qc basandose en homologia de secuencia de los dominios SNAREs. Asi, un complejo
SNARE estaria formado por una R-SNARE y tres Q-SNAREs cada una de un tipo diferente
(Qa, Qb vy Qg; figura 3B). Muchas R-SNARES actian como v-SNAREs y muchas Q-SNARES
como t-SNAREs aunque no siempre es asi (Hong, 2005; Hong and Lev, 2014; Wang et al.,
2017; Yoon and Munson, 2018). En diferentes pasos del trafico participan diferentes
complejos SNAREs contribuyendo a la especificidad del reconocimiento de las

membranas (explicado con mas detalle en el apartado 5).

Tras la fusion de la vesicula con la membrana de destino el complejo SNARE se tiene
que disociar. Esto ocurre por la accién de las AAA ATPasas NSF (N-ethylmaleimide-

Sensitive Factor) y sus proteinas adaptadoras SNAPs (Soluble NSF Attachment Protein;
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figura 3A). Asi se permite que puedan participar en otro evento de fusiéon (Hong, 2005;
Wang et al., 2017; Yoon and Munson, 2018). Finalmente, las V-SNARE son recicladas hacia
el compartimento del que proceden para mediar nuevas rondas de transporte (figura 3A;

Bonifacino and Glick, 2004; Hong, 2005).

En resumen, se puede decir que 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 fusion
de las membranas mediada por las SNAREs. A su vez, la regulacidén de todos estos factores
se debe a la accion de las distintas GTPasas y fosfolipidos. Estos mecanismos de

transporte vesicular estan conservados en todos los eucariotas.
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Figura 3. Funcion y estructura de las SNAREs. A: ciclo de las SNAREs. Una SNARE presente en la vesicula (v-
SNARE) interacciona con otras presentes en el compartimento aceptor (t-SNARE) formando un complejo de
cuatro hélices que promueve el acercamiento y fusién de las membranas. Tras esto, se unen al complejo las
proteinas SNAPs y reclutan a las ATPasas NSF que disocian el complejo SNARE mediante la hidrdlisis de ATP.
Finalmente se produce el reciclaje de la V-SNARE. Adaptado de Bonifacino and Glick, 2004. B: estructura del
complejo SNARE. A la izquierda se muestra la representacién del complejo SNARE neuronal formado por cuatro
SNAREs. A la derecha se muestra una ampliacién de la zona central del complejo. Cada hélice posee una
glutamina (Q) o una arginina (R) que promueven la interaccidn entre las helices. Adaptado de Kienle et al., 2009.
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3.2.0tros mecanismos de transporte:

Aunque inicialmente se pensé que todo el transporte entre organulos se llevaba a
cabo por pequenas vesiculas esféricas, el tamafio y la morfologia de los intermediarios de
transporte pueden variar. En este sentido, en mamiferos se ha observado la existencia de
estructuras tubulares en el transporte entre los endosomas y el TGN. Ademas, en
diferentes organismos se han detectado eventos de fusion y escision de algunos
compartimentos membranosos entre si, como las cisternas del Golgi o las vacuolas en
levaduras y los endosomas en mamiferos (Bhave et al., 2014; Gautreau et al., 2014;
Wickner and Haas, 2000). Sin embargo, hasta donde se conoce, el mecanismo de
formacién de las estructuras tubulares y la fusién de estos compartimentos es parecido
al descrito anteriormente, asi como la maquinaria implicada (Bonifacino and Rojas, 2006;

De Matteis and Luini, 2008; Gautreau et al., 2014; Naslavsky and Caplan, 2018).

Otro mecanismo de transporte de proteinas puede llevarse a cabo a través de la
maduracion de ciertos compartimentos. Este proceso se ha propuesto para el transporte
de proteinas a través del complejo de Golgi, en base a estudios de microscopia realizados
en levadura, y para el trafico desde los endosomas tempranos a los tardios en mamiferos
(Huotari and Helenius, 2011; Losev et al., 2006; Matsuura-Tokita et al., 2006). Ambos

procesos se explican mas adelante.
4. Rutas de trafico vesicular intracelular. Cubiertas y adaptadores
implicados

A continuacidn, se van a detallar las diferentes rutas de trafico vesicular existentes
entre las distintas membranas celulares y las proteinas que posibilitan este trafico, con

especial atencidn en la funcién de los adaptadores y cubiertas en cada paso.
4.1.Transporte entre RE y cis-Golgi.

Como se ha mencionado anteriormente, las proteinas transmembrana o aquellas
presentes en el lumen de los compartimentos que forman parte del sistema de
endomembranas son sintetizadas en el RE. Aqui se asegura su correcto plegamiento

mediante mecanismos de control de calidad y sufren cierta glicosilacion. A continuacion,
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las proteinas que tienen que llegar a otros organulos son transportadas hacia el complejo

de Golgi. Este transporte estd mediado por vesiculas con cubierta COPII.
4.1.1.Vesiculas COPII (COatomer Protein Il)

Las proteinas que deben salir del RE se concentran en unos dominios especializados
de la membrana de este organulo denominados ERES (Endoplasmic Reticulum Exit Sites).
Ahi se van a concentrar también los componentes de las cubiertas COPIl y diferentes
proteinas accesorias (Okamoto et al.,, 2012; Spang, 2009). La GTPasa Sarl es la
responsable del reclutamiento de las proteinas de la cubierta a estas zonas. Esta GTPasa
es activada por el GEF Sec12, lo que promueve su unién a la membrana. La cubierta COPII
estda formada por una capa interna y otra externa. La primera esta formada por
heterodimeros compuestos por las proteinas Sec23 y Sec24 y es la que interacciona con
Sarl y la que reconoce a los cargos. La capa externa interacciona con la capa interna'y
estd formada por heterotetrameros compuestos por dos unidades de la proteina Sec13 y
dos unidades de Sec31 (Gomez-Navarro and Miller, 2016; Jensen and Schekman, 2011).
Otra proteina importante en este proceso es Secl6 que actua de andamio entre los

componentes de la cubierta (Whittle and Schwartz, 2010).

Esta cubierta vesicular puede reconocer a las proteinas cargo de manera directa o
mediante receptores. Entre estos receptores destacan los de la familia p24 que median
el trafico de proteinas con anclaje GPI (Glicosilfosfatidilinositol), la proteina Erv29 que
facilita el trafico de la carboxipeptidasa Y (CPY) y ERV14 que actua como receptor de
proteinas transmembrana dirigidas a la ruta de secrecién (Dancourt and Barlowe, 2010;

Muniiz and Zurzolo, 2014).
4.1.2.Vesiculas COPI (COatomer Protein I)

Este tipo de vesiculas participan en el trafico retrogrado desde el Golgi al reticulo y
dentro del complejo de Golgi. Este trafico es importante para la recuperacion tanto de
proteinas propias de un compartimento que hayan podido escapar al siguiente, como de
proteinas que circulan entre dos compartimentos (como los receptores). También es

importante para la recuperacién de membrana desde compartimentos posteriores.
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Las cubiertas COPI estdn formadas por siete subunidades: a-COP, B’-COP, e-COP, -
COP, 6-COP, y-COP y Z-COP. En levaduras se denominan Ret1, Sec27, Sec28, Sec26, Ret2,
Sec21 y Ret3 respectivamente. En mamiferos estas subunidades se asocian en
heptameros al reclutarse a la membrana. Sin embargo, en levaduras esta cubierta esta ya
presente en el citoplasma en forma de heptameros (Arakel and Schwappach, 2018; Beck
et al., 2009; Jackson, 2014). La asociacion de COPI a la membrana se produce a través de
la interaccién con la GTPasa Arfl, que a su vez es activada por los GEFs Geal y Gea2
(Peyroche et al., 2001, 1996; Yu et al., 2012). Adema3s, el heptamero interacciona con el
cargo reconociendo sefiales di-lisina o di-arginina, lo que facilita también su
reclutamiento a la membrana (Duden et al., 1994; Anne Eugster et al., 2004; Jackson et

al., 2012; Ma and Goldberg, 2013).

Ademas de reconocer al cargo de manera directa, el complejo COPI puede
interaccionar con receptores transmembrana que se unen a su vez a otras proteinas. Asi,
existen ciertos receptores que facilitan la vuelta de algunas proteinas desde el Golgi al
reticulo. Uno de ellos es el receptor KDEL de mamiferos (Erd2 en levaduras) que reconoce
proteinas solubles que presentan el motivo KDEL (o HDEL/ADEL en levaduras; Lewis and
Pelham, 1990; Semenza et al., 1990). Otro receptor es Rerl que reconoce diferentes
cargos transmembrana como Mnsl, Secl2, Sec63 y Sec71 en levaduras y ciertas
subunidades del complejo Y-secretasa en mamiferos (Boehm et al., 1997; Dancourt and
Barlowe, 2010; Kaether et al., 2007; Massaad et al., 1999; Nishikawa and Nakano, 1993;
Sato et al., 1997; Spasic et al., 2007).

4.2.Trafico dentro del complejo de Golgi.

El complejo de Golgi es el organulo receptor de las proteinas procedentes del RE. Su
morfologia varia entre diferentes organismos, incluso entre diferentes especies de
levaduras. En mamiferos el complejo de Golgi estd formado por multiples agregados de
varias cisternas denominados dictiosomas. Dentro de las levaduras, S. cerevisiae presenta
un complejo de Golgi compuesto por diversas cisternas no apiladas, mientras que en S.
pombe y Pichia pastoris este organulo se presenta en forma de varios agregados de unas
pocas cisternas (Suda and Nakano, 2012). En cualquier caso, funcionalmente el complejo

de Golgi se puede separar en diferentes partes. La regién adyacente al reticulo o region

17



cis, se encarga de recibir y enviar material al RE. En las regiones medial y trans se produce
la modificacion del estado de glicosilacién de las proteinas. Finalmente, en la red trans
del Golgi o TGN se produce el reparto de proteinas y lipidos hacia otros compartimentos

celulares.

Entre los modelos propuestos de transporte a través del Golgi parece que el modelo
de la maduracion cisternal es el mas aceptado, al menos en levaduras. Segun este modelo
las proteinas que deben salir del complejo de Golgi lo atraviesan permaneciendo en una
cisterna mientras esta avanza y madura (cambia su composicién de proteinas residentes)
desde la zona cis a la trans. Las proteinas residentes y caracteristicas de cada zona se iran
reciclando desde las cisternas trans a las cis a través de vesiculas COPIl. Aunque el
mecanismo de maduracion no se conoce con precision, diferentes estudios de
microscopia apoyan este modelo en levaduras (Casler et al., 2019; Kurokawa et al., 2019;
Losev et al., 2006; Matsuura-Tokita et al., 2006). La existencia de cascadas de activacion
de GEFs y GTPasas de la familia Rab parece ser importante para que tenga lugar este
proceso de maduracién (Kim et al., 2016; Novick, 2016; Papanikou and Glick, 2014; Suda
and Nakano, 2012).

4.3.Trafico a partir del TGN.

El TGN es un centro de distribucion de proteinas. Desde aqui estas pueden ser
transportadas hacia distintos organulos a través de diferentes rutas. Asi, se pueden enviar
a la membrana plasmatica, al sistema endosomal o a las vacuolas/lisosomas. Ademas,
todas estas rutas son bidireccionales por lo que el TGN puede recibir también material
celular de todos estos compartimentos. Coordinar la llegada de material de diferente
procedencia con la salida hacia distintos destinos es un proceso complejo. Para ayudar a
regular todo este trafico la célula posee diferentes proteinas de la cubierta y adaptadoras

gue se iran describiendo en las secciones sucesivas.

4.3.1. Diferencias entre los modelos de sistema endosomal de mamiferos

y levaduras.

Los endosomas son compartimentos celulares que pertenecen al sistema de

endomembranas. Estdn comunicados entre si y con otros componentes del sistema.
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Existen diferentes tipos de endosomas dependiendo de la funcién que llevan a cabo,
ademas la organizacion y la composicion del sistema endosomal varia entre organismos
(figura 4). Las células de los mamiferos tienen un sistema endosomal muy desarrollado
poseyendo distintos tipos de endosomas. Los endosomas tempranos o EE (Early
Endosomes) pueden intercambiar material celular con el TGN y son el primer destino de
los cargos endocitados desde la membrana plasmatica. Desde aqui, una parte de las
proteinas endocitadas puede reciclarse directamente hacia la membrana plasmatica y
otra parte puede reciclarse de una manera mas lenta a través de los endosomas de
reciclaje. Ademas, algunas de las proteinas transmembrana que llegan al EE pueden ser
reconocidas para su degradacion. Estas se conducen a un dominio especifico del EE donde
son incluidas en invaginaciones que dan lugar a vesiculas intraluminales o ILVs
(IntraLumenal Vesicles). Posteriormente estas regiones con las ILVs se escinden del EE
formando cuerpos multivesiculares o MVB (MultiVesicular Bodies). Estos pueden
fusionarse entre si y madurar dando lugar a un endosoma tardio o LE (Late Endosome) o
fusionarse con un LE preexistente. El LE recibe proteinas del TGN (como hidrolasas) y
también puede reciclar proteinas hacia esta estructura. Finalmente, el LE se fusiona con
un lisosoma liberando su contenido en él. En el lisosoma se produce la degradacién de
las proteinas presentes en las ILVs. También se han visto eventos de fusion transitorios
entre el LE y el lisosoma denominados “kiss-and-run”(Bright et al., 2005; Huotari and
Helenius, 2011; Naslavsky and Caplan, 2018; Scott et al., 2014). Por tanto, en el paso de
EE a LE ademas de eventos de trafico vesicular y de fisién y fusion de endosomas se da
un proceso de maduracién. En este proceso se produce una disminucién del pH luminal,
un cambio en la composicion de los fosfoinositidos, asi como el reclutamiento y la
activacion de distintas GTPasas de la familia Rab de manera secuencial (Huotari and

Helenius, 2011).

En levaduras el sistema endosomal estd menos desarrollado que en mamiferos
(figura 4). En estos microorganismos la distincion entre TGN y endosomas tempranos ha
resultado siempre complicada. En este sentido, un estudio reciente ha establecido que
los endosomas tempranos se corresponden en realidad con diferentes estadios de

maduracion del TGN (Day et al., 2018). Por tanto, en levaduras las proteinas procedentes
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de la endocitosis son transportadas al TGN desde donde pueden ser recicladas a la
membrana plasmatica o desviadas hacia el denominado endosoma prevacuolar o PVE
(PreVacuolar Endosome) para su degradacion. Desde el TGN también se envian proteinas
procedentes de la ruta biosintética a este endosoma. Ademds, existe un trafico
retrégrado desde el PVE al TGN. A diferencia de lo que ocurre con el LE de mamiferos, el
PVE en levaduras no parece generarse por maduracion, sino que es una estructura
estable (Day et al., 2018). Asi pues, en levadura las funciones realizadas por los diferentes
endosomas de mamiferos se reparten entre el TGN y el PVE. La vacuola en levaduras es
el equivalente al lisosoma de mamiferos y en ella se produce la degradacion de proteinas
gue ya no son necesarias. Las células de S. cerevisiae presentan normalmente una o dos
vacuolas grandes, mientras que las de S. pombe poseen varias vacuolas de un tamafio
menor. Este organulo puede recibir material de la ruta biosintética directamente desde
el TGN o a través del PVE. Las proteinas que son reconocidas para su degradacion llegan
a la vacuola a través del PVE (Cowles et al., 1997; Frankel and Audhya, 2018; Stepp et al.,
1997).

¥

Vesicula
@_ endocitica

Mamifero Levadura

Figura 4. Comparativa del sistema endosomal de mamiferos y levaduras. Los esquemas muestran una vision
general de la organizacién del sistema de endomembranas en células de mamifero (izquierda) y en levaduras
(derecha). Abreviaturas: TGN o red trans del Golgi, EE o endosomas tempranos, MVB o cuerpo multivesicular, LE
o endosoma tardio, PVE o endosoma prevacuolar, LIS o lisosoma. Adaptado de Scott et al., 2014.

A continuacion, se van a describir las diferentes cubiertas y adaptadores que
participan en el trafico entre el TGN, la membrana plasmatica, los endosomas y la vacuola

(figura 5A).
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4.3.2. Trafico mediado por clatrina. Clatrina: estructura y funcion

La cubierta que poseen las vesiculas recubiertas de clatrina estd compuesta por la
propia clatrinay por un complejo adaptador. Este tipo de cubiertas participan en el trafico
desde el TGN/EE y desde la membrana plasmatica (endocitosis). Existen diferentes
proteinas adaptadoras que participan en diferentes rutas de trafico (figura 5A). Estos
adaptadores pueden actuar en forma de complejos proteicos como los adaptadores APs
o pueden ser monomeéricos como los GGAs y las epsinas (Boehm and Bonifacino, 2001;

Bonifacino and Lippincott-Schwartz, 2003; Lafer, 2002).

La unidad estructural o de ensamblaje de la clatrina se denomina trisquelion. Este
esta compuesto por un trimero de cadenas pesadas de clatrina (Chcl) unidas por su
extremo C-terminal de forma radial, al que se unen tres cadenas ligeras (Clcl). En esta
estructura cada cadena ligera se une a una cadena pesada de forma paralela (figura 5B;
Kirchhausen and Harrison, 1981; Ungewickell and Branton, 1981). Para formar una
vesicula se ensamblan en la membrana aproximadamente 36 trisqueliones, dando lugar
a una estructura poliédrica con caras hexagonales y pentagonales que constituye un
enrejado de clatrina alrededor de la membrana de la vesicula (figura 5B). Para formar
esta estructura los brazos de cada uno de los trisqueliones se interconectan a través de
las cadenas pesadas. La region amino-terminal de estas cadenas queda libre para
contactar con los diferentes adaptadores y proteinas accesorias. Las cadenas ligeras de
clatrina quedan expuestas hacia el exterior de esta estructura (Boettner et al., 2012;

Brodsky, 2012; Faini et al., 2013; Fotin et al., 2004).

En mamiferos se ha visto que Clcl no es esencial, pero es necesaria para la
estabilidad de los trisqueliones (Ybe et al., 2007, 2003). La delecién o la sobreexpresion
de CLC1 sélo provoca un leve defecto en el proceso de endocitosis, sin embargo, produce
diversos defectos en el trafico al nivel del TGN y los endosomas (Chen and Brodsky, 2005;

Huang et al., 2004; Poupon et al., 2008).

En S. cerevisiae se ha descrito que la delecion del gen CHC1 provoca multitud de
defectos como crecimiento lento y morfologia aberrante . Sin embargo, la ausencia del

gen no es letal (Lemmon and Jones, 1987; Munn et al., 1991; Payne and Schekman, 1985).
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A pesar de los defectos observados en el mutante chcl4, algunas proteinas como la
fosfatasa acida o la invertasa se secretan de manera eficiente (Payne et al., 1987; Payne
and Schekman, 1985). En este organismo los mutantes clc1A y chc1A presentan fenotipos

similares (Chu et al., 1996; Silveira et al., 1990).
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Figura 5. Cubiertas y adaptadores en el trafico vesicular en levaduras. A: esquema con las distintas rutas de
trafico vesicular y las cubiertas y adaptadores implicadas en ellas. Abreviaturas: RE, reticulo endoplasmico; TGN,
red trans del Golgi; PM, membrana plasmatica; y PVE, endosoma prevacuolar. Adaptado de Day et al., 2018. B:
Parte superior: Representacion de la estructura de un trisquelidon. Se muestran las cadenas pesadas y ligeras de
clatrina. Parte inferior: llustracién de la organizacion de la cubierta de clatrina. Se destacan tres trisqueliones
coloreados de rojo, amarillo y verde. Adaptado de Fotin et al., 2004; Kirchhausen et al., 2014.

En S. pombe tanto la delecion del gen clc1* como la de chcl” es letal. Esta letalidad
se debe principalmente a alteraciones graves en la sintesis de la pared celular y es
rescatada cuando las células se incuban en un medio estabilizado osmodticamente (de
Leon et al.,, 2013). Las células del mutante clc1A incubadas en presencia de sorbitol
presentan multiples defectos como crecimiento lento, morfologia aberrante, incremento

de tamafio, y defectos en el desarrollo sexual (de Leon et al., 2013).
4.3.3. Trafico mediado por clatrina. Los adaptadores.

La clatrina carece de dominios de unién a las membranas por lo que necesita
interaccionar con otras proteinas denominadas adaptadores que facilitan su

reclutamiento a las mismas. Los adaptadores a su vez se asocian a la membrana mediante
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la interaccion con las GTPasas, los fosfoininositidos y los cargos, aunque estas
interacciones varian dependiendo del adaptador. Los adaptadores difieren tanto en su

estructura como en las distintas rutas de trafico en las que intervienen (figura 5A).

Complejos Adaptadores (APs)

En mamiferos se conocen hasta el momento cinco complejos adaptadores APs
(Assembly Polypeptides) denominados AP-1-5. Estos complejos se asocian a la membrana
plasmatica, al TGN y a los endosomas, mediando el trafico entre estos compartimentos.
De estos complejos sélo AP-1, AP-2 y AP-3 interaccionan con clatrina, mientras que AP-4
y AP-5 ejercen su funcidn sin unirse a ella. En levaduras solamente se han descrito tres
complejos pertenecientes a esta familia, AP-1, AP-2 y AP-3 (Boehm and Bonifacino, 2001;
Hirst et al., 2013; Park and Guo, 2014). En S. cerevisiae se ha visto interaccion fisica de la
clatrina con el adaptador AP-1 pero no con los otros dos adaptadores (Lemmon and
Traub, 2000; Yeung et al., 1999). En S. pombe por el momento sélo se ha detectado

interaccion fisica de AP-2 con clatrina (de Leon et al., 2016).

Los complejos adaptadores de tipo AP son heterotetrameros formados por dos
subunidades mayores (una subunidad Y, a, 6, € o  y una subunidad B 1-5) con un peso
molecular comprendido entre los 70-100 KDa; una subunidad mediana (i 1-5) de unos 50
KDa, y una subunidad pequena (o 1-5) de unos 20 KDa (figura 6A; Boehm and Bonifacino,
2001; Park and Guo, 2014). De modo general las subunidades de los distintos complejos
no son intercambiables entre si. Sin embargo, existen algunas excepciones como las
subunidades B1 y B2 de mamiferos que pueden formar parte tanto del complejo AP-1

como del AP-2 (Boehm and Bonifacino, 2001; Sosa et al., 2012).

Todos los complejos APs presentan una estructura similar. Las regiones amino
terminales de las subunidades mayores forman un nucleo donde se unen las subunidades
mediana y pequefia, mientras que las regiones carboxilo terminales forman unos
apéndices (también llamados orejas) que se unen al nucleo a través de una regién bisagra
flexible (figura 6A). Esta ultima es la zona por la que el adaptador se une al dominio amino
terminal de la cadena pesada de clatrina a través de motivos especificos de union a

clatrina (Clathrin box). La subunidad p es la encargada de la interaccion del complejo con
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algunos cargos y la subunidad o tiene un papel estabilizador del complejo y también
interacciona con algunos cargos. La ausencia de alguna de las cuatro subunidades afecta
drasticamente a la formacién de un complejo estable (Brodsky, 2012; Fotin et al., 2004;
Paczkowski et al., 2015). A continuacién se va a describir con mas detalle cada uno de

estos complejos:
Complejo AP-1:

Este complejo estd formado por las subunidades grandes Y (Apl4) y B1 (Apl2), la
subunidad mediana pl1 (Apm1) y la subunidad pequefia o1 (Aps1; figura 6A; Boehm and
Bonifacino, 2001).

En mamiferos el complejo AP-1 se recluta a la membrana del TGN y endosomas
mediante su interaccion con la GTPasa Arfl, con el PI4P y con el cargo (figura 6B; Ren et
al., 2013; Wang et al., 2003). En estos organismos el complejo AP-1 participa en el
transporte del receptor de la manosa 6-fosfato (MPR) entre el TGN y endosomas.
También estd implicado en el transporte de diferentes proteinas de membrana desde el
complejo de Golgi o los endosomas hasta la membrana plasmatica basolateral de las

células epiteliales (Boehm and 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 y producen pequefios
defectos en el procesamiento de la feromona factor a (Phan et al., 1994). Ademas, AP-1
es necesario para el reciclaje o retenciéon de distintas proteinas dentro del TGN como las
proteasas Kex2 y Stel3 (Foote and Nothwehr, 2006; Ha et al., 2003), la SNARE Tlg1 (Yeung
and Payne, 2001), la enzima quitin sintasa Chs3 (Valdivia et al., 2002), la permeasa general
de aminoacidos Gapl (O’Donnell et al., 2010), la proteina necesaria en el proceso de
conjugacién Fusl (Barfield et al., 2009), la proteina pridnica Pin2 (Ritz et al., 2014) y la
translocasa de fosfolipidos Drs2 (Liu et al., 2008). En ausencia de algunos de los
componentes del complejo AP-1 estas proteinas aparecen deslocalizadas en la
membrana plasmatica o en la vacuola en lugar de ser retenidas de forma eficiente en el

TGN.
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En S. pombe la ausencia de alguna de las subunidades del complejo AP-1 provoca
fenotipos mas severos que en S. cerevisiae. Los fenotipos observados son sensibilidad
térmica, defectos en citocinesis y alteraciones en la integridad de la pared celular, en la
fusion de vacuolas, en la secrecién de diversas enzimas y en la morfologia del complejo
de Golgi (Kita et al., 2004). En los mutantes de las subunidades del complejo AP-1 se
deslocalizan algunas proteinas como la SNARE Syb1, la enzima B(1,3)-glucan sintasa Bgs1
y la GTPasa Rho3 que disminuyen de los sitios de secrecién polarizada, quedando
parcialmente retenidas en el TGN. Esto indica la importancia que tiene el complejo AP-1
en el trafico vesicular desde esta estructura (Kita et al., 2004, 2011; Ma et al., 2009; Yu et
al., 2012, 2013).
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Figura 6. Estructura de diferentes adaptadores de clatrina. A: representacion de la estructura de los complejos
APs. Se muestran las subunidades que los componen y algunos dominios importantes para su funcion. Adaptado
de Park and Guo, 2014. B: Esquema que muestra la interaccion de AP-1 con clatrina y con distintos factores del
TGN que permiten su reclutamiento. Adaptado de Canagarajah et al., 2013 C: representacion de los dominios de
los adaptadores GGAs y de los factores con los que interaccionan. Ub: ubiquitina. D: esquema con los dominios
y motivos de las epsinas endosomales de S. pombe y S. cerevisiae. Se indica el tamafio de estas proteinas en
numero de aminodcidos. Adaptado de Duncan et al., 2003.
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Complejo AP-2:

Estd compuesto por las subunidades mayores a (Apl3) y B2 (Apll), la subunidad
mediana u2 (Apm4) y la subunidad pequefia 02 (Aps2) (figura 6A; Yeung et al., 1999). Este
adaptador se localiza en la membrana plasmatica donde participa en la endocitosis
mediada por clatrina (Boehm and Bonifacino, 2001). AP-2 es reclutado a la membrana
plasmatica al interaccionar con el PI(4,5)P2. En mamiferos la interaccidon de AP-2 con la
GTPasa Arf6 también podria facilitar su reclutamiento (Krauss et al., 2003; Paleotti et al.,
2005). Ademas, el complejo interacciona con los cargos para permitir su endocitosis
(Jackson et al., 2010). En mamiferos este adaptador participa en la endocitosis mediada
por clatrina de una amplia variedad de proteinas incluyendo receptores, moléculas de
adhesidn y proteinas virales (Goh et al., 2010; Huang et al., 2012; Kamiguchi et al., 1998;
Kastning et al., 2007; Lakadamyali et al., 2006; Maurer and Cooper, 2006; Motley et al.,
2003)

En S. cerevisiae, al igual que ocurre en otros organismos, el complejo AP-2 se localiza
en los lugares de endocitosis activa (Carroll et al., 2009; Kaksonen et al., 2005). Sin
embargo, en esta levadura no se ha encontrado interaccidn fisica entre el adaptador vy la
clatrina ni una alteracién general de la endocitosis cuando falta alguna subunidad del
complejo (Carroll et al.,, 2009; Yeung et al., 1999). Hasta el momento sélo se han
encontrado dos proteinas que parecen ser cargos de AP-2: |a toxina Killer K28 y el sensor
de estrés Mid2 (Carroll et al., 2009; Chapa-y-Lazo et al., 2014). Estos datos sugieren que
en S. cerevisiae AP-2 podria participar en la internalizacion de cargos especificos y no en

el proceso general de endocitosis.

En S. pombe el complejo AP-2 interacciona fisicamente con la clatrina. Ademas, en
ausencia de Apl3 la dindmica de los parches endociticos se altera y se produce un defecto

en la endocitosis y en la polaridad celular (de Leon et al., 2016).
Complejo AP-3:

El ultimo de los complejos APs presentes en levaduras es AP-3. Este esta formado
por las subunidades grandes 6 (Apl6) y B3 (Apl5), la subunidad mediana p3 (Apm3) vy la

subunidad pequeia o3 (Aps5; figura 6A). En S. cerevisiae este complejo media el trafico
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de forma directa desde el TGN a la vacuola, es decir, sin pasar por los endosomas. Esta
ruta también se denomina ALP, ya que se descubri6 al analizar el trafico de la proteina
fosfatasa alcalina o ALP (ALkaline Phosphatase) que depende de AP-3 para su correcto
trafico hacia la vacuola (Cowles et al., 1997; Stepp et al., 1997). Otras proteinas que
siguen esta ruta de transporte son la SNARE Vam3, la quinasa de la caseina Yck3, una
proteina involucrada en el metabolismo de esfingolipidos (Ncr1) y los transportadores de
aminoacidos basicos Ypql, Ypg2 e Ypg3 (Anand et al., 2009; Cowles et al., 1997; Llinares
et al., 2015). En levaduras AP-3 actla de manera independiente de clatrina; sin embargo,
estudios realizados en mamiferos han demostrado la interaccion de este adaptador con
clatrina y su importancia en el trafico de proteinas hacia los lisosomas (Dell’Angelica,

2009; Robinson, 2004).
Complejos AP-4 y AP-5:

Estos complejos estan ausentes en levaduras. AP-4 participa en el transporte desde
el TGN hacia los endosomas y la superficie celular en mamiferos (Hirst et al., 2013). AP-5
ha sido el ultimo de los complejos APs en descubrirse y parece participar en el reciclaje
de proteinas desde el endosoma tardio hacia el TGN (Hirst et al., 2011, 2018). Ninguno

de estos dos complejos interacciona con clatrina.
GGAs:

Los GGAs (Golgi-localized, Gamma-ear-containing, Arf-binding proteins) son
adaptadores de clatrina monoméricos que se identificaron inicialmente en base a su
similitud con la secuencia del dominio apéndice del complejo AP-1. Participan en el trafico
desde el TGN al PVE/LE, aunque también se ha descrito su papel en la retencion de
proteinas en el TGN. En mamiferos hay tres GGAs denominados GGA1, GGA2 y GGA3. En
S. cerevisiae hay dos de estos adaptadores, GGA1 y GGA2. En S. pombe también hay dos
denominados gga21* y gga22* por presentar mayor similitud con el gen GGA2 de S.

cerevisiae (Bonifacino, 2004).

Todos los GGAs presentan una estructura similar conteniendo tres dominios que,
ordenados desde la zona N-terminal de la proteina, son: VHS (Vps27, Hsr, Stam), GAT

(GGA y TOM) y GAE (Gamma-Adaptin-Ear; figura 6B). El dominio VHS en mamiferos es el
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encargado de unirse al cargo mediante el reconocimiento de motivos acidicos dileucina
en las partes citosdlicas de los mismos (Misra et al., 2002). En levaduras este dominio
presenta una funcién diferente, siendo importante para la localizacién del adaptador, ya
que facilita la interaccion con el PI4P presente en el TGN y con otras proteinas accesorias
(Daboussi et al., 2017; Demmel et al., 2008; Singer-Kriiger et al., 2008). El dominio GAT
presenta un sitio de unidn a la GTPasa Arfl importante para el reclutamiento de los GGAs
al TGN (Dell’Angelica et al., 2000; Puertollano et al., 2001b). Ademas, este dominio
contiene otro sitio por el que reconoce cargos ubiquitinados (Scott et al., 2004; Shiba et
al., 2004). El dominio GAE, que presenta similitud con el dominio oreja de la subunidad
Y del complejo AP-1, permite la unidn con otras proteinas accesorias como Y-sinergina,
p56 y epsinR en mamiferos y Ent3 y Ent5 en levaduras (Duncan et al., 2003; Lui et al.,
2003; Page et al., 1999). Los dominios GAT y GAE estdn separados por una region
denominada bisagra que es por donde se produce la interaccién con clatrina (Bonifacino,

2004).

En mamiferos las proteinas GGAs son esenciales para el transporte de diferentes
hidrolasas y de sus receptores hacia los lisosomas. Ademds, muestran una relacion
funcional con el complejo AP-1 en el transporte entre el TGN y los EE. Esta relacién no
esta clara porque AP-1 y GGAs parecen actuar en la misma ruta segun algunos datos y en

rutas paralelas segun otros (Doray et al., 2002; Hirst et al., 2012).

En S. cerevisiae la delecidn conjunta de GGA1 y GGA2 produce alteraciones en el
trafico de algunas proteasas vacuolares como la carboxipeptidasa Y (Cpyl) que es una
proteina soluble y la carboxipeptidasa S (Cpsl) que es una proteina transmembrana
(Costaguta et al., 2001; Dell’Angelica et al., 2000; Hirst et al., 2000; Zhdankina et al.,
2001). También se han visto defectos en el trafico hacia los endosomas tardios de la
SNARE Pep12, de la proteasa Kex2 y de Egol (subunidad del complejo EGO/GSE regulador
de TORC1) en estos mutantes (Black and Pelham, 2000; Costaguta et al., 2001; De et al.,
2013; Hatakeyama et al., 2019). Ademas, los GGAs regulan el trafico hacia la vacuola de
proteinas ubiquitinadas como Gap1, Sitl, Furd y Arnl (Bilodeau et al., 2004; Deng et al.,
2009; Erpapazoglou et al., 2008; Scott et al., 2004). Los resultados de todos estos estudios

indican que los GGAs son importantes para el trafico desde el TGN hacia el PVE vy la
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vacuola. Sin embargo, la zona de actuacidn de estos adaptadores podria ser mas amplia
debido a que presentan interaccion fisica con otras proteinas implicadas en el transporte
dentro del propio TGN como AP-1, Ent3 y Ent5 (Costaguta et al., 2001; Duncan et al.,
2003). En consonancia con esto, los GGAs estan implicados en la retencién de la quitin
sintasa Chs3 en el TGN y en el reciclaje de la SNARE Sncl hacia la membrana plasmatica

(Black and Pelham, 2000; Copic et al., 2007).

Adaptadores de tipo epsina:

Las epsinas son otra clase de adaptadores monoméricos de clatrina.
Estructuralmente se caracterizan por poseer un dominio ENTH (Epsin N-Terminal
Homology) en su zona N-terminal (figura 6D). A través de este dominio pueden
interactuar con fosfatidilinositoles y con los cargos. Ademas, las epsinas suelen tener
zonas de union a clatrina fuera de este dominio. Algunas de estas proteinas pueden tener
también zonas de interaccion con ubiquitina (Duncan et al., 2003; Friant et al., 2003; Mills
et al., 2003). Dependiendo del organismo existen distintas epsinas que pueden participar
en el proceso de endocitosis o en el trafico desde el TGN y los endosomas. A continuacion,

se van a describir con mas detalle las epsinas implicadas en este Ultimo proceso.

En mamiferos se ha visto que epsinR es importante para el correcto trafico de ciertas
SNAREs (Vtil, sintaxina 7 y sintaxina 8) entre el TGN, los endosomas y los lisosomas
(Chidambaram et al., 2004b, 2008; Hirst et al., 2004). El dominio ENTH de epsinR es
necesario para la interaccion con los cargos y con el PI4P presente en el TGN y su insercion
en la membrana favorece la deformacién de la misma (Mills et al., 2003). Ademas, esta
proteina interacciona con otros adaptadores de clatrina como AP-1 y GGAs (Mills et al.,

2003).

En S. cerevisiae hay cinco proteinas de tipo epsina. Entl y Ent2 participan en el
proceso de endocitosis (Reider and Wendland, 2011). Ent3 y Ent5 participan en el trafico
desde el TGN y el PVE. Asi, se ha visto que facilitan el transporte de algunas SNAREs que
participan en el trafico entre TGN, PVE y vacuola como Vtil, Pep12 y Syn8 (Black and
Pelham, 2000; Chidambaram et al., 2008; Zimmermann et al., 2010). Ademas, participan

en el transporte de las proteasas vacuolares Cpy1, Cps1ly Phmb5 hacia la vacuola (Eugster
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et al., 2004; Friant et al., 2003). También son necesarias para el correcto trafico hacia la
vacuola de proteinas ubiquitinadas como Arn1l (Deng et al., 2009). Ademas de participar
en el trafico anterégrado hacia el PVE y la vacuola también participan en la retencién de
Chs3 en el TGN vy en el reciclaje de la SNARE Sncl y de la casein quinasa Yck2 hacia la
membrana plasmadtica (Black and Pelham, 2000; Copic et al., 2007; Zimmermann et al.,
2010). Aungue en los mutantes sencillos ent3A y ent5A se produce algin fenotipo
especifico, en general es necesario delecionar ambos genes para observar defectos en el

trafico de proteinas, indicando que poseen funciones parcialmente redundantes.

Las epsinas interaccionan con las proteinas cargo, con otras proteinas adaptadoras
y con la clatrina para facilitar el transporte. En este sentido Ent3 y Ent5 presentan una
relacion compleja con las otras proteinas adaptadoras y con la clatrina. Asi, Ent3 y Ent5
interaccionan con Gga2 en ensayos in vitro e in vivo. Ademas Ent5 interacciona con AP-1
y con clatrina en ambos tipos de ensayos, lo cual esta de acuerdo con que sdlo esta ultima
epsina presenta los motivos consenso de interaccidn con la cubierta (figura 6D; Duncan
et al., 2003). Sin embargo, también se ha visto inmunoprecipitacion de Ent3 con clatrina,
aungue esta interaccién podria ser indirecta a través de Gga2 (Friant et al., 2003). La
interaccion de las epsinas con los dominios “oreja” de los adaptadores Gga2 y AP-1 se
produce a través de motivos acidicos con fenilalanina. Tanto Ent3 como Ent5 poseen dos

de estos motivos (figura 6D; Duncan et al., 2003).

Ambas epsinas presentan diferencias en cuanto a su reclutamiento a la membranay
a su localizacién. En este sentido, Ent3 depende para su localizacion de los GGAs, mientras
que Ent5 no. En consonancia con esto, Ent3 colocaliza mas con Gga2 que con AP-1,
mientras que Ent5 colocaliza por igual con estos dos adaptadores. Ademas, se ha
observado que existe una mayor interaccion génica de ENT3 con las subunidades del
complejo AP-1 que de ENT5 con este complejo. Por todo esto se ha propuesto que Ent3
actuaria principalmente con los GGAs, mientras que Ent5 actuaria tanto con AP-1 como
con los GGAs, siendo mas importante para el trafico mediado por AP-1 (Costaguta et al.,
2006). Ademas de estas interacciones, se ha observado que Ent3 y Ent5 se unen al

(P1(3,5)P2) en el PVE y a la subunidad del ESCRT Vps27 a través de su dominio ENTH. En
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este sentido, se ha visto que son importantes para la internalizacion de proteinas

ubiquitinadas en el PVE (Eugster et al., 2004; Friant et al., 2003).

Ademas de las epsinas anteriores, en S. cerevisiage existe otra epsina poco
caracterizada denominada Ent4. Se sabe que es importante para el trafico del
transportador de ferricromo Arnl desde el TGN hacia la vacuola (Deng et al., 2009) y que
el mutante doble ent3A ent4A presenta defectos en la maduracién de Cpyl

(Chidambaram et al., 2004b).

En S. pombe hay dos epsinas. Ent1 participa en endocitosis (Sakamoto et al., 2004) y
Ent3 no esta caracterizada pero seria la proteina homdloga a Ent3 de S. cerevisiae.
Estructuralmente posee un dominio ENTH en su zona N-terminal y dos motivos acidicos
con fenilalanina que podrian ser importantes para la interaccidn con otros adaptadores
(figura 6D; Duncan et al., 2003). Ademas, en su secuencia hay un posible motivo de union

a clatrina.
4.3.4. Coordinacion de los adaptadores de clatrina en el TGN

Como se ha expuesto en los apartados anteriores, existen diversos adaptadores de
clatrina que actuan en el TGN. Por ello debe existir una coordinacién entre todos ellos
para que se produzca una salida correcta de los cargos hacia otros compartimentos
celulares. En este sentido, mediante estudios de microscopia en los que se ha analizado
la colocalizacion y dindmica de estas proteinas, se ha observado que existe una regulacion
temporal de los adaptadores en el TGN (Daboussi et al., 2012). Asi se ha propuesto un
modelo en el que primero se uniria a la membrana del TGN la GTPasa Arfl y pequefios
niveles de la quinasa Pikl que se encarga de la sintesis de PI4P. La unién de Gga2 a Arfl
y al PI14P permitiria su reclutamiento al TGN. Este a su vez reclutaria a Ent3 y facilitaria la
union a la membrana de mas Pikl, que aumentaria los niveles locales de PI4P y permitiria
el reclutamiento de mas Gga2. El aumento de estos adaptadores hace que se reclute la
clatrina y que se produzca una primera ola de transporte. Una vez se alcanzan unos
niveles determinados de PI4P se produce el reclutamiento de AP-1 al TGN para producir
una segunda ola de transporte. Asi pues, el aumento progresivo en los niveles de PI4P

permitiria el reclutamiento secuencial de estos adaptadores. Ent5 se recluta en bajos
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niveles durante la primera ola de transporte y sus niveles alcanzan un maximo durante la
segunda (Daboussi et al., 2012, 2017). Ademas se ha visto que Ent5 es importante para

coordinar este proceso secuencial (Hung and Duncan, 2016).
4.3.5. Endocitosis mediada por clatrina.

La endocitosis es el proceso que permite la internalizacion de proteinas y lipidos
desde la membrana plasmatica hacia otros compartimentos celulares. En este proceso
interviene también la clatrina. En primer lugar, se produce el reclutamiento de las
proteinas tempranas mediante su unién al PI(4,5)P2 presente en la membrana
plasmatica, marcando los sitios de formacidn de la vesicula (Antonescu et al., 2011; Stefan
et al., 2002). En levaduras las primeras proteinas en llegar son la clatrina, Edel (homdloga
a Eps15 de mamiferos) y Sypl (proteina con dominios F-BAR/u) que interviene en la
formacion de los parches de actina (Boettner et al., 2012; Henne et al., 2010; Reider et
al., 2009; Stimpson et al., 2009). A continuacidn, sucede la formacion de la cubierta, para
lo cual es necesaria la presencia de diversos adaptadores. El complejo adaptador AP-2 es
el principal mediador de la endocitosis en mamiferos. En S. cerevisiae los adaptadores
tipo epsina Entl y Ent2 y las proteinas Yap1801/2 (AP180) parecen ser los principales
adaptadores en este proceso (Maldonado-Baez et al., 2008). El reconocimiento de los
cargos se puede producir a través de secuencias aminoacidicas concretas presentes en
los mismos o a través de la deteccidn de ubiquitin, que es una sefial de endocitosis (Goode
et al., 2015; Jackson et al., 2010; MacGurn et al., 2012). Tras los adaptadores se reclutan
una serie de proteinas como Sla2/End4 y Slal que forman parte de las cubiertas
intermedia y tardia y que van a promover la unién de los Factores Promotores de la
Nucleacién o NPFs. Estos van a inducir la formacion de una densa red de actina para
facilitar la invaginacién de la membrana. Lo hacen promoviendo la activaciéon del
complejo Arp2/3 que es el principal responsable de la polimerizacidn de actina (Boettner
et al., 2012; Moseley and Goode, 2006). La formacién de estos filamentos, junto con la
fuerza motora ejercida por las miosinas produce la invaginacién de la membrana para
permitir la posterior escision de la vesicula. En S. cerevisiae para que se produzca esta
escision son importantes las anfifisinas Rvs161 y Rvs167. En S. pombe las proteinas Cdc15

y Bzz1 que poseen dominios F-BAR parecen ser criticas en este proceso (Arasada and
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Pollard, 2011; Idrissi and Geli, 2014). También son necesarias las fosfatasas Slj1 y Slj2
(sinaptojaninas) que defosforilan el PI(4,5)P2 adyacente a la vesicula para permitir la
deformacion de la membrana y favorecer la accidn de las anfifisinas (Liu et al., 2009). Una
vez ocurre la escision de la vesicula tiene lugar la despolimerizacién de la cubierta

(Boettner et al., 2012; Doherty and McMahon, 2009).
4.3.6. Trafico independiente de clatrina.
Exémero:

El exdmero es un complejo proteico con caracteristicas intermedias entre adaptador
y cubierta. Fue descrito inicialmente en S. cerevisiae donde participa en el transporte de
proteinas desde el TGN hacia la membrana plasmatica de una forma polarizada
(Sanchatjate and Schekman, 2006; Trautwein et al.,, 2006; Wang et al.,, 2006).
Estructuralmente el exdmero es un heterotetramero compuesto por dos copias de la
proteina Chs5, que forma un andamio proteico al que se unen otras dos proteinas de la
familia de las ChAPs (Chs5 and Arf1 binding Proteins) que pueden ser Chs6, Bud7, Bchly
Bch2 (figura 7A; Paczkowski et al., 2012). Chs5 tiene una funcion estructural dentro del
complejo y media el reclutamiento de las ChAPs a la membrana que serian las encargadas
de reconocer al cargo (Rockenbauch et al., 2012; Sanchatjate and Schekman, 2006). Este
complejo se localiza en el TGN y depende de la interaccidn con la GTPasa Arfl para su
asociacion a la membrana (Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006). Esta interaccion se
produce tanto a través de Chs5 como de las ChAPs (figura 7A; Paczkowski et al., 2012).
Se ha descrito que un complejo con las ChAPs Bch1 o Bud7 puede potenciar la capacidad
de Arfl para deformar membranas. Ademas, Bchl ayuda a estabilizar al complejo en la
membrana. Por su parte Chs6 y Bch2 tendrian un papel mas relevante en el
reconocimiento de los cargos (Huranova et al., 2016; Paczkowski and Fromme, 2014). Por

tanto, cada ChAP tendria una funcion diferente dentro del complejo.

En S. cerevisiae el exbmero es necesario para el transporte de ciertas proteinas desde
el TGN hacia la membrana plasmatica de manera polarizada. Asi, promueve el transporte
de la quitin sintasa Chs3 y de Pin2 (proteina con un dominio pridénico y de funcién

desconocida) a la yema incipiente de la levadura en gemacion y a la zona del cuello en
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citoquinesis (Ritz et al., 2014; Sanchatjate and Schekman, 2006; Santos and Snyder, 1997;
Ziman et al., 1998). También facilita el transporte de Fusl (proteina que participa en
fusiéon celular) hacia la punta de las proyecciones celulares durante el proceso de
conjugacién (Barfield et al., 2009; Santos and Snyder 2003) . Ademas, se ha visto que el
exdmero promueve el transporte polarizado de la bomba de sodio Enal hacia la yema de

la levadura en gemacion (Anton et al., 2017).

Este complejo esta conservado en todo el clado de los hongos, aunque el nimero de
ChAPs varia entre organismos. Sin embargo, no estd presente en metazoos (Anton et al.,
2018; Ramirez-Macias et al., 2018). En S. pombe existe una proteina homdloga a Chs5
denominada Cfrl (Cartagena-Lirola et al., 2006) y una proteina homaéloga a las ChAPs
denominada Bchl. Ambas proteinas forman un complejo y son interdependientes para
su correcta localizacidon en el TGN. Cfrl co-inmunoprecipita con Gga22 y con AP-1y
colabora con estos adaptadores en el trafico hacia diferentes comparimentos, de manera
que en ausencia del exdmero se agravan los fenotipos observados en los mutantes de
estos adaptadores de clatrina (Hoya et al., 2017). Por tanto, en este organismo el
exdmero parece presentar una funcién mas general en el trafico de proteinas que en S.

cerevisiage.

B Dimero SnxBAR

>

Figura 7. Estructura de exdmero y retromero. Vps26
A: modelo estructural del exémero en la Vps35
membrana del TGN interaccionando con dos Vps29
moléculas de Arfl. Adaptado de Paczkowski Dimero SnxBAR
and Fromme, 2014. B: parte superior e
inferior, representacién de las estructuras
cristalizadas de las subunidades del retrémero
humano. Parte central, modelo de ensamblaje

del retrémero en una vesicula tubular. Se {
indican las diferentes subunidades en cédigo
de colores. Adaptado de Bonifacino and
Hurley, 2008; Hierro et al., 2007.
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Retrémero:

El retromero es un complejo proteico que fue identificado inicialmente en levaduras
como una cubierta capaz de transportar proteinas desde el compartimento prevacuolar
hacia el TGN (Seaman et al., 1997, 1998). Posteriormente este complejo se describid
también en mamiferos, donde ademas participa en el reciclaje de proteinas desde los
endosomas a la membrana plasmatica. El retrémero esta formado por dos subcomplejos
(figura 7B). Uno es un heterotrimero formado por las proteinas Vps26, Vps35 y Vps29, y
estd conservado en todos los eucariotas (Haft et al., 2000; Seaman, 2004). Este
subcomplejo se ha denominado CSC (Cargo Selective Complex), ya que inicialmente se
identific6 como el responsable de la interaccion con el cargo (Arighi et al., 2004;
Nothwehr et al., 2000, 1999). Dentro de este subcomplejo Vps35 interacciona con Vps29
por su extremo C-terminal y con Vps26 por su extremo N-terminal (figura 7B; Hierro et
al., 2007; Shi et al., 2006). El otro subcomplejo estd formado por proteinas de la familia
SNX (Sorting NeXin), que pueden unirse a las membranas y deformarlas reconociendo
fosfatidilinositoles (figura 7B; Gallon and Cullen, 2015; Liu, 2016). Estudios recientes han
demostrado que también pueden colaborar con el CSC en el reconocimiento del cargo
(Clairfeuille et al., 2016; Gallon et al., 2014; Lucas et al., 2016; Strochlic et al., 2007).
Dependiendo del organismo existen diferentes SNXs capaces de interaccionar con el CSC.
Asi en mamiferos existen multiples SNX que permiten al complejo asociarse a diferentes
cargos y actuar en diferentes rutas (Abubakar et al., 2017; Gallon and Cullen, 2015; Liu,
2016; Wang et al., 2018). En estos organismos la interaccidon entre SNXs y CSC parece ser
mas débil que en levaduras. En S. cerevisiae el subcomplejo SNX es un dimero formado
por las proteinas Vps17 y Vps5 e interacciona de manera fuerte con el CSC formando un
auténtico complejo pentamérico. En este organismo Snx3 también puede interaccionary

colaborar con el CSC en el trafico de proteinas (Strochlic et al., 2007).

El retromero se recluta a la membrana a través de la interaccién con varios
elementos: el PI3P presente en los endosomas, la GTPasa Rab7 (Ypt7 en levaduras) y el
cargo. El PI3P es reconocido a través del dominio PX (Phagocyte oXidase homology
domain) presente en las proteinas SNXs. La interaccién con la GTPasa Rab7 es esencial

para el reclutamiento del CSC a la membrana en mamiferos. En levaduras esta interaccion
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es importante para la funcién del retrémero pero no es imprescindible para su asociacién
con la membrana (Liu et al., 2012; Rojas et al., 2008). La interaccion del retrémero con el
PI3P y con Rab7/Ypt7 hace que este complejo se localice en los endosomas en los que
predominan estos factores. En cuanto a la interaccion con el cargo, se ha visto que para
algunas proteinas es importante la presencia de ciertas secuencias de aminodacidos. Asi,
en levaduras la secuencia YSSL es necesaria para el reciclaje del receptor de proteasas
vacuolares Vps10 hacia el TGN (Cooper and Stevens, 1996). En mamiferos la secuencia
¢X(L/M) (donde ¢ representa un aminodcido aromatico) es importante para la
interaccion de varias proteinas con el retromero (Lucas et al., 2016; Seaman, 2007;
Tabuchi et al., 2010). También se ha observado que el motivo FANSHY es importante para
lainteraccién de SorLA con Vps26 (Fjorback et al., 2012). Sin embargo, no todos los cargos
del retrémero contienen estas sefiales, por lo que serian necesarios mecanismos
adicionales de reconocimiento en estos casos. Estudios recientes han establecido la
importancia de algunos SNX (ademas del complejo CSC) en el reconocimiento del cargo.
Asi, en mamiferos SNX27 es importante para la interaccion con dominios de uniéon a PDZ
(PSD95-DIg-Z01) presentes en algunos cargos y SNX3 participa en la interaccién del
retrdmero con proteinas con motivos ¢pX(L/M) (Clairfeuille et al., 2016; Gallon et al., 2014;
Lucas et al., 2016). En levaduras Snx3 se une al transportador de hierro Ftrl para facilitar

su reconocimiento por el retrémero (Strochlic et al., 2007).

Tras el reclutamiento del retrémero a la membrana y la unidon con el cargo se
produce la deformacién de la membrana. Este proceso esta facilitado por los dominios
BAR presentes en algunas proteinas SNXs que inducen la formacion de tubulos en Ila
membrana (figura 7B; van Weering et al., 2012). Ademas, el retrémero interacciona con
otras proteinas como factores promotores de nucleacidn de actina (NPF) y dinamina que
facilitan la deformacion de la membrana vy la escision de la vesicula (Arlt et al., 2015;

Gomez and Billadeau, 2009; Harbour et al., 2012, 2010; Jia et al., 2012).

Ciertos defectos en la funcion del retromero estan relacionados con la aparicidn de
enfermedades neurodegenerativas en humanos. Asi, este complejo esta implicado en el
reciclaje de la proteina precursora amiloidea (APP) desde los endosomas hacia el TGN al

facilitar el trafico de su receptor SorLA entre estos compartimentos (Choy et al., 2012;
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Fjorback et al., 2012). Defectos en el trafico de APP estdn relacionados con la enfermedad
de Alzheimer (Sannerud and Annaert, 2009). Ademas, se ha observado que ciertas
mutaciones en Vps35 estan ligadas a la manifestacién de la enfermedad de Parkinson
(Vilarino-Guell et al., 2011; Zimprich et al., 2011). En este sentido, el retromero facilita el
reciclaje del receptor de manosa 6-fosfato independiente de cationes (CI-MPR) desde los
endosomas al TGN (Arighi et al., 2004; Seaman, 2004). Este receptor facilita el transporte
de hidrolasas lisosomales como la catepsina D que esta implicada en la degradacion de
a-sinucleina. Ante la pérdida de funcion del retromero se producen defectos en el trafico
de CI-MPRy de catepsina D y como consecuencia una acumulacion de a-sinucleina en los
endosomas. Esta Ultima parece ser la responsable de la toxicidad celular en la
enfermedad de Parkinson (Follett et al., 2014; Miura et al., 2014; Qiao et al., 2008).
Ademas de los receptores anteriores, el retromero facilita el trafico desde los endosomas
hacia el TGN de otras proteinas como sortilina, SorCS1 (sortilin-related Vps10 domain
related receptor 1), DMT1 (Divalent Metal Transproter 1) y el receptor de sefializacién
Whntless. (Gallon and Cullen, 2015; Liu, 2016). También es necesario para el reciclaje de
otras proteinas desde los endosomas hacia la membrana plasmatica como TGF-B
(Transforming Growth Factor B), el receptor B2AR (B2 Adrenergic Receptor), la proteina
de adhesién celular cadherina-E y los receptores de glucosa GLUT1 y GUT4 (Gallon and

Cullen, 2015; Liu, 2016; Pan et al., 2017).

En S. cerevisiae el retromero facilita el reciclaje de diferentes proteinas
transmembrana desde el PVE hacia el TGN. El primer cargo en caracterizarse fue el
receptor vacuolar Vps10 (del cual se habla en detalle en el apartado 6.1), que facilita el
transporte de algunas proteasas desde el TGN hacia la vacuola (Seaman et al., 1998,
1997). Posteriormente, se han descubierto mds cargos de este complejo como las
proteasas Kex2 y Stel3, Yifl, la permeasa de arginina Canl y el complejo transportador
de hierro Fet3-Ftrl (Kama et al., 2007; Nothwehr et al., 2000; Nothwehr and Hindes,
1997; Shi et al., 2011; Strochlic et al., 2007). Ademas, recientemente se ha visto que parte

de la quitin sintasa Chs3 es reciclada hacia el TGN por el retrémero (Arcones et al., 2016).
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En S. pombe el retrdmero es necesario para el reciclaje de Vps10 hacia el TGN. Asi,
esta proteina se observa en la membrana de la vacuola en ausencia de este complejo

(Iwaki et al., 2006).
Retriever:

Recientemente se ha descubierto en mamiferos un complejo denominado retriever
gue participa en el reciclaje de proteinas desde los endosomas hacia la membrana
plasmatica de manera independiente del retrdmero (McNally et al., 2017). El retriever es
un heterotetramero formado por DSCR3 (paralogo de Vps26), Cl6orf62 (parecido
estructuralmente a Vps35) y Vps29 (subunidad que también forma parte del retrémero).
Este complejo colabora con la sintaxina SNX17 para reciclar proteinas desde los
endosomas (McNally and Cullen, 2018; Wang et al., 2018). El retriever surgidé pronto en
la evolucién, sin embargo, DSCR3 y C160rf62 se han perdido en muchos organismos,

entre los que se encuentran los hongos (McNally et al., 2017).
ESCRT:

Algunas proteinas de membrana deben ser degradadas, ya sea en un momento
concreto debido a una sefal determinada, o de una manera continua para que ocurra un
cierto recambio de las mismas. Otras proteinas transmembrana deben sufrir una
protedlisis parcial en la vacuola o lisosoma para alcanzar su estado maduro. En todos
estos casos las proteinas deben ser internalizadas en el lumen del endosoma mediante la
generacion de vesiculas intraluminales o ILVs (Intra-Lumenal Vesicles) en un proceso que
da lugar a la formacion del cuerpo multivesicular o MVB (MultiVesicular Body).
Posteriormente este MVB se fusionara con la vacuola o lisosoma para que se produzca la
degradacion o procesamiento de las proteinas presentes en las ILVs. El reconocimiento
de estas proteinas y la formacidén de las ILVs es un proceso que requiere una maquinaria
especializada denominada ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport).
Este complejo estd formado por cinco subcomplejos altamente conservados: ESCRT-O0,

ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-Ill y la ATPasa Vps4 (figura 8).
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Figura 8. Mecanismo de funcionamiento del ESCRT. Se representa el proceso de formacion de ILVs en cinco
etapas. En la parte superior se detalla el proceso desde el punto de vista del ESCRT y en la inferior desde el punto
de vista del cargo. El ESCRT-0 recluta al cargo ubiquitinado (1) al que también se unen posteriormente los ESCRTs
| 'y I, creando regiones enriquecidas en cargo (2). El ESCRT Il promueve la formacion de la vesicula y la
desubuquitinacion del cargo (3 y 4). Finalmente el ESCRT Il se desensambla por la accion de la ATPasa Vps4 (5).
Adaptado de Henne et al., 2011.

El ESCRT-0 es el responsable del reconocimiento del cargo. En levaduras este
complejo esta formado por las subunidades Vps27 y Hsel que interaccionan entre si a
través de sus dominios GAT. Vps27 posee un dominio de dedos de zinc FYVE (Fab1, YOTB,
Vacl y EEA1) que reconoce el PI3P presente en los endosomas y que permite el
reclutamiento del complejo a la membrana de estos organulos. Ambas subunidades
reconocen ubiquitina que suele ser una sefial de degradacidn para las proteinas a las que
esta unida. Vps27 presenta también un dominio de union a clatrina. La clatrina se cree
que facilita el agrupamiento del ESCRT-0 en microdominios de membrana. El ESCRT-0
media el reclutamiento del ESCRT-I (Frankel and Audhya, 2018; MacGurn et al., 2012;
Schuh and Audhya, 2014).

El ESCRT-l estd formado por las proteinas Vps23, Vps28, Vps37 y Mvb12. Este
complejo interacciona con Vps27 (del ESCRT-0) a través del extremo N-terminal de vps23.
El ESCRT-I también reconoce ubiquitina (Frankel and Audhya, 2018; Schuh and Audhya,
2014).

El ESCRT-1l esta compuesto por las proteinas Vps22, Vps36 y Vps25. Interacciona con
el ESCRT-I a través del dominio GLUE (GRAM-Like Ubiquitin-binding in EAP45) de Vps36.

Este dominio también se une al PI3P y reconoce ubiquitina.

Mientras que los complejos anteriores tienen como funcion principal el anclaje a los

endosomas y el reconocimiento y agrupacién de los cargos, el cometido principal del
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ESCRT-IIl es la formacidn y escision de las ILVs (figura 8). Estd formado por Vps20, Snf7,
Vps24 y Vps2, y su reclutamiento ocurre gracias a la interaccion entre Vps20 y Vps25
(ESCRT-II). La oligomerizacidon de Snf7 promueve la deformacién de la membrana y
potencia la formacién de ILVs. El ESCRT-1Il también promueve el reclutamiento de la des-
ubiquitinasa Doa4 para que ocurra la desubuiquitinacion de los cargos antes de su
inclusion en las ILVs. Una vez que se ha formado la vesicula intraluminal, el ESCRT-IIl debe
disociarse de la membrana. Este proceso requiere energia y la ATPasa Vps4 es la
encargada de proporcionarla (Frankel and Audhya, 2018; Henne et al., 2011; Schuh and
Audhya, 2014).

La delecidn de cualquiera de los elementos que forman parte de la maquinaria del
ESCRT produce una pérdida de su funcion. En S. cerevisiae esta pérdida de funcion
provoca la aparicion de un PVE aberrante denominado endosoma E. Este es una
estructura anormalmente agrandada adyacente a la vacuola, que contiene marcadores
de TGN y PVE. Ademds quedan retenidas en él proteasas vacuolares y la ATPasa vacuolar,
por lo que se produce la degradacidon de otras proteinas que quedan atrapadas en él

(Cereghino et al., 1995; Piper et al., 1995; Raymond et al., 1992).

Ademas de su funcién en el trafico hacia la vacuola, el ESCRT participa en otros
procesos bioldgicos como en la citoquinesis, en la internalizacidn de virus, en la secrecidn

exosomal y en la autofagia (Christ et al., 2017; Henne et al., 2011).
5. SNAREs y rutas de trafico intracelular.

Como se ha explicado anteriormente (apartado 3.1.5) otras proteinas importantes
en el trafico vesicular son las SNAREs. Existen diferentes complejos de estas proteinas,
formados por cuatro SNAREs (R, Qa, Qb y Qc), que participan en distintas rutas de

transporte, aunque una misma SNARE puede participar en mas de una ruta (figura 9).
5.1.SNARES vy trafico hacia la vacuola.

En el trafico desde el TGN hacia la vacuola participan diferentes complejos mediando
distintos pasos. En este sentido, en mamiferos el complejo SNARE compuesto por Stx16

(Qa), Vtila (Qb) Stx6 (Qc) y VAMP4 (R) media el trafico bidireccional entre el TGN vy los
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endosomas tempranos (Dingjan et al., 2018). Ademds se ha visto que las SNAREs Stx7
(Qa), Vtilb (Qb), Stx8 (Qc) y VAMP8 (R) forman un complejo que media la fusion
homotipica de los endosomas tardios (Antonin et al., 2000; Pryor et al., 2004), mientras
gue el mismo complejo pero con VAMP7 (R) media la fusién de los endosomas tardios
con los lisosomas (figura 9; Pryor et al., 2004). Stx8 también participa en la endocitosis

de algunas proteinas desde la membrana plasmatica (Renigunta et al., 2014).

En S. cerevisiae Tlg2 (Qa), Vtil (Qb), Tlgl (Qa) e Ykt6 (R) o Snc1/Snc2 (R) participan
en el transporte entre TGN y EE, o segun el modelo propuesto por Day y colaboradores,
entre diferentes cisternas del TGN con diferentes estados de maduracion (figura 9;
Brickner et al., 2001; Coe et al.,, 1999; Holthuis et al., 1998). En S. pombe no se ha
investigado la funcion de las SNAREs implicadas en este paso del trafico, aunque se sabe
qgue Sybl (homodloga a Sncl/Snc2) circula entre estructuras internas y la membrana

plasmatica como ocurre en S. cerevisiae (Lewis et al., 2000; Ma et al., 2009).
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Figura 9. Papel de los diferentes complejos SNARE en los distintos pasos del trafico. Comparativa entre células
de mamifero (A) y levadura (B). En A las v-SNAREs estdn marcadas en rojo. Abreviaturas: RE, reticulo
endopldsmico; ERGIC, compartimento intermedio Golgi-RE; TGN, red trans del Golgi; RE/EE, endosomas de
reciclaje/tempranos; MP, membrana plasmatica; LE/MVB, endosoma tardio/cuerpo multivesicular; SG, granulo
secretor; SV, vesicula sinaptica. Adaptado de Wang et al., 2017; Kienle et al., 2009.
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En S. cerevisiae Pep12 (Qa), Vtil (Qb), Syn8 (Qc) y Nyvl o Ykt6 (R) colaboran en el
transporte entre el TGN y el PVE (Kweon et al., 2003; Lewis and Pelham, 2002; von
Mollard and Stevens, 1999), mientras que Vam3 (Qa), Vtil (Qb), Vam7 (Qc) y Nyv1 o Ykt6
(R) facilitan el transporte entre PVE y vacuolas y la fusién homotipica de estas ultimas
(figura 9; Ungermann et al., 1999; Ungermann and Wickner, 1998). La participacion de
estas proteinas en las diferentes rutas de trafico se ha establecido en base a su
localizacion intracelular, a la interaccion con otras SNAREs y a la presencia de defectos
morfoldgicos en determinados compartimentos. Ademas, las SNAREs implicadas en el
trafico desde el TGN hacia la vacuola presentan problemas de maduracion de proteasas
vacuolares como CPY y ALP. En S. pombe la mayoria de estas SNAREs estan conservadas
excepto Nyvl, que se perdié durante la evolucién de este organismo, y Vam3 que esta
presente exclusivamente en el linaje Saccharomycotina, donde Pepl2 y Vam3 se
duplicaron a partir de una SNARE comun (Kienle et al., 2009). En la levadura de fision Vtil
e Ykt6 son proteinas que estan sin caracterizar y que son esenciales para la viabilidad
celular (Hayles et al., 2013; Kim et al., 2010). Pep12 se localiza en la membrana vacuolar
y en el PVE. Se ha descrito que en su ausencia se producen defectos en la maduracién de
CPY y su secrecion parcial hacia el exterior celular, indicando defectos en el trafico hacia
la vacuola (Hosomi et al., 2011). Sin embargo, segun los resultados de otros
investigadores (Hayles et al., 2013; Kim et al., 2010) y los de nuestro laboratorio, esta
proteina es esencial. Fsvl es la proteina homdloga a Syn8 de S. cerevisiae y en su ausencia
se producen alteraciones en el tréfico de Cpy1 (Takegawa et al., 2003). Vsl1 es la proteina
homologa a Vam7 de S. cerevisiae y se localiza en la membrana de la vacuola y en el PVE

(Hosomi et al., 2015).

Ademas de poseer un dominio SNARE, del que se ha hablado anteriormente, las
SNAREs presentan otras caracteristicas estructurales que varian en funcién de la proteina
(figura 10). Asi, la mayoria de estas proteinas presenta una hélice transmembrana
cercana a su extremo C-terminal, aunque otras como Vam7/Vsl1 o Ykt6 carecen de ella.
Vam7/Vsll se une a la membrana reconociendo el PI3P presente en el PVE mediante su
dominio PX (Cheever et al., 2001; Hosomi et al., 2015). Ykt6 sufre prenilacién vy

palmitoilacion en su extremo C-terminal y se une a la membrana a través de estas
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modificaciones (Fukasawa et al., 2004; McNew et al., 1997). Ademas, algunas de estas
proteinas presentan otros dominios como el Habc o el “longin” (figura 10). En mamiferos
se ha visto que en Stx7, Ykt6 y VAMP7 estos dominios actian uniéndose al dominio SNARE
y previenen la formacién del complejo SNARE, actuando de manera autoinhibitoria. En
otros casos estos dominios facilitan la unién con otros elementos implicados en trafico
como los complejos amarra o los adaptadores (Dingjan et al., 2018). En este sentido, en
S. cerevisiae se ha visto que Ent3 interacciona con Vtil a través de su dominio Habc para
permitir su correcta localizacién. Resultados parecidos se han obtenido en mamiferos
entre Vtilb y epsinR (Chidambaram et al., 2004a; Miller et al., 2007; Wang et al., 2011).
También se ha visto que el extremo N-terminal es importante para el reconocimiento de
Stx8 y Stx7 por epsinR en mamiferos y de Pepl2 y Syn8 por Ent3 en levaduras
(Chidambaram et al., 2008). Ademds, esta parte de la proteina es necesaria para el

transporte de Vam3 hacia la vacuola mediado por AP-3 (Darsow et al., 1998).

- SpPep12/ScPep12 (Qa)
= Ha m Hb  Hc e Motivo SNARE —-TM = :E\F{:Lll‘?s?grl\é?gl)
-Scvam3(Qa)
- PX = Motivo SNARE = - SpVsl1/Scvam7 (Qc)
Longin - Motivo SNARE = TM = -ScNvyl(R)
Longin - Motivo SNARE = - SpYkt6/ScYkt6 (R)

Figura 10. Organizacion de los dominios de las SNAREs que participan en el trafico entre TGN y vacuola. Se
muestran las SNARE de S. pombe (Sp) y S. cerevisiae (Sc) y sus dominios, en algunos casos inferidos de sus
homodlogos en humanos. Adaptada de Hong and Lev, 2014.

6. Cargos modelo en el trafico TGN-PVE-Vacuola.

Algunas proteinas tienen que ser transportadas hacia la zona endosomal tardia o
hacia la vacuola/lisosoma para ejercer su funcidn. Entre ellas estdn las proteasas
vacuolares que permiten la degradacién de proteinas en estos organulos. También la
ATPasa vacuolar que produce la acidificacion del lumen de la vacuola o lisosoma necesaria
para que tengan lugar las reacciones caracteristicas de estos compartimentos. Entre las
distintas proteasas presentes en levaduras existen dos (Cpyl y Cps1) cuyo transporte ha

sido muy estudiado para caracterizar el trafico entre el TGN y la vacuola. Vphl, la
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subunidad a del complejo Vo de la ATPasa vacuolar, también se ha utilizado con este

propoésito.
6.1.Trafico de Cpyl y Vps10.

Cpy1 (Carboxipeptidasa 1) es una proteasa vacuolar soluble que elimina aminoacidos
del extremo C-terminal de las proteinas para producir su degradacion (Hayashi et al.,
1973). Esta proteina se sintetiza en el reticulo endopldsmico como un precursor y sufre
una serie de procesamientos postraduccionales a lo largo de su viaje hacia la vacuola. El
procesamiento es parecido en S. pombey en S. cerevisiae. El precursor inicial se denomina
preproCPY y contiene un péptido sefial en la zona N-terminal, seguido de otra secuencia
denominada propéptido y de la secuencia correspondiente a la proteina madura. El
péptido sefial se elimina tras la entrada de la proteina en el reticulo. Después la proteina
se transporta al complejo de Golgi donde aumenta su estado de glicosilacion. De aqui se
dirige hacia la vacuola a través del PVE, una ruta que se ha denominado ruta CPY debido
al trafico de esta proteasa a través de ella. En la vacuola se elimina el propéptido de la
proCPY mediante la accion de proteasas y se obtiene la proteina activa (figura 11). La
mision del propétido es evitar la activacion de la enzima hasta que esta llega a la vacuola,
ademas contiene las sefiales para su trafico hacia este compartimento (Hasilik and

Tanner, 1978; Sgrensen et al., 1994; Tabuchi et al., 1997; Valls et al., 1987).

Para que Cpyl viaje desde el TGN hacia la vacuola es necesaria la participaciéon del
receptor Vps10. Este es una proteina con un paso transmembrana que posee una parte
N-terminal luminal larga y una parte citoplasmica corta. A través de su extremo N-
terminal reconoce y se une a Cpyl en el TGN vy la transporta hasta el PVE donde ambas
proteinas se disocian. Finalmente, Vps10 retorna al TGN para realizar una nueva ronda
de transporte (figura 11). En ausencia de Vps10, Cpyl no llega adecuadamente a la
vacuola, sino que es secretada al exterior celular (Iwaki et al., 2006; Jgrgensen et al., 1999;
Marcusson et al., 1994). El transporte de Cpy1l y de su receptor ha sido muy estudiado y
ha permitido identificar diferentes proteinas implicadas en el trafico entre el TGN y el
PVE. En este sentido, se sabe que el trafico retrogrado de Vps10 desde el PVE al TGN
depende del retrémero que reconoce una sefial (YSSL) presente en la parte citosélica del

receptor (Cooper and Stevens, 1996; Iwaki et al., 2006; Seaman et al., 1998, 1997). En
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S.cerevisiae también se sabe que los GGAs tienen un papel en el trafico anterdgrado del
receptor desde el TGN hacia el PVE, aunque en este caso existen algunos resultados
contradictorios. Asi, ciertos experimentos apoyan la funcion de los GGAs en este paso del
trafico de Vps10. Se ha visto que en células sin estos adaptadores se producen
alteraciones en la maduracidn de Cpyl y parte de esta proteina se secreta, algo que no
se observa en la cepa silvestre. También se ha observado que el dominio VHS de los GGAs
en levaduras interacciona con el extremo C-terminal de Vps10 por dos hibridos. Ademas,
Vps10 se degrada en un mutante del ESCRT (vps284), al quedar atrapado en el endosoma
E. Sin embargo, en un mutante ggalA gga2A vps28A la proteina se estabiliza, indicando
que en ausencia de los GGAs este receptor no llega al endosoma E y queda bloqueado en
un punto anterior del trafico (Costaguta et al., 2001; De et al., 2013; Dell’Angelica et al.,
2000; Hirst et al., 2000; Zhdankina et al., 2001). Otros experimentos contradicen a los
anteriores. En este sentido, se ha visto que al delecionar la parte citoplasmica de Vps10
(por dénde interaccionaria con los GGAs), queda retenido en la vacuola, indicando que
esta parte no es necesaria para la salida desde el TGN. Ademas, en mutantes nulos de
clatrina no se produce secrecidon de Cpy1, habiéndose propuesto que en ausencia de esta
cubierta el receptor viaja a través de la membrana plasmatica hacia el endosoma tardio
para permitir el transporte de la proteasa (Cooper and Stevens, 1996; Deloche et al.,

2001; Deloche and Schekman, 2002; Payne et al., 1988; Seeger and Payne, 1992).

En mamiferos existe una familia de receptores con dominios Vps10 formada por
cinco miembros: Sortilina, SorCS1, SorCS2, SorCS3 y SorLA (Hermey, 2009). Estos
receptores ayudan a transportar diferentes proteinas en distintas rutas celulares y las
alteraciones en su funcionamiento estan relacionadas con diferentes enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares, metabdlicas e incluso cancer (Fjorback et al.,

2012; Goettsch Claudia et al., 2018; Wang et al., 2014; Wilson et al., 2016).
6.2.Trafico de Cpsl.

En S. cerevisiae Cps1 (Carboxipeptidasa S) es una proteasa vacuolar que se sintetiza
en el RE como un precursor. Este posee una parte C-terminal intraluminal larga seguida
de un dominio transmembrana y una parte N-terminal citosélica corta (figura 11). El

precursor alcanza el TGN y desde alli se dirige hacia el PVE. Aqui se incluye en ILVs en un
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proceso dependiente de ubiquitinaciéon y mediado por el ESCRT. Posteriormente,
mediante la fusidn del PVE con la vacuola, las ILVs se liberan en el interior de esta y Cpsl
es cortada por proteasas vacuolares. Debido a este corte, gran parte del extremo luminal
de la proteina se separa del resto liberandose de la membrana y alcanzando su estado
maduro (figura 11; Odorizzi et al., 1998; Reggiori and Pelham, 2001; Katzmann et al.,
2001; Spormann et al., 1992). Ademds del ESCRT, los GGAs y las epsinas (Ent3 y Ent5) son
importantes para la maduracion de esta proteasa. En el mutante doble ent3A ent5A parte
de Cps1 queda retenida en la membrana de la vacuola (Costaguta et al., 2001; Duncan et
al., 2003; Eugster et al., 2004; Friant et al., 2003). En S. pombe se ha visto que Cpsl

depende del ESCRT para su llegada al lumen de la vacuola (Iwaki et al., 2007).
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Figura 11. Esquema del trafico de Vps10-CPY, Cpsly Vph1l. Se muestra alguna caracteristica estructural de estas
proteinas. Vps10 se une a CPY en el TGN y viajan juntas hacia el PVE donde se disocian. CPY llega a la vacuola
donde es procesada, mientras que el retrémero facilita la vuelta de Vps10 hacia el TGN. Cps1 llega al PVE donde
es internalizada en ILVs, posteriormente es procesada en la vacuola. Vph1 llega a la vacuola viajando a través del
PVE.
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6.3. Trafico de Vphl.

La ATPasa vacuolar es un complejo proteico que se encarga de bombear protones
hacia el interior de la vacuola mediante la hidrélisis de ATP. Esto produce la acidificacion
de este organulo, necesaria para su funcionalidad. En S. cerevisiae |la ATPasa vacuolar esta
formada por 14 subunidades que se ensamblan en 2 subcomplejos. El subcomplejo V1
esta en la parte citoplasmica y se encarga de la hidrdlisis de ATP. El subcomplejo Vo esta
embebido en la membrana y sirve de canal para transportar los protones. Vphl es una
subunidad del complejo Vo que posee varios pasos transmembrana. Esta proteina viaja
hacia la vacuola pasando por el PVE, aunque se desconoce que adaptadores median su
tréfico y se ha propuesto que puede viajar de manera inespecifica (figura 11 ;Conibear

and Stevens, 1998; Gerrard et al., 2000; Manolson et al., 1992; Piper et al., 1995).

Ademas de estas y otras proteinas que viajan hacia la vacuola a través del PVE (por
la ruta CPY), otras proteinas pueden viajar directamente desde el TGN hasta la vacuola

por una ruta mediada por AP-3 (visto en el apartado 4.3.3).
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Capitulo I:

Los adaptadores de clatrina GGAs y Ent3 participan en multiples

pasos del trafico anterdgrado y retrogrado a través del PVE.






Antecedentes y objetivos

Como se ha mencionado, las alteraciones en el trafico vesicular estdn en la base de
algunas enfermedades de gran impacto en la poblacién. Por tanto, conocer los procesos
implicados en dicho transporte puede ayudar a encontrar soluciones terapéuticas para
las mismas. En este sentido, las levaduras han sido modelos de estudio muy utiles para
caracterizar multiples aspectos del trafico intracelular. El trabajo presentado en esta Tesis
Doctoral se engloba en un proyecto mas amplio destinado a caracterizar los procesos de
reparto de proteinas en el TGN en S. pombe, con la idea de obtener mas informacion
acerca de estos procesos, intentando buscar respuesta a aquellas cuestiones que aun
guedan abiertas. Esto ayudara a determinar aquellos aspectos que son especificos de

organismo y aquellos que estan conservados.

En este primer capitulo se ha estudiado el papel de algunos adaptadores
monoméricos de clatrina (GGAs y Ent3) en el trafico entre el TGN, el PVE y la vacuola. Una
gran parte de la informacién existente sobre este papel se ha obtenido en S. cerevisiae
de manera indirecta, analizando la secreciéon de CPY, que ocurre cuando el trafico de
Vps10 esta alterado. Ademas, muchos de los estudios llevados a cabo en esta levadura se
han realizado usando quimeras, que es posible que no se comporten como las proteinas
nativas, y/o usando plasmidos. Algunos de estos resultados son contradictorios. Algo

parecido ocurre con el trafico de Cps1, y con el papel de los GGAs en el PVE.

En S. pombe el trafico entre el TGN, el PVE y las vacuolas estd muy poco
caracterizado, a pesar de que la mayoria de elementos que juegan algun papel en esta
ruta en otros organismos (como los GGAs y Ent3) estan conservados. El objetivo general
de este capitulo ha sido caracterizar el trafico entre el TGN, el PVE y las vacuolas en este
organismo mediante el uso de técnicas de microscopia cuantitativa en vivo utilizando
proteinas marcadas con proteinas fluorescentes, integradas en el cromosoma. Los
resultados se han complementado con técnicas bioquimicas y genéticas. Los objetivos

especificos han sido:

- Analizar el papel de los GGAs y la epsina Ent3 en el trafico de Vps10, Cpsl, y Vphl
entre el TGN, el PVE y la vacuola.

- Analizar la existencia de colaboracién entre estos adaptadores en este trafico
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Resultados







1. Uso de Vps1l0 como cargo modelo para el analisis del trafico desde el

TGN al PVE.

En primer lugar, se utilizd la proteina Vps10 como cargo modelo para analizar el
papel de diferentes adaptadores de clatrina en el trafico entre el TGN y el PVE. Como se
ha mencionado en la introduccién, Vps10 es un receptor transmembrana que cicla entre
estos dos compartimentos (Cooper and Stevens, 1996; Seaman et al., 1997), por lo que

su estudio es interesante para el analisis del trafico entre ellos.
1.1. Localizacion de Vps10 en S. pombe.

En S. cerevisiae Vps10 se encuentra mayoritariamente en el TGN, si bien una parte
colocaliza con marcadores del PVE (Marcusson et al., 1994; Cooper and Stevens, 1996;
Chi et al., 2014; Papanikou et al., 2015). En S. pombe Vps10 se observd inicialmente en
puntos discretos en el interior celular, colocalizando parcialmente con el marcador de
Golgi Gms1 (Iwaki et al., 2006). Sin embargo, posteriormente se vio que la mayoria de
Vps10 no colocalizaba con este marcador, sino que se encontraba en estructuras cercanas
(Codlin and Mole, 2009). Por tanto, en este organismo no se conoce con exactitud la
localizacion de este receptor, aunque se sabe que circula entre el TGN y el PVE, ya que en

los mutantes del retromero se observa en la membrana vacuolar (Iwaki et al., 2006)

Dado que la localizacidn exacta de Vps10 en S. pombe era desconocida se decidid
analizarla en detalle. Con este fin se construyd una cepa que expresaba la proteina de
fusion Vps10-GFP desde su locus y bajo su propio promotor y se analizé su colocalizacion
con un marcador de TGN y otro de PVE. Como marcador de TGN se utilizé la subuinidad
del exdmero Cfrl marcada con RFP y como marcador de PVE se usé la sonda de unién al
fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) Cherry-FYVE (Hoya et al., 2017; Day et al., 2018). Tras
realizar el analisis de colocalizacién, se observod que sélo una pequeiia parte de los puntos
de Vps10-GFP (7,54+1,52%) coincidian con los puntos del marcador de TGN (figura 12A y
C). Sin embargo, muchos de ellos (41,10+2,82%) coincidian con el marcador de PVE,
especialmente aquellos mas brillantes (figura 12B y D). Esto indicaba que gran parte de
Vps10-GFP se encontraba en este Ultimo compartimento. No obstante, un porcentaje de

los puntos de Vps10-GFP no coincidia con ninguno de estos marcadores, por lo que se
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evalud la colocalizacion de este receptor con un componente del complejo manosil-
transferasa presente en el cis-Golgi (Anp1-Cherry; Jungmann and Munro, 1998; Vjestica
et al.,, 2008), para analizar si otra parte de esta proteina se encontraba en este
compartimento. Sin embargo, no se detecté colocalizacidon entre estas dos proteinas
(Figura S1, anexo). Por tanto, existe una cierta cantidad de puntos de Vps10-GFP que no
colocalizan con el marcador de TGN ni con el de PVE y que, en general, presentan un
tamafio pequefio. Estos puntos se podrian corresponder con proteina en transito entre
TGN y PVE presente en vesiculas o en pequefios endosomas inmaduros. En estos la
cantidad de Cfr1-RFP seria ya muy escasa y la de PI3P seria todavia muy baja como para

gue se una la sonda Cherry-FYVE.
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Figura 12. Analisis de la localizacion de Vps10-GFP en las cepas WT y apm1A. A: Células del WT y de apm1A con
Vps10-GFP y Cfr1-RFP. B: Células del WT y de apm1A con Vps10-GFP y Cherry-FYVE. En A y B las imagenes se
capturaron con un microscopio confocal spinning disk y son el plano medio celular. C: Porcentaje de
colocalizacion de los puntos de Vps10-GFP y Cfr1-RFP. D: Porcentaje de colocalizacion de los puntos de Vps10-
GFP y Cherry-FYVE. En Cy D se muestra la media, desviacion tipica y significacion estadistica de tres experimentos
independientes y en cada uno de ellos se ha evaluado un minimo de 400 puntos de Vps10-GFP. La significacion
estadistica se ha determinado usando un test-t. ns, no significativo. Barras de escala, 5 um.
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El hecho de que una buena parte de Vps10-GFP se encontrase en el PVE o en
estructuras post Golgi concordaba con resultados publicados previamente en los que se
habia visto que la mayoria de Vpsl0 se encontraba en estructuras resistentes al
tratamiento con Brefeldina A, una droga que inhibe a la GTPasa Arfl y produce la
disgregacion de las cisternas del Golgi (Codlin and Mole, 2009). En definitiva, Vps10 se
localiza mayoritariamente en el PVE, lo que nos permite realizar un analisis detallado de
los factores que facilitan el trafico de esta proteina hasta dicho organulo. Con este fin, se
procedio a la cuantificacidn de su colocalizaciéon con marcadores de este compartimento

y del TGN en diferentes mutantes.
1.2. AP1 en el trafico anterogrado de Vps10.

En primer lugar, siguiendo esta estrategia experimental, se decidid analizar el papel
del complejo adaptador de clatrina AP1 en el trafico de Vps10. Al cuantificar el nivel de
colocalizacion de Vps10-GFP con Cfr1-RFP (TGN) y con Cherry-FYVE (PVE) en el mutante
apmlA, se vio que este era similar al del WT (figura 12). Esto indicaba que AP1 no tenia
un papel relevante en la salida de Vps10 del TGN, lo cual estaba de acuerdo con lo descrito
en S. cerevisiae utilizando otras aproximaciones experimentales (Deloche et al., 2001;

Abazeed and Fuller, 2008).
1.3. GGAs en el trafico anterégrado de Vps10.

A continuacion, se analizo la posible implicacion de los adaptadores de clatrina GGAs
en el trafico de Vpsl10. De acuerdo con la base de datos de S. pombe (Pombase,

https://www.pombase.org/), en este organismo existen dos genes homdlogos al gen

GGA2 de S.cerevisiae que se han denominado gga21* y gga22*. Los productos de estos
genes presentan un 60% y un 52% de similitud respectivamente con la proteina Gga2 de
S. cerevisiae. Por tanto, se analizo la llegada de Vps10-GFP al PVE al delecionar estos
genes. En el mutante gga21A el nivel de colocalizacion de Vps10-GFP con Cherry-FYVE
era similar al del WT, indicando que la llegada al PVE no estaba alterada en este mutante
(figura 13A y C). Sin embargo, en el mutante gga224 y en el mutante doble gga214
gga22A se producia una reduccion del nivel de colocalizacion de estas dos proteinas de

aproximadamente un 45% con respecto al control (figura 13A y C). Esto apuntaba a un
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defecto en la llegada de Vps10-GFP al PVE en estos mutantes. A continuacion, para
complementar estos resultados, se analizo si esta menor llegada al PVE se correspondia
con una menor salida de Vps10-GFP del TGN. Para ello se cuantificd la colocalizacién de
esta proteina con el marcador de TGN Cfr1-RFP en estos mutantes. Se vio que en ambos
se producia un aumento de la coincidencia de los puntos de Vps10-GFP con los del
exomero, pasando de un 7,46+1,74% en el WT a un 16,49+0,94% en gga22A y a un
25,38+3,28% en gga21A gga22A (figura 13B y D). Ademads, se constatd que en estos
mutantes no se estaba produciendo una alteracién de la localizacidén de los marcadores
de TGN y PVE usados, de manera que coincidiesen mas (figura 14A). Por tanto, se
confirmé que el defecto del trafico de Vps10 observado en estos mutantes era especifico
y no un efecto indirecto de la alteracion de los marcadores. En consonancia con este
defecto, en el mutante gga21A4 gga22A parte de Cpyl se secretaba de forma andmala
hacia el exterior celular, como se observa en el dot-blot de la figura 14B. En conjunto
estos resultados muestran que los GGAs estan involucrados en la salida de Vps10 del TGN
hacia el PVE, jugando Gga22 un rol mayoritario y Gga21 uno minoritario y parcialmente
redundante. Conclusiones similares han sido propuestas por otros grupos utilizando
como organismo modelo S. cerevisiae y usando otras técnicas diferentes (Dell’Angelica et
al., 2000; Hirst et al., 2000; Zhdankina et al., 2001; Abazeed and Fuller, 2008), lo cual

valida nuestra aproximacion experimental.

Los resultados anteriores muestran que hay una reduccién de la llegada de Vps10-
GFP al PVE en el mutante gga21A gga22A, sin embargo, no se produce un bloqueo total
del receptor en el TGN. De acuerdo con esto, se observd por microscopia que al menos
parte de Cpyl llegaba a la vacuola (figura 14C). Esto indicaba que parte del trafico de
Vps10y de Cpyl hacia el PVE y la vacuola tenia lugar de forma independiente a la funcion
de los GGAs, por lo que se decidié estudiar qué otros factores estarian facilitando su
trafico. En este sentido, se intentd construir un mutante triple apm1A gga21A gga22A.
Tras varios intentos se consiguid obtener un uUnico clon de esta cepa, aunque era muy
dificil trabajar con él y no se pudo estudiar el trafico de Vps10 en ausencia de AP1 y de

los GGAs.
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Figura 13. Anadlisis de la localizacion de Vps10-GFP en ausencia de los GGAs. A: Células del WT y de gga21A
gga22A expresando Vps10-GFP y Cherry-FYVE. Las flechas indican endosomas alterados. B: Células del WT y de
gga21A gga22A expresando Vps10-GFP y Cfr1-RFP. En A y B las imagenes se capturaron con un microscopio
confocal spinning disk y son el plano medio celular. C: Porcentaje de colocalizacidn de los puntos de Vps10-GFP y
Cherry-FYVE en las cepas indicadas. D: Porcentaje de colocalizacion de los puntos de Vps10-GFP y Cfr1-RFP en las
cepas indicadas. En C y D se muestra la media, desviacion tipica y significacion estadistica de tres experimentos
independientes, en cada uno de los cuales se ha evaluado un minimo de 400 puntos de Vps10-GFP. La significacion
estadistica se ha determinado usando el test de comparacién multiple de Sidak (c) o de Tukey (d) tras ANOVA. ns,
no significativo ***, p< 0,001; **** p< 0,0001. Barras de escala, 5 um. ggadA4, gga21A gga22A

1.4. AP-3 en el trafico anterégrado de Vps10.

A continuacidn, se decidié analizar si en ausencia de los GGAs el trafico de Vps10-
GFP hacia el PVE estaria siendo mediado por el complejo AP-3 siguiendo la ruta ALP. Al
analizar la localizacién de Vps10-GFP con respecto a Cherry-FYVE en el mutante triple
apm3A gga21A gga22A, se observd que el receptor seguia llegando al PVE en esta cepa

(figura 15). Esto indicaba que en ausencia de los GGAs el complejo AP-3 no era el
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encargado de facilitar el transporte de Vps10 hacia el PVE. Este resultado esta de acuerdo
con los resultados previos obtenidos en S. cerevisiae en los que no se observan defectos
en el trafico de las proteinas que siguen la ruta CPY en mutantes del complejo AP-3

(Cowles et al., 1997; Stepp et al., 1997).

A

Cfr1-RFP

ggalA

GFP-FYVE Superposicion

Figura 14. Localizacién marcadores de TGN y PVE y trafico de Cpy1l en ausencia de los GGAs. A: Células del WT
y de gga21A gga22A (ggalA) con GFP-FYVE y Cfr1-RFP. B: analisis de secrecion de Cpyl mediante ensayo dot-
blot de colonias de las cepas indicadas, incubadas en EMM durante 4 dias a 282C. C: Células del WT y de gga21A
gga22A (ggaAA) con GFP-FYVE y Cpyl-Cherry. En A y C las imagenes fueron capturadas con un microscopio
confocal spinning disk y son el plano medio celular. Barras de escala, 5 um.
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1.5. Ent3 en el trafico anterogrado de Vps10.

Como se ha indicado en la introduccion, en S. cerevisiae hay dos epsinas que
participan en el trafico desde el TGN (Ent3 y Ent5). En S. pombe hay una Unica epsina

(Ent3) homodloga a estas (Pombase, https://www.pombase.org/) que estd sin

caracterizar. Esta epsina, de la misma manera que Gga22, se encuentra mayoritariamente
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en el TGN de acuerdo a su colocalizacién con el marcador Cherry-PH (dominio Pleckstrin
Homology de la proteina humana Fapp1) que reconoce el PI4P presente en este organulo
(figura S2, anexo). Esto concuerda con una posible funcion de Ent3 en el trafico desde el
TGN. Por ello se analizd el papel de esta epsina en la salida de Vps10 desde esta

estructura. Este estudio se llevé a cabo tanto en presencia como en ausencia de los GGAs.

A

Vps10-GFP Cherry-FYVE

apm3A
ggaldA

Figura 15. Contribucion de AP-3 al trafico de Vps10 en ausencia de los GGAs. A: Células del WT y de apm3A
gga21A gga22A (apm3A ggalAA) con Vpsl0-GFP y Cherry-FYVE. Las imagenes fueron capturadas con un
microscopio confocal spinning disk y son el plano medio celular. Barras de escala, 5 um.

Primero se evalud la llegada de Vps10-GFP al PVE, cuantificando la coincidencia de
los puntos de esta proteina con el marcador Cherry-FYVE. Como se observa en la figura
16C, en el mutante ent3A hay un ligero descenso del nivel de colocalizacidon con este
marcador (37,46+0,75% frente a 42,07+2,08% del WT). Este descenso se corresponde con
una menor salida del receptor desde el TGN, como se observa al analizar el nivel de
colocalizacion con Cfr1-RFP (figura 16D), pasando de un 6.78%2,37% en el WT a un
14,68+3,16% en ent3A. Esta alteracion no se debe a un efecto indirecto causado por una
deslocalizacion de otras proteinas involucradas en el transporte entre el TGN y el PVE, ya
que la cadena ligera de clatrina (Clcl), Apm1, Gga22 y la SNARE Pepl2 presentan una
localizacion similar en la cepa WTy en ent3A (figura S3, anexo). El resultado anterior esta
de acuerdo con el defecto observado en el procesamiento de Cpyl en el mutante ent3-1
en S. cerevisiae (Friant et al., 2003). En el mutante doble ent3A gga21A los niveles de

colocalizacidon de Vps10 con Cherry-FYVE y con Cfr1-RFP son similares a los de ent3A
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(figura 16). En el mutante doble ent3A gga22A y en el triple ent3A gga21A gga22A el
porcentaje de colocalizacion de Vps10-GFP con Cherry-FYVE se reduce mas que en las
cepas anteriores (hasta el 21,25+2,18% vy el 16,03+0,73% respectivamente, frente al
42,0742,08% del WT; figura 16A y C). Esto se corresponde con un mayor aumento del
nivel de colocalizacién con el marcador de TGN (21,47+1,36% en ent3A gga22A vy
19,7543,69% en ent3A gga21A gga22A, frente al 6.78+2,37% del WT; figura 16B y D).
Ademas, al analizar la secrecion de Cpyl mediante un ensayo de dot-blot se vio que esta
proteina se secreta parcialmente en ent3A gga22A y esta secrecion es algo mas severa
en el mutante triple ent3A gga21A gga22A, aungue sin llegar a alcanzar los niveles de
pik3A (que no sintetiza PI3P; figura 14B). En conjunto estos resultados nos indican que

Ent3 facilita la salida de Vps10 desde el TGN y colabora con Gga22 en este proceso.
1.6. Endocitosis en el trafico de Vps10 hacia el PVE en ausencia de GGAs-Ent3.

A pesar de los defectos vistos en la llegada de Vps10-GFP al PVE en los mutantes sin
los GGAs, sin la epsina o en la combinacidn de sus deleciones, en todos los casos llega una
parte de Vps10 a dicho compartimento. Debido a esto se quiso explorar la posibilidad de
gue esta fraccion de proteina estuviera alcanzando el PVE mediante su secrecion vy
endocitosis a través de la membrana plasmatica. Un mecanismo similar se habia descrito
en S. cerevisiae para mutantes de clatrina (Deloche and Schekman, 2002). Para analizar
esta posibilidad se tratd a diferentes mutantes con la droga Latrunculina A que inhibe la
polimerizaciéon de la actina, de manera que en su presencia se bloquea la endocitosis. De
esta forma, si una parte de Vpsl0-GFP se estuviera secretando hacia la membrana
plasmatica en alguna de las cepas, esta quedaria retenida (al menos parcialmente) en la
superficie celular tras el tratamiento. Como control se analiz6 la localizacion de GFP-Syb1,
una SNARE homdloga a Sncl de S. cerevisiae que cicla entre el TGN y la membrana
plasmatica (Lewis et al., 2000). Como se observa en la figura 17, GFP-Syb1 se visualiza en
la membrana plasmatica en los polos celulares y la zona del septo tras 10 minutos de
tratamiento. Sin embargo, en ninguna de las cepas analizadas en estas condiciones (WT,
gga224, gga2lA gga224, ent3A y ent3A gga22A) se observa a Vpsl0-GFP en la
membrana plasmatica. Esto demuestra que en ausencia de estos genes Vps10-GFP no

llega al PVE a través de la membrana plasmatica.
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Figura 16. Andlisis del trafico de Vps10-
GFP en ausencia de Ent3 y GGAs. A:
Células del WT, ent34 gga214, de ent3A
gga22A y ent3A gga21A gga22A (ent3A
ggaAA) con Vps10-GFPy Cherry-FYVE. B:
Células del WT, ent34 gga214, de ent3A
gga22A y ent3A gga21A gga22A (ent3A
ggalA) con Vps10-GFP y Cfr1-RFP. Las
imdgenes se capturaron con un
microscopio confocal spinning disk y son
el plano medio celular. C: Porcentaje de
colocalizacion de los puntos de Vps10-
GFP y Cherry-FYVE en las cepas
indicadas. D: Porcentaje de
colocalizaciéon de los puntos de Vps10-
GFP y Cfr1-RFP en las cepas indicadas.
En Cy D se muestra la media, desviacion
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experimentos independientes. En cada
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ANOVA. ns, no significativo; *,p< 0,05;
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En conjunto, los resultados obtenidos nos indican que una parte de Vps10-GFP llega
al PVE con la colaboracion de los GGAs y Ent3 y otra fraccion alcanza esta estructura de
manera independiente a la funcidn de estos adaptadores. Ademas, esta ultima parte no
alcanza su destino por la ruta mediada por AP-3 o a través de la membrana plasmatica.

Esto muestra que existen mecanismos adicionales actuando en el trafico de Vps10 desde

el TGN hacia el PVE.

Vps10-GFP
+Lat.A

ey Figura 17. Papel de la endocitosis en el trafico de Vps10-GFP. Las células
(?J" f_ de las cepas indicadas fueron tratadas con latrunculina A (+Lat.A) durante
o 3 10 minutos y fotografiadas. Las imagenes fueron capturadas con un
6 * microscopio de fluorescencia convencional Leica DM RXA. Barra de

escala, 5 um. ggad4, gga21A gga22A.

2. Uso de Cpsl para analizar la funcion de GGAs y Ent3 en el trafico entre

el TGN, el PVE y la Vacuola.

A continuacion, se quiso explorar si los GGAs y Ent3 facilitarian el transporte de otras
proteinas que viajasen por la misma ruta que Vps10. En este sentido, se decidié analizar
el trafico de la proteasa Cpsl que también sigue la ruta CPY hacia la vacuola (explicado

en el apartado 6.2 de la introduccidn).
2.1. Analisis del trafico entre el TGN y el PVE.

Para analizar el trafico de Cpsl, primero se construyd una cepa con Cpsl marcada
con GFP en el extremo N-terminal, la cual estaba unida a su vez a ubiquitina (Ub:GFP-
Cps1). Esta construccion se integré en el cromosoma. Construcciones similares se han
usado para seguir el trafico de esta proteina, aunque siempre expresadas en plasmidos
(Ilwaki et al., 2007; Odorizzi et al., 1998). A continuacidn, se observé su localizacidén tanto

en la cepa WT como en diferentes mutantes. Se usé como marcador de las vacuolas el
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colorante fluorescente Blue CMAC que tifie el lumen de estos organulos (Davidson et al.,
2016). De acuerdo a lo esperado, Ub:GFP-Cpsl en la cepa silvestre se encontraba
localizada principalmente en el interior de las vacuolas, observdndose también en puntos
brillantes cercanos a este organulo (figura 18A). En el mutante del ESCRT vps274, donde
el proceso de formacién de vesiculas internas en el PVE esta bloqueado (Frankel and
Audhya, 2018), esta construccion se observd en la membrana de las vacuolas y en puntos
adyacentes a estos organulos (figura 18A). En los mutantes ent34 y ent3A gga21A la
localizacion de esta proteina era similar a la del WT (figura S4, anexo), si bien se
apreciaban vacuolas de menor tamafio que en este (observadas también con otros
marcadores, figura 20). Sin embargo, en gga21A4 gga224, ent3A gga22A y ent3A gga21A
gga22A se veia menos fluorescencia en el lumen de las vacuolas y mas fluorescencia en
puntos intracelulares que, en algunos casos, parecian tener un mayor tamafio que en el
WT (figura 18A). La menor intensidad de fluorescencia de Ub:GFP-Cps1 en las vacuolas
de estos mutantes se confirmé realizando un line scan en estas estructuras (figura 18B).
Esto indicaba que existia una alteracidn en el trafico de Ub:GFP-Cps1 hacia la vacuola en
estos mutantes. Ademas, esta alteracién parecia diferente a la observada en el mutante

del ESCRT.

A continuacion, se decidié estudiar con mas detalle el trafico de Ub:GFP-Cps1 en
ausencia de los adaptadores para determinar a qué nivel se estaban produciendo las
alteraciones. En primer lugar, se evaluod si Ub:GFP-Cps1 se estaba quedando parcialmente
retenida en el TGN como le sucedia a Vps10-GFP. Para explorar esta posibilidad se
observé la colocalizacién de los puntos de esta proteina con los del marcador de TGN
usado previamente (Cfr1-RFP). Como se puede observar en la figura 18C, mientras que
en el WT resultaba dificil detectar puntos en los que coincidiesen estas dos proteinas, en
los mutantes gga21A gga22A y ent3A gga22A se observaban algunos puntos en los que
colocalizaban (flechas, figura 18C). Esto sugeria que parte de Ub:GFP-Cpsl podia estar
guedando retenida en el TGN. Para analizar esto con mas detalle se decidid cuantificar el
nivel de colocalizacién de los puntos de estas dos proteinas. Primero se tuvo que eliminar
la sefial procedente de las vacuolas, que eran especialmente brillantes en el WT. Con este

fin, se realiz6 una tincion de las cepas anteriores con el colorante fluorescente Blue
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CMAC. Posteriormente, se sustrajo esta sefial de la del canal de la GFP eliminando asi la
fluorescencia de Ub:GFP-Cpsl presente en las vacuolas. De esta manera en la imagen

resultante quedaron sdélo los puntos de proteina presentes en otras estructuras.
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Figura 18. Localizacion de Ub:GFP-Cps1 en ausencia de los adaptadores Ent3 y GGAs. A: Distribucion de Ub:GFP-
Cpsl y de las vacuolas (CMAC) en las cepas indicadas. B: Ampliacidon de vacuolas representativas en las cepas
indicadas. Las gréficas representan la intensidad de fluorescencia (u.a.) de la GFP a lo largo de las lineas
discontinuas. C: colocalizacién de Ub:GFP-Cpsl y Cfr1-RFP. Las flechas muestran puntos donde coexisten. Se
muestran las vacuolas tefiidas con Blue CMAC. D: Porcentaje de colocalizacion de los puntos de Ub:GFP-Cpsl y
Cfr1-RFP en las diferentes cepas indicadas. Se cuantificaron al menos 150 puntos de Cpsl procedentes de un
Unico experimento. Las fotos son de un Unico plano, adquiridas con un sistema de microscopia Delta Vision (A 'y
B) o con un microscopio confocal spinning disk (C). Barra de escala, 5 um. ggaAA, gga21A gga22A.
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Finalmente, se cuantificd la colocalizacién de esos puntos con los de Cfr1-RFP. Asi se
observé que soélo un 8% de los puntos de Ub:GFP-Cps1 colocalizaban con el marcador de
TGN en una cepa WT (figura 18D). Sin embargo, en las cepas gga21A gga22A y ent3A
gga22A este porcentaje aumentaba hasta el 44% y el 23% respectivamente. Esto
confirmaba que parte de la proteina se estaba quedando retenida en el TGN en estos

mutantes.
2.2. Analisis del trafico desde el PVE hacia la vacuola.

Tras los resultados anteriores se decidid explorar si parte de Ub:GFP-Cps1 estaba
presente también en el PVE, ya que en el WT los puntos de esta proteina no coincidian
practicamente con el marcador del TGN y en los mutantes la colocalizacion era parcial.
Ademas, en estos ultimos, los puntos mas grandes no parecian coincidir con el marcador
de TGN. Para examinar esto, se observo la localizacion de Ub:GFP-Cps1 con respecto al
marcador de PVE usado anteriormente (Cherry-FYVE). En el WT la mayoria de puntos
extravacuolares de Ub:GFP-Cps1 coincidian con el marcador de PVE (figura 19A). En los
mutantes gga21A4 gga22Ay ent3A gga22A también existia bastante coincidencia de estos
puntos con los de Cherry-FYVE, especialmente de aquellos mas grandes (figura 19A y
flechas). Estas estructuras mas grandes no estaban presentes en el WT, lo cual apuntaba

a una alteracion morfoldgica de este organulo a la que se hara referencia mas adelante.

Debido a las observaciones anteriores, y teniendo en cuenta también que existia una
menor sefial de Ub:GFP-Cpsl en las vacuolas de los mutantes gga21A gga224, ent3A
gga22A y ent3A gga2l1A gga22A, se decidio examinar si el trafico desde este organulo
hacia la vacuola podia estar alterado. Para ello, se analizé por western blot el estado de
Ub:GFP-Cps1 en los diferentes mutantes. Cuando esta proteina alcanza el lumen de la
vacuola (tras ser incluida en las vesiculas internas del PVE), sufre un corte proteolitico.
Como consecuencia, se libera por una parte la proteina madura y por otra la GFP unida a
una pequefia porcion de la proteina (con el dominio transmembrana) que sera
degradada, liberandose asi la GFP (Reggiori and Pelham, 2001). De esta forma, la banda
de GFP libre detectada mediante western blot es un buen indicador para determinar la

cantidad de Ub:GFP-Cps1 que alcanza el lumen de la vacuola.
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Figura 19. Localizacion y procesamiento de Ub:GFP-Cpsl en ausencia de los adaptadores Ent3 y GGAs. A:
Colocalizacion de Ub:GFP-Cpsl1 con Cherry-FYVE en las cepas indicadas. Las fotos son planos medios adquiridos
con un microscopio confocal spinning disk. B: Western blot de extractos totales de las cepas sefialadas que
expresan Ub:GFP-Cps1. El mismo experimento se ha expuesto durante un tiempo corto (panel superior) o durante
un tiempo mas largo (x5; panel medio). El asterisco indica una banda inespecifica, la flecha sefiala la banda de la
GFP y la punta de flecha sefiala una banda de 40 KDa presente en algunos mutantes. Como control de carga se
muestra la cantidad de tubulina (panel inferior). C: Cuantificacién de la banda de la GFP con respecto a la cantidad
de proteina total usando el programa Imagel. Se muestra la media y desviacién tipica de tres experimentos
independientes. El nivel de significacion se ha calculado con el test de comparacién multiple de Sidak tras ANOVA.
ns, no significativo; *,p< 0,05; **,p< 0,01; **** p< 0,0001. Barra de escala, 5 um. ggadA4, gga21A gga22A.
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Como se observa en la figura 19B, en los extractos proteicos procedentes del WT se
ve una banda de 28 KDa muy fuerte (correspondiente al tamano de la GFP). De acuerdo
con lo esperado, en una cepa sin una de las subunidades del ESCRT (vps274), en la que
Ub:GFP-Cps1 no llega al lumen de la vacuola, no se observa esta banda (figura 19B). En
el mutante ent3A y en el ent3A gga21A se aprecia la banda de 28 KDa con una intensidad
similar a la del WT (figura 19B). En los mutantes gga21A gga22A y ent3A gga22A se
observa una reducciéon de la intensidad de esta banda con respecto al WT (figura 19B).
Esta reduccion es algo mas evidente en el mutante triple ent3A gga21A gga22A (figura
19B). Esto mismo se aprecia en la grafica con las cuantificaciones de tres experimentos
independientes en la que se representa la cantidad de GFP con respecto a la cantidad de
proteina total (figura 19C). Ademas, en los mutantes de los adaptadores en los que se
observa una reduccién de la banda de la GFP, se detecta una acumulacidon de una banda
de unos 40 KDa que no esta presente en el WT y que es diferente al patron de bandas
presente en vps27A (punta de flecha, figura 19B). Estos resultados sefialan que en los
mutantes gga21A gga22A, ent3A gga22Ay ent3A gga21A gga22A existe un defecto en el
transporte de Ub:GFP-Cps1 desde el PVE al lumen de la vacuola y que este es diferente al
defecto observado en vps27A. Esto esta en consonancia con los resultados previos
obtenidos en S. cerevisiae en los que se han observado defectos en el procesamiento de
Cpsl en los mutantes ggalA gga2A, ent3-1 y en ent3A ent5A (Costaguta et al., 2001;
Duncan et al., 2003; Eugster et al., 2004; Friant et al., 2003).

Como resumen de esta parte, se puede decir que se requiere la colaboracion entre
Gga22 y Gga2l, y entre Gga22 y Ent3 para que se produzca una salida eficiente de Cpsl
desde el TGN. Ademas, la parte de Cps1 que llega al PVE en ausencia de estos adaptadores

no se envia eficazmente hacia la vacuola, detectandose un procesamiento anormal.
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3. Andlisis del transporte hacia la vacuola de otras proteinas (Vphl) en

ausencia de GGAs y Ent3.

Vph1, una subunidad del dominio VO de la ATPasa vacuolar, es una proteina con
multiples pasos transmembrana que sigue la ruta CPY para alcanzar la membrana de la
vacuola (Conibear and Stevens, 1998; Gerrard et al., 2000; Piper et al., 1995). Se decidio
analizar su localizacién para evaluar si todas las proteinas que viajaban por esta ruta
presentaban una distribucidn alterada en cepas sin los GGAs y/o Ent3. Como se puede
observar en la figura 20A, la distribucion de Vph1-GFP en los mutantes carentes de los
diferentes adaptadores era similar a la del WT, visualizdndose en la membrana vacuolar.
En vps27A esta proteina, ademas de presentar esta localizacion, se observaba en algun
punto intracelular que podria corresponderse con el PVE aberrante que se forma en
ausencia del ESCRT (el endosoma E). Esto indica que Vph1 sigue esta ruta también en S.
pombe. Ademas, se comprobd mediante una tincidon con quinacrina que las vacuolas se
estaban acidificando correctamente en los mutantes de los adaptadores, lo que
demostraba que la ATPasa era funcional (figura 20B). Estos resultados indicaban que los
GGAs y la epsina Ent3 no facilitan el transporte de todas las proteinas que siguen la ruta

CPY.

gga2iA ent3A

A WT gga22A gga22A ent3A gga22A vps27A

Vph1-GFP

B gga2iA ent3A ent3A ent3A
WT gga22Ad gga22A ent3A gga22A gga22A gga2ildga22A

Quinacrina

Figura 20. Localizacion y funcionalidad de la v-ATPasa vacuolar en ausencia de los adaptadores. A: distribucidn
de Vph1-GFP en las cepas indicadas. Las imagenes se adquirieron con un microscopio Nikon 90i. La flecha sefiala
la acumulacién anémala de Vph1-GFP en vps27A. B: las vacuolas de las cepas indicadas se tifieron con el
colorante quinacrina. Las imagenes son planos medios adquiridos con un sistema de microscopia Delta Vision.
Barra de escala, 5 um.
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4. Papel de los GGAs y de Ent3 en el reciclaje de proteinas desde el PVE.

4.1.Trafico retrégrado de Vps10 desde el PVE.

En S. cerevisiae la estabilidad del receptor Vps10 se ha utilizado como indicador de
su trafico. En ciertos mutantes o condiciones esta proteina sufre una degradacién
proteolitica parcial. Esto sucede, por ejemplo, en los mutantes del complejo ESCRT, en
los que Vps10 queda atrapado en el endosoma E sin posibilidad de reciclar hacia el TGN
y por ello se produce su degradacién por proteasas presentes en dicha estructura
(Cereghino et al., 1995; Piper et al., 1995; Raymond et al., 1992). Ademas, se ha detectado
la degradacidn del receptor cuando se delecionan ciertas partes del extremo C-terminal
del mismo y en alglin mutante del retrémero. En estos dos ultimos casos Vps10 queda
retenido en la vacuola y expuesto a la accion de las proteasas (Cereghino et al., 1995;
Seaman et al., 1997). En este sentido, se sabe que Pep4 es la proteasa vacuolar
responsable del corte proteolitico del receptor (Cereghino et al., 1995; Piper et al., 1995).
Como se puede deducir de estos resultados, Vps10 pierde la estabilidad en aquellas

situaciones en las que queda retenido en la vacuola o en un PVE alterado.
4.1.1. Caracterizacion del trafico retrégrado de Vps10 en S. pombe.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores obtenidos en S. cerevisiae, se decidié
profundizar en la caracterizacién del trafico retrégrado del receptor en S. pombe. En este
organismo se ha visto que Vps10 sufre una degradaciéon parcial en los mutantes del
retrémero (lwaki et al., 2006). Se comprobé si esto también sucedia en mutantes del
ESCRT. Para ello se analizd Vps10-GFP por western blot en los extractos de la cepa vps274,
en paralelo alos del WT y a los del mutante del retromero vps35A. En este ultimo mutante
se detectd una banda por debajo de la correspondiente a la proteina entera (figura 21A),
lo que coincidia con los resultados publicados anteriormente (lwaki et al., 2006). Esta
banda era poco intensa indicando que sélo una pequefia fraccién de las moléculas de
Vps10-GFP estaba sufriendo protedlisis. En el WT y en el mutante vps27A no se observo
esta banda, por lo que el receptor no se estaba degradando (figura 21A). Para obtener
mas informacién sobre el entorno donde ocurria la degradacion parcial de Vps10, se

analizaron extractos celulares del WT, de vps354, de apm1A (que en S. pombe presenta
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un TGN alterado; Kita et al., 2004) y de pik3/vps34A (figura 21B). Este ultimo mutante no
puede sintetizar PI3P, por lo que presenta un PVE y vacuola alterados (Takegawa et al.,
1995) y Vps10-GFP se queda retenido en la membrana vacuolar (figura 21C). Como se
observa en la figura 21B, la banda de degradacion estaba presente en pik3/vps34A y en
vps35A pero no en apm1A4, apoyando la idea de que la degradacion parcial sucede en el

entorno del PVE-vacuolay no en el TGN.
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western blot de la proteina Vps10-GFP de
extractos totales procedentes de las
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Vps10-GFP y Vps10* sefiala la banda de la
forma truncada de esta proteina. A:
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FYVE en WT y gga2l1A gga22A (ggalA).
Las imagenes son planos medios
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A continuacién, se quiso confirmar que la banda de menor tamafno de Vps10-GFP
presente en los extractos de estos mutantes se estaba produciendo por la accién de
proteasas. En S. pombe no hay un homdlogo claro de la proteasa Pep4 de S. cerevisiae;
sin embargo, las proteasas vacuolares Isp6 y Psp3 son necesarias para el procesamiento
de CpylyALP, como ocurre con Pep4 en S. cerevisiae (Mukaiyama et al., 2011). Por tanto,
se pensd que estas proteasas podrian ser las responsables del corte de Vps10-GFP. Para
examinar esto se analizaron extractos de la cepa WT y del mutante vps35A portando las
deleciones de isp6* y/o de psp3*. En la cepa WT no se apreciaba la banda de degradacién
en ninguno de los casos (figura 21D). En la cepa vps35A psp3A se seguia observando esta
banda, sin embargo, se dejoé de detectar en vps35A isp6A y vps35A psp3A isp6A (figura
21D). Esto confirmaba que esta banda de menor tamafio se estaba formando por la
degradacion proteolitica de Vps10-GFP y que esta se estaba produciendo por la accion de
Isp6. Ademas, se evalud la localizacidon de Isp6-GFP y se constatd que esta proteasa estaba
presente en la vacuola, acorde con resultados publicados previamente (Mukaiyama et al.,
2011) y en el PVE (figura 21E). Esto confirmaba la idea de que la degradacion de Vps10-

GFP estaba ocurriendo en este entorno.
4.1.2. Andlisis de los mutantes sin los adaptadores GGAs-Ent3.

Tras las conclusiones anteriores se decidi6 complementar los resultados de
microscopia previos en los que se habia visto un defecto en la salida de Vps10-GFP del
TGN en mutantes sin los GGAs y/o Ent3. En este sentido, se pensd en delecionar
diferentes combinaciones de GGAs y epsina junto con la delecion del retromero (vps354).
De esta manera, al existir una menor salida de Vps10-GFP desde el TGN en las cepas sin
los adaptadores de clatrina, se veria una disminucién en la intensidad de la banda de
degradacion presente en el mutante simple vps35A. Un experimento parecido se habia
realizado en S. cerevisiae donde se habia visto que en el mutante triple ggalA gga2A
vps28A desaparecia la banda de degradacidon de Vps10 observada en el mutante simple
del ESCRT vps28A (Costaguta et al., 2001). De este resultado se ha interpretado que existe
un bloqueo del receptor en el TGN en ausencia de los GGAs y esto impide que Vps10
llegue al endosoma E y se degrade. Siguiendo esta estrategia, primero analizamos lo que

le sucedia a Vps10-GFP en la cepa gga22A vps35A. En esta cepa se observd un patrén
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electroforético similar al observado en el mutante simple vps35A (figura 22A), lo cual esta
de acuerdo con que una parte del receptor sale del TGN en ausencia de Gga22. Después,
se quiso ver lo que sucedia en el mutante gga21A gga22A vps35A y en ent3A vps354, sin
embargo, no se pudo construir estas cepas, indicando que existia una fuerte interaccion
génica entre vps35* y los genes de los adaptadores. Este resultado apuntaba a un posible
rol de los GGAs y Ent3 en el trafico retrégrado desde el PVE hacia el TGN. Para explorar
esta posibilidad se analizé la estabilidad de Vps10-GFP en mutantes carentes de GGAs y/o
Ent3 con el gen silvestre vps35*. De esta forma, se detectd una banda de degradacion de
Vps10-GFP en los extractos de los mutantes gga2l1A gga22A, ent3A gga22A y ent3A
gga21A gga22A, pero no en los de gga21A4, gga22A, ent3A y ent3A gga21A (figura 22B).
Ademas, esta banda se producia de manera dependiente de Isp6 de forma similar a lo
que ocurria con el mutante del retrdmero (figura 22C). Esta degradacién no se debia a
una deslocalizacién de Isp6-GFP (figura 21E) ni a un aumento de la cantidad de la proteasa
en estos mutantes (no mostrado). Tampoco se debia a una deslocalizacion del retrémero
ya que Vps35-GFP no cambia su distribucidn en estas cepas (ver mas adelante). Todos
estos resultados muestran que en el mutante del retrdmero y en los mutantes gga21A
gga22A, ent3A gga22A y ent3A gga2lA gga22A, Vpsl0-GFP sufre una degradacién
parecida y que esta tiene lugar en el entorno del PVE/vacuola. Esto indica que la
colaboracién de Gga22 con Ggga21 y/o Ent3 es necesaria para que se produzca un trafico
retrogrado eficiente del receptor desde el PVE al TGN. El rol de estas proteinas en el
trafico retrégrado de Vpsl0-GFP estd apoyado también por el hecho de que en los
mutantes gga22A vps27A y ent3A vps27A se produce una banda de degradacion similar
a la de vps35A (figura 22D).
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Figura 22. Andlisis del procesamiento de Vps10-GFP en ausencia de Ent3 y GGAs. A-D. Western blots de la
proteina Vps10-GFP en extractos totales de las cepas indicadas. Vps10 indica la banda de Vps10-GFP y Vps10*
sefiala la banda de la forma truncada de esta proteina. A: Vps10-GFP se procesa en gga224 vps35A. B: Vps10-
GFP se procesa en gga21A gga22A, ent3A gga22Ay ent3A gga21A gga22A. El mismo experimento se ha expuesto
durante un tiempo largo (panel superior) o durante un tiempo mds corto (x1/3; panel medio). Se muestra
también la cantidad de tubulina en cada cepa (panel inferior). C: el procesamiento de Vps10-GFP en gga21A
gga22A, ent3A gga22A y ent3A gga21A gga22A depende de Isp6. D: Vps10-GFP se procesa en gga22A4 vps274,
gga21A gga22A vps27A y ent3A vps27A. ggall, gga2l1A gga22A.




4.2.Reciclaje de Syb1l en mutantes sin los adaptadores GGAs-Ent3.

Syb1 es la SNARE homodloga a Sncl de S. cerevisiae. En este ultimo organismo se ha
visto que en los mutantes ggalA gga2A, ent3-1 y ent3A ent5A presenta un reciclaje
defectivo hacia la membrana plasmatica (Black and Pelham, 2000; Zimmermann et al.,
2010). En S. pombe esto se ha observado en gga21A gga22A (Hoya et al., 2017). En estas
cepas, Syb1/Sncl se ve mayoritariamente en compartimentos intracelulares, sin
embargo, se desconoce la naturaleza de dichas estructuras. Tras observar los problemas
de reciclaje de Vps10-GFP desde el PVE en algunos de los mutantes sin GGAs y Ent3, se
decidio evaluar si estos compartimentos celulares donde quedaba atrapada Syb1 podian
ser PVEs (al menos en parte). Para ello se analizo la distribucién de GFP-Syb1 con respecto
al marcador Cherry-FYVE en las cepas con defectos en el trafico retréogrado de Vps10-GFP
(gga21A gga224, ent3A gga22A y ent3A gga2lA gga22A). En el WT no se observd
colocalizacidon entre estas dos proteinas (figura 23A), sin embargo, en los mutantes
ambas proteinas colocalizaban en algunos puntos intracelulares (figura 23A). Al seguir
alguno de estos puntos a lo largo del tiempo (flechas, figura 23A), se vio que la
coexistencia de ambas proteinas era duradera y no algo transitorio (figura 23B). Estos
resultados muestran que parte de Syb1 se encuentra en el PVE de manera estable cuando
faltan los dos GGAs o Gga22 y Ent3. En S. cerevisiae, aunque no se ha observado esta
proteina en el PVE, algunos resultados indican que Sncl recicla desde esta estructura
hacia la membrana plasmatica (Hettema et al., 2003; Ma et al., 2017). Los resultados aqui
mostrados sefalan que este reciclaje es considerablemente menos eficiente en ausencia
de los adaptadores GGAs y Ent3. Ademds, muestran que la colaboraciéon entre estos

adaptadores se extiende al transporte de otras proteinas que no siguen la ruta CPY.
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Figura 23. Syb1-GFP se observa en el PVE de gga21A gga22A (ggaAA), ent3A gga22A y ent3A gga21A gga22
(ent3A ggaAA). A: colocalizacion de GFP-Syb1 con Cherry-FYVE en las cepas indicadas. Las imagenes son planos
medios capturados con un microscopio confocal spinning disk. Las cabezas de flecha sefialan los PVEs mostrados
en B a tiempo 0. B: montajes de imagenes del seguimiento en el tiempo de los PVEs sefalados en A. Cada imagen
es un unico plano. Se muestra la progresidon en el tiempo cada 1,62 segundos. Las imagenes originales se
corrigieron para el foto-blanqueamiento antes de realizar los montajes. Barra de escala, 5 um.

5. Morfologia del PVE en los mutantes carentes de GGAs-Ent3.

Cuando se analizé la localizacion de Vps10-GFP se observd que el tamafio de los
puntos en los que estaba presente era mas heterogéneo en los mutantes gga22A vy
gga21A gga22A que en el WT. Ademas, al cuantificar los puntos con un tamafio similar a

los del WT (20,071 um?), estos eran mas numerosos en los mutantes (figura 24A). Esto
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Figura 24. Caracteristicas del PVE en los mutantes de los adaptadores. A: Nimero de puntos de Vps10-GFP por

célula en las cepas indicadas. Se cuantificaron puntos > 0,071 um2 en un Unico plano de las imagenes. Se muestra
la media y desviacidn tipica de seis experimentos independientes. El nivel de significacion se calculd utilizando
el test de Tukey tras ANOVA. ns, no significativo; **,p< 0,01. B: Porcentaje de células de las cepas indicadas con

PVE muy grandes. Se cuantificaron puntos = 0,302 umz en proyecciones suma de imagenes con 13 planos,
adquiridos a lo largo de toda la célula. Se representa la media de dos experimentos independientes. Las imagenes
cuantificadas en Ay B fueron adquiridas con un microscopio confocal spinning disk.

ultimo se puede explicar porque en los mutantes parte de Vps10-GFP se esta quedando
retenida en el TGN, dando lugar a la aparicidon de nuevos puntos. Ademas, se observd que
en la cepa gga21A gga22A ciertas células presentaban algun punto de gran tamafio que
no se observaba en las células del WT. En torno al 45% de las células del mutante gga21A
gga22A presentaban uno o mas puntos de Vps10-GFP mayores a 0,301 um?, mientras
que dificilmente se veian puntos de este tipo en el WT (figura 24B). De acuerdo con la
colocalizacion con Cherry-FYVE, estos puntos eran PVE engrosados o alterados (flechas
en figura 13A). Estas estructuras mas grandes también se apreciaban al observar Ub:GFP-
Cpsl en gga21A gga22A y colocalizaban con Cherry-FYVE (felchas en figura 19A). Para
confirmar estos resultados se analizé la distribucidn de otros marcadores de PVE: Vps27-
RFP, Nhx1-GFP (un antiportador de Na*/H* presente en este compartimento; Nass and
Rao, 1998), GFP-Pep12 (presente en la membrana vacuolary el PVE; Hosomi et al., 2011)
y Vps35-GFP (figura 25). Con todas estas proteinas se observaron puntos fluorescentes
de gran tamafio en el mutante gga21A gga22A, confirmando la existencia de un PVE
alterado. Estos resultados estan de acuerdo con la alteracién en la organizacion del PVE

observada por microscopia electrdnica en este mutante (Hoya et al., 2017). Estos PVE
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aberrantes también se observaron en los mutantes ent3A gga22A y ent3A gga2lA
gga22A tanto con Vps10-GFP (figura 24B) como con otros marcadores (figuras 19Ay 25).
Estos resultados demuestran que la colaboracidn entre Gga22 y Gga2l y entre Gga22 y

Ent3 es necesaria para la correcta organizacién del PVE.

Vps35-GFP GFP-Pep12

Nhx1-GFP Vps27-RFP

WT

gga21Agga22A

Figura 25. Distribucion de distintos
marcadores de PVE en los mutantes de los
adaptadores. Distribucién de Vps35-GFP,
GFP-Pepl12, Nhx1-GFP y Vps27-RFP en las
cepas indicadas. Las imagenes son planos
medios adquiridos con un microscopio Nikon
90i o un sistema de microscopia Delta Vision.
Las flechas indican PVE alterados. Barra de
escala, 5 um.

ent3A gga22A

Como se ha mencionado anteriormente, en S. cerevisiae los mutantes del complejo
ESCRT presentan un PVE aberrante denominado endosoma E. Esta estructura contiene
marcadores de PVE/vacuola y de TGN (GGAs, Ent5, Vps10, Cpyl y Vph1l; Boman et al.,
2002; Cereghino et al., 1995; Eugster et al., 2004; Hirst et al., 2001; Piper et al., 1995;
Raymond et al., 1992; Urbanowski and Piper, 2001). Por ello se quiso explorar si el PVE
aberrante observado en los mutantes gga21A gga22A, ent3A gga22A y ent3A gga21A
gga22A podria ser una estructura similar al endosoma E. Sin embargo, se encontraron
una serie de evidencias en contra de esta hipodtesis. En primer lugar, en el mutante
gga21A gga22A no existia colocalizaciéon entre Cpyl-Cherry y GFP-FYVE (figura 14C)
indicando que esta proteina no se quedaba atrapada en el PVE como sucede en mutantes

del ESCRT. Tampoco se observo colocalizacién entre el marcador de PVE (FYVE) y el de

79



TGN (Cfrl) ni en el WT, ni en el mutante gga21A gga22A (figura 14A). Ademas, la
subunidad de la ATPasa Vph1 presentaba una localizacion vacuolar en las cepas gga21A
gga22A y ent3A gga22A similar a la del WT, mientras que en el mutante vps27A esta
localizacion estaba algo alterada (figura 20A). Asimismo, la degradacién parcial de Vps10-
GFP que sucede en los mutantes gga21A gga22A, ent3A gga22A y ent3A gga21A gga22A
no ocurre en el mutante vps27A. Por ultimo, el procesamiento y la localizacién de Ub:GFP-
Cpslesdiferente en vps27Ay en los mutantes de los adaptadores. Todos estos resultados
confirman que los mutantes gga21A gga22A, ent3A gga22A y ent3A gga21A gga22A no
presentan un endosoma de clase E. Por tanto, aunque posean un PVE alterado, esta

estructura es diferente a la observada en los mutantes del ESCRT.
6. Interacciones génicas entre gga21, gga22*, ent3*y vps27*.

Los resultados descritos en este trabajo muestran que Gga22 colabora con Gga21ly
con Ent3 en multiples pasos del trafico celular. Para entender si esta colaboracién tiene
relevancia para la fisiologia celular, se estudiaron las posibles interacciones génicas. En
primer lugar, se analizé el crecimiento de diferentes mutantes de estos adaptadores en
distintas condiciones de temperatura. Se observd que, mientras los mutantes simples no
presentaban un defecto de crecimiento a ninguna de las temperaturas analizadas, los
mutantes dobles gga21A gga22A y ent3A gga22A presentaban un defecto similar en el
crecimiento a 379C (figura 26A). Ademas, el mutante ent3A gga21A gga22A apenas crecia
a esta temperatura (figura 26A). Posteriormente se analizd el crecimiento de estas cepas
en condiciones de estrés osmotico/idnico, en presencia de KCl (figura 26B). En este caso
se observo que el mutante ent3A gga22A era ligeramente sensible a concentraciones de
0,6 M de este compuesto. El mutante gga21A gga22A presentaba una sensibilidad mayor
y el mutante triple ent3A gga21A gga22A apenas crecia en estas condiciones. Estos
resultados demuestran que la colaboracion entre estas proteinas es importante para el
crecimiento celular y esta de acuerdo con los fenotipos aditivos relacionados con el
trafico que se observan al delecionar gga22*y gga21* o ent3*. Estas interacciones génicas
concuerdan también con el hecho de que estas proteinas no son interdependientes para

su correcta localizacidn (figura 26C y S3, anexo).
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Figura 26. Los adaptadores GGAs y Ent3 son necesarios para el crecimiento en
determinadas condiciones de estrés. A: interaccion génica entre gga214, gga22A
y ent3A. B: interaccidn génica entre gga214, gga224, ent3Ay vps27A. Ay B ensayo
de crecimiento en gota en medio rico (YES) en las condiciones indicadas. Se
inocularon diluciones seriadas % a partir de una suspension inicial que contenia 3

ggaldA

x 10* células. Las placas se incubaron durante tres dias. C: distribucion de Ent3-GFP
en WT vy gga21A gga22A. Imagenes adquiridas con el microscopio Leica DM RXA.
Barra de escala, 5 um. ggadA4, gga21A gga22A.

Como se mencionaba anteriormente, no se pudieron obtener las cepas vps354
gga2l1A gga22A vy vps35A ent3A, lo cual sefialaba la existencia de interaccion génica entre
los mutantes de los adaptadores y del retrémero. En relacién con esto, se quiso investigar
la posible interaccidn génica con otros genes necesarios para el trafico desde el PVE. Para
ello se analizd la posible interaccion entre los genes de los adaptadores y los del complejo
ESCRT. Se observo que el mutante triple vps27A gga2lA gga22A presentaba un
crecimiento reducido a 372C con respecto a los mutantes vps27A y gga21A gga22A
(figura 26B). También existia interaccién génica en presencia de 0,6 M de KCl, condiciones
en las que el mutante triple apenas crecia (figura 26B). Ademas, el mutante doble ent34
vps27A crecia peor que los mutantes simples a 372Cy también con KCl (figura 26B). Estos
resultados demuestran la existencia de interaccion génica entre los genes de los
adaptadores GGAs/Ent3 y otros genes cuya funcion esta relacionada con el trafico desde

el PVE.
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El hecho de que los fenotipos observados en los mutantes gga21A4 gga22A y ent3A
gga22A sean parecidos y que los del mutante doble ent3A gga21A y el simple ent3A
también, podria sugerir que Gga2l y Ent3 actuasen en la misma ruta. Sin embargo, la
diferencia en fenotipos observada entre el mutante gga21A vps27A y el ent3A vps27A
(figura 22D y 26B) va en contra de esta hipdtesis. Ademas, la observacidn de un fenotipo
mas drastico en el mutante triple ent3A gga21A gga22A con respecto a los mutantes
dobles gga21A gga22A y ent3A gga22A también esta en contra de esta idea (figura 26A).

Estos resultados muestran que la relacién funcional entre los GGAs y Ent3 es compleja.
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Capitulo II:

Q)

Estudio de la SNARE Fsv1 y de su papel en el trafico entre el TGN

y la vacuola.






Antecedentes y objetivos

Como se ha expuesto en la introduccién, las SNAREs realizan una funcién esencial en
el tréfico intracelular mediando la fusion de membranas. Por ello, se ha querido explorar
también el papel de las SNAREs dentro del ambito de estudio del presente trabajo, es
decir, en el trafico entre el TGN, el PVE y las vacuolas. Una de las SNAREs que participan
en este trafico es la sintaxina 8, que en mamiferos participa en la fusion homotipica de
endosomas y en la fusién de los endosomas tardios con los lisosomas (Antonin et al.,
2000; Pryor et al., 2004). Sin embargo, estas conclusiones se han obtenido sobre todo a
partir de ensayos in vitro. Ademas, se conoce muy poco acerca de las consecuencias que
producen estas alteraciones en el trafico intracelular, a pesar de que esta SNARE se ha
relacionado con infeccion y enfermedades como la fibrosis quistica (Bilan et al., 2004;
Singh et al., 2018). En este sentido, aunque se ha descrito que su ausencia produce un
retraso en la endocitosis de algunos cargos y en la secrecidn de otros, poco se sabe sobre
su efecto en el trafico hacia el lisosoma (Chen et al., 2014; Renigunta et al., 2014). En S.
cerevisiae Syn8 inmunoprecipita con otras SNAREs que participan en el trafico entre el
TGN vy la vacuola, aunque su funcién se ha estudiado poco, ya que es parcialmente

redundante con la de Tlgl (Lewis and Pelham, 2002).

En S. pombe algunas de las SNAREs homodlogas a las que participan en el trafico entre
el TGN, el PVE y las vacuolas en otros organismos son esenciales. Sin embargo, Fsvl
(homdloga a sintaxina 8/Syn8) no lo es. Se sabe que en ausencia de Fsvl se produce un
retraso en la maduracién de Cpy1 y una secrecién andmala de esta proteasa, apuntando
a la participacion de esta SNARE en el trafico de Vps10 (Takegawa et al., 2003). Dado que
esta SNARE esta poco caracterizada tanto en esta levadura como en otros organismos, su
estudio resultaba atractivo. Por todo esto el objetivo de esta parte del trabajo ha sido
caracterizar la funcién de Fsv1l en el trafico entre el TGN, el PVE y las vacuolas mediante

analisis de microscopia in vivo. Los objetivos concretos han sido:

- Analizar el trafico de diferentes proteinas entre el TGN, el PVE y las vacuolas en el
mutante fsv1A.
- Analizar la morfologia del TGN, PVE y vacuolas en dicho mutante.

- Caracterizar la localizacion de Fsv1 y los elementos que participan en la misma.
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Resultados







1. Estudio del trafico hacia el PVE y la vacuola en el mutante fsv1A.

1.1.Tréfico de Vps10

De forma similar a lo realizado con los adaptadores en el apartado anterior, se utilizo
Vps10-GFP como herramienta para estudiar la funcién de Fsvl en el trafico entre el TGN
y el PVE. El uso del receptor con este fin era apropiado, ya que en el mutante fsviA de S.
pombe se habia descrito una alteracién en el trafico de Cpy1 (Takegawa et al., 2003). Asi
pues, se analizé la distribucion de Vps10-GFP en un mutante fsvIA. En esta cepa no se
observaban los puntos brillantes de Vps10-GFP presentes en el WT, sino que la proteina
aparecia con un patrén difuso (figura 27A). Por tanto, parecia que el receptor no estaba
llegando correctamente al PVE en el mutante. Ademds, en la cepa fsv1A se observaban
puntos con poca fluorescencia en el interior celular, alguno de los cuales se encontraba
cerca de la membrana plasmatica (flechas, figura 27A). Debido a esta observacion, se
pensd que quizas el receptor se estaba enviando hacia la superficie celular vy
endocitandose seguidamente, dando lugar a esas vesiculas. Para explorar esta opcion se
analizé la distribucién de Vps10-GFP tras inhibir la endocitosis mediante un tratamiento
con Latrunculina A. De esta manera, si el receptor se estaba enviando a la membrana
plasmatica, se acumularia en ella al inhibir la endocitosis. Sin embargo, tras un
tratamiento de 20 minutos con esta droga, Vps10-GFP no se acumulaba en la membrana
plasmatica en el mutante fsviA (figura 27B). Este resultado nos indicaba que el receptor
no se desviaba hacia esta estructura en ausencia de la SNARE. Como control de la
efectividad de Latrunculina A se usé la SNARE Syb1l. Como se ve en la figura 27B esta

proteina se acumula claramente en la superficie celular en presencia de la droga.

La distribucion de Vps10-GFP en el mutante fsv1A parecia indicar que no estaba
alcanzando correctamente el PVE. Con el fin de estudiar esto con mas detalle, se
bloquead el retorno del receptor desde esta estructura para ver si se acumulaba en ella
en ausencia de Fsvl. Como se ha mencionado anteriormente, el reciclaje del receptor
desde el PVE se bloquea en los mutantes del retromero y este queda atrapado en la
vacuola (lwaki et al., 2006; Seaman et al., 1997). Por tanto, se procedié a analizar la

localizacion de Vps10-GFP en una cepa sin la subunidad del retrdmero Vps35 y sin Fsvl.
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De acuerdo con resultados previos, Vps10-GFP se observé en la membrana de la vacuola
y en el endosoma prevacuolar en el mutante vps35A (figura 27A; Iwaki et al., 2006;
Seaman et al.,, 1997). En el mutante doble vps35A fsviA el receptor se encontraba
también en la membrana de la vacuola indicando que llegaba a este compartimento en
ausencia de la SNARE (figura 27A). De acuerdo con este resultado, Cpyl-Cherry alcanza
la vacuola en el mutante fsviA de manera similar a lo que ocurre en el WT (figura 27C).
Estos resultados muestran que el trafico hacia la vacuola no esta bloqueado en ausencia

de Fsvi.
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Figura 27. Localizacion de Vps10-GFP y Cpyl-Cherry en
ausencia de Fsvl. A: distribucién de Vpsl10-GFP en las
cepas indicadas. B: distribucion de Vps10-GFP o GFP-Syb1
en las cepas indicadas, tras un tratamiento con DMSO o con
latrunculina A (Lat.A) durante 20 minutos. C: distribucion
de Cpyl-Cherry en las cepas indicadas. Las imagenes son
planos medios y se adquirieron con un sistema de
microscopia Delta Visién. Barras de escala, 5 um.
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1.2.Organizacion del PVE en el mutante fsviA

Aunque Vps10-GFP se observaba en la membrana de las vacuolas tanto en vps35A
como en vps35A fsv1A, se podia apreciar una diferencia en la distribucién de esta proteina
entre las dos cepas. En el mutante vps35A se observaban unos puntos brillantes cercanos
a las vacuolas que no se apreciaban en el mutante doble vps35A fsviA. (figura 27A). Esos
puntos probablemente se correspondian con proteina localizada en el PVE. Ademas,
como se ha visto anteriormente, Vps10-GFP se distribuia de manera difusa en el mutante
simple fsviA, a diferencia de lo que ocurria en el WT dénde se encontraba
mayoritariamente en el PVE. Estas observaciones sugerian que el propio organulo podia
estar alterado en el mutante fsv1A. Para analizar esta posibilidad, se evalud la localizacién
de diferentes marcadores de PVE en esta cepa. Se usaron Vps27-RFP, Vps35-GFP y GFP-
Pepl2. En el WT, Vps27-RFP y Vps35-GFP se observaban mayoritariamente en puntos
brillantes (PVE), aunque presentaban también una sefnal débil en las vacuolas (figura 28).
En el mutante fsvlA estas proteinas se observaban en puntos con un tamafio menor y
una fluorescencia mas débil (ademas de en las vacuolas; figura 28). GFP-Pep12 se veia en
la membrana de las vacuolas y en el PVE en el WT (Hoya et al., 2017), mientras que en
fsviA se observaba fundamentalmente en la membrana de las vacuolas (figura 28).
Ademas, en esta ultima cepa se apreciaba mas fluorescencia difusa por el citoplasma.
Estos resultados indicaban que el PVE estaba alterado en fsv1A y apuntaban a una posible
fragmentacion de esta estructura. Esto estd de acuerdo con la participacidn de sintaxina
8 de mamiferos en la fusion de los endosomas tardios (Antonin et al., 2000). Ademas,

esta alteracidn explicaba la localizacién difusa de Vps10-GFP en este mutante.

Vps27-RFP Vps35-GFP GFP-Pep12
p e v Figura 28. Distribucién de
/ distintos marcadores de
WT . ) PVE en ausencia de Fsvl.
¥ i Localizacion de Vps27-RFP,
o Fi T Vps35-GFP y GFP-Pep12 en
- WT y fsvlA. Las imagenes
. ..-
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1.3.Tréfico hacia la vacuola en fsv1A en ausencia de AP-3.

Como se ha indicado, el trafico de Vps10-GFP y GFP-Pep12 hacia la vacuola no esta
bloqueado en el mutante fsv1A (figuras 27A y 28). Por tanto, pese a poseer un endosoma
prevacuolar aparentemente fragmentado, las proteinas alcanzan la vacuola. Esto
planteaba la duda de como llegaban a este orgdnulo. Una opcidén era que, pese a la
alteracion morfoldgica, las proteinas pudieran alcanzar la vacuola viajando a través del
PVE (por la ruta CPY). Otra posibilidad era que, debido a la alteracion del PVE, esta ruta
estuviera bloqueada y las proteinas alcanzasen la vacuola por una ruta alternativa. Esta
podia ser la ruta ALP que estd mediada por el complejo AP-3 y que facilita el trafico de
ciertos cargos de manera directa desde el TGN a la vacuola sin pasar por el PVE (Berger
et al., 2007; Cowles et al., 1997; Stepp et al., 1997; Sun et al., 2004). Para explorar estas
opciones se decidié estudiar el trafico de proteinas en ausencia de Fsvl y de Apm3
(subunidad del complejo AP-3). En primer lugar, se analizd la localizacion de Vps10-GFP
en el mutante triple vps35A fsviA apm3A. En esta cepa Vps10-GFP se observaba en la
vacuola de manera parecida a lo que ocurria en el mutante vps35A fsv1A (figura 29A). A
continuacion, se analizd la localizacién de GFP-Pepl12. Tanto en la cepa silvestre como en
las cepas fsv1A, apm3A 'y fsviA apm3A esta SNARE se veia en la membrana de la vacuola
(figura 29B). Estos resultados indican que en ausencia de Fsv1 las proteinas destinadas a
la vacuola no son desviadas por la ruta ALP, lo cual sugiere que alcanzan este orgdnulo

circulando a través del PVE alterado del mutante fsvi1A.

A WT vps354

fsv1Avps35A  fsv1Avps35A apm3A

Vps10-GFP

GFP-Pep12

Figura 29. Papel de AP-3 en el trafico de proteinas hacia la vacuola en ausencia de Fsv1. A: distribucién de Vps10-
GFP en las cepas indicadas. B: distribucién de GFP-Pep12 en las cepas indicadas. Las imagenes son planos medios
de las células y se adquirieron con un sistema de microscopia Delta Vision. Barra de escala, 5 um.
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1.4.Funcionalidad del PVE en fsv1A: trafico de Cps1.

Después de observar alteraciones en la distribucién de diferentes marcadores de PVE
en el mutante fsv1A (figura 28) y tras ver que el trafico hacia la vacuola a través de este
organulo no estaba bloqueado (figura 29), se decidid estudiar con mas detalle la
funcionalidad de este compartimento. Como se ha mencionado anteriormente, las
proteinas que tienen que ser degradadas o procesadas son incluidas en ILVs en este
compartimento celular y posteriormente son liberadas en la vacuola (Frankel and
Audhya, 2018). Ub:GFP-Cpsl sigue este mecanismo en su trafico hacia la vacuola
(Katzmann et al., 2001; Odorizzi et al., 1998; Reggiori and Pelham, 2001), por lo que se
utilizdé para estudiar cdmo ocurre este proceso en el mutante fsv1A. En primer lugar, se
analizé su distribucién por microscopia en este mutante. En el WT esta proteina se
observaba en el interior de la vacuola y en puntos correspondientes al PVE (figura 30A).
En el mutante del ESCRT vps27A esta construccién se observa en la membrana de la
vacuola y en puntos adyacentes correspondientes al PVE (figura 30A). En el mutante
fsviA Ub:GFP-Cpsl presentaba una distribucidn diferente a la del WT, detectandose en
la membrana de la vacuola, en pequefios puntos (alguno de ellos cercano a la superficie
celular) y presentando un marcaje algo difuso en el citoplasma (figura 30A). Al comparar
esta distribucidn con la del mutante del ESCRT vps27A se observaron algunas diferencias:
en la cepa sin Fsvl se apreciaba algo de marcaje en el interior de la vacuola y no se
observaban los puntos mas grandes y brillantes presentes en vps27A. Estos datos
parecian indicar que en fsvlA existia un defecto en la entrada de Ub:GFP-Cpsl en el
interior de la vacuola y que esta alteracion era algo diferente a la observada en el mutante

vps27A.

Para confirmar estos resultados, se procedid al andlisis de esta proteina por western
blot en las mismas cepas. Como se habia visto anteriormente, en los extractos del WT se
observaba una banda de unos 115 KDa de tamafo correspondiente a la proteina entera.
Ademas, en esta cepa gran parte de Ub:GFP-Cpsl es procesada y por ello se apreciaba
una banda intensa de 28 KDa que corresponde con el tamafio de la GFP libre (figura 30B).
En el mutante vps274, dénde el proceso de maduracion de la proteina queda blogueado,

no se apreciaba la banda a la altura de la GFP y aparecian bandas intermedias (figura
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30B). En la cepa fsviA habia una reduccién significativa de la banda de 28 KDa con
respecto al WT (figura 30B y C). En concordancia con esta disminucién, se producia un
aumento en la cantidad de la proteina entera y la aparicion de una banda intermedia de

unos 40 KDa, que no se observaba en el WT ni en vps27A (figura 30B, punta de flecha).

En conjunto, todos estos resultados nos indican que el proceso de maduracion de
Ub:GFP-Cpsl estd alterado en el mutante fsviA, no pudiendo llegar correctamente al
lumen de la vacuola. También nos muestran que el PVE presenta un defecto funcional en

ausencia de Fsvl, ademas de poseer una organizacion alterada.

Ub:GFP-Cps1

Fekkk
B WT fsv1A vps27A c L 1
‘t._on_ 1.0+ *kk
O 130KDa 0.8
o -
L('5 95KDa 0.6
0
- 72KDa 0.4+
b
55KDa 0.21
0.0

WT fsviA vps274

Figura 30. Funcionalidad del PVE y morfologia del TGN
en ausencia de Fsvl. A: distribucidon de Ub:GFP-Cps1 en
las cepas indicadas. B: western blot de extractos totales
28KDa delascepas sefialadas portando Ub:GFP-Cpsl. Se sefiala
la banda de la proteina entera y la de la GFP. La punta
D de flecha sefala una banda de 40 KDa presente en el
mutante fsv1A. C: Cuantificacion de la banda de la GFP
con respecto a la cantidad de proteina total. Se muestra
la media y desviacion tipica de tres experimentos
independientes. El nivel de significacidn se ha calculado
con el test de comparacién multiple de Dunnett tras
ANOVA; *** p< 0,001; ****, p< 0,0001. D: distribucidn
de Sec72-GFP en las cepas indicadas. Ay D son imagenes
de planos medios adquiridas con un sistema de
microscopia Delta Vision. Barras de escala, 5 um.

36KDa

GFP
¥
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1.5.0rganizacion del TGN en el mutante fsv1A.

Tras los resultados anteriores y dado que estaba descrito que parte de GFP-Fsv1
estaba localizada en el TGN (Takegawa et al., 2003), se quiso evaluar si este organulo se
encontraria alterado en fsv1A. Para analizar esto se observo la localizacién de Sec72-GFP
(homodlogo a Sec7 de S. cerevisiae), un GEF de las GTPasas de la familia Arf que se ha
usado como marcador de TGN (Franzusoff et al., 1991; Vjestica et al., 2008). En el
mutante fsv1A la distribucion de esta proteina era similar a la del WT, apareciendo en
estructuras intracelulares con la apariencia caracteristica del TGN de S. pombe, de forma
ligeramente alargada (figura 30D). Este resultado indica que el TGN no se encuentra

alterado significativamente en la cepa fsviA.
2. Relacion funcional de Fsvl y Vsl1 en el trafico hacia el PVE y la vacuola.

Vsl1 (homdloga a Vam7 de S. cerevisiae) es una SNARE del mismo tipo que Fsv1 (Qc)
gue se localiza en la vacuola y en el PVE. En su ausencia se agravan ciertas alteraciones
observadas en el mutante fsv1A relacionadas con el trafico hacia la vacuola (Hosomi et
al., 2015). En este sentido, en el mutante doble vs/1A fsv1A se produce un defecto mayor
en el trafico de Cpyl que en el mutante sencillo fsviA. Ademas, el mutante doble tiene
alterada la morfologia vacuolar y presenta problemas de fusidon de vacuolas. Por estos

motivos se decidié profundizar en la relacién funcional de fsv1*y vs/1*.

En primer lugar, se exploro si en el mutante vs/1A se producia alguno de los fenotipos
observados en la cepa fsviA. Con este fin se analizé la localizacidén de Vps10-GFP en este
mutante. Como vemos en la figura 31A, la localizacion de esta proteina en la cepa vs/1A
es similar a la del WT (observandose en puntos brillantes) y difiere de la de fsv1A (figura
27A). Se evalud también la distribucion de GFP-Pep12 en vs/1A. En este mutante la SNARE
presentaba una localizacién similar a la del WT, observandose en la membrana de la
vacuola y en el PVE (figura 31A). Por ultimo, se analizo si la llegada de Ub:GFP-Cps1 al
lumen de la vacuola estaba alterada en este mutante como ocurria en el mutante fsv1A.
Como vemos en la figura 31A, la distribucion de Ub:GFP-Cps1 en el mutante vs/1A no se

altera con respecto a la del WT, observandose en el interior de la vacuola y en el PVE.

95



Estos resultados muestran que vs/1A no presenta una alteracion del PVE similar a la de

fsviA.

Para completar los resultados anteriores se decidié sobreexpresar vs/1* en una cepa
fsv1A con el fin de determinar si la sobreexpresion de este gen rescataba el fenotipo de
alteracion del PVE observado en este mutante. Para ello se analizé la localizacion de
Vps10-GFP. Como se ha mostrado anteriormente, en fsv1A esta proteina se observaba en
pequefios puntos y con un patréon difuso (figura 31B). Al sobreexpresar vs/1* en este
mutante la distribucién de Vps10-GFP no cambiaba, es decir, no aparecian los puntos
brillantes observados en el WT (figura 31B). Esto indicaba que la sobreexpresién de vs/1*
no era capaz de suplir la ausencia de Fsvl en cuanto a su funcidn en la organizacion del

PVE.

En conjunto estos resultados, junto con el hecho de que los mutantes simples no
presenten alteraciones en la morfologia ni en la fusién de las vacuolas y los mutantes
dobles si, indicarian que ambas proteinas pueden tener una funcion solapante a nivel de

la vacuola pero no a nivel del PVE (Hosomi et al., 2015; Takegawa et al., 2003).

A B Vps10-GFP
Vps10-GFP GFP-Pep12 Ub:GFP-Cps1 pREP41X (vacio) pREP41X + Vsl1

fsviA

Figura 31. Analisis de la funcion de Vsl1 y de su relacion con Fsvl. A: distribucion de Vps10-GFP, GFP-Pep12 y
Ub:GFP-Cpsl en las cepas indicadas. Las imdgenes son planos medios y se adquirieron con un sistema de
microscopia Delta Vision. B: distribucién de Vps10-GFP durante la sobreexpresion de Vsl1 en las cepas indicadas.
Las células mostradas se cultivaron durante 16 horas en EMM completo en ausencia de tiamina para inducir la

.7 + . 7 .. . . .
sobreexpresion de vs/1'. Las imagenes se adquirieron con un microscopio Leica DM RXA. Barras de escala, 5 um.
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3. Localizacion GFP-Fsvl

En un trabajo anterior se habia visto que GFP-Fsv1 colocalizaba parcialmente con el
marcador de Golgi Gms1-HA (Takegawa et al., 2003). Sin embargo, la localizacién de esta
SNARE no estaba caracterizada en detalle. Para analizarla, se cuantificd el nivel de co-
localizacion de GFP-Fsv1 con el marcador de TGN Cfr1-RFP y el marcador de PVE Vps27-
RFP. Asi se determind que aproximadamente el 20% de los puntos de la SNARE coincidian
con puntos del marcador de TGN (figura 32A). Ademas, en torno al 40% de los puntos de
GFP-Fsv1 coincidian con puntos del marcador de PVE (figura 32B). Por tanto, GFP-Fsv1
estaba presente en ambas estructuras, aunque se encontraba en mayor cantidad en el
PVE. Esta localizacién estaba en consonancia con las alteraciones producidas en su
ausencia en este Ultimo organulo. Ademas, la distribucidén de Fsvl en S. pombe era similar
a la de sintaxina 8 en mamiferos, que se ha detectado principalmente en endosomas

tempranos y tardios (Prekeris et al., 1999; Subramaniam et al., 2000).

Sintaxina 8 también se localiza en la membrana plasmatica de manera minoritaria y
se ha visto que cicla a través de ella dependiendo de sefiales presentes en su zona
citopldsmica (Kasai et al., 2007; Kasai and Akagawa, 2001; Prekeris et al., 1999;
Subramaniam et al., 2000) Ademas, se ha observado que su trafico desde la membrana
plasmatica es importante para la endocitosis de alguna proteina (Renigunta et al., 2014).
Aunque no se habia detectado GFP-Fsvl en la superficie celular en los experimentos
anteriores, se analizd la posibilidad de que Fsvl estuviera circulando a través de la
membrana plasmatica. Para explorar esto se tratd con latrunculina A una cepa que
expresaba la proteina de fusion GFP-Fsv1 y se evalud su distribucién. Tras 20 minutos de
tratamiento la SNARE no se observo en la membrana plasmatica (figura 32C). Este
resultado confirmdé que GFP-Fsv1 no era secretada hacia la esta estructura como ocurria
con sintaxina 8. Como en ocasiones anteriores, se usd la SNARE Syb1 como control de la

efectividad del tratamiento (figura 32C).
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Figura 32. Localizacion de Fsv1. A: distribucion de GFP-Fsv1
y Cfr1-RFP y cuantificaciéon de los puntos donde coexisten
estas proteinas. B: localizacion de GFP-Fsvl y Vps27-RFP y
cuantificacion de los puntos donde coexisten estas
proteinas. Las imagenes son planos medios y se adquirieron
con un microscopio confocal spinning disk. Las graficas
representan la media y desviacion tipica de dos
experimentos independientes en los que se cuantificaron un
minimo de 400 puntos de GFP-Fsv1. C: Distribucidon de GFP-
Fsvl y GFP-Sybl tras un tratamiento de 20 minutos con
DMSO o con latrunculina A (Lat.A). Las imdgenes son planos
medios y se adquirieron con un sistema de microscopia
Delta Vision. Barras de escala, 5 um.

Una vez determinada la localizacién de Fsvl, se decidié explorar de qué factores

podia depender esta. Esto resultaba interesante porque se conocia muy poco acerca del

trafico de la propia SNARE y de cdmo mantenia su localizacion, tanto en S. pombe como

en otros organismos. En este sentido, el hecho de que una parte de la proteina estuviera

en el TGN y otra parte en el PVE sugeria que Fsvl podia estar circulando entre estos dos

compartimentos de manera similar a Vps10. Para examinar esta posibilidad se analizé la

localizacion de GFP-Fsvl en una cepa carente de una subunidad del retrémero (vps35A4).

Si GFP-Fsv1 ciclaba entre el TGN y el PVE de manera parecida a Vps10, quedaria retenida

en la vacuola en ausencia de este complejo. Como marcador vacuolar se utilizé el

colorante fluorescente FM4-64 tras una hora de incubacion, que tifie la membrana de
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este organulo y el PVE en estas condiciones (Vida and Emr, 1995). Como se observa en la
figura 33, GFP-Fsvl colocalizaba con el FM4-64 en la membrana de la vacuola en el
mutante vps354, algo que no ocurria en el WT. Estos resultados confirmaron la hipdtesis
de que esta SNARE circulaba entre el TGN y el PVE, e indicaban que el retrémero era el
complejo responsable de su reciclaje desde este ultimo orgdnulo. En S. cerevisiae se ha
propuesto que el retrémero es el responsable del reciclaje de Pepl2 desde los
endosomas tardios (Hettema et al., 2003), lo cual sugiere que este complejo podria actuar

como un mecanismo general de reciclaje de este tipo de proteinas desde el PVE.
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Figura 33. Papel del retrémero en el trafico de Fsvl. A: Colocalizacion de GFP-Fsvl con FM4-64 en WT
y vps35A. Las imdgenes se capturaron con un sistema de microscopia Delta Vision tras 60 minutos de
incubacidn con el colorante FM4-64, para permitir la tinciéon de las vacuolas. Se muestra el aumento
de unas vacuolas en las que se ha medido la intensidad de fluorescencia (u.a.) de GFP-Fsv1 y del FM4-
64 a lo largo de la linea indicada. Los valores se representan en las gréficas. Barra de escala, 5 um.

4.1.Busqueda de dominios o seiales de Fsvl importantes para su reciclaje.

Tras los resultados anteriores, se decidié profundizar en el estudio del mecanismo
de reciclaje de GFP-Fsv1. Con este fin, se quiso explorar si éste dependia de alguna parte
especifica de la proteina o de una secuencia de aminodcidos concreta. En una primera
aproximacion para analizar esto, se fusioné la GFP en el extremo N-terminal de diferentes
formas truncadas de Fsvl. Después se observo su distribucion para determinar si alguna

de ellas presentaba un reciclaje defectivo y se quedaba retenida en la vacuola. Para
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disefiar las truncaciones se tuvo en cuenta la estructura de la proteina y los diferentes
dominios presentes en ella, de acuerdo con la base de datos de S. pombe (PomBase

https://www.pombase.org/). Asi, se realizaron cinco construcciones diferentes (figura

34A). A la mas grande le faltaba la zona N-terminal de la proteina, hasta el comienzo del
primer coiled-coil (GFP-Fsv1AN). La segunda en tamafio carecia de la zona N-terminal y
del primer coiled-coil (GFP-Fsv1ANC1). La siguiente no tenia tampoco el segundo coiled-
coil (GFP-Fsv1ANCC). La cuarta poseia la hélice transmembrana y el dominio SNARE (GFP-

Fsv1TMSN) y la ultima tenia sdlo la hélice transmembrana de la proteina (GFP-Fsv1TM).

Todas estas construcciones salian del reticulo excepto la mas pequefia (GFP-FsviTM)
que parecia quedarse retenida en esta estructura, probablemente por problemas de

plegamiento o por falta de reconocimiento por COPII (figura 34B).

Las formas truncadas GFP-Fsv1AN, GFP-Fsv1ANC1 y GFP-Fsv1ANCC se observaron
como puntos brillantes en el interior celular (figura 34B). Por tanto, estas construcciones
no quedaban retenidas en la membrana de la vacuola, lo que parecia indicar que ninguna
presentaba problemas de reciclaje. Sin embargo, se analizd esto con mas detalle
evaluando si la mds pequeiia de estas truncaciones (GFP-Fsv1ANCC) dependia del
retromero para su reciclaje. Como se observa en la figura 34B, GFP-Fsv1ANCC quedaba
retenida en la membrana de la vacuola y en el PVE en vps35A. Esto indicaba que esta
construccion salia del TGN y se seguia reciclando a través del retrémero; es decir, se
comportaba como la proteina silvestre en este sentido. Por tanto, este resultado
mostraba que la parte de Fsvl ausente en esta construccion no era necesaria para la

llegada de la proteina al PVE ni para su reciclaje desde esta estructura.

La truncacion GFP-Fsv1ITMSN se observd en la membrana de la vacuola y en puntos
brillantes cercanos a esta (figura 34B), lo que indicaba que no retornaba al TGN desde
estas estructuras. Este resultado, junto con el hecho de que GFP-Fsvl1ANCC todavia
reciclase por el retromero tras salir del TGN, sefalaba que la zona de la proteina
comprendida entre el segundo coiled-coil y el dominio SNARE era importante para el
retorno de Fsv1 al TGN. Sin embargo, no se podia descartar que el dominio SNARE jugase

también algun papel en este proceso.
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A NT  Coiled-coils  INT  SNARE ™
GFPeml el W Ct GFP-Fsv1(247 aa))

GFPme N W Ct GFP-Fsv1AN(221 aa)
GFP- el W Ct GFP-FsvIANC1(183aa)

GFP- el I Ct GFP-Fsv1ANCC (154 aa)
GFP-IE I Ct GFP-FsviTMSN (96 aa))
GFP-[__MCt GFP-Fsvi1TM (23 aa’)

GFP-Fsv1 GFP-Fsv1AN GFP-Fsv1ANC1

. . - #O _

GFP-FsviANCC  GFP-FsviTMSN GFP-Fsv1TM

Figura 34. Localizacion de diferentes truncaciones de Fsvl. A: representacion de diferentes construcciones de
Fsv1 unidas a GFP. Se indican los dominios de cada una y su tamafio en aminoacidos (aa’) excluyendo la GFP. B:
distribucidn de las construcciones representadas en A en cepas WT. Se muestra también la distribucidon de GFP-
FsvIANCC en el mutante vps35A. Las imagenes son planos medios y se adquirieron con un sistema de
microscopia Delta Vision. Barra de escala, 5 um.

Para analizar con mas detalle el papel de estas regiones de Fsvl en su reciclaje, se

construyeron dos nuevas formas truncadas de la proteina. En una de ellas se delecioné la

zona comprendida entre el segundo coiled-coil y el dominio SNARE (GFP-Fsv1AINT) y en

la otra se elimind el dominio SNARE (GFP-Fsv1ASN; figura 35A). Estas dos construcciones

se realizaron como parte del trabajo de fin de master de Maria del Mar Pefia Ramon.

Como se aprecia en la figura 35B, GFP-Fsv1AINT se localizaba en la membrana de la

vacuola y en puntos adyacentes. GFP-Fsv1ASN también se observé en la membrana de la

vacuola, aunque presentaba una distribucién algo mas difusa por el citoplasma celular

(figura 35B). Estos resultados nos muestran que ambas regiones (la region INT y el

dominio SNARE) son necesarias para el correcto reciclaje de Fsv1 hacia el TGN. Por tanto,

en estas zonas podria radicar una posible sefial de reconocimiento por el retrémero.
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Debido a esto se quiso explorar si el reciclaje de Fsvl podria depender de una secuencia
de aminoacidos concreta dentro de estas regiones, es decir, dentro de la construccion
GFP-Fsv1ANCC. Para ciertos cargos del retrdmero se han establecido algunas sefiales de
reconocimiento por este complejo. En S. cerevisiae se ha determinado que la secuencia
YSSL es importante para el reciclaje de Vps10 desde el PVE (Cooper and Stevens, 1996).
En S. pombe un motivo di-aromatico es importante para el reciclaje de este receptor
(lwaki et al., 2006). Sin embargo, no se encontraron motivos similares a estos en Fsv1. En
mamiferos una serie de proteinas presentan el motivo $pX(L/M), donde ¢ representa un
aminodcido aromatico, que es importante para su reciclaje por el retrémero (Lucas et al.,
2016). Al buscar en Fsvl, se encontré una secuencia de aminodacidos que coincidia con
este motivo. Esta era la secuencia YAM situada dentro del dominio SNARE (residuos 184-
186). Para analizar la implicacién de esa secuencia en el reciclaje de Fsvl se cambiaron
los residuos Y y M por alaninas en la truncacion GFP-Fsv1ANCC (figura 35A) y se observo
su distribucidon. Esta construccion se localizaba en puntos intracelulares y no en la
membrana de la vacuola (figura 35B). Esto indicaba que GFP-Fsv1ANCC con el cambio de
la secuencia YAM por AAA no tenia problemas de reciclaje. Por tanto, esta secuencia no

era importante para el retorno de la SNARE hacia el TGN mediado por el retromero.

A NT  Coiled-coils INT  SNARE TM
GFP e Bl Ct GFP-Fsv1
1 247
GFP el B | Ct GFP-Fsv1Alnt
1 93 154 247
GFP IS [ W Ct GFP-Fsv1ASN
1 151 225 247
GFP-#:I Ct GFP-Fsv1ANCC (AAA)
AAA 247
GFP-Fsv1 GFP-Fsv1AINT  GFP-FsviASN GFP-Fsv1ANCC (AAA)

Figura 35. Localizacion de diferentes construcciones de GFP-Fsvl. A: representacion de diferentes
construcciones de Fsvl unidas a GFP. Se indican los dominios de cada una y los residuos donde empiezan y
acaban las truncaciones. La linea fina representa la porcion excluida en la construccion. En GFP-Fsv1ANCC (AAA)
se ha cambiado la secuencia YAM presente en el dominio SNARE (entre los residuos 184 y 186) por la AAA. B:
distribucién de las construcciones representadas en A en cepas WT. Las imagenes son planos medios y se
adquirieron con un sistema de microscopia Delta Vision. Barra de escala, 5 um.
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5. Papel del retromero en el reciclaje de otras SNAREs.

5.1.SNAREs que median el trafico entre TGN y vacuola.

Como se ha mostrado, el retrdmero es importante para el reciclaje de GFP-Fsv1
desde el PVE. Por ello se decidié analizar su papel en la localizacion de otras SNAREs que
participan en la misma ruta de trafico que Fsvl. En S. pombe las SNAREs que participan
en el trafico desde el TGN hacia la vacuola son Pep12 (Qa), Vtil (Qb), Fsvl (Qc), Ykt6 (R)
y Vsl1 (Qa) (Hosomi et al., 2015, 2011; Takegawa et al.,, 2003). No todas estan bien
caracterizadas, y se ha asumido su funcidn por la de su proteina homodloga en S. cerevisiae
(Dilcher et al., 2001; Kweon et al., 2003; Mollard et al., 1997; Ungermann et al., 1999; von
Mollard and Stevens, 1999). Vsll no posee hélice transmembrana y su localizacion
depende de la unién al PI3P por su dominio PX (Boeddinghaus et al., 2002; Cheever et al.,
2001; Hosomi et al., 2015; Lee et al., 2006), por lo que no se procedié a su estudio. El
resto de las SNAREs se marcaron en su extremo N-terminal con GFP de forma similar a
Fsv1 (ver materiales y métodos). GFP-Pep12 y GFP-Vtil se localizaban en la membrana de
la vacuola y en el PVE en un WT (figura 36A). La localizacidn en un mutante vps35A era
similar a la observada en el WT (figura 36A). GFP-Ykt6 se distribuia en el WT por diversas
membranas, observandose en el reticulo, en algin punto y en la membrana de la vacuola
(figura 36A). En el mutante vps35A presentaba una localizacidn parecida (figura 36A). El
hecho de que todas estas proteinas se observasen ya en la cepa WT en la vacuola, impedia
determinar con claridad si reciclaban por el retrdmero. Por otro lado, como ejercen parte

de su funcion en la vacuola quizas este reciclaje no fuese necesario.
5.2.Reciclaje de SNAREs implicadas en otras rutas de trafico.

A continuacion, se decidid explorar si otras SNAREs implicadas en otras rutas de
trafico dependian del retrémero para su correcta localizacién. En primer lugar se analizo
la localizacion de Sybl, que cicla entre la membrana plasmatica y estructuras internas
(Lewis et al., 2000). Acorde con esto GFP-Syb1 se observd en la membrana plasmatica y
en puntos intracelulares en el WT (figura 36A). En el mutante vps35A esta SNARE
presentaba una distribucién parecida, no observandose marcaje en la vacuola. Esto

indicaba que el retrdmero no era necesario para el reciclaje de GFP-Syb1l hacia la
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membrana plasmatica o el TGN. Este resultado estd de acuerdo con el hecho de que Syb1l
y su homodloga en S. cerevisiae dependan tanto de los GGAs y Ent3 como del complejo
Snx4-Atg20 para su reciclaje, por lo que no necesitarian al retrémero para esto (Black and
Pelham, 2000; Hettema et al., 2003; Hoya et al., 2017; Ma et al., 2017; Zhao et al., 2016;

Zimmermann et al., 2010, y este trabajo).

A GFP-Pep12 GFP-Vti1 GFP-Ykt6 GFP-Syb1

WT N
. .. .-
vps35A Figura 36. Papel del retrémero en el reciclaje de

diferentes SNARES. A: la distribucion de GFP-
Pepl12, GFP-Vtil, GFP-Ykt6 y GFP-Sybl no se
altera en el mutante vps35A. B: la distribucion
de GFP-Gos1 se altera en el mutante vps35A. Las
imagenes son planos medios y se adquirieron
con un sistema de microscopia Delta Vision.
Barras de escala, 5 um.

GFP-Gos1

También se analizd la localizacion de Gos1, una SNARE que participa en el trafico

dentro del complejo de Golgi (McNew et al., 1998). GFP-Gos1 se observd en puntos
intracelulares en el WT (figura 36B). Sin embargo, en el mutante vps35A se detectd en la
membrana de la vacuola, ademds de observarse en puntos (figura 36B). Esto sefalaba
gue la correcta localizacion de GFP-Gos1 dependia de su reciclaje por el retromero. Este
resultado sugeria que en una cepa silvestre GFP-Gos1 podia estar circulando a través del

PVE desde dénde seria devuelto al Golgi por la accién del retrémero.
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6. Influencia de GGAs y Ent3 en el trafico de Fsv1l

En la primera parte de este trabajo se ha visto que la colaboracién de Gga22 con
Gga21 y/o Ent3 es necesaria para que se produzca un trafico retrogrado eficiente de
Vps10-GFP desde el PVE al TGN. Este receptor depende también del retrémero para su
reciclaje hacia el TGN (lwaki et al., 2006; Seaman et al.,, 1997). Dado que GFP-Fsvl
presentaba problemas de reciclaje en mutantes del retrémero, se quiso explorar si los
GGAs y Ent3 jugaban algun papel en su trafico retrégrado. Con este fin, se analizé la
localizacion de GFP-Fsvl en gga21A gga22A, gga22A ent3A y gga2l1A gga22A ent3A. En
algunas células de estos mutantes, parte de GFP-Fsvl se observaba en la membrana
vacuolar (figura 37). Sin embargo, este marcaje era mas débil que en el mutante vps35A.
Este resultado indica que estos adaptadores colaboran en el reciclaje de GFP-Fsvl,
aungue su funcion es menos importante que la del retrdmero para este proceso. Ademas,

apoya la hipotesis de que GGAs y Ent3 colaboran en el trafico retrégrado desde el PVE.

ent3A gga224 ent3A ggalA

GFPFsv1

Figura 37. Papel de Ent3 y GGAs en el reciclaje de GFP-Fsv1. Distribucion de GFP-Fsv1 en las cepas
indicadas. Las imagenes son planos medios adquiridos con un sistema de microscopia Delta Vision.
Barra de escala, 5 um.
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El transporte de proteinas entre el complejo de Golgiy el lisosoma o la vacuola es un
proceso complejo que todavia no esta bien caracterizado. La funcién de los elementos
reguladores de este paso de trafico se ha ido dilucidando a lo largo de los ultimos afios,
aungue todavia queda mucho por comprender. Avanzar en el conocimiento de la funcion
de estos factores puede ayudar a comprender el funcionamiento de diferentes sistemas
bioldgicos. También a entender el origen de diferentes enfermedades derivadas de

alteraciones en el trafico entre estos compartimentos.

El analisis del transporte de algunos cargos utilizados como modelo, ha ayudado a
determinar la participacion de las diferentes cubiertas vesiculares y de los adaptadores
en determinados pasos de las rutas de trafico (Bowers and Stevens, 2005; Conibear and
Stevens, 1998; Gallon and Cullen, 2015; Guo et al., 2014). Los modelos iniciales
establecian que cada adaptador funcionaba exclusivamente en una ruta o etapa del
trafico concretos, sin embargo, estudios posteriores han demostrado que esto es mas
complejo. Asi, los distintos adaptadores de clatrina presentes en el TGN pueden
interaccionar fisicamente y funcionalmente entre si. Se han descrito interacciones de las
epsinas endosomales con Gga2 y con AP-1, y de Gga2 con AP-1 (Abazeed and Fuller, 2008;
Copic et al., 2007; Costaguta et al., 2006, 2001; Daboussi et al., 2012; Deng et al., 2009;
Doray et al., 2002; Eugster et al., 2004; Hirst et al., 2012, 2009, 2001; Hung et al., 2012).
Ademas, se ha visto que cada adaptador puede participar en mas de una ruta de trafico.
Asi, en mamiferos AP-1 participa en el trafico en ambas direcciones entre el TGN y los
endosomas (Park and Guo, 2014). Los GGAs participan (tanto en mamiferos como en
levaduras) en el transporte de diferentes proteinas hacia el endosoma prevacuolar
(Bilodeau et al., 2004; Bonifacino, 2004; Costaguta et al.,, 2001; De et al.,, 2013;
Dell’Angelica et al., 2000; Deng et al., 2009; Erpapazoglou et al., 2008; Hatakeyama et al.,
2019; Hirst et al., 2000; Scott et al., 2004; Zhdankina et al., 2001). También intervienen
en la retencién de alguna proteina a nivel de TGN-endosomas (Copic et al., 2007) y en el
reciclaje de otras hacia la membrana plasmatica (Black and Pelham, 2000; He et al., 2005;
Sahgal et al., 2019; Xie et al., 2006). Las epsinas endosomales participan en diferentes
rutas de transporte desde el TGN y se ha propuesto que ejercen una funcién accesoria a

la de los adaptadores (Black and Pelham, 2000; Chidambaram et al., 2008; Copic et al.,
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2007; Deng et al., 2009; Duncan et al., 2003; Friant et al., 2003; Zimmermann et al., 2010).
Ademas, en S. cerevisiae se ha visto que son capaces de interaccionar fisicamente con la
subunidad del ESCRT vps27 y que juegan un papel en la internalizacién de proteinas

ubiquitinadas en el PVE (Deng et al., 2009; Eugster et al., 2004; Friant et al., 2003).

Distintos resultados expuestos en la primera parte de este trabajo indican que los
GGAs y la epsina Ent3 colaboran en diferentes rutas del trafico celular. Ademas,
participan en varios pasos del trafico de una misma proteina (Cps1 y Vps10). Por tanto,
este trabajo apoya y amplia la idea de que los adaptadores realizan una funcién mas
amplia en el trafico proteico, no restringida exclusivamente a la participacion de cada uno

de ellos en un paso determinado de este proceso.
Salida de proteinas del TGN en ausencia de GGAs-Ent3:

La implicacion de los diferentes adaptadores de clatrina en el trafico de Vps10 ha
sido ampliamente estudiada en S. cerevisiae (Abazeed and Fuller, 2008; Costaguta et al.,
2001; De et al., 2013; Friant et al., 2003; Hirst et al., 2001). Sin embargo, en la mayoria
de estos estudios se ha analizado el trafico del receptor de manera indirecta, atendiendo
a la secrecién y maduracion de Cpyl o a la estabilidad de Vps10. En el presente trabajo
se han utilizado técnicas de microscopia cuantitativa in vivo para analizar la colocalizacidon
de Vps10-GFP con marcadores de TGN y PVE en diferentes mutantes de adaptadores de
clatrina. Ademas, las construcciones utilizadas estaban integradas en el cromosoma y no
en plasmidos. Por tanto, nuestros resultados aportan una informacion mas real sobre el
papel de estos adaptadores que la obtenida previamente. Los resultados obtenidos
muestran que en ausencia de los dos GGAs, de Gga22 y Ent3 o de los tres adaptadores,
Vps10-GFP sale del TGN con una menor eficiencia. Utilizando una aproximacion
experimental similar se ha observado que Ub:GFP-Cpsl también queda parcialmente
retenida en el TGN en estos mutantes, lo cual no habia sido descrito anteriormente. Algo
similar podria pasar en S. cerevisiae donde existen problemas de maduracién de Cps1 en
ausencia de los dos GGAs o de Ent3 y Ent5 (Costaguta et al., 2001; Duncan et al., 2003;
Eugster et al., 2004; Friant et al., 2003). De este modo nuestros resultados confirman

algunos indicios anteriores y amplian la informacion disponible. Ademas, al obtenerse en
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otro organismo evolutivamente distante, permiten ver que la funcion de estos

adaptadores en la salida de proteinas del TGN esta conservada.

A pesar de que en los mutantes de los adaptadores se produce un defecto en la salida
de Vps10 y Cpsl del TGN, no se produce un bloqueo total de estas proteinas. Esto indica
gue el trafico anterégrado de estas proteinas (hacia el PVE) es muy flexible y que pueden
alcanzar su destino por otras vias. En el caso de Vps10 hemos intentado determinar cuales
son esas vias. Para ello se ha inhibido la endocitosis o delecionado una subunidad del
complejo AP-3 en los mutantes de los adaptadores. En ambos casos el receptor sigue
llegando al PVE. Esto sefala que existe otro mecanismo por el que el receptor alcanza
este organulo. En este sentido, aunque no se altere la localizacidn de Vps10 al delecionar
Apm1, no podemos descartar la posibilidad de que en ausencia de GGAs/Ent3, Vps10
alcance el TGN por la accidon de AP-1. Esto no lo hemos podido comprobar por los severos
defectos en el crecimiento producidos al delecionar conjuntamente los genes de AP-1y
GGAs o de AP-1y Ent3. En el futuro se podria analizar la localizacién del receptor al inhibir
la expresion de clatrina. Otra opcidn es que una parte de Vps10 llegase al PVE por defecto,
en lo que algunos autores han denominado “bulk flow”. La existencia de este flujo por
defecto es compatible con que en S. pombe parte de Cpyl1 llege a la vacuola en ausencia
del receptor. Esta y otras evidencias han llevado a algunos autores a proponer que una
parte del trafico de Cpy1l es dependiente de receptor y otra es independiente (Conibear
and Stevens, 1998; Iwaki et al., 2006; Roberts et al., 1992). También es compatible con el
hecho de que Vps10 sin su extremo citoplasmico se acumule en la vacuola en vez de
quedar retenido en el TGN (Cooper and Stevens, 1996; Deloche et al.,, 2001). Un
mecanismo que podria explicar este flujo por defecto hacia el PVE y la vacuola seria la
maduracion endosomal, un proceso que sucede en células de mamiferos. Asi, los
endosomas tempranos o ciertas regiones de ellos, maduran para dar lugar a endosomas
tardios (Huotari and Helenius, 2011). Este proceso no se ha descrito en levaduras para los
endosomas, aunque sucede en otros organulos como el Golgi (Casler et al.,, 2019;
Kurokawa et al., 2019; Losev et al., 2006; Matsuura-Tokita et al., 2006). En S. pombe,
donde el trafico entre el TGN y el PVE esta poco caracterizado, no se puede descartar la

posibilidad de que exista un mecanismo similar al de mamiferos para transportar
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proteinas hacia el PVE. En este sentido, el hecho de que haya puntos de Vps10-GFP que
no colocalicen con el marcador de TGN ni con el de PVE, puede sugerir la existencia de
estructuras intermedias entre estos dos ultimos compartimentos. Estas estructuras
podrian estar en un proceso de maduracién y poseer ya poca cantidad de Cfrl1. Ademas,
no tendrian todavia suficiente cantidad de PI3P como para ser detectado. Sin embargo,
no se pueden descartar explicaciones alternativas a la presencia de estas estructuras. Por
tanto, para dilucidar la existencia del proceso de maduracidon endosomal en S. pombe
seria necesaria mas investigacion al respecto. Podrian realizarse analisis de particulas a lo
largo del tiempo con diferentes marcadores que pudieran estar entre el TGN y el PVE para

evaluar si existe una transicion entre ellos.
Trafico desde el PVE en ausencia de GGAs/Ent3:

Distintos resultados mostrados en este trabajo indican que los GGAs y Ent3
colaboran para que suceda un transporte eficiente de proteinas desde el PVE. En ausencia
de estos adaptadores, las moléculas de Cpsl que consiguen salir del TGN sufren una
retencidn parcial en el PVE y son llevadas de manera mas lenta hacia la vacuola. Esto
produce un procesamiento anormal de la proteina, en consonancia con resultados
previos que mostraban un defecto en la maduracién de Cps1 en mutantes ggalA gga2A
y ent3A ent5A en S. cerevisiae (Costaguta et al., 2001; Duncan et al., 2003; Eugster et al.,
2004; Friant et al., 2003). Los defectos en la salida de Cps1 desde el TGN y el PVE provocan
una menor llegada a la vacuola. La proteina que llega a este organulo se observa en el
lumen y no en la membrana vacuolar. Esto indica que el defecto en el transporte de Cpsl
desde el PVE en estos mutantes es diferente al que ocurre en el mutante del ESCRT

(vps274).

En un WT el complejo Vps10-Cpyl se desensambla cuando alcanza el PVE y el
receptor es enviado de nuevo hacia el TGN en un proceso mediado por el retrdmero
(Iwaki et al., 2006; Seaman et al., 1997). En algunos mutantes (ESCRT o retrdmero) o en
ciertas condiciones (delecidn extremo citopldsmico) Vps10 queda atrapado en la vacuola
o en un PVE alterado y se produce su proteolisis parcial (Cereghino et al., 1995; Piper et
al., 1995; Seaman et al., 1997). Nosotros hemos visto que el receptor sufre una proteolisis

parcial en mutantes sin GGAs/Ent3, lo cual apunta a la existencia de un defecto en el
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trafico retrogrado de Vps10 hacia el TGN. Esto resulta curioso porque los resultados de
microscopia nos mostraban que estos adaptadores participan también en la salida de
Vps10 del TGN. En conjunto, estos resultados nos indicarian que los GGAs y Ent3
colaboran en dos pasos del trafico de una misma proteina, tanto en su salida del TGN
como en su vuelta desde el PVE. Esto es algo complejo de entender; sin embargo, una
posible explicacion es la siguiente: en ausencia de los adaptadores parte de Vpsl10 se
queda retenido en el TGN. Probablemente esta sea la funcion principal sobre el trafico
del receptor y por eso observamos un aumento de su colocalizacién con el marcador de
TGN. Sin embargo, no se produce un bloqueo total y parte del receptor llega al PVE. En
ausencia de los adaptadores la salida desde esta estructura también es mas lenta, por lo
gue algunas moléculas quedan expuestas a las proteasas durante mas tiempo. Esto hace
gue puedan sufrir una protedlisis parcial. La cantidad de moléculas de Vps10 afectadas
por esta protedlisis debe ser pequena, ya que la banda de degradacion que se observa en
los mutantes es poco intensa y no afecta a la cantidad total de la proteina. En S. cerevisiae
en ausencia de clatrina se produce la degradacion parcial de Vps10, algo a lo que no se le
habia dado una explicacion clara y que concuerda con nuestras observaciones (Deloche

et al.,, 2001).

En consonancia con la alteracion en el trafico de Vps10, parte de Cpy1l es secretada
hacia el exterior celular. Otra parte, sin embargo, alcanza el lumen de la vacuola. Esta
parte puede ser transportada por el receptor que todavia circula entre el TGN y el PVE en
estos mutantes. Otra parte también podria hacerlo de manera independiente del
receptor, ya que en ausencia de este una parte de Cpy1 sigue madurando (lwaki et al.,

2006).

En el segundo capitulo de los resultados se ha mostrado que Fsvl queda
parcialmente retenida en la vacuola en cepas carentes de GGAs/Ent3, lo cual apoya el
papel de estos adaptadores en el transporte retrégrado desde el PVE. Esta retencidn no
es tan fuerte como la que se produce en ausencia del retrdmero. Esto puede indicar que
la funcion en el reciclaje de proteinas de los adaptadores de clatrina no es tan critica como

la del retrdmero. Atendiendo a las interacciones génicas, parece que ejercen su funcion
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en paralelo a la de este complejo. Esto también se apoyaria en el hecho de que Vps35 no

se deslocalice en los mutantes de los adaptadores.

La SNARE Syb1 también queda parcialmente retenida en el PVE en cepas carentes de
GGAs/Ent3. Esta proteina circula entre la membrana plasmatica y estructuras internas
gue inicialmente se identificaron como TGN (Lewis et al., 2000). Posteriormente, a partir
de una serie de evidencias, se ha propuesto también que circula a través del PVE. En este
sentido, se ha visto que su reciclaje hacia la membrana depende de Snx4, ya que en su
ausencia parte de la SNARE se observa en la vacuola (Hettema et al., 2003; Ma et al.,
2017; Zhao et al.,, 2016). Snx4 tiene un dominio PX que reconoce el PI3P presente
mayoritariamente en el PVE (Yu and Lemmon, 2001). Ademds, Sncl en S. cerevisiae
interacciona fisicamente con algunas SNAREs implicadas en el trafico hacia la vacuola
como Pepl12 y Syn8 (Lewis and Pelham, 2002). Teniendo en cuenta esto, el hecho de que
parte de Sybl se observe en el PVE en mutantes sin GGAs/Ent3 es una prueba mas de
gue colaboran en el trafico de ciertas proteinas desde esta estructura. En ausencia de
estos adaptadores Syb1 se observa en el PVE pero no en la vacuola, lo cual sugiere que
actdan en un paso anterior a Snx4. Seria interesante determinar si median el trafico de
manera directa hacia la membrana plasmatica o hacia el TGN, como paso previo a su

secrecion.

Todos estos resultados estan de acuerdo con el hecho de que en S. cerevisiae los
GGAs se hayan detectado en el PVE en ciertas condiciones (Boman et al., 2002; Hirst et
al., 2001). Ademas, Ent3 se ha observado también en este compartimento y se une al

PI(3,5)P2 y a Vps27 (Eugster et al., 2004; Friant et al., 2003).

No todas las proteinas que salen del TGN o que se transportan a través del PVE estan
alteradas en los mutantes de los adaptadores como sucede con las anteriores. En estos
mutantes Vphl presenta una localizacidon similar a la del WT. Por tanto, existe una
diferencia entre proteinas en cuanto a su dependencia por los adaptadores para salir del
TGN o PVE. Esto puede tener varias explicaciones. Una de ellas es que la naturaleza de
estas proteinas es diferente. Mientras Vps10, Fsvl, Sybl y Cpsl tienen un solo paso
transmembrana, Vphl es politopica. Puede que las proteinas con un dominio

transmembrana dependan mads de los adaptadores para concentrarse y estabilizarse en
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el lugar de salida de la vesicula. Es posible que las proteinas politépicas, que tienden a
asociarse, sean mas estables en esos sitios y no dependan de los adaptadores, o sean mas
proclives a viajar por defecto hacia adelante. En relacidn con esto, se sabe que el tamafno
y la composicion de los dominios transmembrana influencia la localizacién de las
proteinas (Black and Pelham, 2000; Mercanti et al., 2010; Sharpe et al., 2010). Ademas,
las proteinas anteriores presentan caracteristicas diferenciales en su trafico desde el PVE.
Tras alcanzar esta estructura, Cpsl debe internalizarse en ILVs, Vps10y Fsv1l deben volver
al TGN y Syb1 tiene que reciclarse hacia la membrana. Vph1 no tiene que realizar estos
pasos de trafico y una vez en el PVE podria alcanzar la membrana de la vacuola mediante
un flujo por defecto. Esto podria explicar también su diferente dependencia de los

adaptadores.
Defectos en la organizacion del PVE:

Los resultados obtenidos muestran que los GGAs y Ent3 juegan un papel importante
en el mantenimiento de la organizacion del PVE. Este papel lo pueden realizar de diversas
maneras. Una opcidn es que al faltar estos adaptadores no lleguen ciertos cargos al PVE
que sean importantes para mantener su estructura. Esto estaria ligado, por tanto, a su
papel como adaptadores en la ruta CPY. Los cargos podrian ser proteinas involucradas en
fusiéon o fision de membranas, o en modificar su fluidez, aunque también podrian
participar en otros procesos. Otra posibilidad es que en su ausencia, al alterarse varias
rutas de trafico, se perturbe el balance de entrada y salida de proteinas y membrana
desde el PVE. Esto podria conducir a alteraciones en su morfologia y funcionalidad. Otra
opcidn es que los propios adaptadores realicen una funcion estructural transitoria en esta
estructura. Aunque no los hayamos detectado en este orgdnulo, no se puede descartar
gue se unan a él de manera transitoria o en determinadas condiciones para ejercer esta

funcién o para facilitar el trafico de proteinas.

Los defectos en el trafico de Cpsl, Vps10, Sybl y Fsvl a nivel de PVE podrian ser
resultado de la alteracidon general de esta estructura. Es decir, deberse a un efecto
indirecto. Aunque, como se ha mencionado, la alteracién del trafico desde esta estructura
también podria ser la causa de sus defectos morfoldgicos. Ambos fenotipos pueden estar

interconectados. Dilucidar cual es la causa y cual la consecuencia es dificil. La localizacion
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de Vphl no esta alterada y Pep12 llega adecuadamente a la vacuola en ausencia de los
adaptadores. Esto sugiere que la alteracion en el trafico de Cpsl, Vps10, Syb1 y Fsvl no
se deberia a la alteracion general de la estructura. Sin embargo, no podemos descartar

esta posibilidad. Es necesario mas investigacion para dilucidar esto.
Naturaleza de la colaboracion entre GGAs y Ent3:

En este trabajo hemos visto que existe colaboracién entre los GGAs y Ent3
(concretamente de Gga22 con Gga21 o Ent3) en diferentes pasos del trafico proteico. Por
tanto, nos podemos preguntar cual es la naturaleza de esta colaboracion. Una posibilidad
es que estos adaptadores cooperen realizando diferentes funciones mecdnicas dentro de
un mismo evento de trafico. Algo similar sucede con las proteinas que participan en
endocitosis (Schmid et al., 2006). Es posible que un adaptador contribuya a estabilizar la
interaccion del otro con un cargo o con clatrina. De hecho, en S. cerevisiae los mutantes
de las epsinas endosomales presentan una reduccidon de la interaccidon entre Gga2 vy
Pep12, y entre Gga2 y clatrina. Otra opcidn no excluyente es que exista una regulacion
cruzada entre estos y otros adaptadores. Esto ocurre en el TGN de S. cerevisiae entre
Gga2, Ent3, Ent5 y AP-1. De esta forma un adaptador podria facilitar (de manera directa

o indirecta) o coordinar la llegada a la membrana de otro.

En S. cerevisiae Ent3 depende de los GGAs para su localizacién (Costaguta et al.,
2006). En S. pombe esto no es asi, lo cual concuerda con los defectos aditivos producidos
al delecionar estos genes sobre el crecimiento y el trafico celular en la levadura de fision.
Por tanto, en estas levaduras la relacion entre Ent3 y GGAs es algo diferente. Estas
diferencias podrian ser debidas al distinto nimero de epsinas endosomales presentes en
estos organismos. S. cerevisiae tiene tres (Ent3, 4y 5), de las cuales Ent4 es exclusiva del
subfilo Saccharomycotina (De Craene et al., 2012). En S. pombe Ent3 es la Unica epsina
endosomal, al igual que EntR en humanos. Esto podria haber hecho que la relacién
funcional entre las epsinas y los otros adaptadores de clatrina evolucionara de forma
diferente en estas levaduras. El mayor nimero de epsinas endosomales presentes en S.
cerevisiae podria haber hecho que diversificasen sus funciones. De hecho, en este
organismo Ent5 no depende de otros adaptadores de clatrina para su localizacion (al

contrario que Ent3) y parece que su funcién estd mas relacionada con AP-1, mientras que
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Ent3 estd mas relacionada funcionalmente con los GGAs (Costaguta et al., 2006). En S.
pombe Ent3 podria presentar caracteristicas intermedias en su relacién con los

adaptadores.

Como se ha comentado anteriormente no podemos descartar que alguno de los
fenotipos observados en los mutantes de los adaptadores de deban a algun efecto
indirecto. En este sentido, se sabe que las epsinas actlan como adaptadores de algunas
SNAREs (Vtil, Pep12 y Syn8; Chidambaram et al., 2004a; Hirst et al., 2004; Zimmermann
et al., 2010). Pep12 viaja a través de la ruta CPY y en su ausencia se producen defectos en
el tréfico de Vps10y Cpy1 (Black and Pelham, 2000; Hosomi et al., 2011). Por tanto, seria
posible que en ausencia de GGAs/Ent3 se alterase el trafico de Pep12 y esto afectase al
trafico de otras proteinas de la ruta CPY. Sin embargo, hemos visto que Pep12 llega a la
vacuola adecuadamente. Esto argumentaria en contra de lo planteado anteriormente. A
pesar de esto, no se puede descartar que alguno de los fenotipos vistos en los mutantes
se deban a otro efecto indirecto. Las diferencias en el papel de GGAs y epsinas sobre el
trafico de Pepl12 entre S. pombe y S. cerevisiae podrian ser debidas al uso de quimeras en
este ultimo microorganismo. Estas podrian comportarse de forma distinta a la proteina
nativa. También podria ser que la secuencia de reconocimiento descrita en S. cerevisiae

no esté conservada en la levadura de fisidn.
Relacidn genética y funcional entre los GGAs, Ent3 y Vps27:

Las interacciones genéticas y funcionales entre los GGAs y Ent3, y entre estos
adaptadores y Vps27 podrian estar relacionadas con su capacidad de unir ubiquitina
(Eugster et al., 2004; Pelham, 2004). Esto estaria de acuerdo con que Cpsl esté
ubiquitinada. De hecho, en S. cerevisiae se ha propuesto que los GGAs podrian transferirle
el cargo ubiquitinado al ESCRT (Lauwers et al., 2009). Sin embargo, varios estudios de
analisis masivo indican que Vphl esta ubiquitinado, mientras que Vps10 no, lo cual
indicaria que las alteraciones en el trafico de Vpsl0 no estan relacionadas con
ubiquitinacion (Beckley et al., 2015; Swaney et al., 2013). Aunque Gga2 y Vps27 pueden
unirse a ubiquitina de forma directa, las epsinas no tienen esta capacidad (Eugster et al.,
2004; Scott et al., 2004). Ademas, los GGAs y Ent3 colaboran en el trafico desde el TGN y

el PVE. Sin embargo, la funcién de unidn a ubiquitina de Gga2 es necesaria para su
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internalizacién en el PVE pero no para su transporte desde el TGN (Deng et al., 2009;

Lauwers et al., 2009).

En mamiferos Hrs (Vps27) interacciona con clatrina, la cual forma un enrejado plano
alrededor del ESCRT (Frankel and Audhya, 2018). Aunque se desconoce la relevancia
funcional de esta estructura, se ha propuesto que podria ayudar a estabilizar al ESCRT en
la membrana y/o a concentrar el cargo. Quizas en levaduras se forme una estructura
similar. Los adaptadores de clatrina podrian participar en su formacién, colaborando asi

con la funcion del ESCRT.

Nuestros resultados indican que en ausencia de GGAs/Ent3 no existen problemas de
internalizacion de proteinas en el PVE, sino que presentan problemas de llegada a la
vacuola (peor salida desde el TGN y desde el PVE). Esto indicaria que los adaptadores de
clatrina y el ESCRT participarian en procesos diferentes dentro del trafico hacia la vacuola.
Ademas, sugiere que la funcion de los GGAs y Ent3 a nivel de PVE podria ser algo diferente
en S. cerevisiae y en S. pombe, ya que en S. cerevisiae tienen un papel en la internalizacion
de proteinas en esta esta estructura (Deng et al., 2009; Eugster et al., 2004; Friant et al.,
2003; Lauwers et al.,, 2009). El andlisis de la interaccion de estos adaptadores con

ubiquitina en S. pombe podria ayudar a explicar estas diferencias.

Resultados previos mostraban que los GGAs participaban en el trafico desde el TGN
de ciertos cargos a través de diferentes rutas (Black and Pelham, 2000; Boman, 2001;
Copic et al., 2007; Dell’Angelica and Payne, 2001; He et al., 2005; Hinners and Tooze,
2003; Puertollano et al., 2001a; Watson et al., 2004). Nuestros resultados confirman esto
y amplian esta percepcion, mostrando que Ent3 y los GGAs también regulan diferentes
eventos de trafico desde el PVE (figura 38). Ademas, sefalan que estos adaptadores
facilitan el trafico anterégrado y retrégrado de un mismo cargo (Vps10) a través de una

misma ruta.

En el segundo capitulo de este trabajo se ha querido profundizar en el conocimiento
de la funcién de las SNAREs en el trafico entre el TGN, el PVE y la vacuola. Para ello nos
hemos centrado en el estudio de Fsvl, obteniendo diversos resultados en relacion a su

funcién y a su propio trafico que se discuten a continuacién.
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Figura 38. Rutas de trafico en las que colaboran Gga22, Gga21 y Ent3. Las proteinas que se transportan con una
menor eficiencia en ausencia de estos adaptadores se representan en rojo. Las que no presentan un transporte
alterado se representan en verde. En gris y con lineas discontinuas se muestran otros adaptadores implicados en
el trafico entre el TGN, el PVE, la vacuola y la membrana plasmatica, y las rutas de transporte en las que
participan.

Papel de Fsv1 en la funcionalidad y organizacién del PVE:

Mediante la utilizacion de diferentes marcadores, hemos demostrado que el PVE
estd alterado en el mutante fsvIA. Aparentemente esta estructura esta fragmentada. En
consonancia con esto, en mamiferos sintaxina 8 participa en la fusién de los endosomas
tardios in vitro (Antonin et al., 2000). Todo esto apunta a que Fsv1 participa en la fusion
de vesiculas con el PVE, lo cual seria importante para mantener su estructura. Esto

concuerda con el papel descrito para las SNAREs en la fusién de membranas.

En ausencia de Fsv1l se altera también la funcionalidad del PVE. Hemos visto que
Cpsl presenta defectos en su maduracidén. Ademas, se acumula parcialmente en la
membrana de la vacuola, lo cual indica que su internalizacion en ILVs es ineficaz en fsv1A.
Es probable que los defectos en la funcionalidad del PVE estén ligados a la alteracion de
su organizacion. Al estar fragmentado es posible que la composicidn en proteinasy lipidos
de estas vesiculas sea diferente a la del organulo maduro. Esto produciria los defectos en
su funcién. En consonancia con esto, Vps27 y otras proteinas se observan en puntos

menos brillantes en fsviA que en el WT. También es posible que estas estructuras sean
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mas pequeiias y, por tanto, presenten una mayor curvatura de su membrana. Esto haria
mas dificil invertir su curvatura para formar ILVs desde un punto de vista fisico. Pese a
estas alteracidnes, el defecto en la maduracion y localizacién de Cpsl no es tan severo
como el que ocurre en el mutante del ESCRT. Por tanto, no existe un bloqueo total en la

formacion de las ILVs.
Trafico hacia la vacuola en ausencia de Fsvl

Aunque el mutante fsvlA presente un PVE alterado, no tiene bloqueado el trafico
hacia la vacuola (incluso en ausencia de AP-3). Diferentes proteinas que viajan por la ruta
CPY alcanzan este organulo. De hecho, Cpsl llega a la vacuola pese a no internalizarse en
ILVs adecuadamente. Todo esto indica que en este mutante las vesiculas se pueden
fusionar con la vacuola sorteando la alteracion del PVE. Por tanto, debe existir otra SNARE
gue medie este paso de trafico en ausencia de Fsvl. En este sentido, Vsl1 (Vam7 en
S.cerevisiae) puede ser un buen candidato para realizar esta funcidn, ya que es una SNARE
del mismo tipo que Fsvl (Qc) y se localiza en el PVE y la vacuola. Ademas, el mutante
doble fsviA vsl1A presenta defectos en la morfologia y fusidén vacuolar (Hosomi et al.,
2015). Sin embargo, los mutantes sencillos no presentan estos defectos ni un bloqueo en
el trafico hacia la vacuola (Hosomi et al., 2015; y este trabajo). En un futuro se podria
evaluar el trafico hacia la vacuola de alguna proteina (como Pep12 o Cpsl) en el mutante
doble fsvi1A vsl1A ,para determinar si en ausencia de los dos genes se produce un bloqueo

en el trafico hacia este organulo.

Los datos anteriores sugieren que Vsll1 y Fsv1 tienen una funcién solapante a nivel
de la vacuola. Sin embargo, en ausencia de vs/1* no existen alteraciones en el PVE y su
sobreexpresion no remedia los defectos de fsv1A a ese nivel. Esto muestra que ambas
proteinas no comparten una funcién en este organulo. En mamiferos sintaxina 8 participa
tanto en la fusion homotipica de endosomas tardios como en la fusién de estos con los
lisosomas (Antonin et al., 2000; Pryor et al., 2004). En S. pombe Fsv1 participaria en la
fusién de vesiculas con el PVE, mientras que compartiria funcion con Vis1 en la fusién de
este organulo con la vacuola. Vsl1 es una SNARE exclusiva de hongos (Kienle et al., 2009).

Por tanto, es posible que Fsvl en S. pombe se haya especializado mas en el trafico entre
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el TGN y el PVE, y Vsl1 en el trafico entre PVE y vacuola, aunque todavia mantengan una

funcién solapante a este Ultimo nivel.
Trafico de Fsvl y dependencia del retrémero

En este trabajo se ha visto que Fsv1 se localiza en el TGN y en el PVE y que circula
entre estos organulos. Ademas, el retromero es importante para el reciclaje de Fsv1 hacia
el TGN. Asi, en ausencia de este complejo Fsvl queda retenida en el PVE y la vacuola. En
el futuro debemos profundizar en el estudio de esta relacion. Una de las cosas pendientes
de analizar es si la delecion de otras subunidades del retrdmero produce el mismo efecto
sobre el trafico de Fsvl que la delecién de vps35*. En este sentido, seria interesante
determinar si el trafico de la SNARE depende de las SNXs convencionales (Vps5 y Vps17)
o de otras como Snx3. Esta ultima colabora con el retrédmero en el reciclaje del
transportador de hierro Fet3-Ftrl en S. cerevisiae (Strochlic et al., 2007). La delecién de
estas SNXs permitiria responder a esta cuestion. Otro asunto que queda por analizar es
la posible interaccidn fisica entre Fsvl y el retromero. La existencia de esta interaccion
confirmaria que la SNARE es un cargo de este complejo y que su deslocalizacion no se

debe a algun efecto indirecto causado por la pérdida de funcién del retromero.

La identificacidn de sefiales importantes para el correcto trafico de un cargo puede
dar una pista sobre el posible sitio de reconocimiento por el adaptador. Para comenzar a
analizar esto con Fsv1, hemos construido diferentes formas truncadas de la proteina. De
acuerdo con la localizacidn de estas truncaciones, la posible sefial de reconocimiento por
el retrémero estaria dentro de la construccion GFP-Fsv1ANCC. Es decir, la zona de la
proteina posterior al Ultimo coiled-coil. En S.cerevisiae el transporte de Vam3 a la vacuola
depende del reconocimiento por AP-3 de una sefial localizada en una zona parecida de la
SNARE (Darsow et al., 1998). Se han descrito diferentes sefiales importantes para el
reconocimiento de algunos cargos por el retrémero. Sin embargo, en esta zona de Fsvl
solo hemos encontrado una sefial similar. Al mutarla hemos visto que no es importante
para el reciclaje de la proteina desde el PVE. Es posible que exista un motivo de
interaccidn con el retrémero diferente a los descritos, aunque también es posible que la
interaccion entre estas proteinas sea compleja y dependa de una estructura

tridimensional concreta. De hecho, la interaccion entre Ent3 o EntR y la SNARE Vtil
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parece ocurrir de este ultimo modo (Miller et al., 2007; Wang et al., 2011). El hecho de
gue algunas construcciones de Fsv1 se observen en la vacuola, no permite distinguir entre
las opciones anteriores, ya que estas formas truncadas podrian carecer de la
conformacion estructural especifica para interaccionar con el retrémero o con otras
proteinas que faciliten esta interaccidon. Por tanto, es necesaria mas investigacion para
confirmar (e identificar) o descartar la existencia de un motivo de reconocimiento por el
retrdmero en Fsvl. En el futuro quizas seria interesante intercambiar diferentes partes
de la construccién GFP-Fsv1ANCC por partes de otra SNARE similar que no dependa del
retromero para su localizacién. Esta aproximacion seria mds conservativa con la
estructura de la proteina. Una posible candidata seria Tlgl, ya que también es de tipo Qc
y presenta un tamarfio similar a Fsvl. Ademas, en S. cerevisiae Tlgl y Syn8 (homologa a
Fsvl) presentan una funcidn parcialmente redundante. Sin embargo, previamente habria

gue investigar la influencia del retrdmero en su localizacién.
Influencia del retrémero en el trafico de Gosl

Ademas de mediar el retorno de Fsv1 al TGN, hemos visto que el retrémero participa
también en el reciclaje de Gosl. En diversos estudios se ha descrito que esta SNARE
participa en el trafico a través del Golgi (McNew et al., 1998; Parlati et al., 2002; Tsui et
al., 2001). Ademas, se ha utilizado como marcador de medial Golgi (Matsuura-Tokita et
al., 2006). Sin embargo, el hecho de que Gos1 dependa del retrémero para su localizacion,
sugiere que podria estar circulando a través del PVE. En este sentido, se ha descrito que
Gos1 participa en la ruta CVT (Cytoplasm-to-Vacuole Targeting pathway; Ohashiy Munro,
2010). Esta ruta media el transporte de algunas hidrolasas (como Apel y Ams1) desde el
citoplasma hacia la vacuola englobandolas en estructuras membranosas (Umekawa and
Klionsky, 2012). Gos1 podria mediar la fusidn de estas estructuras con el PVE o la vacuola
(Ohashi and Munro, 2010). Seria posible que Gos1 participase en un proceso similar en S.
pombe y que el retrémero reciclara las moléculas de esta SNARE (desde el PVE) que
interviniesen en este proceso. En el futuro tendremos que evaluar la localizacion de Gos1

para determinar si parte se observa en el PVE.

Como los GGAs y Ent3 participan también en el reciclaje de Fsvl (aunque en menor

grado que el retrémero), seria interesante analizar si también intervienen en el reciclaje
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de Gosl. Ademas, esto nos permitiria contestar a la pregunta de si todas las proteinas
gue reciclan por el retrdmero en S. pombe también dependen parcialmente de los
GGAs/Ent3 para su localizacion. Tanto Vps10 como Fsv1 estan parcialmente alteradas en
ausencia de los adaptadores de clatrina. El analisis de Gos1 podria aportar informacion

adicional en este sentido.
El retromero como regulador de SNAREs

Hemos visto que el retrdmero en S. pombe media el retorno de dos SNAREs (Fsv1l y
Gosl) hacia el TGN. En un trabajo anterior se habia observado que también era
importante para el reciclaje de Pep12 en S. cerevisiae (Hettema et al., 2003). En conjunto,
esto sugiere que el trafico mediado por el retrémero podria ser un mecanismo general
por el que las SNAREs que permiten la fusién de vesiculas con el PVE retornen al TGN.
Esto les posibilitaria mediar una nueva ronda de transporte. Sin embargo, no todas las
SNAREs presentan una localizacién alterada en ausencia del retrémero. Syb1/Sncl no se
acumula en la vacuola en ausencia de este complejo, a pesar de que una parte de esta
proteina viaje a través del PVE (Hettema et al., 2003; Ma et al., 2017; Zhao et al., 2016).
Syb1/Sncl depende de Snx4/42 para su reciclaje mientras que Fsvl no (Hettema et al.,
2003; Ma et al., 2017; Zhao et al., 2016; y resultados no mostrados). Esto puede hacer
gue nos planteemos por qué estas SNAREs dependen de adaptadores distintos. Quizds
esto se deba a las diferencias en el trafico de estas proteinas. Asi, Syb1 llega al PVE desde
la membrana plasmatica y se recicla hacia el TGN como paso previo a su secrecién. Fsvl
y algunos otros cargos que dependen del retrémero (como Vps10) circulan entre el TGN
y el PVE sin pasar por la membrana plasmatica. Se ha propuesto que Snx4/42 y el
retromero ocupan diferentes dominios o regiones dentro del PVE (Ma et al., 2017). A
estos podrian llegar proteinas de diferente procedencia, lo cual facilitaria la segregacion
de los cargos y el reconocimiento por adaptadores diferentes. Estos podrian mediar el
trafico hacia diferentes dominios de membrana del TGN. Asi se facilitaria el transporte
posterior de los cargos hacia diferentes destinos (PVE o membrana plasmatica). Esta
hipdtesis, que podria ser valida para estas proteinas, no lo seria para todos los cargos, ya
que el retrdmero también facilita el reciclaje de Can1, Chs3 y Ftrl al TGN para su posterior

secrecion (Arcones et al., 2016; Shi et al., 2011; Strochlic et al., 2007). En este ultimo caso
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seria interesante averiguar por qué existen vias de trafico redundantes (con intervencién
de diferentes adaptadores o cubiertas) para el transporte de proteinas con un destino

similar. Seria necesaria informacion adicional para dar explicacion a estas cuestiones.
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Conclusiones

1. Gga22 colabora con Gga21 y/o Ent3 facilitando la salida de Vps10-GFP y de Ub:GFP-
Cpsl del TGN. Ademas, estos adaptadores colaboran en el transporte de Ub:GFP-Cpsl
desde el PVE hacia la vacuola.

2. En ausencia de los GGAs y Ent3 no se altera la localizacién de Vph1-GFP, lo que
demuestra que estos adaptadores no facilitan el trafico de todas las proteinas que siguen
la ruta CPY.

3. Lacolaboracion de Gga22 con Gga21 y/o con Ent3 es necesaria para que se produzca
un trafico retrogrado eficiente de Vps10-GFP y de GFP-Fsv1 desde el PVE hacia el TGN,
asi como para el reciclaje de GFP-Syb1 desde esta estructura.

4. La colaboracién de Gga22 con Gga2l y/o con Ent3 es necesaria para que la
organizacion del PVE sea correcta.

5. En el mutante fsvlA la organizacién del PVE esta alterada, aunque no se bloquea el
trafico hacia la vacuola. Ademas, Ub:GFP-Cpsl no llega correctamente al lumen de la
vacuola, lo que indica que la funcionalidad del PVE esta afectada.

6. Vsll no desarrolla una funcién equivalente a la de Fsvl en el PVE, aunque ambas
SNAREs podrian tener una funcién solapante en la fusion de membranas en la vacuola.

7. Elreciclaje de Fsvly de Gos1 desde el PVE hasta el TGN depende del retrdmero.

8. Laparte de Fsv1 presente en la construccién GFP-Fsv1ANCC contiene las secuencias
necesarias para su reciclaje por el retrémero.
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1. Microorganismos empleados.

En este trabajo se han empleado dos microorganismos diferentes:

- La bacteria Escherichia coli se ha usado en los trabajos rutinarios de clonacion
molecular.
- Lalevadura Schizosaccharomyces pombe se ha usado como modelo experimental

para realizar la mayoria de experimentos.

Las cepas empleadas en este trabajo, sus caracteristicas genéicas y su procedencia

se detallan en la tabla Sl del anexo.
2. Medios y condiciones de cultivo.

Todos los medios de cultivo empleados fueron preparados con agua destilada (milli
RO) y esterilizados en el autoclave. Los correspondientes medios sdlidos se prepararon

mediante la adicién de agar al 2%.
2.1. Medios y condiciones de cultivo para E. coli.

Para el crecimiento de esta bacteria se utilizd de manera rutinaria el medio LB (Luria-
Bertani) compuesto por: bactotriptona al 1%, extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 1%.
En algunos casos se utilizd también el medio 2xYT (2x Yeast Extract Tryptone) compuesto
por: bactotriptona al 1,6%, extracto de levadura al 1% y NaCl al 1%. Para la seleccién de
clones resistentes a antibidticos se suplementaron los medios con 100 pg/ml de

ampicilina (Roche) o con 50 pug/ml de kanamicina (Formedium).

Para su cultivo en medio liquido las células de E. coli se incubaron con agitacion
orbital a 200 rpm a una temperatura de 372C. Para el crecimiento en medio sdlido las

células se incubaron en placas de Petri en estufas a 372C.
2.2. Medios y condiciones de cultivo generales para S. pombe.

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de la levadura de fisién fueron
descritos previamente por Moreno y colaboradores (Moreno et al., 1991). En este trabajo

se han usado los siguientes:
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YES (Yeast Extract Suplemented): Es un medio rico compuesto por Glucosa al 3%,
extracto de levadura al 0,5% y una mezcla con cantidades iguales de adenina, histidina,
leucina, lisinay uracilo a 1,125 g/L. El pH del medio se ajusta a 5,6. Este medio se ha usado
de manera general para el crecimiento vegetativo de S. pombe para realizar los diferentes
experimentos, excepto en aquellos casos en los que se indique otra cosa. Para la seleccidn
de determinadas cepas el medio YES se suplementd con geneticina a 120 pug/mL, con

nourseotricina a 50 pg/ml o con higromicina a 400 pg/ml, segun fuese necesario.

Medio minimo (EMM, Edinburgh Minimal Media): compuesto por glucosa al 2%,
ftalato monopotasico al 0,3%, Na;HPO4 al 0,22% y NH4Cl al 0,5%. El pH del EMM esta
ajustado a 5,6. Ademads, este medio lleva sales, vitaminas y minerales de acuerdo a lo
especificado previamente (Moreno et al., 1991). E|l EMM se ha usado para la seleccion de
cepas con determinadas auxotrofias y para cultivar aquellas que portaban plasmidos. En
estos casos el EMM se suplementé con 225 mg/L de uracilo, lisina, adenina, leucina y/o
histidina segun fuera necesario. El EMM con todos los suplementos se denomind EMM

completo.

Para el crecimiento de S. pombe en medio sélido se utilizaron placas de Petri que se
incubaron en estufas a la temperatura correspondiente. En general, para el crecimiento
en cultivos liquidos, las levaduras se incubaron a 282C en matraces con agitacion a 200
rpm. En este caso los experimentos se realizaron siempre con cultivos en fase exponencial
de crecimiento. Para ello se realizaba un preindculo el dia anterior al experimento y se
dejaba crecer durante toda la noche. A la mafnana siguiente se analizaba la concentracion
de células en el cultivo midiendo la absorbancia a 600 nm en un espectrofotémetro. Por
las curvas de calibraciéon realizadas previamente en el laboratorio se sabia que una
densidad dptica (D.0.) de 1 equivalia a 107 células/mL de S. pombe. Teniendo en cuenta
estos datos y el tiempo de generacién de la levadura, se reinoculaba el cultivo a la
concentracion de células necesaria para realizar el experimento con las levaduras

creciendo en fase exponencial (D.0.< 1).
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2.3.Ensayos de crecimiento en gota

Este tipo de experimento se usa para analizar y comparar el crecimiento de distintas
cepas ante diferentes tipos de estrés. Ademads, permiten observar las interacciones
génicas existentes entre ellas. Para realizar estos ensayos se partia de cultivos liquidos
creciendo en fase exponencial y se igualaba su D.O.es00 @ 1. A continuacion, se realizaban
diluciones seriadas % hasta obtener un total de 6 concentraciones decrecientes de
células. Posteriormente, usando un replicador se colocaba una gota de cada
concentracion sobre las placas con el medio de cultivo correspondiente. Las placas se
incubaron a diferentes temperaturas o en presencia de KCl a 289C (estrés

osmotico/idnico) durante 2-5 dias dependiendo de las condiciones.
3. Conjugacion y aislamiento de ascosporas al azar

Con el objetivo de conseguir cepas con caracteristicas de dos estirpes parentales se
llevaron a cabo cruces genéticos. La inducciéon de la conjugacion se produjo en placas de
EMM, ya que para que se inicie este proceso es necesario que haya unas condiciones
limitantes de nutrientes. Cuando se usaron estirpes heterotalicas de tipo sexual opuesto
(h*y h"), se mezcld la misma cantidad de células de cada progenitor. Si una de las cepas
parentales era homotdlica (h*%), se utilizd menor cantidad de ella para disminuir la

probabilidad de congujacion entre sus propias células.

Tras unos 2-4 dias de incubacion (dependiendo de la temperatura) las células que
han conjugado adecuadamente generan ascas con 4 ascosporas cada una. Una vez
transcurrido este tiempo se realizd el aislamiento y seleccién de las ascosporas al azar.
Para ello se tomé una pequefia muestra del cruce y se resuspendio en 1 ml de agua estéril
al que se afadieron 5 pl de extracto enzimatico B-glucuronidasa (Roche). Esta mezcla se
incubd durante, aproximadamente, 16 horas a temperatura ambiente en agitacion. Este
tratamiento favorece la liberacion de las esporas y degrada las paredes de las células
vegetativas. Después se realizaron diluciones y se sembraron en medio rico YES. Una vez
gue las colonias crecieron en este medio se seleccionaron aquellas que poseian el

genotipo de interés mediante su crecimiento en medios selectivos, a través de su analisis
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por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y/o mediante su observacién al

microscopio.
4. Procedimientos generales de biologia molecular.
4.1.Vectores utilizados
4.1.1.Vectores de E. coli

pBluescript KS* (Stratagene): Es un plasmido autoreplicativo de 2958 pares de bases
(pb) que contiene el gen de resistencia a ampicilina para la seleccion en bacterias, el
origen de replicacion ColE1 y un fragmento del operdn de lactosa de E. coli que codifica
la enzima B-galactosidasa. Ademads, dispone de un sitio de clonacién multiple (MCS) que
contiene 21 sitios Unicos de restriccion. Flanqueando el MCS se encuentran los
promotores de las ADN polimerasas T3 y T7, que se utilizan para la sintesis de ARN in
vitro. También contiene el origen de replicacion f1 que permite la obtencién de ADN
monocatenario tras la infeccion de las células portadoras del plasmido con el fago auxiliar

M13K07, lo cual es util para la realizacién de mutagénesis dirigida in vitro.

PGEM-T (Promega): Es un plasmido con un tamafio de 3003 pb. En su secuencia
contiene el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacién ColE1 y un fragmento
del operdn de lactosa de E. coli que codifica la enzima B-galactosidasa. Posee 13 sitios
Unicos de reconocimiento para endonucleasas de restriccion y flanqueandolos se
encuentran los promotores de las ARN polimerasas T3 y SP6. Ademas contiene el origen
de replicacion f1. Este vector es lineal y cuenta con una timina en cada extremo, por lo

gue se emplea para la clonacion de fragmentos de ADN amplificados por PCR.
4.1.2.Vectores de S. pombe

pJR1-41XL (Moreno et al., 2000): Es un plasmido multicopia, ya que contiene la
secuencia de replicacidon autéonoma ars1 de S. pombe. Es una modificacion del plasmido
pPREP41X (Maundrell, 1993). Contiene el gen de resistencia a ampicilina y el gen LEU2 de
S. cerevisiae que permite el crecimiento en medios sin leucina de cepas de S. pombe con

la mutacion leu1-32. Ademas, tiene el promotor reprimible por tiamina del gen nmt1*y
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su terminador separados por un MCS. Esto permite clonar genes en el MCS y

sobreexpresarlos en ausencia de tiamina o reprimirlos en su presencia.

plJK148 (Mcleod et al., 1987): Es un vector de 5,3 kb que contiene el gen leu1* de S.
pombe como marcador de seleccién en levadura, el gen de resistencia a ampicilina, el
origen de replicacion f1, el gen de la enzima B-galactosidasa, el origen de replicacion
ColE1 de E. coliy un MCS con 19 sitios de restriccidn unicos. Este plasmido carece de la
secuencia de replicacion auténoma ars1 por lo que no se puede autoreplicar en levadura.
Se usa para la integracién de secuencias de ADN en el locus leul*de S. pombe. Para que
la integracion del plasmido tenga lugar es necesario hacerlo lineal digiriéndolo con una
enzima de restriccion. De manera rutinaria se ha utilizado Tth111l que corta dentro del
gen leul*. Tras esto se puede transformar una cepa con la mutacion leul-32. Al integrarse
el plasmido en esta cepa se reconstituye una copia del gen leul” silvestre, por lo que se

pueden seleccionar los transformantes en un medio sin leucina.

PINTH81 (Fennessy et al., 2014): Es un plasmido integrativo construido a partir del
vector pUC19 de E. coli. Tiene el gen de resistencia a ampicilina como marcador de
seleccion en bacterias. Ademas, contiene un médulo de ADN con la mitad de la secuencia
codificante del gen de resistencia a higromicina, seguida del promotor de nmt1*, de un
MCS, del terminador de nmt1*, del gen de resistencia a nourseotricina y de la otra mitad
del gen de resistencia a higromicina (ver mas adelante). Este mddulo (tras hacerlo lineal
cortando con la enzima Notl) se puede integrar en el genoma de una cepa que posee el
gen de resistencia higromicina integrado artificialmente en una region intergénica de su

genoma (Fennessy et al., 2014).
4.2.0btencion de ADN

Para la extraccion rapida y a pequena escala (mini-preps) de ADN plasmidico de E.
coli se empled el método de la rotura alcalina descrito previamente (Zhou et al., 1990).
En este método las células se lisan por la adicion de una mezcla de NaOH y dodecil sulfato
sédico (SDS). La precipitacidon del ADN se produce por la adicion de isopropanol y sales.
Cuando fue preciso obtener ADN de mayor pureza y en mayor cantidad se empled un kit

comercial (QlAprep® Spin Miniprep Kit).
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La extracciéon de ADN plasmidico y gendmico de S. pombe 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 et al., 1989).
4.3.Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacién de fragmentos de ADN por PCR se llevo a cabo en el termociclador
MyCycler™ (BioRad). De manera general se usé una mezcla de reaccion (20 uL de
volumen final) que contenia los 4 desoxinucledtidos trifosfato a una concentracion final
de 0,2 mM cada uno, MgCl, a 2,5 mM, los oligonucledtidos usados como cebadores a 1
1M, 0,25 unidades de la polimerasa (BIOTAQ™ de Bioline), el tampdn suministrado por
dicha casa comercial y un volumen variable de ADN molde en funcion de si era genémico
o plasmidico. El volumen se completé con agua. En aquellos casos en los que la PCR se
utilizé para amplificar un fragmento de ADN que se iba a clonar para su expresién en S.
pombe, se uso en la reaccién una enzima con capacidad correctora de errores (VELOCITY

DNA Polymerase, BIOLINE) siguiendo las especificaciones de la casa comercial.

Para que la reaccién de amplificacion del ADN tenga lugar es necesario que se
produzcan ciclos con los siguientes pasos: desnaturalizacién del ADN molde, anillamiento
de los oligonucledtidos incorporados y extension de las hebras sintetizadas. En cada uno
de estos pasos es necesaria una temperatura determinada. Las condiciones de
anillamiento y elongacion variaron en cada caso en funcidon de las caracteristicas del
oligonucleétido utilizado y de la longitud del fragmento a amplificar. El nimero de ciclos

programados fue de 30-35, dependiendo del experimento.
4.4. Manipulacion general de ADN

Los protocolos utilizados para la manipulacién de ADN se recogen en distintos
manuales (Sambrook et al., 1989; Sambrook, 2001). Ademas de las distintas indicaciones
de estos manuales se tuvieron en cuenta las recomendaciones de las casas comerciales

suministradoras del material.

El analisis de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR o por tratamiento con

enzimas de restriccion se realizd mediante electroforesis en geles de agarosa (Hispanlab).
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Estos se elaboraron a diferentes concentraciones (entre 0,7% vy 2%), segun el tamafio de
los fragmentos a separar. Los geles se prepararon con tampon TAE (Tris acetato 40 mM,

EDTA 1mM) al que se afiadio Midori Green (Nippon Genetics Europe GmbH).

Para purificar los fragmentos de ADN después de su separacién en geles de agarosa
se utilizé el kit comercial NucleoSpin® de MACHEREY-NAGEL. Las ligaciones de
fragmentos de ADN purificados se realizaron utilizando la enzima del fago T4 (Fermentas)
e incubando la mezcla de ligacion a 169C durante 12-16 horas. Posteriormente esta

mezcla de ligacion se utilizd para transformar E. coli.
4.5.Secuenciacion

La secuenciacién de fragmentos de ADN se realizd en el servicio de secuenciacion de
la empresa CENIT, que emplea un secuenciador automatico capilar 3730xI DNA Analyzer
(Applied Biosystems). La técnica usada se basa en modificaciones del método descrito
por Sanger y colaboradores (Sanger et al., 1977). Se usan didesoxinucledtidos marcados
con fluorocromos que son detectados por un laser. Las secuencias obtenidas se
observaron en forma de cromatograma, junto con las letras correspondientes a cada

nucleodtido, con el programa Chromas.
4.6. Mutagénesis dirigida in vitro

Esta técnica se utilizo para introducir ciertos cambios en la secuencia del gen fsv1.*

Para ello se siguid el método que se incluye en los siguientes pasos (Kunkel et al., 1987):

- Transformacion de la cepa CJ236 de E. coli con el plasmido que portaba el inserto
de ADN a mutagenizar. Esta cepa bacteriana contiene el episoma F" que le permite
ser infectada por el fago auxiliar M13K07. Ademas, posee dos mutaciones que son
de utilidad en la mutagénesis dirigida. La mutaciéon dut inactiva la enzima dUTPasa
encargada de reducir la cantidad de dUTP en la célula, permitiendo que las
moléculas de ADN sintetizadas porten esta base nitrogenada en los lugares en los
que deberia aparecer tiamina. La mutacién ung inactiva la uracilo N-glicosilasa,

impidiendo que el uracilo incorporado al ADN sea eliminado.
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- Extraccidon del ADN de cadena sencilla infectando a las bacterias con el fago M13
que, al replicarse, incorpora en su capsida una de las cadenas del plasmido
bicatenario con el inserto de interés.

- Fosforilacion del oligonucledtido que porta la mutacion deseada. Este se usd
como cebador para la sintesis de la cadena complementaria a la hebra sencilla rica
en uracilo, obtenida en el paso anterior. Para realizar la fosforilacion se utilizé la
enzima polinucleétido quinasa del fago T4 (Fermentas).

- Anillamiento del oligonucleétido fosforilado con la zona complementaria del ADN
de cadena sencilla. Este paso se lleva a cabo incubando ambas moléculas de ADN
durante 1 minuto a 1002C (para permitir la desnaturalizacion del ADN) y dejando
descender la temperatura lentamente por debajo de 352C (para permitir el
anillamiento del oligonucleétido al molde). Este proceso se llevo a cabo en un
termociclador (MyCycler™:; BioRad). Tras este proceso se afiadio el tampdn de
sintesis con los cuatro dNTPs, la ADN ligasa T4y la ADN polimerasa T7. Esta mezcla
se incubd durante 5 minutos en hielo, 5 minutos a temperatura ambiente y 90
minutos a 372C para que se produjera la sintesis de la cadena complementaria.

- Transformacion de la cepa DH5a de E. coli con la mezcla de reaccion. En esta cepa
la hebra rica en uracilo se degrada, replicandose exclusivamente la cadena sin

uracilo que es la que ha incorporado la mutacién deseada.

Este método se utilizé para cambiar la secuencia de nucledtidos ssoTAT GCA ATGsss
del fragmento Fsv1ANCC por la secuencia s50GCT GCA GCGsss, con el fin de sustituir en la
proteina el motivo de aminodcidos YAM por el AAA. También se usé para realizar las
construcciones Fsvl1ASN y FsvlAInt con deleciones internas del gen fsvi,*que se
realizaron como parte del trabajo de fin de master de Maria del Mar Pefia Ramon. En este
caso, se uso6 un oligonucledtido que hibridaba a ambos lados de la region de ADN que se
queria delecionar para que esta no se amplificase. La comprobacién de la correcta
modificacion de la secuencia de nucledtidos y de las deleciones se realizd mediante

secuenciacion.
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4.7.Construccion de plasmidos

El dominio PH (Pleckstrin Homology ) de la proteina humana FAPP1, usado como
sonda para reconocer el PI4P presente en el TGN, se amplificd por PCR usando como
molde el plasmido pRS406-PHO5-GFP-hFAPP1 PH (Addgene, Levine and Munro, 2002),
guedando flanqueada por los sitios de restriccion Mlul y Sall. Este fragmento se cloné
precedido de la secuencia de la GFP (Green Fluorescent Protein) o de la mCherry (una
proteina fluorescente roja), amplificadas como fragmentos flanqueados por los sitios
Apal y Mlul. Para su expresion, esta construccidn se puso bajo el promotor del gen nda2*
(la regién 5'no traducida de 571 pares de bases) amplificado como un fragmento con los
sitios Pstl y Apal en sus extremos; y con el terminador del mismo gen (regién 3'no
traducida de 313 pares de bases de extensidn) flanqueado por los sitios Sall y Sacl. La
construccion completa se integréo en el plasmido pINTH81 (Fennessy et al.,, 2014)
digiriendo con las enzimas Pstl y Sacl (figura39). Para la transformacién de S. pombe este
plasmido se linealizé digiriéndolo con Notl y se integrd en el locus artificial hph171K
disrumpiéndolo (Fennessy et al., 2014). Los transformantes resultantes se seleccionaron
por ser resistentes a nourseotricina y sensibles a higromicina. El dominio FYVE de la
proteina humana EEA1 utilizado como sonda de union al PI3P se amplificé por PCR y se
clond junto con la secuencia de la GFP o de la mCherry de la misma manera que la descrita
para el dominio PH (Hoya et al., 2017). De esta forma se clonaron también GFP-Pep12,
GFP-Ykt6, GFP-Vtil, GFP-Fsvl y los diferentes fragmentos y modificaciones de esta ultima
proteina, usando ADNc como molde para amplificar su secuencia. Los fragmentos
Fsv1ASN y FsvlAInt se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida en vez de por PCR. La
expresion de estas sondas y proteinas bajo el control del promotor del gen nda2* (que

codifica la a tubulina) permite una expresion constitutiva de nivel medio.

Dependiendo de las condiciones experimentales, los dominios FYVE y PH se clonaron
en el plasmido pINTH81, como se ha explicado anteriormente, y se integraron en el locus
hph171K, o se clonaron en el plasmido plJK148 de la misma manera (como un fragmento
Pstl/Sacl), que se corté con la enzima Tth111l para hacerlo lineal y se integré en el locus

leul* de S. pombe.
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Plasmido original (pINTH81):

Notl Pstl Sacl EcoRl Notl
WG  nmt promoter nmt terminator natMX6 hph?2
pUC19
Plasmido construido:
Apal Mlul Sall
Notl Pstl ‘ ‘ Sacl Notl
Pnda2 gotls ORF del gen a clonar natMXé ____hph'Z
pUC19

Figura 39. Construccion de plasmidos integrativos para el marcaje de proteinas con GFP o Cherry en su extremo

N-terminal y expresadas bajo el promotor del gen nda2’. En la parte superior se muestra el plasmido original
(Fannessy et al., 2014). En la parte inferior se muestra el pldsmido construido donde se clond el gen
correspondiente en cada caso. Para su integracion en el locus artificial hph171K del genoma el plasmido se digirid
con Notl.

La construccion Ub:GFP-Cpsl se clond en el plasmido pINTH81 bajo el control del
promotor nda2* y del terminador nmt1*. Para ello se amplificaron por PCR los siguientes
fragmentos: los primeros 228 nucledétidos de la fase de lectura abierta (ORF) del gen ubi4*
flanqueados por los sitios Apal y Hindlll, la secuencia de la GFP flanqueada por los sitios
Hindlll y Pstl y la secuencia codificante del gen cps1* flanqueada por los sitios Pstl y Sall.
El plasmido resultante se cortd con la enzima Notl para integrar la construccién Ub:GFP-

Cpsl en el locus hph171K.

Para el marcaje de Gos1 con GFP en su extremo N-terminal se amplificaron por PCR
los siguientes fragmentos: la ORF del gen gos1* flanqueada por los sitios Notl y Clal, la
secuencia de la GFP con los sitios Notl en sus extremos, el promotor del gen gos1* (340
pares de bases en posicion 5’ del inicio de la ORF del gen) flanqueado por los sitios Apal
y Notl) y el terminador de este mismo gen (1383 pares de bases en posicidon 3’ de la ORF
de gos1*) con los sitios Clal y Sacl en sus extremos. Estos fragmentos se introdujeron en
el plasmido plJK148 digerido con Apal y Sacl. Una vez construido el plasmido se digirid

con la enzima Tth111l para integrar la construccién en el locus leul* de S. pombe.

140



Para la sobreexpresién de vsl1* se amplificd la ORF de este gen flanqueada por los

sitios Xhol y Smal y se clond en el plasmido pJR1-41XL (Moreno et al., 2000).

Los oligonucledtidos utilizados para realizar estas construcciones se detallan en la
tabla Sll. Todas las construcciones se comprobaron mediante digestiones con enzimas de

restriccion y por secuenciacion.
4.8.Delecion de genes y marcaje de proteinas en su locus

Las deleciones de distintos genes y los marcajes en el extremo C-terminal de las
proteinas se han hecho transformando la cepa pku70A (Fennessy et al., 2014) con
distintos mdédulos de ADN amplificados por PCR como esta descrito (Bahler et al., 1998).
Para la amplificacidn se usaron oligonucledtidos de unos 100 pares de bases, de los que
80 eran homodlogos con las dianas del genoma y 20 con los distintos mddulos. Tras la
transformacion de la cepa pku70A y la comprobacion de la correcta integracion de la
construccion por PCR, los transformantes se cruzaron con cepas pku70* para reintroducir
el locus silvestre en la cepa resultante. Siguiendo este método se construyeron los
mutantes fsv1A, vps35A y vsl14, y los marcajes en el extremo C-terminal de las proteinas
Vph1-GFP, Ent3-GFP, Vps10-GFP, Isp6-GFP, Vps27-RFP, Nhx1-GFP y Vps35-GFP. Los

oligonucleétidos utilizados para construir estas cepas se detallan en |a tabla Sli
4.9.Transformacion de E. coli

La transformacion de células competentes de E. coli con mezclas de ligacion se
realizé de acuerdo con el procedimiento disefiado anteriormente (Kushner, 1978). Este
método promueve la entrada de ADN en las células bacterianas sometiéndolas a un
choque térmico. Para amplificar plasmidos ya construidos se empled un método

simplificado del anterior conocido como “transformacion del minuto” (Golub, 1988).
4.10.Transformacion de S. pombe

Las transformaciones de S. pombe se realizaron siguiendo el método del acetato de
litio-sorbitol (Ito et al., 1983) con las modificaciones descritas por Bahler y colaboradores

(Bahler et al., 1998).
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5. Analisis y deteccidon de proteinas

5.1.Obtencidén de extractos proteicos

Para la obtencion de extractos proteicos se utilizaron 30 ml de cultivos en fase
exponencial de crecimiento (D.0.600=0,8-1). Las células se recogieron por centrifugacién
(900 x g) y se lavaron con 1 ml de acido tricloroacético (TCA) al 20% frio. A continuacion,
se resuspendieron en 50 pl de la misma solucién y se afiadieron 500 ul de bolitas de vidrio
de 0,4-0,6 mm de diametro (Braun Biotech International). Las células se rompieron en
una Fast-Prep Fp120 (Savant Bio101) en tres ciclos de 16 segundos a una velocidad de 6
y a 49C, con una incubacién de 5 minutos en hielo entre los pulsos de rotura.
Posteriormente se le afiadid a cada tubo 400 pl de TCA frio al 5% vy se agitd en el vortex
para lavar las bolitas de vidrio. Tras esto, se transfirieron los extractos celulares a un tubo
nuevo y se centrifugaron durante 10 minutos (0,8 x g) a 49C. El precipitado resultante se
resuspendid en una solucidn con SDS al 2% y 0,3 M de Tris Base y se calentd durante 7
minutos a 652C. Después las muestras se centrifugaron durante 2 minutos (17000 x g) y
se transfirid el sobrenadante a un tubo limpio. Posteriormente se valoré la cantidad de
proteina mediante el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) usando el
reactivo de BioRad Protein Assay Dye Reagent y se iguald la concentracidon de proteinas
de las muestras. Seguidamente se afiadid a las muestras el tampdn de carga 2X Laemmli
sample buffer (Tris HCl pH 6,8 100 mM, SDS 2%, B-mercaptoetanol 0,286 M, glicerol al

20% vy azul de bromofenol) y se calentaron de nuevo 7 minutos a 652C.
5.2.Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

Una vez obtenidos los extractos proteicos se cargaron en geles de poliacrilamida
(BioRad), donde las proteinas se separaron segun su tamano mediante electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se emplearon geles de distinto porcentaje de
poliacrilamida segun el tamafio de la proteina a analizar. La electroforesis se realizé a 100-
150 V durante 1-2 horas utilizando el tampdn de carrera Laemmli (Tris base 3 g/I, glicina

14,4 g/l y SDS 5%).

Tras la electroforesis las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF

(Inmobilon™-P, Millipore) para su posterior deteccién con anticuerpos. La transferencia
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se llevd a cabo utilizando el sistema Mini Trans Blot (BioRad) con el tampdn de
transferencia Tris/Glicina (Tris base 3 g/I, glicina 14,4 g/l y etanol al 10%) durante unas 2
horas a 100 V. Para evitar el calentamiento del tampdn se mantuvo la cubeta en un bafio

de agua con hielo durante todo el proceso.
5.3.Inmunodeteccion de proteinas

Las membranas con las proteinas se bloquearon incubandolas durante 1 hora con
una solucion de leche desnatada en polvo (Sveltesse-Nestlé) al 5% disuelta en TBST (Tris-
HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 137 mM y Tween-20 al 0,25%). Tras el bloqueo la membrana se
incubd con el anticuerpo primario correspondiente, diluido en la misma solucion de
bloqueo, durante toda la noche a 42C. Al dia siguiente se lavd la membrana 2 veces
durante 10 minutos con TBST para eliminar el anticuerpo que no se habia unido. Después
se incub6 con el anticuerpo secundario correspondiente diluido en la solucién de bloqueo
durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién, se dieron otros 2 lavados de 10
minutos con TBST y se procedio6 al revelado. Los anticuerpos utilizados se detallan en la

tablal.

El revelado se llevd a cabo mediante la deteccién de la actividad peroxidasa (enzima
ligada al anticuerpo secundario) por quimioluminiscencia. Para ello se empleo el kit
WesternBright™ ECL (Advansta). Cuando la intensidad de la sefial era muy fuerte se usé
el kit ECL™ Start (GE Healthcare). En ambos casos se siguieron las instrucciones
proporcionadas por la casa comercial. La luminiscencia se detecté en peliculas

fotosensibles (Medical X-Ray Film Blue, AGFA).

Tabla I. Anticuerpos utilizados en este trabajo.

Anticuerpo Dilucion Casa comercial

Anti-GFP monoclonal (JL-8) 1: 3000 BD Living Colors
Anti-tubulina monoclonal (B-5-1-2) 1:10000 Sigma
Anti-Cpyl monoclonal (10A5) 1:150 ABCAM
Anti-lgG de ratdn unido a peroxidasa 1:10000 BioRad
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5.4.Ensayo de inmunoblot de colonias (dot blot)

Los ensayos de dot blot de colonias se realizaron como se describioé en (Hoya et al.,
2017). En una membrana de nitrocelulosa dispuesta sobre una placa de EMM completo
se depositaron 3,5 ul de cultivos a una DO=2. Después de incubar la membrana durante
4 dias a 2829C, esta se lavd extensivamente con TBST para eliminar las células y se bloqued
con una soluciéon de albumina de suero bovino al 1% en TBST durante 1 hora a
temperatura ambiente. Tras esto se procedié a la inmunodeteccién de Cpyl incubando
la membrana durante toda la noche con una dilucién 1:150 del anticuerpo anti-Cpy1l
(desarrollado frente a la proteina homodloga de S. cerevisiae) en albumina de suero bovino
al 1%. Finalmente se procedid a la incubacidn con el anticuerpo secundario y al revelado,

tal y como se ha descrito en el apartado anterior.
6. Técnicas microscopicas

6.1. Microscopia de campo claro y contraste de fases

La microscopia en campo claro y en contraste de fases se utilizé para la observacion
rutinaria de las células presentes en diferentes cultivos liquidos o sélidos. Con este fin se

usaron los microscopios Leica DM RXS y Zeiss Axiophot.
6.2. Microscopia de fluorescencia

Para la adquisicion de imagenes de muestras con fluorescencia, en funcién del

experimento realizado (ver pies de cada figura), se utilizaron los siguientes microscopios:

Microscopio de epifluorescencia Leica DM RXA (objetivo 63x, apertura numérica 1,4)
equipado con una ldmpara de mercurio de 100 W (EBQ100) y una camara digital

Photometrics Sensys CCD. Las imagenes se adquirieron utilizando el programa Qfish 2.3.

Microscopio de epifluorescencia Nikon 90i (objetivo 100x, apertura numérica 1,45)
equipado con una fuente de iluminaciéon LED y con una camara digital Hamamatsu ORCA

ER. Las imdagenes se adquirireron utilizando el programa Metamorph.

Microscopio Olympus IX71 (objetivo 100x, apertura numérica 1,4) equipado con un

sistema personal Delta Vision (Applied Precision), con una lampara de xendn como fuente
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de iluminacién y la camara digital Photometrics CoolSnap HQ2. Las imdagenes se
adquirieron utilizando el programa informatico DeltaVision Softworx Resolve3D asociado
al sistema. En general, con este equipo se adquirieron series de 3 planos en Z a intervalos
de 0,2 um del plano medio celular. Tras la adquisicion, las imagenes se procesaron con el
programa de deconvolucién Softworx DV (Applied Precision). Las imagenes mostradas

son el plano medio de cada serie.

Microscopio confocal Spinning-Disk Olympus [X-81 (objetivo 100x, apertura
numérica 1,4) equipado con un médulo confocal CSUX1-A1l (Yokogawa) y una cdmara
Evolve (Photometrics). Las imagenes se adquirieron usando el software Metamorph. Para
los experimentos de colocalizacidén se adquirieron series de 3 planos en Z a intervalos de
0,25 um en la zona media de la célula. Las imagenes mostradas son el plano medio de
cada serie, salvo que se indique otra cosa en la figura. Para analizar el tamafio de los
puntos de Vps10-GFP se adquirieron planos a lo largo de toda la célula (series de 13
planos cada 0,32 um). Para los experimentos de seguimiento de vesiculas (GFP-

Syb1/Cherry-FYVE) se capturaron series de 3 planos cada 0,25 um y cada 0,81 segundos.

En todos los casos se utilizaron los filtros adecuados para dejar pasar la luz de una
determinada longitud de onda, segun los espectros de excitacion-emisidon propios de los

fluorocromos o proteinas fluorescentes utilizadas.
6.2.1. Fluorescencia directa con proteinas de fusion.

La proteina verde fluorescente (GFP) es un polipéptido de 238 aminoacidos
procedente de la medusa Aequorea victoria (Chalfie et al., 1994). Esta proteina posee la
capacidad de emitir luz verde cuando se excita con luz de longitud de onda de 488 nm.
Ademas, existe una proteina roja fluorescente (RFP) que procede del coral Dicosoma
striata y emite fluorescencia roja cuando se excita con luz de una longitud de onda de
584 nm. Existen variantes de ambas proteinas. En este trabajo se ha utilizado la EGFP
(Enhanced Green Fluorescent Protein), mas brillante que la GFP original, y tanto la

mCherry, mas brillante y estable que la RFP original, como esta ultima.

Todas estas proteinas mantienen su capacidad de emitir luz cuando se expresan de

manera heterdloga en células eucariotas o procariotas. Por ello se suelen usar como
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sistema de deteccion in vivo de la expresidn y localizacion subcelular de proteinas. Para
usar esta técnica se fusiona en fase la secuencia de ADN que codifica la proteina
fluorescente con la del gen de la proteina objeto de estudio. Con esta construccion se
transforman las células de interés que expresaran la proteina de fusidn. Esta se puede

observar utilizando un microscopio de fluorescencia.
6.2.2.Tincién con quinacrina

La quinacrina es un compuesto que entra por difusion en la célula y emite
fluorescencia en los organulos acidos. Esto se debe a que en un compartimento celular
con un pH acido (como la vacuola), este compuesto se protona adquiriendo carga y
perdiendo la capacidad de atravesar membranas, de forma que se acumula en su interior.
Ademas, al adquirir carga positiva obtiene la capacidad de emitir fluorescencia (longitud
de onda de 436/525 nm excitacion/emisidn). Para realizar la tincion con quinacrina
(Sigma) se centrifugd 1 ml de cultivo creciendo en fase exponencial en YES (1 minuto a
900 x g) y se resuspendio en 500 pl de medio YEPD (1% extracto de levadura, 2% peptona
y 2% glucosa) tamponado con 50 mM de Na;HPO4 (pH=7,6). A esto se le afiadieron 5 pl
de una solucién de quinacrina a 20 mM en agua, para obtener una concentracion final de
quinacrina en las muestras de 200 uM, y se incubaron 5 minutos en oscuridad. Después
las muestras se centrifugaron (10000 x g durante 10 segundos) y se lavaron con 500 pl de
glucosa al 2% tamponada con 50 mM de Na;HPO4 (pH=7,6). Finalmente, se volvieron a
centrifugar las muestras (10000 x g durante 10 segundos), se elimind el sobrenadante y
se resuspendieron las células en una pequena cantidad de la misma solucién de glucosa,

antes de ser visualizadas.
6.2.3.Tincion con Blue CMAC

La tincion con CellView Blue CMAC (ABP Biosciences) se ha utilizado para tefiir el
lumen de la vacuola (Davidson et al.,, 2016). Este compuesto fluorescente tiene un
maximo de excitacion/emision a las longitudes de onda de 353/466 nm respectivamente.
Para realizar la tincién se recogié 1 ml de células (900 x g) creciendo en fase exponencial
en YES y se lavaron dos veces con EMM completo. Tras esto las células se resuspendieron

en 500 pl del mismo medio con una concentracién final del colorante de 100 uM (afiadido
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a partir de una solucién a 10 mM en DMSO) y se incubaron 30 minutos en un agitador
orbital vertical a temperatura ambiente y en oscuridad. Después, las muestras se
centrifugaron (1 minuto a 900 x g), se resuspendieron en 1 ml de EMM y se incubaron 10
minutos en las condiciones anteriores. Finalmente, las células se recogieron por
centrifugaciéon (1 minuto a 900 x g), se resuspendieron en una pequeiia cantidad de

medio y se visualizaron.
6.2.4.Tinciéon con FM4-64

El FM4-64 [dibromuro de N-(3-trietilamoniopropil)-4-(6-(dietilamino) fenil)
hexatrienil) piridina] es un colorante fluorescente lipofilico que entra en la célula a través
del proceso de endocitosis. Asi, se une a los lipidos de la membrana plasmatica y es
internalizado a través del sistema endosomal hasta las vacuolas (Vida and Emr, 1995).
Para realizar la tincion con FM4-64 (Synaptored, Biotium) se centrifugd 1 ml de cultivo
(900 x g) creciendo en fase exponencial en YES. Se retiré parcialmente el sobrenadante
dejando 100 pl del mismo para resuspender las células. Posteriormente se afiadieron 1,2
pl de una dilucién 1:10 en agua de un stock de FM4-64 a 10 mM. Para visualizar la
membrana de las vacuolas las muestras se incubaron 1 hora en un bafo a 302C. Este
compuesto tiene un maximo de excitacion/emisién a una longitud de onda de 508/751

nm
6.2.5. Tratamiento con latrunculina A

Este compuesto secuestra los mondmeros de actina bloqueando la polimerizacion
de los filamentos por el extremo (+). Como estos filamentos contindan
despolimerizandose por el extremo (-), el efecto neto del tratamiento con latrunculina A
es la despolimerizacién de las estructuras de actina (Ayscough et al.,, 1997). Este
tratamiento se llevé a cabo para evaluar si ciertas proteinas eran enviadas hacia la
membrana plasmatica y se acumulaban en presencia de esta droga, ya que la endocitosis
en levaduras depende de la polimerizacién de actina y, por tanto, estd inhibida en
presencia de latrunculina A (Galletta et al., 2010). Para realizar el tratamiento con esta
droga se tomaron 100 pl de un cultivo creciendo en fase exponencial en YES y se le

afiadieron 2 pul de latrunculina (de una solucion en DMSO a 5 mM), para obtener una
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concentracion final de la droga de 100 uM. La muestra se incubd durante 10-20 minutos
a 302C dependiendo del experimento. Antes de visualizar la muestra se centrifugd (1

minuto a 900 x g) para concentrar las células.
6.2.6. Procesamiento y analisis de las imagenes adquiridas.

Para los analisis de colocalizacion se utilizaron imagenes de 16-bits de dos canales
diferentes capturadas con el microscopio confocal Spinning Disk. En estos experimentos
se analizo la coincidencia de las particulas de un canal con las del otro en un Unico plano,
para lo cual se utilizé el programa Imagel. En primer lugar, las imagenes fueron filtradas
con un median filter y con un unsharp mask para definir mejor las estructuras a
cuantificar. Después se utilizé el plugin JACoP (Bolte and Cordelieres, 2006) para analizar
la coincidencia de las particulas. Con este plugin se ajusto el threshold para cada imagen
y se utilizd un método basado en objetos para cuantificar la coincidencia de las particulas.
Para el analisis se tuvieron en consideracion particulas mayores o iguales a 4 pixels (0,071

um?2).

Para la cuantificacion de la colocalizacién de los puntos de Ub:GFP-Cpsl y Cfr1-RFP
las imdagenes se filtraron como en el caso anterior. Después, se utilizé el canal azul (con
la sefial del colorante vacuolar CMAC) para sustraer la fluorescencia al canal verde y
eliminar de esta forma la sefial de Ub:GFP-Cps1 presente en la vacuola. La imagen del
canal verde resultante se utilizé para analizar la colocalizacion con la del canal rojo

utilizando el plugin JACoP como se ha descrito anteriormente.

Para analizar la presencia de PVEs agrandados, las imagenes de Vps10-GFP fueron
filtradas como en los casos anteriores y se gener6 una proyeccion suma de los 13 planos
capturados a lo largo de toda la célula. Sobre esta proyeccidn se ajustd el threshold y se

cuantificaron los puntos con un drea mayor a 17 pixeles (0,302 um?) en las distintas cepas.
7. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos se han representado graficamente y se han analizado
estadisticamente utilizando el programa GraphPad Prism. El test estadistico usado en

cada analisis se especifica en el pie de figura correspondiente.
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8. Bases de datos y programas bioinformaticos utilizados

Para la obtencién de las secuencias de los diferentes genes y proteinas, asi como
para el analisis informatico de sus secuencias se utilizaron los siguientes programas vy
bases de datos: SGD (base de datos de S. cerevisiae), PomBase (base de datos de S.
pombe), BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, programa de alineamiento de
secuencias y busqueda/comparacion con las proteinas y genes depositados en las bases
de datos) ClustalW (programa de alineamiento multiple de secuencias de ADN vy
proteinas), ScanProsite (programa para buscar motivos en proteinas), ELM (Eukaryotic
Linear Motif, programa de prediccidn de motivos en proteinas), Chromas (programa para
la visualizacion de secuencias de ADN procedentes de secuenciacion), SDM assist
(programa para disefiar oligos para realizar mutagénesis dirigida), ApE (programa para

analizar secuencias de ADN y hacer mapas de restriccién).
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1. Figuras suplementarias

Vps10-GFP Anp1-Cherry Superposicidn

35
30

os 20
% 15
10

I
GFP-RFP RFP-GFP
Colocalizacion

Figura S1. Colocalizacion de Vps10-GFP con el marcador de cis-Golgi Anp1-RFP. Las imdagenes fueron capturadas
con un microscopio confocal spinning disk y son el plano medio celular. Para las cuantificaciones se analizaron
un minimo de 400 puntos para cada marcador procedentes de un Unico experimento. Barras de escala, 5 um.
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Figura S2. Coloclizacion de Ent3-GFP y Gga22-RFP con un marcador de TGN. A: colocalizaciéon de Gga22-RFP con
el marcador de TGN GFP-PH. B: colocalizacién de Ent3-GFP con el marcador de TGN Cherry-PH. Las imagenes
fueron capturadas con un microscopio confocal spinning disk y son el plano medio celular. Para las
cuantificaciones se analizaron un minimo de 300 puntos con cada marcador procedentes de un Unico
experimento. Barras de escala, 5 um.
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Clc1-GFP Apm1-GFP Gga22-GFP GFP-Pep12

Figura S3. Distribucion de diferentes proteinas involucradas en el trafico vesicular en ausencia de Ent3. Para
GFP-Pepl2, los recuadros representan ampliaciones de las vacuolas. Las imagenes se capturaron con un
microscopio de fluorescencia convencional Leica DM RXA. Barra de escala, 5 um.
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ent3A

ent34 ent3A gga214

UbGFP-Cps1

Figura S4. Distribucidon de Ub:GFP-Cps1 y de las vacuolas (CMAC) en WT, ent3A y ent34 gga21A. Las fotos son
de un Unico plano, adquiridas con un sistema de microscopia Delta Vision. Barra de escala, 5 um.

Superposicién
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2. Tablas suplementarias.

Tabla S1. Cepas usadas en este trabajo

I — GENOTIPO PROCEDENCIA |
Cepas de Schizosaccharomyces pombe

HVP30 leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Colecciéon HVM
HVP117 leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Colecciéon HVM
HVP1044 | cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h90 Coleccién HVM
HVP2092 | apml::ura4 leul-32 h- T Kuno
HVP2273 | GFP-sybl leul-32 h- Y Toyoshima
HVP3490 | apml1::ura4* his3-A1 h- Coleccién HVM
HVP3664 | vps27::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ P Perez
HVP3701 | apm3::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ P Perez
HVP3727 | apml1::ura4* apm1-GFP:leul* leul-32 ura4-A18 his3-A1 h- Coleccién HVYM
HVP3739 | anpl-mCherry:urad+ leul-32 ura4-A18 ade6 h+ S Oliferenko
HVP3902 | GFP-Sec72::ura4 leul-32 his3-A1 ura4 h- Este trabajo
HVP3945 | pku70::his3* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ | Hagan /YGRC
HVP3953 | hph.171 h- | Hagan /YGRC
HVP3954 | gga21::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Coleccién HVM
HVP3956 | gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Coleccién HVM
HVP3994 | gga21::KAN gga22::KAN his3-A1 h- Colecciéon HVM
HVP4022 | pik3::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ P Perez
HVP4068 | hph.171 leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP4160 cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* Pnda2:GFP-FYVE:Tnda2:NAT leu1-32 his3-A1 Este trabajo

ura4-A18 ade6 h?

HVP4243 | Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT leul1-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP4317 | gga22::KAN gga22-GFP:urad* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Coleccién HVM
HVP4373 | gga22::KAN GFP-syb1:KAN h? Coleccién HVYM
HVP4374 | gga2l::KAN gga22::KAN GFP-syb1:KAN h? Coleccién HVYM
HVP4504 | GFP-gosi:leul leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP4509 | ent3::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 adeb6 h+ P Perez
HVP4523 | gga22::KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT h+ Este trabajo
HVP4525 | gga2l::KAN gga22::KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT h+ Este trabajo
HVP4581 | ent3-GFP:KAN leul-32 ura4-A18 h- Este trabajo
HVP4637 Zi;?dzllfﬁgfj;;i 5::.:;04 Pnda2:GFP-FAPP1:Tnda2:NAT leul-32 Este trabajo
HVP4680 | clcl::KAN clc1-GFP:leul® leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6? h+ Coleccién HVM
HVP4694 | vps35::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4695 | vps35::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 adeé6 h- Este trabajo
HVP4708 | vps10-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP4709 | vpsl10-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4714 | vps27-RFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4715 | vps27-RFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP4730 | vps10-GFP:KAN gga21::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4735 | vps10-GFP:KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
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vps10-GFP:KAN gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18

HVP4737 ade6 h+ Este trabajo
HVPA746 ent3::KAN gga22::KAN gga22-GFP:ura4* leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
adeb6 h-
HVP4751 vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT leu1-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 h+
HVP4752 vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT leu1-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 h-
HVP4767 | vps10-GFP:KAN pik3::KAN leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP4777 | ent3::KAN clc1::KAN clc1-GFP:leul* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6? h? Este trabajo
HVP4781 | ent3::KAN gga21::KAN leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4782 | ent3::KAN gga22::KAN leul-32 his3? ura4-A18 adeé6 h- Este trabajo
HVP4783 | ent3::KAN gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4788 | vps27::KAN ent3::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVPA4789 apm1::ura4* apm1-GFP:leul* ent3::KAN leul-32 ura4-A18 his3-A1l Este trabajo
ade6? h?
vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT gga21::KAN leul-32 .
HVP4730 his3-A1 ura4-A18 h? Este trabajo
vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT gga22::KAN leul-32 .
HVP4791 his3-A1 urad-A18 h? Este trabajo
vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT gga21::KAN .
HVPAT92 | 99022::KAN leu1-32 his3-a1 urad-018 h? Este trabajo
HVP4805 | vps27::KAN gga21::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP4806 | vps27::KAN gga21::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4808 | vps27:KAN gga2l::KAN gga22::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
_ . .. .. _ is3-A1? -
HVP4811 ent3-GFP:KAN gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1? ura4-A18 Este trabajo
ade6? h+
HVP4814 | vpsl10-GFP:KAN ent3::KAN leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP4821 | vps10-GFP:KAN vps35::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVPA826 ent3-GFP:KAN Pnda2:Cherry-FAPP1:Tnda2:NAT leu1-32 his3-A1 ura4- Este trabajo
A18 ade6 h+
HVP4834 | vps10-GFP:KAN ent3::KAN gga21::KAN leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4836 | vps10-GFP:KAN ent3::KAN gga22::KAN leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
- . .. .. . - is3? -
HVP4839 vps10-GFP:KAN ent3::KAN gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3? ura4 Este trabajo
A18 adeb6 h-
HVP4841 | vpsl10-GFP:KAN gga22::KAN vps35::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h? Este trabajo
HVP4848 | vps10-GFP:KAN vps27::KAN leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4850 | vps10-GFP:KAN ent3::KAN vps27::KAN leul-32 his3? ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4857 | Pnda2:GFP-vti:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT ent3::KAN leul-32 .
HVP4866 his3-A1 ura4-A18 h- Este trabajo
HVP4876 | Pnda2:GFP-Pep12:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP4877 | Pnda2:GFP-fsvl:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP4878 | Pnda2:GFP-ykt6:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP4879 | vphl-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP4880 | vphl-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4883 | vphl-GFP:KAN ent3::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP4885 | vphl-GFP:KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
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vph1-GFP:KAN ent3::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6

HVP4887 he Este trabajo
HVP4891 | vpsl10-GFP:KAN anpl-mCherry:ura4* leul-32 ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVPA4892 vps10-GFP:KAN cfrl::his3* cfr1-RFP:urad+ leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
ade6 h+
HVP4897 | Pnda2:GFP-fsv1:Tnda2:NAT ent3::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 h- Este trabajo
HVP4899 | Pnda2:GFP-Pep12:Tnda2:NAT ent3::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 h- Este trabajo
vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT ent3::KAN .
HVPASLT | 0 5022::KAN leul-32 his3-A1 urad-A18 h+ Este trabajo
HVP4926 l\;;_)S.?S—GFP:NAT ent3::KAN pku70::his3* leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 Este trabajo
_ . . .. cehjc2t _ i
HVP4930 vps35-GFP:NAT ent3::KAN gga22::KAN pku70::his3* leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 ade6 h-
HVP4941 | fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h Este trabajo
HVP4942 | fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h* Este trabajo
_ . vehic* _ . + .. _ 2
HVP4943 vps10-GFP:KAN cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* ent3::KAN leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 ade6 h+
- . eehjct _ . + e _ e
HVP4946 vps10-GFP:KAN cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* gga22::KAN leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 ade6 h-
HVPA4951 vps27-RFP:KAN gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
ade6? h-
GFP-syb1:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT gga21::KAN .
HVP4953 gga22::KAN leul-32 his3? ura4? ade6? h? Este trabajo
HVPA4964 Pnda2:GFP-fsv1:Tnda2:NAT gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 h-
HVP4965 Pnda2:GFP-fsv1:Tnda2:NAT gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 h+
HVP5002 | vps10-GFP:KAN fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h Este trabajo
HVP5003 | vps10-GFP:KAN fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h* Este trabajo
HVP5016 Pnda2:GFP-Pep12:Tnda2:NAT gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 ade6? h-
HVP5021 | Pnda2:GFP-pepl12:Tnda2:NAT vsl1::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 h? Este trabajo
Pnda2:GFP-fsv1:Tnda2:NAT gga21::KAN gga22::KAN ent3::KAN leul- .
HVP5024 Este trab
2024 | 35 his3-A1 urad-A18 h? ste trabajo
vps10-GFP:KAN cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* gga21::KAN gga22::KAN .
HVP5028 leu1-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 Este trabajo
HVP5029 ;/7;_9510—GFP:KAN fsv1::HPH vps35::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 Este trabajo
HVP5033 | vps27-RFP::KAN fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5038 | vps35-GFP:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5039 | vps35-GFP:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5043 vps35-GFP:NAT gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
adeé6 h-
HVP5053 | Pnda2:GFP-fsv1:Tnda2:NAT vps35::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h? Este trabajo
HVP5058 | vph1-GFP:KAN gga21::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5059 vph1-GFP:KAN gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
adeé6 h-
HVP5061 | Pnda2:GFP-pepl12:Tnda2:NAT fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 h- Este trabajo
HVP5062 | Pnda2:GFP-pepl12:Tnda2:NAT fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
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HVP5064 Pnda2:GFP-fsv1:Tnda2:NAT gga22::KAN ent3::KAN leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 h-
HVP5068 | vphl-GFP:KAN vps27::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5074 | Pnda2:GFP-ykt6Tnda2:NAT vps35::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5076 | Pnda2:GFP-vti:Tnda2:NAT vps35::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5077 | Pnda2:GFP-pepl12:Tnda2:NAT vps35::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h- Este trabajo
HVP5078 | GFP-gosi:leul vps35::NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5079 | GFP-gosi:leul vps35:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5080 | Pnda2:GFP-pep12:Tnda2:NAT apm3::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5084 | GFP-sybl:leul” leul-32 vps35::NAT h- Este trabajo
i . + .. _
HVP5086 isp6::urad* psp3::NAT h M Ca'brera /E
Hidalgo
HVP5094 | Pnda2:GFP-pepl12:Tnda2:NAT apm3::KAN fsv1::HPH h+ Este trabajo
HVP5096 | cpyl-mCherry:KAN leul-32 his3-A1 h- LLDu
HVP5099 | vp35-GFP::NAT fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5104 | cpyl-mCherry:KAN fsv1::HPH leul-32 his3-A1 h- Este trabajo
HVP5121 | vps10-GFP:KAN psp3::NAT h- Este trabajo
HVP5122 | vps10-GFP isp6::ura4* h- Este trabajo
HVP5123 | vpsl10-GFP isp6::ura4* psp3::NAT h- Este trabajo
HVP5124 vps10-GFP:KAN vps35::NAT psp3::NAT Este trabajo
HVP5125 | vps10-GFP:KAN vps35::NAT isp6::ura4* Este trabajo
HVP5127 vps10-GFP vps35::NAT isp6::urad* psp3::NAT Este trabajo
HVP5128 | Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5129 | Pnda2:ub:GFP-Cps1:Tnmt1:NAT fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 h- Este trabajo
HVP5130 gzdaz:ub:GFP-Cpsl:Tnmtl:NAT fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3- .
HVP5135 A1 urad-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5150 Pnda2:GFP-fsv1:Tnda2:NAT cfr1-RFP:urad4® cfrl::his3* leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 h?
HVP5153 vps10-GFP:KAN gga21::KAN gga22::KAN isp6:.urad* h+ Este trabajo
HVP5155 vps10-GFP:KAN gga21::KAN gga22::KAN psp3::NAT h+ Este trabajo
HVP5157 | vps10-GFP:KAN gga21::KAN gga22::KAN isp6::urad* psp3::NAT h- Este trabajo
HVP5162 :r;daZ:GFP—fsvl:TndaZ:NAT vps27-RFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
HVP5168 Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT vps27::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
ade6 h-
HVP5200 | nhx1-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5204 Zi?;xl—GFP:KAN gga21::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 Este trabajo
HVP5205 Pnda2.ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT ent3::KAN leul-32 his3-A1 ura4-418 Este trabajo
ade6 h?
vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT apm1::ura4* leul-32 .
HVP5206 his3-A1 urad-A18 h? Este trabajo
vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT ent3::KAN .
HVPS212 | - 021::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 urad-A18 h? Este trabajo
vps10-GFP:KAN cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* apm1::ura4* leul-32 his3-A1l .
HVP5213 urad-A18 ade6? h? Este trabajo
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vps10-GFP:KAN cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* ent3::KAN gga21::KAN leul-

HVPS224 | 35 his3-41 ura4-218 ade6 h? Este trabajo
vps10-GFP:KAN cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* ent3::KAN gga22::KAN leul- .
HVPS225 | 35 his3-21 ura4-218 ade6 h? Este trabajo
vps10-GFP:KAN cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* ent3::KAN gga21::KAN .
HVPS5226 | 1 0022::KAN leu1-32 his3-01 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
HVP5227 Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT ent3::KAN gga21::KAN leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 ade6 h?
HVP5228 Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT ent3::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 ade6 h?
Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT ent3::KAN gga21::KAN gga22::KAN .
HVP5229 leu1-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5230 isp6-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul” leul-32 his3-A1 ura4- Este trabajo
A18 ade6 h?
isp6-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul* gga21::KAN .
HVPS231 | - 5022::KAN leu1-32 his3-01 urad-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5234 | Pnda2:GFP-fsviTM:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5235 | Pnda2:GFP-fsvITMSN:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5236 | Pnda2:GFP-fsviIANCC:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5237 | Pnda2:GFP-fsvIANC1:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5238 | Pnda2:GFP-fsvlAN:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5246 Pnda2:GFP-fsv1 fsviANCC:Tnda2:NAT vps35::NAT leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 h+
HVP5247 | GFP-Sec72::ura4* fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4 h? Este trabajo
vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT apm3::KAN .
HVPS253 | 0 0021::KAN gga22::KAN leu1-32 his3-A1 urad-A18 h? Este trabajo
cfrl:.his3* cfr1-RFP:ura4* Pnda2:GFP-FYVE:Tnda2:NAT gga21::KAN .
HVPS255 | 0 9022::KAN leu1-32 his3-01 urad-A18 ade6 h? Este trabajo
HVP5263 | pREP41x vps10-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5264 | PREP41x+vsl1* vps10-GFP:KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5265 | PREP41x vps10-GFP:KAN fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
+ _ . .. - H - -
HVP5266 PREP41x+vsl1* vps10-GFP:KAN fsv1::HPH leul-32 his3-A1 ura4-A18 Este trabajo
ade6 h+
Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* leul-32 his3- .
HVP5267 A1 urad-A18 ade6 h- Este trabajo
Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* ent3::KAN .
HVPS268 | 022::KAN leul-32 his3-A1 urad-A18 ade6 h? Este trabajo
Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT cfrl::his3* cfr1-RFP:ura4* gga21::KAN .
HVP52 Este trab
5269 | o 0022:KAN leu1-32 his3-A1 urad-A18 ade6 h? ste trabajo
Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul* .
HVP527 Este trab
5270 | 1011-32 his3-A1 ura4-A18 ade6? h+ ste trabajo
Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul* .
HVPS272 | - 021::KAN gga22::KAN leul-32 his3-A1 urad-A18 ade6? h? Este trabajo
Pnda2:ub:GFP-cps1:Tnmt1:NAT Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:leul* .
HVPS273 | 43 KAN gga22::KAN leu1-32 his3-01 urad-018 ade6? h? Este trabajo
HVP5276 | vps10-GFP:KAN vsl1::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
_ . . _ . . _ ic3. ?
HVP5279 cpyl-mCherry:KAN Pnda2:GFP-FYVE:Tnda2:NAT leul-32 his3-Alura4: Este trabajo
ade6? h?
cpyl-mCherry:KAN Pnda2:GFP-FYVE:Tnda2:NAT gga21::KAN .
HVP5282 Este trab
5282 | [ 022:KAN leul-32 his3-Alurad? ade6? h? ste trabajo
HVP5287 | vs/1::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Este trabajo
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HVP5288 | vs/1::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h+ Este trabajo
HVP5294 | vps10-GFP:KAN ent3::KAN gga21::KAN gga22::KAN isp6::ura4* h90 Este trabajo
HVP5301 | vps10-GFP:KAN ent3::KAN gga22::KAN isp6::ura4* h- Este trabajo
vps10-GFP:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT ent3::KAN .
HVPS314 | 0 0021::KAN leu1-32 his3-A1 urad-A18 h- Este trabajo
Pnda2:GFP-Pep12:Tnda2:NAT ent3::KAN 22::KAN leul-32 his3-A1
HVP5315 | ¢ ep-:fhaa en g9a ev = Este trabajo
ura4-A18 ade6? h+
GFP-syb1:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT ent3::KAN .
HVP5319 gga22::KAN leul-32 his3? ura4? ade6? h? Este trabajo
GFP-syb1:KAN Pnda2:mCherry-FYVE:Tnda2:NAT ent3::KAN .
HVP532 Este trab
5320 | 0 0621:KAN gga22::KAN leul-32 his3? urad? ade6? h? ste trabajo
HVP5331 Pnda2:GFP-fsv1ANCC(Y184A;M1ssA):Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4- Este trabajo
A18 h+
HVP5346 vps10-GFP:KAN fsv1::HPH vps35::NAT apm3::KAN leul-32 his3-A1 Este trabajo
ura4-A18 h?
HVP5368 | Pnda2:ub:GFP-Cps1:Tnmt1:NAT vsl1::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 h? Este trabajo
HVP5369 | Pnda2:GFP-fsvlAINT:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
HVP5370 | Pnda2:GFP-fsviASN:Tnda2:NAT leul-32 his3-A1 ura4-A18 h+ Este trabajo
Cepas de Escherichia coli
DH5a supE44, lacU169 (80lacZM15), hsdR17, RecAl, endA1, gyrA96, thi-1, Invitrogen
relAl
CJ236 dut-1, ung-1, thi-1, relA-1; pCJ104 (Cm") BioRad
F'mcrA A(mrr-hsd RMS-mcr BC), ¢ 80 dlac ZAM15, AlacX74, endA1l, .
DH10B Invitrogen
recAl, deoR A(ara,leu)7697, araD139 galU galK nupG rpsL \-
Tabla SlI. Principales oligonucleétidos usados en este trabajo
NOMBRE SECUENCIA 5'-3' UTILIDAD
PndaPst-F TATATACTGCAGACGCTTAATGCATTTATTGCA Clonac'sgapzrf’momr
PndaApa-R TATATAGGGCCCAATTTGTGATAATAACGAATG Clonac'sgapzrf’momr
GFPApa-F TATATAGGGCCCATGAAAGGAGAAGAACTTTTCACT Clonacién GFP
GFPMIu-R TATATAACGCGTTTTGTATAGTTCATCCATGCCATG Clonacién GFP
GFPNotA-F TATATATAGGCGGCCGCGCTGCTGCTGCTGCT Clonacién GFP
GFPNotA-R TATATATAGCGGCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGC Clonacién GFP
Cherrv-ApaF TATATATAGGGCCCATGGCTGCCGCAGCCGCTGCAGTGAGCAAGG Clonacién mCherr
y-Ap GCGAGGAGGAT y
Cherry-MIuR TATATAACGCGTTGCAGCCGCTGCTGCAGCCGCTGC Clonacién mCherry
FYVEMIu-F TATATAACGCGTTGGCAATCTAGTCAACGGAGAG Clonacién dominio FYVE
FYVESal-R TATATAGTCGACTTATCCTTGCAAGTCATTGAAACATGC Clonacién dominio FYVE
FAPPMIu-F TATATAACGCGTATGGAGGGTGTGTTGTACAAG Clonacién dominio PH
FAPPSal-R TATATAGTCGACTCATGTATCAGTCAAACATGCTTTG Clonacién dominio PH
TndaSal-F TATATAGTCGACTAATTTATCCAATAATCGCTTTTATAC Clonac'onn d;ezim'"ad”
TndaSac-R TATATAGAGCTCCCACAGAAAGGAGAAATTGA Clonac'onn dzezim'“ador
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Pepl2_MIu-F | TATATATAACGCGTATGTCTTTTGTTGACTTGGAGCAAG Clonacién de pep12*
Pep12_Sal-R TATATATAGTCGACCTAGCCCATTATTAAAGCTGTTAA Clonacion de pep12*
Ykt6_Mlu-F TATATATAACGCGTATGAAGCTGTATTCTGTCTCTATAC Clonacién de ykt6*
Ykt6_Sal-R TATATATAGTCGACTTAAGCTATTATACAGCAAGAATTT Clonacion de ykt6*
VHiIMIUATG-F | TATATAACGCGTATGGAGACGTACGAGCAAGAA Clonacién de vti1*
VtistpSal-R TATATAGTCGACCTAACGAAATTTGCTATAAAG Clonacién de vti1*
Fsvl_Mlu-F TATATATAACGCGTATGTCAAATTTGCTTCTGATCATTG Clonacion de fsv1*
Fsv1_Sal-R TATATATAGTCGACCTAAATGGAAGCCACAAGTAATAAC Clonacion de fsv1*
FsvITM TATATATAACGCGTGCTAAACAGTATCCCAGATGCTTT Clonacién FsviTM
FsvITM+SN TATATATAACGCGTAACGTTTTGGCTCAAATGCATCAG Clonacion FsvITM+SN
FsvIDN+CC TATATATAACGCGTATTCCTGCTGACGGAACAAGTGCC Clonacion FsvIAN+CC
FsvIDN+C1 TATATATAACGCGTTACAGAGTACGAGAATCCGAAGCA Clonacion FsvIAN+C1
FsvIDN TATATATAACGCGTAATCCCGATGAAGAAATTGAGTCT Clonacion FsvIAN
FsviDint-R TTGCTGATGCATTTGAGCCAACTGCAGTGAGGATGCACGCCGCTG Clonacién FsvIAINT
F 1SR ELTG'I'_FCCS;FFLGICACCCTTGTTTAATCGCTGCAGTACGTTTATGGGATCA Clomacion FeviASh
FsvlyAm-R TTCGGACAATTCTGTATTCGCTGCAGCTCCCATCCGCTTTTGC Clonadé(:::‘;m’v +cc
UbApa-F TATATATATGGGCCCATGCAGATTTTCGTCAAGACATTA Clonacién ubid*
UbHnd-R AAATTTAAAAAGCTTACCGCCACGAAGACGAAGAACAA Clonacién ubid*
Cps1Pst-F ATATATATCTGCAGATGTCCACTTCTAACGACCCAGTT Clonacion cps1*

Cpsi1SalStp-R

AAATTTAAAGTCGACTTACGCTTCTTCACCGGAATCAGA

Clonacién cps1*

Clonacién promotor

Gos1 ApaF TATATAGGGCCCACCGACTGAAAGTTGGTTGAG Dostt
Gos1 NotR TATATATAGCGGCCGCCCATGGCTAAAGAGATCTTCAAA C'O”ac';:;s‘;?mmr
Gos1 NotF TATATATAGGCGGCCGCATGAAGTCTATGCTTTTGAGAG Clonacién ORF gos1*
Gos1 ClalR TATATAATCGATTTAATGAAAAAAAAGGAACAAAAGC Clonacién ORF gos1*
Gos1 ClaF TATATAATCGATGTTGCATGTTTTATGAAACGT C'O”ac'og;‘otsiim'"ad”
Gos1 SaclR TATATAGAGCTCGCCAATTTTAGTCTTGAATTATATTAC Clonac'o;oiel:m'nador
VSILXhATG-F | TATATATACTCGAGATGGCGCTAAAAATTAAAATACCAG Clonacién vs/1*
VsliStpSm-R | TTTAAATACCCGGGTTAACCCAATTTGCGAAGGCCAGC Clonacién vs/1*
TTATAACGATAGTGCAGTAAATCCGATACAGTAGTCTGTTGTTCAT
Vsl1D-F1 GAACTCATTGTTGATCAACCTGTTCATAGCAAGTCGGATCCCCGGG Delecién vs/1*
TTAATTAA
TAGAAAACAAGACAAAACTGCAAAAGAAGATTCCATTAAATTTCG
Vsl1D-R1 TGAAATTAAATCAAATACTCATAAACACCCAAATAGAATTCGAGCT Delecién vs/1*
CGTTTAAAC
Vsl1-F1 GATAATCGTAAAGGCATCTCGC Compmbiz;’f delecion
Vsl1-R1 AGGAACTACAAGCCAAACCAAA Compmb?;ﬁ? deleci6n
CGTATTACTGTAAACTTCACTAATGTTTGTGTTTTTAGGCGCATGAT
fsv1D-F GAACATGATTACTCAAGAAAGTAACCAGCGACTCGGATCCCCGGG Delecién fsvi*
TTAATTAA
AGGACGTGAAATAAAAGAATTAAGTGAAAGTGTAACAGAGTTAC
fsviD-R AGCAAGTACAATTGCTAAGTGATATTTATTTGCACCGAATTCGAGC Delecién fsv1*

TCGTTTAAAC
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Comprobacion delecidon

Fsvi-F1 ATCTGGCAGCTAATGAGCAAAT P
Fsv1-R1 TAAAGGGAAGGTTCGTTTAGCA C°mpr°b;;"/‘1’£‘ deleci6n
TGGGCCGCTAGTAAAACTATACTGAAATTACAATTACGTTGGTTAA
Vps35D-F ATTGAAACACTTGGAAGTGGATATTTAGGGCTCTCGGATCCCCGG Delecién vps35*
GTTAATTAA
AAAATGAATAAATTAGTAATACAAAAATTTTATTAGAAGTATATTA
Vps35D-R GGGAGTAAGACATGATATAAACGCATACGAGAAAGAATTCGAGC Delecién vps35*
TCGTTTAAAC
Vps35-Left TAGGCGCGATATTTGTGATATG Compmt\’;cs';’;de'ec'on
Vps35-Right TAGGTGTTTGACGAAGTGCTTG Comprobacién delecidn y

marcaje Ct vps35*

Vps35ctTag-F

CTCTTAAAAATCATTTAGAAAGAGCAACTGCTTACGCAGAGAAAC
GTTCTGAAGATGAACGTTGGTCTAGTATTTTTCAACGGATCCCCGG
GTTAATTAA

Marcaje Ct de vps35*

Vps35ctTag-R

AGAAAAAAATCTAAGAACCTGAAATATAGCTGTCAAGAGAAAAAT
GAATAAATTAGTAATACAAAAATTTTATTAGAAGTGAATTCGAGCT
CGTTTAAAC

Marcaje Ct de vps35*

Vps35CtTag-Left

CCGACCTTATTGCTAGTGATCC

Comprobar marcaje Ct
de vps35*

Ent3CtTag-F

CTAGGGAAAGAGTTGTTTCGTCTTCTAGCGAACCGGTTTCTAAAAC
CCAAAACTTCCTAGACAACGACAATCTCCTATTGCGGATCCCCGGG
TTAATTAA

Marcaje Ct de ent3*

Ent3CtTag-R

TAACGATCAAGGGCTGGAGATAGTTTAAATGAGATAGGAAACGA
CTACTTAAATTCCATAGCAAACACATGCTAATAGGAGAATTCGAGC
TCGTTTAAAC

Marcaje Ct de ent3*

Comprobar marcaje Ct

Ent3-F2 TAATACCTCTTCACAAGCCGGT
de ent3*
Ent3-R1 CTTATAAGGCCACCAATTGCAT Comprobar marcaje Cty
delecion de ent3*
Ent3-F1 CGCATTTGACACCTACAAAATGTGTGTGAA Comprobar delecién de

ent3*

Vps10CtTag-F

CTACACCGACGAATGGTGAATTTGAAAATGCGGCATTCCTTCAAA
ATTATGAGATAGATGATGATGACGAAGAGTCAGTTCGGATCCCCG
GGTTAATTAA

Marcaje Ct de vps10*

Vps10CtTag-R

GATCATTAATATAAGAACGTGGCATAGCTGCTTTACATGATGAGT
GGAATGATTGACAAACATGCCCAGGTTAAGTTAAAGAATTCGAGC
TCGTTTAAAC

Marcaje Ct de vps10*

Comprobar marcaje Ct

Vps10CtTag-Left AGTGGCTGGTTGCATTCTTTAT de vps10*
Vps10CtTag-Right | GGTTTATCCCGCAAATGAATTA Comprg s e\)/;):l‘;l;caje “

TGGGTATTCACGATGTACTCTTGTCTATTCCTGTTGGTAGCAGCAC

Isp6CtTag-F TATTAACCTTCTCGCTTTCAATGGTGCTCAAGAACGGATCCCCGGG Marcaje Ct de isp6*
TTAATTAA
TGTAAAGAACAATCATAAAAGGAGCAAACGTTTTCAAAAAAATAA

Isp6CtTag-R AACAATTACTCGATGTATTGAAAATCAAACACCGAGAATTCGAGCT Marcaje Ct de isp6*

CGTTTAAAC

Isp6CtTag-Left

GTAGCTGTGTTGACATCTTCGC

Comprobar marcaje Ct
de isp6*

Isp6CtTag-Right

AGGCGGCGATATTAAATGTAGA

Comprobar marcaje Ct
de isp6*

Vps27CtTag-F

GTTATGATGATTTAATGAATGGCAATGATAAGCAAGGTAATGATA
TTCCTGAAGTTCAAGAAGCATCTTTAATCGAGCTTCGGATCCCCGG
GTTAATTAA

Marcaje Ct de vps27*

Vps27CtTag-R

ATTTTAGGTTACAATTGATCAATTTTGAAAAACAAAAAAATATTAA
AAGGATCGTAAACAGACATGCATTGTCGATAAATGAATTCGAGCT
CGTTTAAAC

Marcaje Ct de vps27+
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Vps27CtTag-Left

TTCGTCTCCGGTAACAGAAAAT

Comprobacidn marcaje
Ct de vps27+*

Vps27CtTag-Right

GTTGACTGGAAAAACTCCAAGG

Comprobacidn marcaje
Ct de vps27+

Vph1CtTag-F

ATTGGGTTGAAGGCATGTCTAAGCATTTTGAAGGTGAAGGATATG
CTTTTACCCCTTTCACTTTCAAAGTGACCGCGGAGCGGATCCCCGG
GTTAATTAA

Marcaje Ct de vph1*

Vph1CtTag-R

TTCTTTTAACTAAGATTCTAAAGAGCAGCAATTTGTAAACTTCTTAT
AAGCTATTAATTTAATGATTAATTATTTACGAAGAATTCGAGCTCG
TTTAAAC

Marcaje Ct de vph1*

Vph1CtTag-Left

CGTATGACCGGAATTGTAGGAT

Comprobacidn marcaje
Ct de vph1*

Vph1CtTag-Right

TGAAATCCAGTAGCAATCTCCA

Comprobacidn marcaje
Ct de vph1*

Nhx1CtTag-F

AATGGTTAACGCGCTTTGATGAAGAGGTCATAAAACCAGTGCTTC
TGGAGAGAGATAACCTTAAAAATGGAACAAAAAAACGGATCCCC
GGGTTAATTAA

Marcaje Ct de Nhx1*

Nhx1CtTag-R

AAAATTCATAAATGATAAAAGGAGAAACGAGGTCGTAAGACCAA
AAGCATATTCATTAAACTGACACGAACATATACTGTGAATTCGAGC
TCGTTTAAAC

Marcaje Ct de Nhx1*

Nhx1CtTag Left

GAACATTTTGATGAAGGCAACA

Comprobacién marcaje

Ct de Nhx1*
. Comprobacidn marcaje
Nhx1CtTag Right TTGTTGGAAAATCATCGACTTG Ct de Nhx1*
Comprobar delecién de
Gga21F1 AGCTTTTCAGCTGAACCAGA
gga21*
Comprobar delecién de
Gga2lR1 GAGATTATTAGGTCAAAGACATTC gga21*
Comprobar delecién de
Gga22F1 GCAAGTTTTATGGTTACTTAAAC
gga22*
Comprobar delecién de
Gga22R1 ATTCAGTGGGATTAGAGCTCAAC
gga22*
K2 GTCGCACCTGATTGCCCGACAT Comprobacién delecion
genes con marcador KAN
K4 CAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTC Comprobacion delecién
genes con marcador KAN
CIONAT-F TCACCAACGTCAACGCACCGGCGAT Comprobacion delecion
genes con marcador NAT
CIONAT-R ACTGGTGCGGTACCGGTAAGC Comprobacidn delecidn
genes con marcador NAT
Hph-F GTACACAAATCGCCCGCAGAAGCG Comprobacion delecion
genes con marcador HPH
Hph-R CCTACATCGAAGCTGAAAGCA Comprobacion delecion

genes con marcador HPH
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