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Introduccién

1. Las levaduras como modelo de estudio

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces
pombe son dos de las especies mas comunmente empleadas como modelos
de investigacion en biologia molecular. Ambas especies poseen una serie de
caracteristicas que las convierten en excelentes organismos modelo. Son
microorganismos eucariotas unicelulares que, aun estando muy separados
evolutivamente de los metazoos, comparten procesos celulares con los
organismos superiores. Ademas, esta descrito que el 25% de los genes
humanos causantes de enfermedades presentan un homodlogo en levaduras
(Bassett et al., 1996). Por estas razones, la investigacion con levaduras permite
el conocimiento y la comprension de mecanismos moleculares similares a los
acontecidos en cancer, enfermedades neurodegenerativas y en otras
enfermedades y trastornos humanos. Son sistemas facilmente manejables en
el laboratorio, pues cuentan con un ciclo de vida rapido y no son patégenos. La
manipulacion genética es sencilla, Io que permite crear cepas que no expresen
determinados genes, que los expresen de manera regulada o cepas que
expresen proteinas unidas a epitopos para estudios bioquimicos y de biologia
celular.

El genoma de ambas levaduras estd secuenciado, hecho que amplia el
conocimiento sobre ambos organismos; el genoma de S. cerevisiae se publicd
en 1996 (Goffeau et al., 1996) y el de S. pombe se public6 en 2002 (Wood et
al., 2002).

2. Lalevadura de fision Schizosaccharomyces pombe

El presente trabajo se ha llevado a cabo utilizando la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe. Esta levadura es un hongo unicelular
perteneciente a los ascomicetos. Su genoma esta formado por 4.824 genes
repartidos en los tres cromosomas: cromosoma | (5,7 Mb), 1l (4,6 Mb) y Il (3,5
Mb). La informacion acerca de los genes se encuentra disponible en la pagina

web: http://www.pombase.orq.



http://www.pombase.org/

Introduccién

La descripcion de la levadura S. pombe la realizé P. Lindner en 1893
tras aislar este organismo de una cerveza en el este de Africa. De este
descubrimiento deriva el epiteto especifico pombe que significa cerveza en
suajili. Las cepas actualmente utilizadas en el laboratorio no derivan de esa
primera aislada de una cerveza, sino que proceden de la estirpe homotalica h®°
aislada por Ostewalder de un zumo de uva en 1921; a partir de esa cepa se

obtuvieron las cepas de ambos tipos sexuales: h*y h- (Leupold, 1950).

2.1 Elciclodevidade S. pombe

Las células de S. pombe tienen forma cilindrica y en condiciones
normales son haploides. Su crecimiento tiene lugar de modo polarizado por
extension de los extremos y la division se produce mediante fisién cuando la
célula madre alcanza el tamafio adecuado. EI mecanismo de citocinesis y

septacion de esta levadura se describen mas adelante.

En el ciclo de vida de la levadura de fisidén se alternan las fases haploide
y diploide en funcién de una serie de factores ambientales y de la interaccion
entre células de tipo sexual opuesto. Las células haploides son de dos tipos
sexuales complementarios, h* o h~. En ausencia de nitrdgeno las células de tipo
sexual opuesto entran en contacto, conjugan y forman un zigoto. Este zigoto es
diploide pero muy inestable, de manera que rapidamente tiene lugar la divisién
meidtica de su nucleo generandose un asca zig6tica con cuatro ascosporas
haploides en su interior. En el momento en el cual las condiciones ambientales
vuelven a ser favorables se produce la dehiscencia del asca y la consiguiente
liberacion de las esporas al exterior. Las ascosporas germinan reiniciando la
fase haploide del ciclo. El ciclo de vida se puede observar en la figura 1. Se
pueden mantener los zigotos diploides en medio rico antes de que ocurra la
meiosis, iniciandose un ciclo mitético diploide, pero en el momento en el que se
empobrezca el medio se producira la formacion de un asca azigoética con cuatro

ascosporas haploides.
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Figura 1. Ciclo de vida de S. pombe.

Divisién por fision de las células.

Conjugacion entre células de tipo sexual opuesto.
Formacién del zigoto.

Division meidtica y formacién del asca zigética.
Ascospora.

Germinacién de la ascospora en condiciones favorables.
Ciclo mitotico diploide.

Asca azigoética.

Smrooo T

Ademas de las estirpes heterotélicas, h* y h-, existe una estirpe
homotdlica h®® que debe su nombre a que el 90% de las células forman
esporas. Las células de esta estirpe son capaces de cambiar de tipo sexual
cada dos generaciones, por este motivo una sola célula origina una colonia de
células que pueden conjugar entre si cuando las condiciones del medio son

limitantes.

2.2 Ciclo morfogenético de S. pombe. Citocinesis y septacién

Las células de S. pombe crecen de manera polarizada y asimétrica por
extension de los polos, manteniendo un diametro constante equivalente a 3-4
Mm a lo largo de su ciclo de vida. En el momento en el que la célula alcanza

una longitud de 12-15 uym se produce la citocinesis y la formacion del septo de
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division; este septo sera posteriormente degradado para permitir la generacién
de dos células hijas de 7-8 ym de longitud.

En un primer momento las células crecen por el polo viejo, con un
crecimiento monopolar que tiene lugar en las fases Gi/S y parte de la fase Ga.
En un determinado momento de la fase G2 se produce la induccién del
crecimiento bipolar mediante un mecanismo denominado NETO (New End
Take Off) (Mitchison and Nurse, 1985). Cuando se alcanza el tamafio critico
cesa el crecimiento, tiene lugar el inicio de la fase M (mitosis) y ocurre la
citocinesis. Durante todo el ciclo celular son indispensables las funciones del
citoesqueleto de actina y de microtibulos para el mantenimiento de la forma
celular.

La citocinesis es un proceso, regulado temporal y espacialmente,
mediante el cual se reparten los componentes de la célula madre entre las dos
células hijas. Este mecanismo se encuentra muy conservado, la divisién por
fision de S. pombe y su proceso de citocinesis comparten muchos elementos
con los metazoos. Durante la citocinesis tienen lugar las siguientes etapas
(figura 2A):

Seleccion del sitio de division celular: el sitio de division queda determinado por
la posicién del ndcleo en la transicion entre Gz y fase M. La proteina Midl
promueve la acumulacion de los componentes del anillo de actomiosina en la

zona media celular (Sohrmann et al., 1996; Paoletti and Chang, 2000)

Ensamblaje del anillo contractil: una vez que Mid1 se encuentra localizada en el
cortex de la zona media celular se produce el reclutamiento y ensamblaje de
otras proteinas a esa zona del ecuador celular. Estas proteinas son: Myo2 (la
cadena pesada de la miosina de tipo 1), Cdc4 y Rlcl (las cadenas reguladoras
de la miosina) y Rng2 (Motegi et al., 2004). Posteriormente se incorporan
Cdc15 (una proteina con un dominio F-BAR implicada en la curvatura de la
membrana) y Cdcl2 (la formina, implicada en la nucleacion de la actina)
(Carnahan and Gould, 2003; Kovar et al., 2003; Wu et al., 2003). A partir de
ese momento se unen proteinas relacionadas con la actina, como son: la
profilina, el complejo Arp2/3, la miosina Myol y Wspl. Todas ellas contribuyen

a la polimerizaciéon de la actina y a la compactacion del anillo hasta su
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maduracion en el momento en el que se une Myo3 (otra miosina de tipo Il). La
proteina Chs2 (ver mas adelante) participa en el anclaje del anillo a la

membrana (Martin-Garcia et al., 2003; Martin-Garcia and Valdivieso, 2006).

Contraccion del anillo de actomiosina: este proceso ocurre al final de anafase B
y depende de un complejo proteico que constituye la ruta denominada SIN
(Septum Initiation Network) (Simanis, 2003), que permite la coordinacion entre
el ciclo celular y la citocinesis. El complejo SIN incluye a: Spgl, Cdc7, Cdcll,
Sid4, Cdcl4, Sidl, Sid2 y Bgsl, todos estos componentes funcionan en una
cascada de proteinas quinasas reguladas por GTPasas (McCollum and Gould,
2001).

Incorporacién de nuevo material de membrana: con este proceso se consigue
gue se produzca un incremento en la superficie de membrana celular entre las
células hijas. La incorporacién tiene que estar coordinada con la contraccién
del anillo de actomiosina. Durante esta fase son muy importantes los dominios
de membrana ricos en esteroles conocidos como lipid rafts, la formaciéon de
estos dominios de membrana depende de Cdcl5, una proteina que hace de
nexo entre la membrana y el anillo (Willet et al., 2015). Para la unién entre la
membrana y el anillo también son necesarias: la paxillina PxI11, Ficl, Rgf3,
Rga7 y una proteina similar a Cdc15 denominada Imp2 (Demeter and Sazer,
1998; Pinar et al., 2008; Roberts-Galbraith et al., 2009; Martin-Garcia et al.,
2014; Ren et al., 2015; Perez et al., 2016). Rgf3 es un GEF de Rhol que
permite la activacién de las enzimas B-glucan sintasas (Bgs) y la sintesis de
glucano (Arellano et al., 1996; Tajadura et al., 2004), Cdcl5 permite el
transporte desde el Golgi hasta la membrana de Bgsl y Rga7 contribuye al
transporte de Bgs4 hacia la membrana plasmatica (Arasada and Pollard, 2014;
Arasada and Pollard, 2015).

Sintesis y degradacion del septo de division: a medida que se va incorporando
material de membrana es necesario que se deposite material de pared celular
en el septo. La sintesis del septo la llevan a cabo las glucan-sintasas Agsl,

Bgsl, Bgs3 y Bgs4, todas ellas se describen en un subapartado posterior.
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Ademas, Bgsl es un componente de la ruta SIN. Los procesos de trafico
vesicular (la endocitosis y la exocitosis) son muy importantes para la formacién
del septo.

Una vez se ha concluido la sintesis del septo tiene que producirse su
degradacion controlada, lo que permitird la separacion final de las dos células
hijas. Son las glucanasas, Agnl y Engl principalmente, las enzimas
encargadas de llevar a cabo esa degradacion. Para que las glucanasas se
localicen correctamente es necesaria la accion de las septinas, unas proteinas
que forman un anillo no contractil en el ecuador celular, y el exocisto (Martin-
Cuadrado et al., 2005).

3. La pared celular de S. pombe

La pared celular es una estructura rigida, externa a la membrana
plasmética, que otorga proteccion a la célula frente a la lisis osmotica o a los
dafios mecanicos. Es una estructura fundamental para determinar la morfologia
celular puesto que, a pesar de ser rigida, es dinamica, permitiendo la
adaptacion a las distintas morfologias que ha de adoptar la célula a lo largo del
ciclo de vida. Su dinamismo se basa en su capacidad para responder a los
estimulos externos a los que estan sometidas las células, manteniendo siempre
la integridad celular a través de la coordinacion entre el crecimiento y continuos
procesos de sintesis y degradacion.

El estudio de la pared celular es muy importante por ser un elemento
fundamental para la morfologia y la supervivencia de las células fungicas. Esta
estructura no esta presente en las células animales, por esta razén se convierte
en una buena diana para farmacos antifangicos que no provoquen dafios a las

células del hospedador.

3.1 Composicion de la pared celular de S. pombe

La pared celular de la levadura de fision se observa como una estructura

trilaminar al microscopio electrénico de transmision. Presenta una capa externa
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y otra interna densas a los electrones formadas por galactomanano y una zona
media menos densa a los electrones formada por glucanos (Horisberger et al.,
1978; Osumi, 1998; Humbel et al., 2001) (Figura 2B)

El septo de division presenta también dos capas densas a los electrones
que se corresponden con el septo secundario y una menos densa a los
electrones denominada septo primario (Humbel et al.,, 2001; Cortes et al.,
2007). El septo secundario formara la pared celular de las células hijas
(Figura2B).
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Figura 2. Citocinesis y estructura de la pared celular de S.
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Procedente de Cortes et al., 2016.

Los componentes de la pared celular son los siguientes:

Glucanos: Existen cuatro tipos de glucanos en la pared celular, siendo el B-

glucano el componente principal de la pared.
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B(1,3)-glucano lineal: este glucano no presenta ramificaciones. Se creia que
solo estaba presente en el septo primario, pero se ha visto que también esta
presente, aunque en menor cantidad, en la pared celular. (Humbel et al., 2001;
Cortes et al., 2007).

B(1,3)-glucano con ramificaciones B(1,6): esta formado por cadenas lineales de
residuos de glucosa unidos mediante enlace $(1,3) con ramificaciones laterales
en B(1,6). Es el componente mayoritario de la pared celular (Manners and
Meyer, 1977).

B(1,6)-glucano: esta formado por mondmeros de D-glucosa unidos por enlaces
B(1,6) con ramificaciones en 3(1,3). Es un componente minoritario de la pared

celular (Manners and Meyer, 1977).

a-glucano: estd formado por unidades de glucosa unidas mediante enlace
a(1,3) con una pequena proporcion de enlaces a(1,4). Constituye casi un tercio
de la pared celular de la levadura de fisibn (Manners and Meyer, 1977). La
distribucién de este polimero no estd muy bien descrita (Sugawara et al., 2003;
Grun et al., 2005).

Galactomanano: constituye el componente glucidico de las glicoproteinas
presentes en la pared celular. Representa una décima parte de la pared celular
y esta formado por residuos de manosa unidos en enlaces a(1,6) con cadenas
laterales unidas mediante enlaces a(1,2). Se encuentra presente tanto en la
capa externa como en la proximidad de la membrana plasmatica (Horisberger
et al., 1978).

Quitina: la presencia de este polimero de N-acetilglucosamina en la pared
celular de S. pombe es motivo de controversia. No ha sido posible su deteccion
utilizando difraccion de rayos X o tincién con lectina aglutinina de germen de
trigo (Kreger, 1954; Horisberger et al., 1978).
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3.2 Biosintesis de la pared celular de S. pombe

B-glucano: como ya se ha descrito con anterioridad este compuesto es el
mayoritario en la pared celular y existen diferentes tipos de (-glucanos. Es
responsable de la fuerza mecéanica y del mantenimiento de la forma de las
células (Cortes et al., 2002). La enzima responsable de la biosintesis del 3(1,3)-
glucano se denomina B(1,3)-glucan sintasa [UDP-glucosa: 3(1,3)-D-glucano-3-
B-D-glucosiltransferasa, E.C. 2.4.1.34]. Esta enzima (BGS) se localiza en la
membrana plasmatica y emplea como sustrato UDP-glucosa. La actividad BGS
estd formada por una subunidad reguladora, la GTPasa Rho (Arellano et al.,
1996), y una subunidad catalitica. Se han descrito cuatro isoformas de la
subunidad catalitica, unas proteinas denominadas Bgsl a Bgs4 que tienen un
elevado peso molecular (>200 kDa) y numerosos dominios transmembrana.
Bgsl, Bgs3 y Bgs4 se localizan en el ecuador celular (Cortes et al., 2002; Liu et
al., 2002; Mulvihill et al., 2006) y en los polos de crecimiento (Cortes et al.,
2005; Cortes et al., 2007). También se encuentran en estructuras intracelulares
que se observan como puntos dispersos por el citoplasma, puntos que
seguramente se correspondan con estructuras membranosas implicadas en su
transporte a la membrana plasmética.

Bgs1 sintetiza el $(1,3)-glucano lineal del septo primario (Humbel et al.,
2001; Cortes et al., 2002) y tiene un papel importante en el proceso de
citocinesis. Cuando la expresion del gen bgsl* se reprime las células no son
capaces de degradar el septo y aparecen células encadenadas (Cortes et al.,
2007). Bgs2 es necesaria para el proceso de esporulacién, pero no tiene un
papel destacado en el crecimiento vegetativo (Liu et al., 2000; Martin et al.,
2000). Bgs3 es importante para la viabilidad celular y para la polaridad, aunque
su funcion concreta se desconoce (Martin et al., 2003). Bgs4 es necesaria para
el mantenimiento de la integridad celular tanto en el crecimiento polarizado
como en la citocinesis. Sintetiza el glucano de la pared celular y del septo
secundario y es la responsable de la mayor parte de actividad BGS in vitro,
ademas es necesaria para acoplar el crecimiento del septo con la contraccion

del anillo de actomiosina y con la formacion de nueva membrana plasmatica,
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para la completa formacion del septo primario y para la formacion del septo
secundario (Cortes et al., 2005; Munoz et al., 2013).

a-glucano: la sintesis de este componente se lleva a cabo por la a-glucan
sintasa (aGS). El gen ags1*/mok1* codifica una proteina integral de membrana
de alto peso molecular homologa a proteinas implicadas en la sintesis de a-
glucano, por esta razén se considera un componente de la actividad aGS
(Hochstenbach et al., 1998; Katayama et al., 1999). Agsl se localiza en los
sitios de crecimiento activo (polos y septo) y también en el anillo de
actomiosina, coincidiendo con Bgsl. Agsl es necesaria para la correcta
formacion del septo primario y la sintesis del septo secundario; su ausencia
provoca problemas en la integridad del septo, asi como problemas en la
separacion final de las dos células hijas (Cortes et al., 2012). Existen otros
cuatro genes implicados en la sintesis del a-glucano de las ascosporas (Garcia
et al., 2006).

Galactomanano y manoproteinas: las proteinas son glicosiladas en el reticulo
endoplasmatico (RE) y en el Golgi para, posteriormente, ser secretadas a la
pared celular y quedar unidas a la membrana o a la matriz de glucanos de la
pared celular (Gemmill and Trimble, 1999). Se han descrito varios genes
implicados en la formacion de estos compuestos: las galactosiltransferasas
gmal2* y gmh3* (Chappell and Warren, 1989; Yoko-o et al., 1998), y las
manosiltransferasas ochl* (Yoko-o et al., 2001), omal*, oma2* y oma4*
(Tanaka et al., 2005; Willer et al., 2005).

Quitina: no existen cantidades detectables de quitina en la pared celular de S.
pombe; sin embargo, si existen genes similares a los genes CHS (CHitin
Synthesis), los que codifican las enzimas con actividad quitin-sintasa (QS) y
sus reguladores.

Chsl: es una auténtica QS necesaria para la esporulacion (Arellano et
al., 2000). Chs2 carece de actividad catalitica pero ayuda a mantener la
integridad del anillo contractil de actomiosina durante la contraccién (Martin-
Garcia et al., 2003; Martin-Garcia and Valdivieso, 2006). Cfhl, Cfh2, Cfth3 y
Cfh4 son proteinas similares a Chs4 de S. cerevisiae; Cfth3 es necesaria para
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la estabilidad de Bgsl en el septo, principalmente en condiciones de estrés
producido por KCI (Sharifmoghadam and Valdivieso, 2009; Sharifmoghadam et
al., 2012); Cfrl es similar a Chs5 de S. cerevisiae y Bchl es similar a las
ChAPs de S. cerevisiae (Hoya et al., 2017); estas dos proteinas conforman el
exdmero de S. pombe, objeto de estudio de este trabajo y que se describira en

apartados posteriores de esta Introduccion.

3.3 Remodelacion y degradacion de la pared celular

La pared celular tiene que sufrir cambios a lo largo del ciclo de vida de la
levadura, por esta razén es un elemento muy dindmico que requiere de
procesos de degradacion y remodelacion continuos.

La glucanasa Exg2 y las B(1,3)-glucanosiltransferasas Gasl y Gas2 se
localizan en los polos celulares para degradar la pared y mantener la integridad
celular durante el crecimiento vegetativo (Duenas-Santero et al., 2010; de
Medina-Redondo et al., 2010) Las endoglucanasas Engl y Agnl degradan el
septo para completar la separacion celular (Dekker et al.,, 2004; Duenas-
Santero et al., 2010).

Una vez son sintetizadas, todas las enzimas implicadas en la sintesis,
degradacion y remodelacion de la pared celular deben ser transportadas hasta
la membrana plasmatica para que puedan ejercer su funcién. Este transporte
se lleva a cabo por los mecanismos de trafico intracelular a través del sistema

de endomembranas.

4. El trafico intracelular en S. pombe

El sistema de endomembranas de las células eucariotas esta formado
por un conjunto de organulos: el reticulo endoplasmatico (RE), el aparato de
Golgi, el sistema endosomal y los lisosomas (en células animales) o las
vacuolas (en plantas y levaduras). En la figura 3A se muestra un esquema
general del sistema de endomembranas, sobre el que distintos organismos han

sufrido algunas adaptaciones (Scott et al., 2014). En general, el sistema de
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endomembranas y los mecanismos de tréfico intracelular de S. pombe estan
poco caracterizados, por lo que a continuacion se describe el sistema general,

mencionandose aquellos aspectos conocidos en la levadura de fision.

En un principio, las proteinas sintetizadas deben ser transferidas al
reticulo endoplasmatico. La translocacion puede ocurrir de dos modos distintos:
co-traduccional o post-traduccional (Zimmermann et al., 2011). En el reticulo
endoplasmatico tiene lugar la maduracion y el procesamiento de las proteinas.
Una vez han adquirido el plegamiento proteico adecuado tiene lugar la salida
de las proteinas a través de los lugares conocidos como ERES (Endoplasmic
Reticulum Exit Sites), sitios libres de ribosomas del reticulo endoplasmatico de

donde emergen las vesiculas COPII.

Las vesiculas COPII tienen como destino el aparato de Golgi, organulo
por el que pasan un tercio de las proteinas sintetizadas en la célula.
Tradicionalmente, el aparato de Golgi se ha dividido en cis, medial, trans y el
TGN (Trans-Golgi Network) (Farquhar, 1997). El trafico retrégrado entre los
distintos compartimentos y hacia el reticulo ocurre en vesiculas COPI. En el
modelo mas aceptado en la actualidad se produce la maduraciéon de cada
cisterna pasando esta de ser cis a trans a medida que adquieren distintas
GTPasas Rab y Arf y fosfolipidos. En los distintos compartimentos tienen lugar
distintos procesos, desde la modificacion del estado de glicosilacion de las
proteinas hasta la formacion de vesiculas para la distribucién hacia los distintos
organulos celulares (Day et al., 2013; Guo et al., 2014; Papanikou and Glick,
2014). El TGN se ha considerado como el principal centro de distribucién de
proteinas y lipidos de la célula (formandose microdominios especializados),
aunque algunos resultados recientes indican que la distribucion de proteinas

podria iniciarse en el cis Golgi (Chen et al., 2017).

Para la formacién de las vesiculas son necesarios una serie de pasos:
concentracion de las proteinas cargo en la zona especifica de la membrana del
organulo donador, gemacion de la vesicula, transporte de la vesicula a través
del citoesqueleto y reconocimiento de la vesicula en el organulo aceptor. Para
cada uno de estos pasos son necesarios una serie de componentes: las

GTPasas pequefias de las familias Rab, Arf y Rho, las cubiertas vesiculares y
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los adaptadores, el citoesqueleto y los factores amarra (tethers) y de anclaje

(docking, constituidos por los SNARES).

Desde el TGN las proteinas llegan en vesiculas a los endosomas, dentro
del sistema endosomal se habla de endosomas tempranos (EEs) y endosomas
tardios (LEs). Ademas, las proteinas pueden llegar a los endosomas a traves

de la endocitosis.

La identidad de cada endosoma viene marcada por las GTPasas
capaces de activarse en él y los fosfoinositidos que se encuentran presentes
(segun las quinasas y fosfatasas presentes en cada estadio de maduracion de
los endosomas) (Behnia and Munro, 2005; Daboussi et al., 2012; Guo et al.,
2014). A lo largo de la maduracion de los endosomas se va produciendo el
cambio de su contenido i6nico y del pH, que se va acidificando hasta alcanzar
el valor mas bajo en la vacuola. Desde los endosomas las proteinas pueden ir
a la membrana plasmatica, volver al TGN o ser enviadas a la vacuola para su
degradacion. Es necesario un exhaustivo control espacio-temporal que marque

el destino de cada molécula cargo.

Estudios recientes ponen en duda que la compartimentalizacién de los
distintos organulos membranosos sea tan clara, asi, en el caso de la levadura
de gemacion S. cerevisiae, donde el aparato de Golgi es de tipo vesicular y no
presenta cisternas, la divisién entre TGN y endosomas tempranos se ha puesto
en duda (Day et al., 2018). En el caso de S. pombe, donde el aparato de Golgi
presenta cisternas (Ayscough et al., 1993), la presencia de fosfatidilinositol-3-
fosfato (propio de endosomas tempranos en otros organismos), se detecta en

estructuras adyacentes a las vacuolas (Hoya et al., 2017).
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Figura 3. Tréafico vesicular y adaptadores de clatrina.

A. Esquema general del trafico vesicular procedente de Paczkowski et al., 2015. Los distintos
tipos de vesiculas, segun los adaptadores y las cubiertas presentes, participan en el trafico
entre diferentes organulos subcelulares.

B. Estructuras de los adaptadores de clatrina: complejos APs, GGAs y epsinas. Procedentes
de Boehm and Bonifacino, 2001 y Wendland et al., 2002.

4.1 Las vesiculas recubiertas de clatrina y los adaptadores

Las vesiculas que median el trafico entre los distintos organulos pueden
estar recubiertas o0 no por clatrina. Si las vesiculas presentan una cubierta de
clatrina necesitan unas proteinas o complejos denominados adaptadores, por
carecer la clatrina de sitios de unién a las membranas y a los cargos. Los

adaptadores conocidos se muestran en la figura 3B, y son:
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Complejos adaptadores APs: son heterotetrameros formados por dos
subunidades mayores denominadas adaptinas, una subunidad mediana y una
subunidad pequefia (Boehm and Bonifacino, 2001). Las distintas subunidades
tienen la capacidad de unirse a la clatrina y a las moléculas cargo (Paczkowski
et al., 2015).

El complejo AP-1 participa en el trafico entre el TGN y los endosomas
(Boehm and Bonifacino, 2001); AP-2 participa en la endocitosis, actuando entre
la membrana plasmatica y los endosomas, y AP-3 en el transporte entre el

TGN y las vacuolas (Boehm and Bonifacino, 2001).

De todos los complejos APs para el presente trabajo es interesante el
complejo AP-1. En el caso de S. pombe, se ha descrito que la pérdida de
apml* (Apml, es la que media la interaccién con el cargo) causa multiples
fenotipos: sensibilidad al inmunosupresor FK506, letalidad sintética con el
mutante de la calcineurina, sensibilidad a cloruros de magnesio y potasio,
aparicion de estructuras membranosas conocidas como cuerpos de Berkeley,
defectos en septacion, sensibilidad a B-glucanasas, problemas en la fusién de

las vacuolas y reduccion de la secrecion (Kita et al., 2004; Ma et al., 2009).

La proteina reguladora Sipl media la interaccion entre la GTPasa Rho3
(implicada en secrecion) y el complejo AP-1 (Apm1). La delecién de cada uno
de esos tres genes provoca fenotipos muy similares (Kita et al., 2011; Yu et al.,
2012; Yu et al., 2013).

Los GGAs (Golgi-localized, Gamma-ear containing, Arf-binding proteins): son
proteinas monomeéricas que participan en el trafico entre el TGN y los
endosomas, aunque su funcién exacta no estd bien caracterizada. En S.
pombe existen dos, Gga2l y Gga22. Los GGAs estan formados por un dominio
VHS (Vps27, Hrs, STAM), un domino GAT (GGA and TOM) y un dominio GAE
(Gamma-Adaptin Ear). Revisado por Boehm y Bonifacino (Boehm and
Bonifacino, 2001).
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Las epsinas: son proteinas monomeéricas que participan en el tréfico entre el
TGN y los endosomas. Presentan un dominio ENTH (Epsin N-terminal
Homology), necesario para la unién al cargo y al fosfoinositido, y un dominio
largo que se une a otros adaptadores de clatrina (Ford et al., 2002; Owen et al.,
2004). En S. pombe existen dos epsinas: Entl, implicada en endocitosis, y

Ent3, que se localiza en el Golgi pero que aun no esta bien caracterizada.

4.2 Tréfico vesicular independiente de clatrina: El exébmero

4.2.1 Elexdmero de S. cerevisiae

El exbmero es un complejo proteico que media el trafico de ciertas
proteinas entre el TGN y la membrana plasmatica. Este complejo fue descrito
en la levadura de gemacion S. cerevisiae; en un principio fue considerado
como una nueva cubierta por su capacidad de unirse a membranas in vitro,
pero, posteriormente, fue considerado un adaptador por no ser capaz de
deformar las membranas por si mismo (Sanchatjate and Schekman, 2006;
Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006) En la actualidad se considera que
posee caracteristicas tanto de cubierta como de adaptador, tras descubrirse
que alguno de sus componentes si tiene la capacidad de vesicular membranas
(Paczkowski and Fromme, 2014).

El exbmero es un heterotetramero formado por dos copias de la proteina
Chs5 y dos miembros de la familia de proteinas denominadas ChAPs (Chs5
and Arfl binding proteins) formada por Chs6, Bchl, Bch2 y Bud7. Las ChAPs
determinan la especificidad de cargo, Chs6 es capaz de unirse directamente a
las membranas (Sanchatjate and Schekman, 2006; Trautwein et al., 2006;
Wang et al.,, 2006; Paczkowski et al., 2012; Rockenbauch et al., 2012). El
exomero tiene, ademas, la capacidad de unirse a Arfl, para iniciar la formacion
del complejo, y a otros adaptadores, como AP-1, pero no a la clatrina
(Sanchatjate and Schekman, 2006; Trautwein et al., 2006; Wang et al., 2006).
Figura 4.
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Figura 4. Estructura del exémero.

Union de Chs5, la ChAP (Bchl) y Arfl.
Procedente de Paczkowski and Fromme,
2014.

Chs5 presenta en la zona N-terminal dos motivos, FN3 (FibroNectin type
ll) y BRCT (BReast Cancer C-Terminal), que constituyen el modulo FBE,
necesario y suficiente para que la proteina Chs5 se localice en el TGN y lleve a
cabo su funcién (Martin-Garcia et al., 2011). La presencia de estos motivos es
llamativa puesto que el motivo FN3 es caracteristico de proteinas implicadas en
el proceso de union a la superficie celular y es raro encontrarlo en levaduras
(Bateman and Chothia, 1996), mientras que el motivo BRCT se encuentra en
proteinas nucleares participando en procesos de respuesta a dafio en el ADN
(Huyton et al., 2000).

Las ChAPs poseen una estructura con cinco dominios denominados TPR
(TetratricoPeptide Repeats), estos dominios son necesarios para interacciones
proteina-proteina y en cada repeticion tienen 34 aminoacidos (Blatch and
Lassle, 1999; Zhang et al., 2010). Los dominios TPR1-4 son necesarios para la
interaccién con Chs5 y con el resto de las ChAPs y para la localizacion en el
Golgi, mientras que el TPR5 es necesario para el reclutamiento eficiente de las
ChAPs en el TGN (Rockenbauch et al., 2012).

Las principales proteinas cargo descritas para el exdmero de S.
cerevisiae son: la quitin-sintasa Chs3 (la enzima encargada de la sintesis de
quitina en el anillo del cuello formado entre las células madre e hija y en la
pared celular, cuya localizacion esta regulada en respuesta al ciclo celular y a
sefales de estrés) (Santos et al., 1997; Santos and Snyder, 1997; Valdivia and

Schekman, 2003), Fusl (una proteina de membrana necesaria para la fusién
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celular cuya localizacién responde a feromonas) (Santos et al., 1997; Santos
and Snyder, 1997; Barfield et al., 2009) y la proteina con similitud a priones
Pin2 que forma agregados en condiciones de estrés, interacciona con varios
componentes de la ruta de integridad y su endocitosis se ve alterada si se
interfiere en la sefalizacion de las MAPKs Hogl y Slt2 (Tarassov et al., 2008;
Schlecht et al., 2012; Ritz et al.,, 2014). Recientemente se ha descrito la
implicacion del exdmero en la polarizacion de la ATPasa Enal, que media el
exporte de Na* y Li*, para permitir la supervivencia a estrés ionico (Anton et al.,
2017)

4.2.2 Elexdmero de S. pombe

En S. pombe existe una proteina que presenta similitud con Chs5,
denominada Cfrl (Chs five related), que esta localizada en el TGN y en cuya
estructura se encuentra también el médulo FBE (Cartagena-Lirola et al., 2006;
Martin-Garcia et al., 2011; Hoya et al., 2017). Ademas, existe una proteina con
similitud a las ChAPs que posee dominios TPR y a la que se ha denominado
Bchl (Hoya et al., 2017).

Las proteinas Cfrl y Bchl forman un complejo, que constituye la forma
mas sencilla de exdbmero (Hoya et al., 2017). La ausencia de cualquiera de las
subunidades o de ambas tiene un fenotipo similar: un ligero defecto en el
proceso de fusion celular durante la conjugacién, pequefas alteraciones en la
sintesis del glucano de la pared celular, crecimiento alterado en algunas
situaciones de estrés y defectos en la citocinesis en presencia de KCI. A pesar
de esta variedad de fenotipos, ninguna de las proteinas analizadas queda
retenida en el Golgi/ TGN en los mutantes (Hoya et al., 2017). Esto, junto con
los hechos de que la ausencia del exdmero provoca ligeros defectos
morfologicos en el Golgi, de que la ausencia conjunta del exbmero y apml*
produce defectos severos en la morfologia/organizacion del Golgi y de los
endosomas tempranos, y de que la ausencia conjunta del exémero y los GGAs
produce alteraciones en el sistema endosomal tardio, ha llevado a concluir que
el exomero tendria una funcion general en la organizacion del Golgi y/o los

endosomas (Hoya et al., 2017).
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4.3 Elflujo ionico en el sistema endosomal

Ademas de su papel en el transporte vesicular, Golgi, endosomas y
vacuolas estan implicados en el establecimiento y mantenimiento de gradientes
ionicos y de pH a lo largo del sistema endosomal. El caracter i6nico de los
endosomas varia considerablemente a lo largo de la ruta endocitica, tal y como
se observa en la figura 5. Esto se debe a que en los distintos organulos existen
transportadores ionicos que permiten que haya diferencias en el contenido
ionico de los diversos compartimentos que componen el sistema endosomal, y
también que haya diferencias entre los organulos y el citoplasma. Hay varios
mecanismos que permiten la localizacion especifica de los transportadores en
los distintos compartimentos. Algunos datos apuntan a una influencia reciproca
entre el papel de estos organulos en el trafico intracelular y en el
mantenimiento del pH y la concentracién de iones. Asi, los mecanismos de
tréfico vesicular participan en la localizacién de los transportadores ionicos y, a
su vez, la generacién de microambientes con ciertas caracteristicas de pH y
concentracion de iones. Estos microambientes favorecen la generacion de
microdominios que facilitan el ensamblaje de proteinas necesarias para el
transporte vesicular. La regulacién ionica y del pH de cada uno de los
organulos es muy importante para que sean capaces de llevar a cabo su
funcién; alteraciones en la localizacion de transportadores que conlleven
modificaciones en el contenido i6énico ocasionan numerosas enfermedades
humanas (Dong et al., 2010; Scott and Gruenberg, 2010).
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Figura 5. Flujo i6nico en el sistema endosomal.

Oscilaciones en la concentraciéon de distintos iones entre los diferentes organulos
subcelulares y modificaciones del pH a lo largo del sistema endosomal hasta alcanzar el
valor mas acido en el lisosoma/ vacuola. Scott and Gruenberg, 2010.

En los dos siguientes apartados se describen los mecanismos que

regulan la homeostasis del potasio y del calcio en S. pombe.

5. Homeostasis i6nica en S. pombe

5.1 Homeostasis del potasio

De todos los cationes presentes en las células el potasio es el mas
abundante. El potasio es muy importante para el establecimiento del pH
intracelular y del potencial de membrana, de manera que el mantenimiento de
la homeostasis de este ion representa un factor fundamental para la célula.

La entrada de potasio en las células de S. pombe se produce
mayoritariamente a través de los canales Trkl y Trk2 (figura 6A). La delecion
de ambos canales provoca una mayor necesidad de potasio para el crecimiento

de las células, asi como sensibilidad a higromicina B o a pH acido, debido a la

22



Introduccién

modificacion del potencial de membrana que se produce en ausencia de ambos
canales (Calero et al., 2000; Calero and Ramos, 2003).

La salida de potasio de las células de esta levadura tiene lugar a través
de Cta3 (figura 6A), una bomba de calcio dependiente de ATP (similar a la
ATPasa Enal de S. cerevisiae). El gen cta3* se induce en presencia de
cationes como el sodio o el potasio de un modo dependiente de las funciones
de Wisl, Styl y Atfl (Nishikawa et al., 1999), todas ellas proteinas de la ruta de
respuesta a estrés de la que se hablara en otro apartado de la Introduccion. La
regulacion de cta3* en presencia de estrés estd regulada a nivel de la
transcripcion de una manera positiva a través de Styl y del factor Atfl y
negativa a través de los represores Tupll y Tupl2. Los represores Tup
aseguran gue no se produzca la induccion de cta3* en presencia de formas de
estrés inapropiadas, como es el caso del estrés oxidativo (un tipo de estrés que

también se media por la ruta de Styl) (Greenall et al., 2002).

5.2 Homeostasis del calcio

El calcio es un ion muy importante para el correcto funcionamiento
celular, esto convierte a la homeostasis del calcio en un proceso muy
importante para funciones celulares basicas, como son: el metabolismo, la
sintesis, la modificacién, el plegamiento y la secrecién de proteinas, la
progresion a través del ciclo celular o la apoptosis.

El RE es un reservorio de calcio intracelular, desde el que sale hacia el
citoplasma, donde desempefia funciones importantes como sefalizador, en
determinadas circunstancias. Dentro del reticulo endoplasmatico existen
chaperonas dependientes de calcio, como son la calnexina o la calreticulina,
que ayudan al plegamiento correcto de las proteinas (Corbett and Michalak,
2000).

En el citoplasma, la calcineurina es una proteina regulada por calcio con
funciones necesarias para la citocinesis y para la homeostasis idnica. Se trata
de una serin-treonin-fosfatasa de tipo 2B regulada por Ca?*/calmodulina. En S.
pombe la subunidad catalitica de esta fosfatasa esta codificada por el gen

ppbl*, este gen no es esencial pero su ausencia provoca cierto retraso en la
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citocinesis y la aparicion de células ramificadas (Yoshida et al., 1994). Ademas,
se sabe que Ppbl tiene un papel antagonista en la homeostasis del cloruro al
de la quinasa de la ruta de integridad celular Pmk1/Spm1l (ver mas adelante)
(Toda et al.,, 1996; Sugiura et al.,, 1998; Sugiura et al., 1999). Existe otra
subunidad de la calcineurina, la subunidad reguladora Cnbl, que ejerce su
funcién al interaccionar con el dominio C-terminal de la subunidad Ppbl.

La entrada de calcio a las células de S. pombe tiene lugar a través de
los canales Cchl y Yam8 (figura 6B), cuya apertura y cierre estan regulados
por la quinasa Pmkl y por la fosfatasa calcineurina. Por un lado, ciertos
cloruros provocan dafio en la pared celular y, ademas, conducen a la
fosforilaciéon de Cchl/ Yam8 por la quinasa Pmk1. Esta fosforilacion provoca la
apertura de los canales y el incremento del calcio intracelular, lo que conlleva la
activacion de la calcineurina. Por otro lado, la fosfatasa calcineurina
desfosforila a los canales provocando su cierre (Deng et al., 2006; Ma et al.,
2011).

Ademas, la calcineurina también puede activarse por otras vias
independientes de los canales Cchl-Yam8, al salir calcio de los organulos
hacia el citoplasma, y por parte de otros agentes, no causantes de dafios en la
pared celular.

La calcineurina activada desfosforila a ciertos factores, como es el caso
de Przl. Este factor de transcripcion al estar desfosforilado viaja al ndcleo
donde ejerce funciones en la regulacién de numerosos genes (figura 6B). El
promotor de prz1*y de otros genes que responden a calcio tienen un elemento
de respuesta a calcineurina (CDRE) que funciona en la homeostasis del calcio,
pero no en la del cloruro (Hirayama et al., 2003). Entre los numerosos genes
encontrados en un rastreo masivo que son regulados por Prz1l se encuentra
Cfrl, el componente del exdmero de S. pombe (Chatfield-Reed et al., 2016).

En resumen, se puede decir que en S. pombe existen dos vias de
activacion de la calcineurina: una en la que participa Przl regulando
nuMerosos genes, que es mas importante para la homeostasis del calcio, y otra
en la que participan Cchl-Yam8 y la ruta de integridad, que seria mas
importante para la homeostasis del cloruro y la regulaciéon de los niveles

intracelulares de calcio (Deng et al., 2006; Ma et al., 2011).
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La funcidon en la citocinesis y en la exocitosis de la calcineurina esta
relacionada con las funciones de la 1-fosfatidilinositol-4-fosfato 5-quinasa Its3
(Zhang et al., 2000) y de la Rab GTPasa Ypt3 (Cheng et al., 2002).
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Figura 6. Transporte de iones.

A. La entrada de potasio en las células de S. pombe se produce a través de Trkly Trk2 y la
salida a través de la bomba denominada Cta3. Posiblemente existan otros mecanismos de
entrada y salida de K*. Figura procedente de Calero and Ramos., 2003.

B. Ruta de la calcineurina.

El calcio entra a la célula desde el exterior a través de los canales Cchl y Yam8. El calcio
activa a la fosfatasa calcineurina (CN), promoviendo la respuesta transcripcional a través de
Prz1. Modificado de Liu, 2015

Alteraciones en los mecanismos de tréfico intracelular y de homeostasis
i6nica pueden producir estrés a las células. A continuacion, se mencionan las
rutas de respuesta a estrés analizadas en este trabajo en relacion con el papel

del exdmero en la levadura de fision.
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6. El reticulo endoplasmatico y la respuesta a proteinas mal

plegadas

6.1 Funciones generales del reticulo endoplasmatico. Sintesis y

plegamiento de proteinas

El reticulo endoplasmatico es un organulo muy importante para la
sintesis de lipidos y proteinas. Ademas, el RE establece contactos con el resto
de organulos celulares y con la membrana plasmatica, a través de los cuales
pasan moléculas de distinto caracter, motivos por los cuales cambios en su
funcionamiento impactan en el funcionamiento del resto de la célula.

El RE se puede dividir en: RE rugoso, que participa en la sintesis de
proteinas, y RE liso, que es importante para la homeostasis del calcio, la
respuesta a ciertos compuestos y la sintesis de lipidos (Levine and Rabouille,
2005). En el RE se pueden distinguir dominios especializados (los sitios
transitorios, tER o ERES), de donde emergen las vesiculas COPII con destino
al Golgi.

Dentro del reticulo se encuentran algunas proteinas residentes, como es
el caso de las chaperonas, como es Bipl. Las chaperonas ayudan al correcto
plegamiento de las proteinas recién sintetizadas antes de su salida hacia los
distintos organulos celulares. Otras chaperonas del RE son la calnexina y la
calreticulina, estas proteinas dependientes de calcio funcionan en un ciclo de
reglicosilacion (ciclo de la calnexina/ calreticulina) que permite que las
proteinas consigan su estado de glicosilacion adecuado; la enzima que
participa en la reglicosilacién se denomina UDP-glucosa: glucoprotein glucosil
transferasa, Gptl (Fanchiotti et al., 1998)

Si a pesar de la accion de las chaperonas y del ciclo de reglicosilacion
las proteinas no adquieren la configuracion adecuada, estas quedan retenidas
en el RE. La acumulacion de proteinas en el reticulo produce un estrés que
conduce a la activacion de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). En un
principio se considerd a la UPR necesaria solamente para condiciones de

estrés, pero en la actualidad se sabe que también es muy importante en
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condiciones normales de crecimiento; de hecho, la UPR juega un papel

importante en el proceso de citocinesis (Bicknell et al., 2007).

6.2 Larespuesta a proteinas mal plegadas (UPR)

La acumulacion de proteinas mal plegadas en el RE es percibida por el
sensor denominado Irel, una quinasa transmembrana con funciones de endo-
ribonucleasa. ElI dominio luminal de Irel tiene la capacidad de unirse a las
proteinas mal plegadas y estd normalmente unido a la chaperona Bipl,
mientras que el dominio citosélico presenta las funciones quinasa y RNAsa. La
acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del RE hace que Bipl se
libere de Irel, lo que induce la dimerizacidn y auto-transfosforilacion del sensor.
Finalmente, la actividad endonucleasa de Irel reconoce y procesa los
mensajeros diana mediante un proceso denominado RIDD (Regulated Irel-
Dependent mRNA Decay) (figura 7), mediante el que ocurre el procesamiento
y la degradacion de ARNs mensajeros, para evitar una excesiva carga proteica
en el reticulo (Kimmig et al., 2012; Wu et al.,, 2014). Entre los mensajeros

procesados se encuentran los de las siguientes proteinas:

- Bipl, el corte producido en su ARN mensajero estabiliza a la proteina para
gue pueda llevar a cabo su funcién de chaperona y ayudar a aliviar el estrés

por proteinas mal plegadas.

- Gas2, un enzima de la pared celular cuyo mensajero es degradado al
activarse la UPR (Kimmig et al., 2012).

- También hay sitios de corte identificados en otras enzimas de pared, como

Bgs3, Agnl, Engl, otras proteinas de la familia Gas, etcétera (Guydosh et
al., 2017).
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7. Las cascadas de MAPK

Las células en general, y los organismos unicelulares en particular, estan
muy expuestas a una gran variedad de estimulos ambientales, por lo que han
desarrollado mecanismos para detectar y responder rapidamente a las
variaciones en dichos estimulos. La fosforilacion y desfosforilacion de proteinas
son mecanismos de respuesta rapida y reversible frente a los estimulos
externos. Los procesos mas conocidos de fosforilacion de proteinas en
respuesta a estimulos implican la actividad de las denominadas cascadas de
MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). En estas cascadas se produce la
fosforilacién secuencial de una serie de quinasas, que resulta en la induccion
transcripcional de algunos genes por la fosforilacion de factores de
transcripcion especificos. La transmision de la sefial se modula, ademas, por la
actividad de fosfatasas que desfosforilan las MAPK. Las rutas de MAPK estan
muy conservadas en la evolucion.

En S. pombe existen tres cascadas de MAPK diferentes, una de ellas es
necesaria para la conjugacion, otra media la respuesta a estrés (SAPK, Stress-
Activated Protein Kinase) y otra es necesaria para el mantenimiento de la
integridad celular (CIP, Cell Integrity Pathway) (Perez and Cansado, 2010).
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7.1 Laruta SAPK de respuesta a estrés en S. pombe

La ruta SAPK de S. pombe (figura 8), al igual que su homdloga en
metazoos (p38), participa en la respuesta a un amplio abanico de estimulos
(estrés oxidativo, térmico, osmotico, nutricional...).

Los distintos estimulos son detectados en la membrana plasmatica por
un sistema muy similar al sistema de dos componentes bacteriano. Los
sensores de estrés descritos en la levadura de fision son Makl, Mak2 y Mak3;
estos sensores transmiten la sefal al sistema de dos componentes formado por
Mprly Mcs4. Mprl actia como un fosfo-transmisor gracias a su histidina de la
posicion 221 (Nguyen et al., 2000), mientras que el receptor de la fosforilacion
es Mcs4, un inhibidor de la catastrofe mitética (Shiozaki et al., 1997).

Desde el sistema de dos componentes se transmite la sefial al modulo
de MAPK. En primer lugar actian las MAPKKK o MEKK, de las que estan
descritas dos: Wak1/Wis4 y Winl (un regulador mitdtico (Ogden and Fantes,
1986). Se sabe que ninguna de ellas es necesaria para la sefalizacion en
presencia de estrés térmico ni en respuesta a un bajo contenido de glucosa en
el medio de cultivo (Shiozaki et al., 1998; Zhou et al., 2010). Las MAPKKK
fosforilan a la MAKK Wisl en la serina 469 y en la treonina 473. (Shieh et al.,
1998a; Shieh et al., 1998b). La MAPKK (0o MEK) Wisl es un iniciador de la
mitosis (Shiozaki and Russell, 1995) que se localiza en el citoplasma y que
fosforila a la MAPK Styl/ Spcl en la tirosina de la posicién 173 y en la treonina
situada en la posicion 171. Styl, homdéloga de Hogl de S. cerevisiae, viaja del
citoplasma hacia el ndcleo cuando es fosforilada para continuar con la
sefalizacion de la ruta; se sabe que la fosforilacion Unica en la treonina 171
puede llevar a cabo funciones en estrés osmotico, pero no en respuesta a
estrés oxidativo (Vazquez et al., 2015).

En el nacleo Styl fosforila al factor de transcripcion Atfl (Wilkinson et al.,
1996), un factor que en su estructura presenta un dominio b-ZIP. Atfl es capaz
de dimerizar con otro factor denominado Pcrl (Lawrence et al., 2007). La
accion de Atfl estimula la transcripcion de una gran cantidad de genes, como

son los de la glicerol-3-fosfato deshigrogenasa, de la catalasa o de una
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fosfatasa de la ruta (Pyp2) (Wilkinson et al., 1996). Los genes activados
permiten cambios metabolicos para crecer en presencia de los distintos tipos
de estrés. La ruta de estrés también promueve la transcripcion de cta3*,
importante para la homeostasis ionica (Nishikawa et al., 1999).

Las fosfatasas Pyp2, Pypl y Ptcl, Ptc2 y Ptc3 desfosforilan a Styl,
apagando la activacion de la ruta. EI hecho de que las fosfatasas se expresen
al activarse la ruta conlleva un mecanismo de feedback negativo (Millar et al.,
1995; Shiozaki and Russell, 1995; Degols et al., 1996; Wilkinson et al., 1996;
Madrid et al., 2007).

Las deleciones de styl*, de wisl* o de atfl* provocan sensibilidad a
distintos tipos de estrés (osmoético, oxidativo, etcétera; los mismos que activan
la ruta); sin embargo, a diferencia de las otras deleciones, la de atfl*, no
provoca parada en G2/M (Wilkinson et al., 1996). Por tanto, la sefializacién en

mitosis y ciclo celular de la cascada tiene lugar a través de otro factor diferente.

Estrés oxidativo, osmético

Proteinas Mak

v Membrana plasmatica
Estrés térmico, nutricional
_| Histidine |
? kinase(s) Mpr1
1
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MAPKKK [wak | [win1 |
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Cell cycle control

Control ciclo celular
Stell Ccrtl Gpd1
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Figura 8. Ruta de respuesta a estrés.

El estrés es detectado a través de las proteinas Mak, transmitido por el sistema de dos
componentes hacia el mddulo de MAPK vy, finalmente, tras la cascada de MAPK, tiene lugar
un cambio transcripcional a través de Atfl y de algun factor desconocido.

La ruta es inhibida por parte de Pyp1, Pyp2 y Ptcl, Ptc2 y Ptc3.

Modificado de Shieh et al., 1998.
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7.2 Laruta CIP deintegridad de S. pombe

En la levadura de fision existe una cascada de MAPK que participa en el
mantenimiento de la integridad celular y que, aunque tiene algunos aspectos en
comun con la ruta de integridad de la pared celular de S. cerevisiae, mediada
por Slt2/Mpk1, no es totalmente equivalente a la misma. En S. pombe esta ruta
responde a una gran variedad de estimulos (figura 9), la cascada se activa en
presencia de estrés hiperosmatico, hipoosmaotico, oxidativo, térmico, nutricional
(bajada en la concentracién de glucosa en el medio de cultivo) y en respuesta a
dafos en la pared celular. En la cascada participan tres quinasas: Mkhl
(MAPKKK), Skhl/Pekl (MAPKK) y Pmkl1/Spml (MAPK) (Toda et al., 1996;
Sengar et al., 1997; Sugiura et al., 1999; Loewith et al., 2000; Madrid et al.,
2006).

La MAPK de la ruta es Pmk1/Spm1, una proteina de 422 aminoacidos y
un peso molecular de 48 kDa que presenta homologia con Slt2 (la MAPK de la
levadura de gemacién). La delecion de pmkl* provoca la aparicion de los
siguientes fenotipos: sensibilidad a cloruro de potasio, sensibilidad al
tratamiento con B-glucanasa, defectos en septacién y aparicion de un
porcentaje de células encadenadas (Toda et al., 1996; Zaitsevskaya-Carter and
Cooper, 1997). La quinasa Pmk1 tiene funciones en el mantenimiento de la
morfologia celular, en la citocinesis, en la viabilidad celular y en la homeostasis
iGnica.

La localizacion de Pmkl varia a lo largo del ciclo celular con
independencia de su estado de fosforilacion; puede encontrarse en el
citoplasma, en el nucleo, en el huso mitético o en el septo de division (Madrid et
al., 2006). Su fosforilacion es mas acusada en la mitosis y, principalmente,
durante la citocinesis (Madrid et al., 2007); ademas, también se fosforila en
presencia de los estimulos capaces de activar la ruta de integridad. La
fosforilacion de Pmk1 ocurre en la treonina 186 y en la tirosina 188 y la
encargada de fosforilarla es la MAPKK Skh1l/Pekl. La MEK Skhl/Pekl es
capaz de unirse a Pmk1 y fosforilarla. Si Pekl esta fosforilada se une a Pmk1,

la fosforila y la activa; sin embargo, si Pekl esta desfosforilada también se
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puede unir a Pmk1, pero en este caso la inhibe. La delecion de pekl* provoca
fenotipos muy similares a la de pmk1* (Sugiura et al., 1999). La fosforilacion de
Skh1/Pekl la realiza la MAPKKK (MEKK) Mkh1l. La delecion de esta quinasa
presenta los mismos fenotipos que la eliminacion de las otras dos (Sengar et
al., 1997; Loewith et al., 2000). Las tres quinasas forman un complejo ternario,
gracias a la mediacion de Pekl (Loewith et al., 2000), este complejo se forma
en el citoplasma porque tanto Pekl como Mkhl solo se localizan en el
citoplasma y en el septo (Madrid et al., 2006).

Cuando Pmk1 se encuentra fosforilada y activa es capaz de fosforilar a
algunas proteinas para llevar a cabo cambios en la célula. Entre las proteinas
fosforiladas por Pmk1 se encuentra Atfl, un factor de transcripcién que también
es fosforilado por la quinasa Styl; entre los genes afectados por Atfl se
encuentra its8+*, una enzima que participa en la sintesis del GPI (Takada et al.,
2007). Otra proteina fosforilada por Pmkl es Nrdl, que participa en la
regulacion de los ARN mensajeros de la miosina de tipo Il y, por tanto, en la
regulacion de la citocinesis (Satoh et al., 2009). La quinasa Pmkl asociada a
membranas también puede llevar a cabo funciones como la homeostasis del
cloruro o la separacion celular (Sanchez-Mir et al., 2012).

Una inhibidora de la ruta es la fosfatasa Pmpl/Dspl. Esta fosfatasa
desfosforila a la quinasa Pmkl y tiene funciones compartidas con la
calcineurina (Sugiura et al., 1998). Otras fosfatasas que actian en la ruta son
las serin-treonin fosfatasas Ptcl y Ptc3 y las tirosin fosfatasas Pypl y Pyp2,
estas fosfatasas también actian en la ruta de estrés de Styl; de hecho, se
expresan al activarse la cascada de MAPK de Styl, existiendo cierto papel
antagonico entre ambas rutas (figura 10A) (Madrid et al., 2006; Madrid et al.,
2007; Takada et al., 2007).
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7.2.1 Las GTPasas Rho y laruta de integridad

Las GTPasas Rho funcionan como interruptores moleculares. En su
forma activa se encuentran unidas a GTP, mientras que en su forma inactiva se
encuentra unidas a GDP. Las proteinas activadoras de las Rho son los GEF,
gue median en el intercambio de GDP por GTP; las proteinas inhibidoras son
las GAP, que potencian la actividad GTPasica intrinseca de las Rho.

Las proteinas Rho estdn muy conservadas en la evolucion y son muy
importantes para la regulacion del citoesqueleto, para la morfogénesis y para el
crecimiento. En la levadura de fisidn existen seis proteinas de la familia Rho:
Rhol-2-3-4-5 y Cdc42. Cdc42 no participa en la ruta de integridad (Madrid et
al., 2006).

Rhol es esencial, regula la sintesis de la pared celular a través de las
quinasas Pckl y Pck2, organiza el citoesqueleto de actina y participa en la
respuesta celular a estrés (Arellano et al., 1996; Nakano et al., 1997; Sanchez-
Mir et al., 2014). Sus GEF conocidos son Rgfl, Rgf2 y Rgf3, y sus GAP son
Rgal, Rga5 y Rga8. Rgfl y Rhol son necesarias para la activacion de la ruta
de integridad en presencia de estrés hiperosmaotico/hipodsmotico o de dafios
en la pared celular; pero no en presencia de estrés térmico, oxidativo o

deprivacion de glucosa (Garcia et al., 2009). Una disminucién en la funcion de
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Rhol provoca dafos celulares que activan a la ruta de integridad, siendo esto
perjudicial para las células (Viana et al., 2013).

Rho2 no es esencial pero también participa en la sintesis de pared
celular a través de Pck2. Entre los GAP de Rho2 se encuentran Rga2, Rga4d y
Rga7. Rho2 participa en la activacion de la ruta de integridad a través de Pck2,
esta activacion se ve inhibida por la accién de las GAP de Rho2. La
palmitoilacion de Rho2 es importante para su funcién en la ruta de integridad
(Calonge et al., 2000; Barba et al., 2008; Villar-Tajadura et al., 2008; Cansado
et al., 2010; Soto et al., 2010; Sanchez-Mir et al., 2014a).

Rho4 y Rho5 también estan implicados en la activacion de la ruta de
integridad a través de Pckl/ Pck2 (Doi et al., 2015).

La principal via de activacion de la cascada en presencia de multiples
estimulos se inicia en el médulo Rho2-Pck2; sin embargo, en respuesta a
ciertos estimulos este modulo no es necesario (estrés oxidativo, térmico). En
presencia de estrés oxidativo puede gque exista un mecanismo especifico, en
presencia de estrés térmico la sefializacion se transmite desde Pck2. Rhol y
Pckl/ Pck2 participan en la activacion de la ruta en respuesta a dafios en la
pared celular (Sanchez-Mir et al.,, 2014b); sin embargo, Pckl regula
negativamente la actividad basal de Pmk1, aun sin unirse a ninguno de los
componentes de la cascada de MAPK. Todos estos datos apuntan a que la
regulacion de la cascada es compleja, tanto a nivel basal como en presencia de

estimulos que la activen (Barba et al., 2008).

7.2.2 Posibles mecanosensores en S. pombe

En la levadura de gemaciéon existen un conjunto de mecanosensores,
presentes en la membrana plasmatica, que detectan dafios en la pared celular
y participan en la activacion de la ruta de SIt2/Mpkl. En S. pombe hay varias
proteinas con similitud de secuencia a los mecanosensores de S. cerevisiae:
Mtl1, Mtl2 y Wscl. De ellos, los mas caracterizados son Wscl y Mtl2. Wscl se
localiza en la membrana plasmatica y en el interior de la célula y Mtl2 se
localiza en la membrana plasmatica, principalmente en septo y polos (Cruz et
al., 2013).
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Ambas proteinas participan en la integridad de la pared celular a través
de la GTPasa Rhol, pero no a través de la cascada de Pmk1. La delecion de
wscl* o de mtl2* no afecta a la fosforilacion de Pmk1l y ademas no produce
fenotipo vic (viable en presencia de inmunosupresor y cloruro) (Cruz et al.,
2013). El fenotipo vic es caracteristico de las deleciones de los componentes
de la ruta de integridad y procede de la funcién antagénica entre esta ruta y la
de la calcineurina en la homeostasis del cloruro (figura 10B); en ausencia de
funcion de la calcineurina (con el inmunosupresor FK506) las células son
sensibles a cloruro, pero esta sensibilidad se suprime al eliminarse la activacion
de la ruta de integridad (Sugiura et al., 1998; Sugiura et al., 1999).

A B Cell wall damaging agents
(e.g. NaCl, KCI, MgCl,)
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Figura 10. Interacciones entre rutas.

A. Relacién entre la ruta de integridad y la ruta de estrés, las fosfatasas Pyp2, Pypl y Ptcl
son comunes para ambas rutas, ademas esas fosfatasas se expresan al activarse la ruta
SAPK. Modificado de Madrid et al., 2007.

B. Relacién entre la ruta de la calcineurina y la ruta de integridad. En presencia de estrés, la
ruta de integridad fosforila a los canales Cchl y Yam8 promoviendo la entrada de calcio. El

calcio activa a la calcineurina, que a su vez inhibe la apertura de los canales. Esquema
procedente de Ma et al., 2011.
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8. Los complejos TOR

Las rutas en las que participan los complejos TOR estan muy
conservadas en la evolucion. En estas rutas participan las denominadas
quinasas de la familia TOR (Target Of Rapamycin), que estan relacionadas con
las fosfoinositido-quinasas. Los complejos TOR median la transduccion de
sefales desde el medio externo hacia el interior de la célula, permitiendo la
coordinacion del crecimiento y la division celular con la disponibilidad de
nutrientes. Cada vez se encuentran mas conexiones entre estas rutas de
sefalizacion y otros mecanismos de sefalizacion celular. Ademas, su
alteracion esta asociada al envejecimiento y al desarrollo de algunas
enfermedades (Laplante and Sabatini, 2012). En mamiferos existen dos
complejos TOR que comparten la misma quinasa: TORC1 y TORC2. TORC1
estd formado por RAPTOR (Regulatory-Associated Protein of mTOR) y por
mLST8 (mammalian Lethal with SEC Thirteen 8). TORC2 esta formado por
RICTOR (Rapamycin-Insensitive Companion of mTOR), SIN1 (SAPK-
Interacting 1) y mLTS8. Revisado por Shimobayashi (Shimobayashi and Hall,
2014).

En S. pombe existen dos quinasas: Torl y Tor2. Estas quinasas forman
parten de dos complejos: TORC2 y TORCL1.

8.1 El complejo TORC2 de S. pombe

Este complejo estd formado por la quinasa Torl y las siguientes
proteinas: Sinl, Ste20 (Rictor) y Watl (Matsuo et al., 2003; Hayashi et al.,
2007; Otsubo and Yamamato, 2008) (Figura 11A).

El complejo TORC2 participa en el desarrollo sexual, en el crecimiento
en condiciones de estrés, en la toma de aminoacidos y en la adaptacion a la
bajada de glucosa en el medio de cultivo (Kawai et al.,, 2001; Weisman and
Choder, 2001; Weisman et al., 2007; Cohen et al., 2014). El complejo se activa
cuando hay una bajada en los niveles de nitrégeno, permitiendo la parada en
G1 y el comienzo del ciclo sexual, regula la adaptacion a condiciones de estrés

para permitir el crecimiento y ademas promueve la transcripcion de permeasas
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de aminoacidos. Las células tor1A son incapaces de pararse en Gi en
respuesta a la escasez de nitrogeno en el medio, por lo que en estas
condiciones son estériles (Weisman and Choder, 2001). for1A es sensible a
frio, estrés osmaético y oxidativo. Ademas, la delecion de cualquiera de los
componentes del complejo provoca sensibilidad a cloruro de potasio (lkeda et
al., 2008). El complejo TORC2 colabora con las miosinas en el mantenimiento
de la integridad del anillo de actomiosina para que este no se duplique durante
su contraccion; el complejo TORC2 colabora con el acoplamiento entre la
estabilidad de la actina y los cambios en crecimiento y division de las células,
acoplamiento necesario para sobrevivir a estrés medioambiental (Baker et al.,
2016). Cuando TORC2 se ve inhibida se produce un incremento de la
fosforilacién de Styl que, a través de las quinasas Polo y Cdc2, conduce a un
aceleramiento en la entrada en mitosis (Petersen and Nurse, 2007).

La quinasa Torl fosforila a la quinasa Gad8, una serin-treonin-quinasa
de la familia AGC (Matsuo et al., 2003), en la serina 527 y en la serina 546. La
fosforilacion de Gad8 en la serina 546 sirve como marcador para conocer la
actividad de la ruta TORC2. Gad8 también es fosforilada por la PDK1 Ksgl en
la treonina 387, lo que contribuye también a su activacibn de un modo
independiente de la ruta TORC2.

Cuando las células estan expuestas a cloruro de sodio, de potasio o de
calcio se produce una bajada en la cantidad de Gad8 fosforilada en la serina
546. También se produce una disminucién en la cantidad de Gad8 fosforilada
en condiciones de crecimiento en un medio con bajo contenido de glucosa, lo
que confiere un mecanismo de adaptacién de las células a estas condiciones
de crecimiento (Cohen et al., 2014).

Un mecanismo de regulacion de la ruta consiste en que cuando Gad8
fosforila a Torl en la treonina 1972 se produce su inhibicion, es decir existe un

mecanismo de auto-regulacion de la ruta (Halova et al., 2013).
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8.1.1 Regulacién por la Rab GTPasa Ryhl

Otro mecanismo de regulacion de la ruta estd mediado por la GTPasa de
la familia Rab denominada Ryhl. Esta proteina se localiza en el Golgi y es
activada por el GEF Sat4/ Ricl (Tatebe et al., 2010).

La delecion de ryhl* provoca fenotipos similares a los de la delecion de
los componentes del complejo TORC2: sensibilidad a cloruro de potasio y a
cloruro de calcio. Ademas, en su ausencia no hay apenas fosforilacion de Gad8
al igual que si faltan los componentes del complejo TORC2. La delecion de la
GTPasa no provoca la deslocalizacion de Gad8, por lo que se ha propuesto
que la funcion de Ryhl es la de facilitar que Torl se una a Gad8. En el mutante
ryh1A existen problemas en la integridad de las vacuolas, las vacuolas estan
fragmentadas y son mas pequefias que en una cepa silvestre; estos defectos
son los responsables de la sensibilidad a estrés osmotico y también estan
presentes en los mutantes de TORC2 y en el mutante gad8A. El papel de Ryhl
en sefalizacion a través de TOR es independiente de su funcion en el trafico
intracelular, donde patrticipa en el reciclaje desde el endosoma al Golgi o en el
transporte desde el Golgi a la membrana plasmatica (Tatebe et al., 2010).

Ryhl también participa en la activacion de TORC2 en respuesta a
glucosa, a pesar de que la delecién de ryhl* no provoque alteracion del
crecimiento en presencia de una concentracion baja de glucosa (Hatano et al.,
2015).

8.1.2 Relacion entre TORC2 y la ruta de integridad

Se ha encontrado una relacién entre las rutas de sefalizacion mediadas
por TORC2 y Pmk1/Spm1l (Figura 11B) (Madrid et al., 2016). Por un lado, la
quinasa Torl participa en la activacion de Pmk1l en respuesta a dafios en la
pared celular o a una bajada en los niveles de glucosa del medio de cultivo, por
este motivo existe una menor fosforilacion de Pmk1 cuando las células son
tratadas con Caspofungina o con bajo contenido de glucosa en los mutantes
tor1A 'y gad8A (Madrid et al., 2016). La funcion de TORC2 como activadora de

la ruta de integridad est4 mediada por la quinasa Gad8, pero también participa
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TORC1 en la activacion de Pmkl. Por otro lado, tanto Torl, como Gad8 o
como Ryhl parecen tener cierto papel en el transporte o en el anclaje a la
membrana plasmatica de las proteinas Rhol y Rho2, que tienen una funcion
positiva en la ruta de integridad. Ademéas, TORC2 regula la sintesis de Pck2
para activar la ruta de integridad en presencia de dafios en la pared celular o
en ausencia de glucosa (Madrid et al., 2015).

Respecto a Ryhl, la GTPasa tiene la capacidad de activar a la ruta de
integridad, de un modo independiente de su funcion como activadora de
TORC2. Esta funcion activadora es importante en presencia de estrés osmatico
y esta relacionada con el papel de Ryhl en el transporte intracelular a través de
Its3 (una fosfoinositido-quinasa). Por otro lado, la funcion de Ryhl en
coordinacion con el complejo TORC2 como activadores de la ruta de integridad
es mas importante en respuesta a dafios en la pared celular o en falta de
glucosa.

Por su parte, Pmk1 regula la integridad y actia como un regulador de las
oscilaciones en la sefializacibon TORC2-Gad8 en respuesta a varios estimulos,
inhibiendo a Ryhl y con ello a TORC2. De este modo, optimiza la respuesta a
través de Ryhl-Torl-Gad8 a dichos estimulos (Madrid et al., 2016).

Por dltimo, cabe destacar que tanto TORC2 como la ruta de integridad

son necesarias para una respuesta coordinada a estrés.
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Figura 11. El complejo TORC2 de S. pombe.

A. Esquema de los componentes de TORC2, procedente de Hartmuth and Petersen, 2009.
B. Relacién entre TORC2, la GTPasa Ryhl y la ruta de integridad, procedente de Madrid et
al., 2016.
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8.2 Elcomplejo TORC1 en S. pombe

El complejo TORC1 esta formado por la quinasa Tor2, que es esencial,
el homodlogo de RAPTOR Mipl y Watl (figura 12A).

Los mutantes con la actividad Tor2 reducida presentan un fenotipo
conocido como “siempre sin nitrégeno”, en contraste con los mutantes tor1A
que, como se ha mencionado, no responden a la carencia de este elemento y
por lo tanto tienen un fenotipo “siempre con nitrogeno”. ElI complejo TORC1
facilita los procesos anabdlicos e inhibe los procesos catabdlicos, como la
autofagia; cuando el complejo esta inactivo se activa la autofagia y se inhiben
los procesos anabolicos. En ausencia de nitrégeno las células inician la
diferenciacion sexual, diferenciacion que esta reprimida por el complejo TORC1
en condiciones normales (Weisman et al., 2007).

La principal diana del complejo TORC1 es la S6 quinasa Pskl, de la
familia de las AGC quinasas, que participa en la formacién de los ribosomas
segun la disponibilidad nutricional; sin embargo, Rps6 no es una diana
exclusiva de este complejo y de Pskl, también se fosforila por el complejo
TORC2 en la adaptacion a dafios en la pared celular o en bajada de glucosa
(Du et al., 2012). Otras dianas del complejo TORC1 son: Sckl y Sck2, que
actlan para controlar el crecimiento y el tamafio celular; Mafl, para la
regulacion de la transcripcion, y Atgl3 para la inhibicién de la autofagia. La
autofagia se estimula cuando Atgl3 no es fosforilada por el complejo TORC1
(Revisado por Otsubo (Otsubo et al., 2017)) (figura 12B).

Ademéas del complejo TORC1 anteriormente descrito existe otra
modalidad, formada por los mismos componentes, pero que ejerce su accion a
través de la quinasa Gad8 (al igual que el complejo TORC2) que participa en el
control del estrés nutricional en la interfase entre G2 y M (Hartmuth and
Petersen, 2009) (Figura 12A).

La actividad del complejo TORC1 esta regulada, en ciertas
circunstancias, por Ppk32. Ppk32, perteneciente a la familia SCYL de pseudo-
quinasas, es necesaria para el crecimiento en presencia de Brefeldina A,
posiblemente debido a una funcion ejercida en el Golgi, donde se localiza. Los
niveles de Ppk32 estan regulados por los complejos TORC, TORC2 inhibe su

40



Introduccién

degradacion mientras que TORC1 la promueve (Kowalczyk and Petersen,
2016).

Otro regulador del complejo TORC1 es el complejo SEA (figura 12C),
gue esta descrito en S. cerevisiae como un complejo asociado a la vacuola que
regula la actividad TORCL1. El complejo esta formado por dos subcomplejos,
uno activador denominado SEACAT, formado por Sea2, Sea3, Sea4, Secl3
(componente también de la nucleoporina y del complejo COPII) y Sehl. El otro
subcomplejo, SEACIT, esta formado por Npr2, Npr3 y Seal. Npr2 y Npr3
inhiben a TORC1 cuando hay bajos niveles de aminoacidos (Neklesa and
Davis, 2009; Algret et al., 2014). En la levadura de fision, S. pombe, existen
proteinas homélogas a los componentes del complejo SEA, que aln no se han

caracterizado.
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Figura 12. Complejos TORCL1.

A. Componentes de los dos tipos de complejos TORC1 presentes en la levadura de fision.
Figura procedente de Hartmuth and Petersen, 2009.

B. Principales dianas del complejo TORC1, figura procedente de Otsubo et al., 2017.
C.Complejo SEA de S. cerevisiae. Algret et al., 2014.
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Antecedentes

En un trabajo anterior del laboratorio se habia descubierto que en la
levadura de fision Schizosaccharomyces pombe las proteinas Cfrl y Bchl
constituyen la forma mas sencilla posible de un exdémero, formado por un
equivalente a Chs5 y una unica ChAP (Hoya et al., 2017). Ademas, se

demostrd que este exdbmero minimo es funcional.

La proteina Cfrl interacciona fisicamente con algunos de los
adaptadores de clatrina (los complejos AP-1y AP-2 y los GGASs), y el gen cfrl*
interacciona genéticamente con apml*, gga21*y gga22*. La colaboracion entre
Cfrl y el complejo AP-1 es necesaria para que la morfologia e integridad del
Trans-Golgi Network y de los endosomas tempranos sean correctas, mientras
que la colaboracién entre los GGAs y el exdbmero es necesaria para el
mantenimiento del sistema prevacuolar y de las vacuolas (Hoya et al., 2017).

De acuerdo con una funcién del exdbmero en varios pasos del trafico
vesicular, y no con el transporte de una proteina en concreto, la falta del
exdmero presenta una serie de fenotipos, no muy exacerbados, que en
principio no parecen estar directamente relacionados entre si: alteraciones en
la morfologia del aparato de Golgi, defectos en el trafico de la carboxipeptidasa

0 una mala distribucién de la sinaptobrevina.

Ademas de los fenotipos mencionados anteriormente, los mutantes del
exémero (cfr14, bch1A y cfriA bch1A) son sensibles a Caspofungina, un
antifngico que afecta a la pared celular, y presentan una cantidad reducida de
los niveles de B (1,3)-glucano (que se ve compensada con un incremento en la
cantidad de a-glucano). Los mutantes del exbmero presentan, también, una
ligera disminucion del crecimiento a 37°C o en medio minimo. Cabe destacar
una clara sensibilidad a cloruro de potasio, de modo que los mutantes tienen un
crecimiento ralentizado en presencia de KCl a 0,6 M y son incapaces de crecer
a una concentracion de 1 M de la sal. EI KCI no solo provoca defectos en el
crecimiento, sino que tratamientos largos (de dieciséis horas) con esta sal (a

una concentracion de 0,6 M y a una temperatura de 25°C) provocan la
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apariciéon de un septo mal formado con engrosamientos (figura 13) (Hoya et
al., 2017).

YES 0,6 M KCI 1 MKCI

o

Fluorescencia Microscopio electrénico

YES +KCI 0,6 M

Figura 13. Fenotipos de los mutantes del exémero en presencia de KCI.
A. Sensibilidad a cloruro de potasio. Ensayo de crecimiento en gota en placas de YES con
KCI.

B. Defecto en septacion de la cepa cfrlA tras 16 horas de tratamiento con KCI.

Los objetivos de esta Tesis Doctoral, que se fijaron en base a los
fenotipos observados en los mutantes del exdmero de S. pombe en respuesta

al estrés producido por cloruro de potasio, fueron los siguientes:
Objetivo principal:

Conocer el papel del exdbmero de Schizosaccharomyces pombe en la

respuesta a estrés.
Objetivos especificos:

- Caracterizar el defecto de los mutantes cfr1Ay bch1A en la citocinesis y
en la sensibilidad a estrés en presencia de compuestos inductores de
estrés, en particular de KCI.

- Averiguar la relacidon entre el exdmero y las rutas de respuesta a estres.

- Buscar proteinas que colaboren con el exémero en el proceso de

citocinesis y en la respuesta a estrés.
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1. Fenotipos de los mutantes del exdmero en condiciones de

estrés

Ya se ha mencionado en Antecedentes y objetivo que los mutantes del
exémero, cfr1Ay bch1A, presentan un crecimiento retardado en placas de YES
con cloruro potasico. Ademas, esta sal provoca la aparicion de septos aberrantes
en los mutantes del exomero tratados durante dieciséis horas. Para caracterizar
mas el efecto del KCI en estas condiciones se realiz6 un ensayo de viabilidad
para comprobar si tras el tratamiento con cloruro de potasio las células eran
capaces de crecer en medio YES. Se incubaron las células de las cepas silvestre
y mutante cfr1A con cloruro potésico 0,6 M durante dieciséis horas y, pasado ese
tiempo, se inocularon seis diluciones seriadas de los cultivos de cada cepa,
tratados y sin tratar con la sal, en placas de YES que se incubaron durante dos
dias a 32°C. El crecimiento de ambas cepas se comparo6 con el de los mismos
cultivos inmediatamente antes de afiadir el KCI. En la figura 14 se observa que
la cepa cfr1A tratada durante dieciséis horas solo presenta un ligero descenso
en el numero de colonias respecto a las que tiene la cepa silvestre tratada de
igual modo. Este resultado demuestra que solo algunas células pierden la
viabilidad, e indica que el KCI a 0,6 M provoca un retraso o una parada del
crecimiento celular. Esto se corresponderia con el menor tamafio de las colonias
de los mutantes en placas suplementadas con este compuesto, comparada con

el tamafio de las colonias de la cepa silvestre o con las del mutante sin tratar.
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Figura 14. Ensayo de viabilidad.

La imagen muestra el crecimiento de las cepas WT y cfrlA tras ser tratadas o no con 0,6 M
de cloruro de potasio durante 0 y 16 horas. En las placas se inocularon seis diluciones
seriadas 1:4 de cada cepa en cada condicion. Las placas se incubaron durante dos dias a
32°C.
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Con el objeto de conocer si los mutantes del exébmero son también
sensibles a otros compuestos y si el defecto de septacion es exclusivo o no del

cloruro de potasio, se realizaron los experimentos detallados a continuacion.

1.1 cfr1A es sensible a ciertos compuestos idnicos

Los defectos en crecimiento y septacion provocados por el cloruro
potasico en el mutante cfr1A pueden ser consecuencia de dafios producidos por
el ion potasio, por el ion cloro o por la combinacion de ambos. Por este motivo
se analiz6 la sensibilidad y la aparicion de problemas de septacién en presencia
de otros cloruros y otras sales de potasio.

En primer lugar, se realizaron ensayos de crecimiento en gota de las cepas
silvestre y mutante cfr1A en placas de YES suplementadas con cloruro de sodio
y con cloruro de magnesio y se incubaron las placas durante dos dias a 32°C, la
temperatura 6ptima de crecimiento para S. pombe. Como se observa en lafigura
15A el mutante cfr1A es ligeramente sensible a 0,15 M de cloruro de sodio y a
0,15 M de cloruro de magnesio (resultados ya publicados. Hoya et al., 2017); sin
embargo, un tratamiento prolongado con estos cloruros no provoca un defecto
en la septacion como el observado tras el tratamiento con KCI (figura 15B).

Los resultados anteriores podrian indicar que el mutante del exomero es
sensible a los cloruros. Sin embargo, cuando se analizé el crecimiento en
presencia de cloruro de litio se observé que el mutante cfr1A crece algo mejor
que el silvestre en placas de YES suplementadas con una concentracion de 2
mM de cloruro de litio (figura 15A). Este resultado indica que cfr1A solamente
es sensible a algunos cloruros. Cabe destacar que tampoco se produjo la
aparicion de septos engrosados tras tratar las células con cloruro de litio durante
tiempos prolongados, en las mismas condiciones en las que aparece el defecto
de septacion con cloruro de potasio (figura 15B).

Respecto a otras sales de potasio, se eligidé el acetato de potasio. Las
placas con acetato de potasio a distintas concentraciones se incubaron a 32°C
durante dos dias. Como se observa en la figura 15A el mutante cfr1A es muy
sensible a este compuesto, las concentraciones empleadas son muy bajas

porque la cepa silvestre es sensible a concentraciones mas altas. Se comprobo6
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que la sensibilidad no se debe a la acidificacion del medio, puesto que los cultivos
en medio YES con acetato de potasio no presentan mayor acidez que los cultivos
en medio YES (medidas realizadas con tiras comerciales y con pHimetro). En la
cepa cfr1A el tratamiento con acetato de potasio provoca la aparicion de
multiples células encadenadas, un fenotipo indicativo de un defecto en la
separacion de las células hijas. Sin embargo, no produce el defecto en la
morfologia de los septos observado en presencia de cloruro de potasio (figura
15B).

0,15 M NaCl 0,15 M MgCl, 25 mM AcK

2 mM LiCl

0,6 M KCI 0,15M NaCl 0,15M MgCl, 2 mM LiCl 25 mM AcK

Figura 15. Fenotipos del mutante cfrlA en presencia de compuestos iénicos.

A. Analisis del crecimiento en presencia de NaCl, MgClz, LiCl y acetato de potasio. Ensayo
de gota en placas de medio YES con los compuestos que se indican, inoculando seis
diluciones seriadas (1:4) de cada cepa (WT y mutante cfrlA). Las placas se incubaron durante
dos dias a 32°C.

B. Tincién con Hoechst de las cepas silvestre y mutante cfr1A tras ser tratadas con los
distintos compuestos durante 16 horas a 25°C.

En resumen, el mutante cfr1A es sensible a varios compuestos idnicos,
entre los que se encuentran sales de potasio y cloruros. La sensibilidad a estos
compuestos no va acompafiada por la aparicion de septos aberrantes, defecto
que parece ser caracteristico del cloruro de potasio y que puede estar

relacionado con el crecimiento retardado que cfr1A presenta en placas con KCI.

1.2 cfr1A no es sensible a estrés osmatico

El cloruro de potasio, y el resto de las sales empleadas, puede estar

provocando estrés osmaotico y estrés idnico. Con el fin de discernir a qué tipo de
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estrés es sensible el mutante cfr1A se empled sorbitol, un agente no iénico que
incrementa la osmolaridad del medio.

En la figura 16A se observa que el mutante del exdémero es capaz de
crecer perfectamente en presencia de 1,2 M de sorbitol, igual que una cepa
silvestre. Ademas, el sorbitol no provoca ningun tipo de defecto en la septacion
(figura 16B).

El sorbitol es un estabilizador osmotico, debido a esto es capaz de permitir
el crecimiento de cepas que tengan problemas en la pared celular al impedir que
se produzca la lisis celular. Dado que en trabajos anteriores del laboratorio (Hoya
et al., 2017) se habia descrito que los mutantes del exémero presentan defectos
en la pared celular, si la sensibilidad de cfrlA al cloruro de potasio se debiera a
defectos en la pared el sorbitol podria corregir el crecimiento retardado en KCI.
Con el fin de discernir si este es el caso se realizaron ensayos de gota en placas
con cloruro de potasio mas sorbitol. Como se observa en la figura 16A el sorbitol
no soluciona los problemas de crecimiento en KCl y, por tanto, parece que estos

no se deben a los defectos en la pared celular de cfr1A.

A

YES tol

cfr1A

Figura 16. Crecimiento y septacién en presencia de sorbitol.

A. Ensayo de crecimiento en gota, empleando seis diluciones seriadas (1:4) de cada cepa
(WT y cfrlA), en placas de YES con los distintos compuestos. Placas incubadas durante dos
dias a 32°C.

B. Tincién con Hoechst de las cepas silvestre y cfr1A tratadas con sorbitol durante 16 horas
a 25°C.

Resumiendo, el mutante cfr1A es sensible a estrés ionico y no a estrés
osmotico. Ademas, la sensibilidad de los mutantes del exomero a KCI no parece

deberse a defectos en pared celular que alteren la integridad celular.
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1.3 cfr1A es sensible a cambios en la homeostasis del calcio

Conocida la sensibilidad del mutante del exdmero a compuestos idnicos
se decidi6 emplear mas compuestos relacionados con este tipo de estrés. El
cloruro de calcio provoca sensibilidad al mutante cfr1A, como se observa en la
figura 17A; curiosamente el EGTA, un compuesto quelante de iones bivalentes,
también inhibe el crecimiento del mutante. Estos resultados indican que el
mutante cfr1A es sensible a variaciones en la concentracion de calcio, y
posiblemente de ion magnesio (puesto que también es quelado por el EGTA), y
por este motivo cambios en la homeostasis de estos iones provocan defectos en
Su crecimiento.

En un apartado posterior de esta memoria se profundiza en el estudio de

la ruta de respuesta a calcio en los mutantes del exémero.

0,1 M CaCl, 2 mM EGTA 2 mM DTT

wT [ €
: YES cfr1d &
wi, XXX X K
cfr1A o9 ""@ &
wt W

Figura 17. Anédlisis del crecimiento ante cambios de la homeostasis del calcio y en
presencia de inductores de la UPR. Fenotipo de septacién en presencia de DTT.

A. Ensayo de crecimiento en gota de las cepas silvestre y mutante cfrlA en placas de YES
con los compuestos indicados. Las placas se incubaron durante dos dias a 32°C. Se utilizaron
seis diluciones seriadas (1:4) de cada cepa.

B. Fenotipo de septacién en DTT. Las células de la cepa silvestre y del mutante cfrlA fueron
tratadas durante dieciséis horas con 2 mM de DTT y posteriormente fueron tefiidas con
Hoechst para visualizar los nucleos y, de manera inespecifica, los septos en el microscopio
de fluorescencia.

1.4 cfr1A es sensible a DTT y tunicamicina

El DTT y la tunicamicina son dos agentes que se utilizan para analizar si
un mutante es sensible a estrés. Estos compuestos alteran el crecimiento de
mutantes con defectos en la pared celular y, ademas, provocan estrés en el
reticulo endoplasmatico, por lo que se emplean como inductores de la respuesta

a proteinas mal plegadas (UPR, en sus siglas en inglés). EI DTT es un agente
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reductor que provoca estrés en el reticulo endoplasmatico al impedir la formacion
de puentes disulfuro (Kimmig et al., 2012). La tunicamicina evita la N-glicosilacion
de las proteinas, provocando también estrés en el reticulo endoplasmatico.

Enlafigura 17A se observa que el mutante cfr1A es ligeramente sensible
a ambos compuestos. Este resultado podria deberse a una potenciacién de los
ligeros dafos en la pared celular del mutante cfr1A (Hoya et al., 2017), puesto
gue pueden interferir con la sintesis de las manoproteinas; pero también podria
indicar que en ausencia del exdmero las células son méas sensibles al estrés en
el reticulo endoplasmético o presentan defectos en la UPR, tema que se aborda
posteriormente en esta memoria. Para evitar la oxidacion del DTT las placas se
prepararon un dia antes de su empleo, la incubacién de las placas con ambos
compuestos se realiz6 a 32°C durante un par de dias.

También se observo que el DTT provoca un defecto en septacion, tanto a
las células silvestres como a las de los mutantes del exdmero; este defecto
consiste en que, en presencia de DTT, los septos tienen un engrosamiento en
su parte central, observable en la figura 17B. Este es un defecto diferente al
producido por KCI.

1.5 cfr1A es hipersensible a higromicina

La higromicina B es un antibiético aminoglicosidico, obtenido de
Streptomyces hygroscopicus, que inhibe la traduccion. Ademas, inhibe el
crecimiento de mutantes de Saccharomyces cerevisiae con defectos en
glicosilacion a una concentracion de 50 pg/ml (Ali et al., 2004) y a mutantes con
problemas en el trafico hacia las vacuolas a concentraciones aun mas bajas.

Existen mutantes de S. cerevisiae hipersensibles a higromicina B (hhy
mutants), muchos de los cuales tienen afectado el trafico en la interfaz Golgi-
endosoma tardio, sin que se conozca la razén para esta sensibilidad (Banuelos
et al., 2010). En la figura 18 se observa que el mutante cfr1A de S. pombe es
sensible a bajas concentraciones de higromicina B, resultado que refuerza los
obtenidos previamente en el laboratorio que indicaban, que el exdmero de S.
pombe es requerido para el trafico entre el Trans-Golgi Network y los endosomas
(Hoya et al., 2017).
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La sensibilidad del mutante del exémero a la higromicina B no esta
relacionada con la inhibiciébn de la traduccién que provoca este compuesto
porque, como se observa en la figura 18, el mutante cfr1A no es mas sensible
que la cepa silvestre a cicloheximida, un potente inhibidor de la traduccion al que
tampoco son sensibles muchos de los mutantes hhy de S. cerevisiae.
(Ejzykowicz et al., 2016).

En resumen, el mutante cfriA es sensible a higromicina, un fenotipo
relacionado con fallos en la interfaz TGN-endosomas tardios y con la regulacion
de la respuesta TORC1 de S. cerevisiae (Ejzykowicz et al., 2016).

1.6 cfr1A no es sensible a monensina A

La monensina A es un antibiotico ionéforo obtenido de Streptomyces
cinnamonensis. Este compuesto interfiere con los intercambios Na*/H* y K*/H* y
en S. cerevisiae se utiliza como un indicador de defectos en la funcionalidad de
las vacuolas porque interfiere en el mantenimiento del pH &cido de estas
(Gustavsson et al.,2008).

El mutante cfr1A no es sensible a monensina A, como se ve en la figura
18. Este resultado, junto con el hecho de que no se encontraron diferencias entre
el mutante del exdmero y el silvestre ni en el crecimiento en medio YES
tamponado a distintos pHs ni en la tincion de las vacuolas con quinacrina
(resultados recientes del laboratorio), indica que el mutante cfr1A no tiene un
defecto en la regulacién del pH que provoque sensibilidad a compuestos que lo

modifiquen.

2,5 yg/mlHig B

Figura 18. Analisis del crecimiento en presencia de inhibidores de la traduccion y de
monensina A.

Ensayo de crecimiento en gota de las cepas silvestre y mutante cfrlA en placas de YES con
los compuestos indicados, se inocularon seis diluciones seriadas (1:4) de cada cepa. Las
placas se incubaron durante dos dias a 32°C.
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1.7 cfr1A no es sensible a H202

Algunos mutantes, como sty7A son sensibles a estrés idnico y ademas es
a estrés oxidativo. Por lo tanto, para completar el analisis del fenotipo de los
mutantes carentes del exdmero, se analizo si el mutante cfr1A era sensible a
estrés oxidativo, empleando el mutante sty7A como control. En la figura 19 se
observa que el mutante cfr1A no es sensible a agua oxigenada, agente causante
de estrés oxidativo ampliamente utilizado en la literatura. Dado que el agua
oxigenada es muy inestable, las placas empleadas para este experimento se

hicieron el dia antes de su utilizacion.

0,006% H,0O,

cfr1A
sty1A

Figura 19. Analisis del crecimiento en presencia de estrés oxidativo.

Ensayo de crecimiento en gota de las cepas silvestre y mutantes cfrlA y stylA en placa de
YES con H202. Se emplearon seis diluciones seriadas (1:4) de cada cepa y las placas se
incubaron durante dos dias a 32°C.

2. Analisis de la posible implicacion de bombas y canales

ionicos en el fenotipo de los mutantes del exémero

2.1 Busquedade interacciones mediante rastreos genéticos

En el apartado 1 de la seccion de resultados se ha descrito la sensibilidad
del mutante cfr1A al estrés ibnico. Una de las causas de este fenotipo podria ser
que en ausencia del exdomero, un complejo implicado en el transporte de
proteinas, algun canal o bomba i6nica no esté localizado correctamente. Con el
objetivo de buscar genes que interaccionen con el exdmero en la respuesta a
estrés, en el laboratorio se han llevado a cabo diferentes tipos de rastreos
genéticos. En un ensayo de complementacion del fenotipo de sensibilidad a KCI
de cfr1A con una genoteca multicopia solo se obtuvo resultado positivo con un

plasmido que poseia el gen cfrl*. En rastreos de dos hibridos utilizando tanto
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Cfrl como Bchl como cebos, no se obtuvo ninguna proteina que pudiera ser un
cargo potencial del exdmero; una posible explicacion podria ser que los cargos
serian proteinas transmembrana, dificiles de detectar por este método. En un
analisis protedmico disefiado para buscar proteinas que se asocian fisicamente
con Cfrl tampoco se encontré ningun posible canal o bomba iénica, a pesar de
gue las muestras se extrajeron con detergentes.

Con el fin de identificar genes relacionados funcionalmente con cfrl*y
bchl* se realizaron los rastreos de interacciones génicas (SGA, de Synthetic
Genetic Array) que se describen en el Anexo de esta memoria. En estos rastreos
se buscaron mutantes que crecieran peor que los mutantes del exdmero en
placas de YES incubadas a 28°C. Entre los resultados obtenidos se encontrd
interaccién génica, no muy reproducible, con algunos mutantes en canales
ibnicos que no estan bien caracterizados. En un intento de afinar estos
resultados, se identificaron en la coleccion de mutantes nulos de Bioneer
aguellos carentes de genes correspondientes a potenciales canales/bombas
idnicas, y se analizd su crecimiento en presencia de distintas concentraciones
de KCI y MgClz. Si el fenotipo de sensibilidad de los mutantes carentes del
exdmero se debiera a que un canal/lbomba iénica no llega a su lugar de
actuacioén, se esperaria que el mutante carente de dicha proteina presentara el
mismo patron de sensibilidades que cfr1A. Aunque algunos mutantes son
sensibles a KCI 0 a MgClz (figura S1, en el Anexo), ninguno se comporté como
el mutante del exdbmero. El mutante spac71635.01A (carente del gen que codifica
un canal selectivo de aniones dependiente de voltaje, que se localiza en la
membrana externa de la mitocondria) es ligeramente sensible a KCl y a MgCla.
Aunque este dato podria ser interesante, el hecho de que este mutante sea
sensible a estrés oxidativo (H202) (Pombase.org) y cfr1A no, a priori descarta a
este canal como un cargo del exémero. Por lo tanto, no se continué con su

estudio.

2.2 Analisis de canales de potasio descritos

Un hecho que se ha de tener en cuenta es que en S. pombe muchos
canales i6nicos no estan caracterizados; de entre los que si estan descritos se

decidio realizar experimentos con canales de potasio porque el mutante cfr1A es
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sensible a cloruro de potasio y a acetato de potasio. Se procedié a analizar si la
delecién de alguno de los canales de potasio provoca fenotipos similares a los
del mutante del exdmero en presencia de distintos compuestos.

Como se puede apreciar en la figura 20, la delecion del canal de entrada
de potasio trk2* no provoca sensibilidad a cloruro de potasio, acetato de potasio,
cloruro de magnesio o higromicina B, en contrapunto con la delecién del
exdmero; si bien esta descrito que el mutante con la delecion de los dos canales
trk si es sensible a higromicina B, esa cepa no es sensible a altas
concentraciones de potasio (de hecho, a lo que es sensible es a bajas
concentraciones de potasio) (Calero et al., 2000; Calero and Ramos, 2003). Si la
sensibilidad del mutante del exdmero a compuestos de potasio se debiera a una
mayor entrada de K* a través del canal Trk2 el mutante trk2A cfr1A no seria
sensible a estos compuestos y, sin embargo, si lo es, aunque menos sensible
que cfr1A a acetato de potasio. Por tanto, parece que la sensibilidad a KCI no se
debe a la accion de Trk2, pero la sensibilidad a acetato de potasio si se corrige
en parte si el potasio no puede entrar a través de Trk2. También se corrige la
sensibilidad a cloruro de magnesio y a higromicina B (figura 20).

A YES 28°C
cfr1+ cfr1A

B 0,6 M KCI 25 mMAcK 75 mM MgCl, 2,5 pg/ml Hig B
cfr1” cfril _ cfr1* cfriA cfr1 * cfr1A cfr1* cfr1A
|~

trk2”

trk2A

Figura 20. Analisis del crecimiento de las cepas que carecen de trk2*.

A. Ensayo de crecimiento en gota de las cepas silvestre, cfrlA, trk2A y trk2A cfr1A a 28°C.
B. Ensayo de crecimiento en gota de las cepas silvestre, cfrlA, trk2A y trk2A cfr1A a 28°C en
presencia de distintos compuestos quimicos.

Se incubaron tres diluciones seriadas 1:4 de células de cada cepa en las distintas placas
durante dos dias.

Cta3 es una bomba de exporte de potasio que estd sometida a la
regulacion por los genes tup. Ademas, la delecion de los genes tup provoca

sensibilidad a compuestos ionicos, pero no a estrés osmotico (Greenall et al.,
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2002), a semejanza de lo que ocurre con la delecion del exdmero. Por ello cabia
la posibilidad de que el exdmero podria estar regulando la funcion del canal Cta3.
La delecion conjunta de la bomba de salida de potasio cta3* y sus
reguladores negativos tupll*y tupl2* provoca unas sensibilidades a cloruro de
potasio y a higromicina B ligeramente mas reducidas a las del mutante cfr1A
(aunque dentro del mismo entorno de concentraciones) (figura 21A). En la
figura 21A se observa que, a pesar de no haber interaccion génica entre bchl*
y cta3*y sus reguladores en cuanto al crecimiento a distintas temperaturas, si
existe una ligera interaccion génica entre el exdmero y el canal cta3* en
presencia de cloruro de potasio y de higromicina B. Estos resultados pueden
estar indicando que el exdbmero y Cta3 (junto a la accion de sus reguladores
negativos) estan llevando a cabo funciones paralelas en el mismo proceso,
proceso que al fallar provoca sensibilidad a cloruro de potasio y a higromicina B.
En S. cerevisiae se ha descrito que el exdmero es importante para
garantizar la localizacion polarizada de Enal (homdlogo de Cta3) (Anton et al.,
2017). Para determinar si Cta3 es un cargo del exdmero, se analizé la
localizacion y la cantidad de Cta3 con y sin cloruro de potasio en las cepas
silvestre y mutante cfrifA. Como se puede observar en la figura 21B, la
localizacion de Cta3 es similar en las células del silvestre y del mutante cfr1A;
observandose en la superficie celular, principalmente en la zona del ecuador
celular donde se forma el septo. Este resultado indica que Cta3 se localiza de
manera correcta tanto en el silvestre como en el mutante cfrlA sin y con KCI.
Para resumir los resultados del apartado 2: los canales iGnicos descritos
no parecen ser un cargo del exdmero. Aunque hay cierta relaciéon entre el
exémero y Cta3, la sensibilidad a KCI no se debe a un defecto en la localizacién
de Cta3. De igual manera, aunque la sensibilidad a acetato de potasio y a cloruro
de magnesio se corrige eliminando Trk2 esto no ocurre en presencia de KCI.
Estos resultados son una fuerte indicacion de que ni Cta3 ni Trk2 son cargos del

exomero.
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cta3A bch1A cta3A
cfr1A tup11A tup12A tup11A tup12A

2,5 pg/ml Hig B . ®

WT

cfr1A

Figura 21. Anédlisis de larelacién funcional entre Cta3y el exdmero.

A. Ensayo de gota utilizando tres diluciones seriadas 1:4 de células de cada cepa, placas
incubadas durante dos dias en los medios y temperaturas indicadas. Las placas con los
compuestos se incubaron a 28°C.

B. Localizacion de Cta3. Proyeccion maxima de tres planos realizados con un sistema
DeltaVision. Se utilizaron las cepas WT y cfr1A, tratadas y sin tratar durante una hora con 0,6
M de KCI.

3. Estudio de la posible relacion entre el exébmero y la ruta de

la calcineurina

Las células cuentan con varias rutas de sefalizacion que promueven una
respuesta adaptativa para garantizar su supervivencia en condiciones de estrés.
Por lo tanto, es posible que los mutantes del exbmero sean sensibles a estrés
por tener defectos en alguna de estas rutas. En el subapartado 1.3 de Resultados

se ha descrito la sensibilidad de los mutantes del exbmero a cambios en la
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homeostasis del calcio. Una posible explicacién de estos resultados seria que el
exdémero tuviera una funcion en la ruta del calcio mediada por la fosfatasa
calcineurina. La calcineurina es una fosfatasa de la que se conoce su implicacion
tanto en la citocinesis de la levadura de fision como en la homeostasis del calcio
o de los cloruros. Ademas, la regulacion de los niveles de calcio es necesaria
para la supervivencia en presencia de estrés celular (como es el estrés osmatico,
i6nico. Ma et al., 2011).

3.1 Existe interaccién funcional entre el exdbmero y los canales de

entrada de calcio en presencia de KCI

La entrada de calcio a las células tiene lugar a través de los canales Cchl
y Yam8. Ademas, estos canales provocan la subida de la concentracion de ion
calcio intracelular en presencia de ciertos cloruros (Ma et al., 2011). Se quiso
analizar la relacién funcional entre estos canales y el exdmero.

En primer lugar, se analizé el crecimiento de las deleciones de ambos
canales (cepas cch1A y yam8A) en cloruro de potasio, comparandolo con el
crecimiento de cfr1A. Los mutantes carentes de los canales son muy sensibles
a cloruro de potasio, incluso a concentraciones a las que apenas es sensible el
mutante del exdmero, como se ve en la figura 22. Esto concuerda con que Cchl
y Yama8 tienen funciones beneficiosas en presencia de cloruro de potasio que les
hace necesarios para crecer en presencia de esta sal.

A continuacion, se analizo el crecimiento de los mutantes dobles, aquellos
gue no tienen uno u otro canal y tampoco el exdbmero. Los mutantes dobles
crecen aun peor gue cualquiera de los mutantes simples en presencia de la sal,
como se puede observar en la figura 22. Esto indica que en presencia de estrés
i0nico existe interaccion génica entre el exdbmero y los canales de entrada de
calcio y que quizas tengan funciones paralelas en el control de la homeostasis

iGnica. Este resultado sugiere que estos canales no serian cargos del exémero.
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Figura 22. Analisis del crecimiento de las cepas sin los canales Yam8 o Cch1l.
Ensayo de gota inoculando seis diluciones seriadas 1:4 de cada cepa que se dejaron crecer
durante dos dias a 32°C en los medios indicados.

3.2 La sensibilidad de cfr1A al cloruro de potasio no se debe a la

falta de actividad de la calcineurina

Una vez que el calcio se encuentra dentro de la célula se produce su unién
a la fosfatasa calcineurina, lo que provoca la activacion de la ruta de la
calcineurina para la regulacién de la homeostasis del calcio (Liu et al., 2015). La
fosfatasa calcineurina consta de dos subunidades, una catalitica (Ppbl) y una
reguladora (Cnbl). La delecion de ppbl* provoca sensibilidad a cloruros de
potasio, sodio y magnesio, pero no a sorbitol (Ma et al.,, 2011), fenotipos
similares a los de cfr1A. La falta de la subunidad reguladora Cnb1 provoca algo
menos de sensibilidad a KCI. El mutante doble ppb71A cfr1A crece peor en
presencia de cloruro de potasio que los mutantes sencillos (figura 23A), lo que
apunta a que la calcineurina y el exdmero participan en vias diferentes en
respuesta a esta sal.

El resultado anterior indica que, en principio, la sensibilidad del mutante
del exomero no se deberia a la falta de la actividad de la calcineurina. Para saber
si esto era asi se sobre-expresaron, bajo el control del promotor nmtl* 3X, tanto
la subunidad catalitica de la calcineurina ppbl*, como una variante mutada de
este gen, carente del dominio C-terminal (ACT), que codifica una forma
constitutivamente activa e independiente de Cnb1. Como se observa en la figura
23B ninguna de las sobreexpresiones corrige el defecto de crecimiento en

presencia de cloruro de potasio del mutante cfr1A. Este resultado indica que, o
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bien la ausencia de la calcineurina no es el motivo de la sensibilidad a cloruro de
potasio en ausencia de Cfrl, y ambas proteinas tienen funciones diferentes en
respuesta a esta sal, o bien la calcineurina no puede llevar a cabo sus funciones
en ausencia del exdbmero. Para conocer cudl de las dos posibilidades esta

ocurriendo se analiz6 la activacion de esta ruta en ausencia del exbmero.

0,3 M KCI 0,4 M KCI

0,5 M KCI

WT pREP3X

cfr1A pREP3X

WT pREP3X+ppb1*
cfr1A pREP3X+ppb1*
WT pREP3X+ppb1ACT

cfr1A pREP3X+ppb1ACT

Figura 23. Andlisis del crecimiento de las cepas mutantes de la calcineurina.

A. Ensayo de gota. Se inocularon seis diluciones seriadas 1:4 de las cepas sin la subunidad
Ppb1 o sin la subunidad Cnbl de la calcineurina. Las placas se incubaron dos dias a 32°C.

B. Ensayo de gota en el que se inocularon seis diluciones seriadas 1:4 de cada cepa que se
dejaron crecer durante dos dias a 32°C en los medios indicados.

pREP3X es el vector vacio, pREP3x+ppbl* es la sobreexpresién de la subunidad catalitica
(Ppbl) de la calcineurina 'y pREP3x+ ppb1ACT es la sobreexpresion de la subunidad catalitica
sin su dominio C-terminal, es decir sin regulacion por parte de la subunidad reguladora.

3.3 Larutadelacalcineurina se activa en ausencia del exdbmero

La activaciéon de la ruta de la calcineurina se puede analizar mediante
Western Blot usando una construccion que consta de la GFP bajo el control del
promotor de przl*, es decir, un promotor de respuesta a calcineurina (pCDRE).
Por tanto, cuando la ruta se activa se produce un incremento en la cantidad de

GFP. Utilizando esa construccién se vio que el mutante cfr1A responde de igual
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modo que la cepa silvestre a la activacion de la ruta con cloruro de calcio, ya que
se produce un incremento similar de la cantidad de GFP tras tratar las células
con 0,15 M de la sal durante una hora (figura 24). Por tanto, no parece que haya
defectos en la activacion en ausencia del exdmero, lo que demuestra que la
sensibilidad a cloruro de calcio del mutante no se debe a fallos en la activacion
de esta ruta.

Para saber si el cloruro de potasio activa la ruta y si lo hace de un modo
diferente en las estirpes silvestre y cfr1A se realiz6 un experimento similar al
anterior tratando las células con cloruro de potasio. Tras numerosas
repeticiones, no se observé un incremento significativo en la cantidad de GFP ni
en la cepa silvestre ni en el mutante del exdbmero tras tratar las células con KCI
(figura 24).

WT cfr1iA WT cfr1A
| | | |

caCl, - + - +

I 1
Kl - + -+
- q
e )
HH o-GFP |. .I H o-GFP

Figura 24. Activacién de la calcineurina visualizada mediante Western Blot.

En la linea denominada a-GFP se muestra la cantidad de GFP en las cepas WT y cfrl4
transformadas con la construccién pCDRE-GFP e incubadas sin (-) y con (+) cloruro calcico
0,15 M o cloruro potasico 0,6 M durante una hora a 32°C.

En la linea denominada a-tub o a-actina se muestra el control de carga.

Todo este conjunto de resultados parece indicar que las funciones del
exdémero y de la ruta de la calcineurina en presencia de altas concentraciones de
cloruro de potasio son distintas. La ruta de la calcineurina se activa
perfectamente en ausencia del exomero al tratar con calcio las células, y el
exémero se localiza perfectamente en presencia de calcio y de EGTA (no
mostrado), por lo que parece que ambos complejos no son interdependientes y
simplemente ambos tienen funciones tanto en respuesta a estrés ionico como en
la citocinesis. Ademas, la sensibilidad del mutante cfr1A a cloruro de calcio no

se debe a fallos en la ruta de la calcineurina.
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4. Analisis de la relacién entre el exdmero y el estrés en el

reticulo endoplasmatico

El mutante cfr1A es ligeramente sensible a DTT y a tunicamicina, como se
ha descrito en el subapartado 1.4. Estos dos compuestos pueden interferir con
la sintesis de la pared celular y, ademas, son agentes causantes de estrés en el
reticulo endoplasmaético e inductores de la respuesta a proteinas mal plegadas.
Por otro lado, la UPR es un mecanismo homeostatico que se induce de manera
preventiva en algunas situaciones que requieren un incremento en la sintesis de
proteinas, como es la citocinesis (Bicknell et al., 2007). Ademas, en los rastreos
de dos hibridos realizados en el laboratorio se identific6 a Get3 usando Bchl
como cebo. Finalmente, en el experimento de protedmica realizado en el
laboratorio para identificar proteinas que interaccionan fisicamente con Cfrl se
identificaron todos los componentes de COPII, una cubierta vesicular que facilita
el transporte entre el RE y el Golgi. Todos estos datos sugieren que puede haber
cierta interaccion funcional entre el exomero y el RE. Con el fin de averiguar si
habia alguna relacion entre la sensibilidad a KCI de los mutantes, el RE y la UPR

se realizaron los experimentos que se describen a continuacion.

4.1 Elreticulo endoplasmatico presenta cambios en su morfologia/

organizacion en el mutante cfr1A tratado con KCI

Con el fin de observar la morfologia del RE se visualizé Bipl unida a GFP.
Bip1 es una chaperona soluble que reside en este organulo y participa en la UPR.
La localizacion de Bipl en todo el reticulo endoplasmatico permite observar tanto
el reticulo cortical, cercano a la membrana plasmatica, como el reticulo
perinuclear.

Como se muestra en la figura 25A, la morfologia del RE del mutante cfr1A
no es aparentemente diferente de la del silvestre en ausencia de estrés.
Tampoco hay cambios detectables en la morfologia de este organulo en
presencia de cloruro potasico en las cepas silvestre y mutante cfr1A cuando el

tratamiento con cloruro de potasio es breve (una hora, dos horas; no mostrado).
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Sin embargo, a tiempos largos de tratamiento (a partir de siete horas de
incubacion a 28°C), aparece una mayor continuidad de Bipl-GFP en la zona
préoxima a la membrana plasmatica en el mutante cfr1A, como se observa en la
figura 25A. Cabe mencionar que en células tumorales existe una mayor cantidad
de BiP1/GRP178 en la superficie celular (Zhang et al., 2010), lo que indica que
este cambio en la localizacion de la chaperona puede ser una respuesta general
a estrés. En cualquier caso, ese cambio no es especifico de Bipl, puesto que
también se observdé cambio en el RE utilizando los marcadores Ttsl (una
proteina del reticulo con cuatro dominios transmembrana) o Sec24 (un

componente de COPII que se encuentra localizado en los ERES) (figura 25A).

4.2 En ausencia del exémero se secreta menos Bipl al medio

extracelular

La mayor cantidad de Bip1l visualizada en la proximidad de la membrana
plasmatica hace pensar que se podria estar secretando una mayor cantidad de
esta proteina al medio extracelular, hecho que es faciimente analizable
observando por Dot-Blot de colonias la cantidad de Bipl excretada y retenida en
filtros de nitrocelulosa.

Este experimento se realiz6 empleando placas de YES, o de YES
suplementado con 0,6 M de cloruro de potasio, y dejando las células crecer y
secretar proteinas al medio extracelular durante treinta horas a 28°C, tal y como
se indica en Materiales y Métodos. Como se observa en la figura 25B, en la
membrana procedente de la placa de YES o de la placa de YES con cloruro de
potasio se observa que el mutante cfrfA excreta menos
Bip1-HA que la cepa silvestre. También se observa que el tratamiento con cloruro
potasico incrementa la secrecion de Bipl en ambas cepas. El incremento
inducido es proporcional al nivel basal, de modo que cfr1A tratado con KCI
excreta menos Bip-HA que el silvestre tratado.

Este resultado indica que en ausencia del exdbmero hay una menor
secrecion de Bipl. Ademas, el KCl aumenta la secrecion, al menos la de Bipl,
hacia el medio extracelular. Finalmente, este resultado indica que la

redistribuciéon de Bipl hacia zonas del reticulo préximas a la membrana
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plasmatica en el mutante cfr1A tratado con KCI no se correlaciona con un
aumento en la secrecion de Bipl, sino mas bien con una disminucion en su

secrecion.

WT (YES) WT (KCI) cfr1A (YES) cfr1A (KCl)

B

Bip1-GFP

Figura 25. Morfologia del reticulo endoplasmético. Secrecidon de Bip1l-HA.

A. Observacion de Bipl-GFP, Tts1-GFP y Sec24-GFP en las cepas WT y cfr1A incubadas
sin/ con tratamiento largo (7h) con KCI.

B. Dot-Blot de las cepas WT y cfrlA en medio YES y YES con KCI. Se empleé el anticuerpo
a-HA.

La linea superior muestra el resultado en medio YES, la linea del medio el resultado en YES+
0,6 M KCI, con la misma exposicion de la pelicula al revelar que en el caso de YES, y por
Gltimo la linea inferior muestra la membrana de YES+KCI menos expuesta, para apreciar las
diferencias entre las dos cepas.

Tts1-GFP

Sec24-GFP

4.3 Andlisis del fenotipo de las cepas ire1A e ire1A cfr1A

El mutante cfr1A es ligeramente sensible a DTT y tunicamicina, dos
agentes inductores de la respuesta a proteinas mal plegadas. La delecion de
irel* es también sensible a estos compuestos. Irel es una proteina sensora-
guinasa gue participa en la UPR. Para profundizar en el analisis de la relaciéon
funcional entre el exbmero y esta ruta de respuesta a estrés, se comparo el
fenotipo de sensibilidad a estos compuestos de las cepas silvestre, cfr14, ire1A
e ire1A cfr1A. En la figura 26 se observa que la cepa cfr1A es igual de sensible

a DTT y menos a tunicamicina que la cepa ire1A. La cepa ire1A cfr1A presenta
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un crecimiento intermedio entre ire1A 'y cfr1A en presencia de tunicamicina, este
resultado parece indicar que Cfrl tiene una funcion contraria a la de Irel en
presencia de este compuesto.

Posteriormente, se analizo el crecimiento de los mutantes de la UPR en
presencia de compuestos idénicos. Como se observa en la figura 26, ire1A e
ire1A cfr1A son igual de sensibles que cfr1A a cloruro de sodio; irelA en el caso
del cloruro de magnesio y de compuestos de potasio se comporta como la cepa
silvestre. Mientras que el mutante doble se comporta como cfrlA en cloruro de
magnesio y de potasio; en acetato de potasio el mutante doble es resistente,
como el silvestre, lo que indica que irelA suprime la sensibilidad de cfrlA a este
compuesto.

Estos resultados indican que la relacion entre las funciones de Irel y del
exdmero es compleja, de manera que la UPR y el exbmero parece que tienen
funciones antagonicas en presencia de ciertos compuestos y que podrian
compartir funciones en presencia de otros compuestos. Por otro lado, Irel no es
necesaria para crecer en compuestos de potasio ni en cloruro de magnesio, lo
que sugiere, a priori, que una alteracion en la UPR no seria la razén por la que

los mutantes del exdmero son sensibles a estrés idnico.

0,15 M NaCl 0,15 M MgCl,

YES
e » @ @ @ 2

PRI ® D B & B 5
VN D & B 2
I ® D & ©

ire1A
ire1Acfr1iA

Figura 26. Interacciones génicas entre cfr1* e irel*.

Ensayo de crecimiento en gota en presencia de los compuestos indicados de las cepas WT,
cfr1A,irelA e irelA cfrlA. De cada cepa se inocularon seis diluciones seriadas 1:4. Las placas
se incubaron durante dos dias a 32°C.

68



Resultados

4.4 Irel es necesaria paralaformacion de septos aberrantes en los

mutantes del exdbmero en presencia de KCI

Se quiso conocer si la funcion de Irel es necesaria para que se produzca
el defecto en la formacion del septo que se observa en cfr1A en presencia de
cloruro de potasio tras tratamientos prolongados. En la figura 27 se observa que
el mutante ire1A no presenta ningun defecto en la septacién. En el caso del
mutante cfr1A el porcentaje de células con septos aberrantes es del 48%,
mientras que en el mutante doble irelA cfr1A este porcentaje es de solo un 2%
de las células. Este resultado indica que la formacién del septo aberrante
requiere la presencia de Irel, con una funcion que puede ser dependiente o
independiente de la UPR.

Para discernir entre esas dos posibilidades, se analizé el fenotipo de
septacion en otros mutantes relacionados con la UPR. Los mutantes elegidos
fueron gas2A y gptlA. gas2* es una diana de Irel, su ARN sufre un
procesamiento cuando se activa la UPR (Kimmig et al., 2012); gpt1* participa en
el ciclo de la calnexina/ calreticulina (Fanchiotti et al., 1998) y, por lo tanto, en la
correccién de fallos en el plegamiento de proteinas y su disfuncion dispara la
UPR. Ademas, se analiz6 la morfologia de los septos en los mutantes dobles
gas2A cfr1A 'y gpt1A cfr1A. Al contrario de lo que ocurre en el caso de ire1A
cfr1A, estos mutantes dobles presentan el septo engrosado caracteristico de
cfr1A (figura 27). Por tanto, puede que la funcién de Irel como sensor de la UPR
no esté implicada en la formacién del septo engrosado.

69



Resultados

cfriA ire1A ire1AcfriA

YES

KCI

WT

gas2A cfr1A gpt1A cfr1A

YES

KCI

Figura 27. Analisis de la morfologia de los septos en presencia de KCI.
Tincion con Hoechst de las cepas silvestre, mutante cfr1A y mutantes de la UPR tras ser
tratadas con cloruro potasico durante 16 horas a 25°C.

45 Andlisis de la activacion de la UPR en cfr1A

En S. pombe, cuando tiene lugar la activacion de la UPR se produce un
proceso denominado RIDD, por el cual ciertos mensajeros son procesados de
modo que sufren cortes en regiones especificas. Uno de los mensajeros
degradados es el de gas2* (Kimmig et al., 2012). Para analizar si en el mutante
cfr1A existen fallos en la activacién de la UPR se realiz6 una construccion que
consta de la ORF de gas2* fusionada a la GFP, bajo el control del promotor y del
terminador de nda2*, que codifica la a-tubulina. Las células se trataron durante
una hora y media con tunicamicina a una concentracion de 1 uyg/ml a 30°C y se

observo la cantidad de GFP mediante Western Blot.

En la figura 28A se observa como en una cepa silvestre, al activarse la
UPR en presencia de tunicamicina, se produce un descenso en la cantidad de
Gas2-GFP, debido a la degradacion del mensajero. Ademas, se detecta una

banda de menor tamafo, que posiblemente se corresponda con la forma no
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glicosilada de la proteina tras el tratamiento con tunicamicina (debido a que esta
droga inhibe la N-glicosilacion). En una cepa ire1A el nivel basal de Gas2 es
mayor que en el control; este resultado estaria de acuerdo con la existencia de
un nivel basal de actividad de la UPR en el silvestre sin tratar, que no existiria en
el mutante carente del sensor-quinasa Irel. En respuesta a tunicamicina no se
produce el descenso en la cantidad total de Gas2-GFP en este mutante, aunque
tras el tratamiento con la droga la mayor parte de la proteina se observa en la
banda de menor tamafo. La cepa cfr1A se comporta como la cepa silvestre,
aunque parece que hay una menor cantidad de Gas2 incluso en condiciones

basales que podria estar diciendo que la UPR estd mas activa (figura 28A).

Por tanto, parece que en cfrifA la UPR se activa en respuesta a
tunicamicina. Habria que analizar en mas profundidad si en este mutante la UPR
se activa mas que en una cepa silvestre, hecho que podria dar también lugar a
un menor crecimiento en presencia de los compuestos inductores de la UPR y a

que la cepa ire1A cfr1A crezca de manera intermedia respecto a los dos

parentales.
A B
V\I/T ir?m cflr1A VYT irtlem C);rm
Tugml ™ - + - 4+ - 4+ T+ -+ -+ 0BMKal
———— = 130 kDa
oGP R . m 95 KDt [ e s G e = -GFP
a-tub | | 72 kDa |-—-|a—tub

| | e 55 kD2

Figura 28. Analisis de la activacion de la UPR.
La activacion de la ruta de respuesta a estrés en el reticulo se observa mediante Western Blot
visualizando la cantidad de Gas2-GFP. La proteina Gas2 esta bajo el control del promotor y
el terminador de la tubulina. La carga total de cada muestra se observa como cantidad de
tubulina presente.
A. Western Blot de las cepas tratadas con (+) y sin (-) tunicamicina (1 pg/ml), un agente
inductor de la UPR.

B. Western Blot de las cepas tratadas con (+) y sin (-) 0,6 M de cloruro potasico.
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4.6 Analisis de la activacién de la UPR en presencia de cloruro

potasico

Para analizar la activacion de la UPR en presencia de la sal se recurrié a
la misma construccion descrita en el subapartado anterior y se utilizaron las
mismas cepas. En esta ocasion las células se trataron con 0,6 M de cloruro de
potasio durante una hora y media a 30°C. Como se puede observar en la figura
28B, en la cepa silvestre no se produce una disminucién de la cantidad de Gas2-
GFP en presencia de cloruro potasico, lo que descarta a priori que el KCl active
la UPR. De hecho, se aprecia un aumento en la cantidad de Gas2-GFP, lo que
podria indicar una inhibicion del nivel basal de la ruta. Sin embargo, dado que en
la cepa irelA también se produce un incremento en la cantidad de Gas2-GFP en
las células tratadas, cabe pensar que este efecto seria independiente de la
activacion de la UPR (o que se debe a una funcion de Irel independiente de la
UPR), dado que en irelA no hay sefializacion de UPR ni RIDD. Respecto al
mutante cfr1A tratado con KCI, el resultado indica que el comportamiento es
similar al de la cepa silvestre (figura 28B). También se produce un incremento
en la cantidad de Gas2 cuando su gen estd expresado bajo el control de su
propio promotor en la cepas silvestre y mutante cfr1A tratadas con KCI (no
mostrado). En cualquier caso, sera necesario realizar mas experimentos para
confirmar estos datos.

El conjunto de resultados de este apartado 4 indica que la relacion entre
el exomero y la respuesta a estrés originada en el reticulo endoplasmético es
compleja, y no parece que el fenotipo de cfrlA en respuesta a KCI se deba, al

menos exclusivamente, a una alteracion en la respuesta al estrés en el RE.
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5. Estudio de la ruta de respuesta a estrés

Esta ruta responde a distintos tipos de estrés, tanto a estrés térmico, como
oxidativo u osmético. El mutante sty74, al que le falta la MAPK de la ruta, es
sensible a compuestos a los que también lo es el mutante cfr1A, como por
ejemplo a KCI. Por esta razdn se quiso conocer si existe relacion funcional entre
esta ruta de respuesta a estrés y el exdmero. Para averiguarlo se analiz6 si hay
interaccién genética entre mutantes stylA y mutantes cfrlA o bchl4, y si la

activacion de la ruta esta alterada en ausencia del exdbmero.

5.1 Fenotipos del mutante doble sty1A cfr1A

Con el fin de conocer si existe interaccion génica entre cfrl* y styl*, se
analizé el crecimiento de la cepa carente de ambos genes respecto al
crecimiento de las cepas parentales en presencia de distintos tipos de estrés. El
mutante doble sty1A cfr1A crece a temperaturas elevadas, esto indica que no
existe interaccion génica entre ambos genes con respecto al estrés térmico (no
mostrado).

A continuacion, se analizé la capacidad de crecimiento de sty1A cfr1A en
presencia de compuestos idnicos a los que son sensibles las cepas parentales.
Los ensayos de gota se realizaron en placas de medio YES con los distintos
compuestos e incubadas a 32°C, una temperatura en la que el mutante doble es
capaz de crecer. En presencia de cloruro de potasio es mas sensible el mutante
sty1A que el mutante cfr14; el mutante doble resulté ser aln mas sensible que
el mutante sencillo sty7A (figura 29A).

En presencia de acetato de potasio el mutante sty7A es capaz de crecer;
sin embargo, el mutante doble es incapaz de crecer a concentraciones en las
que cfr1A crece ligeramente (figura 29A). Este resultado esta indicando que la
necesidad de Styl para crecer en presencia de acetato de potasio solo ocurre
en ausencia del exomero. Posiblemente la ruta de estrés no sea la ruta primordial

para permitir el crecimiento en este compuesto, pero en ausencia del exdbmero
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se haga necesaria para garantizar una ligera supervivencia de los mutantes
carentes del exdbmero en presencia de esta sal.

En presencia de cloruro de sodio sty71A es mas sensible que el mutante
del exdbmero y el mutante doble sty1A cfr1A es méas sensible que cualquiera de
los mutantes sencillos (figura 29A). Este resultado indica que para la
supervivencia en presencia de cloruro de sodio son necesarias tanto la funcion
del exbmero como de Styl, que actuarian en paralelo.

El cloruro de magnesio no provoca grandes defectos de crecimiento al
mutante sty1A en comparacion con la cepa silvestre, pero si al mutante cfr1A. El
mutante doble presenta un crecimiento ligeramente mejor que el mutante sencillo
sty1A y notablemente mejor que el mutante del exdbmero (figura 29A). El hecho
de que la delecion de styl* suprima parcialmente a cfr1A indica que la activaciéon
de la ruta de estrés en los mutantes del exdmero es perjudicial en presencia de
esta sal.

Estos resultados indican que la relacion funcional entre el exdmero y Styl
depende del compuesto que produce el estrés. En cloruro de sodio y de potasio

ambos son necesarios para el crecimiento y actian en paralelo.

0,3 M KCI 20 mMAcK 50 mM NaCl 0,15 M MgCl,

wistoD U M XK & RN

wis1DD beh1A PP

Figura 29. Interacciones génicas entre cfrl*/bchl* y la ruta de respuesta a estrés.

A. Ensayo de crecimiento en gota de las cepas WT, cfr1A, stylAy stylA cfrlA. De cada cepa
se inocularon seis concentraciones, las placas se incubaron durante dos dias a 32°C.

B. Ensayo de crecimiento en gota de las cepas WT, cfr1A, wis1DD y wis1DD bch1A. De cada
cepa se inocularon seis concentraciones, las placas se incubaron durante dos dias a 32°C.
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5.2 Fenotipos del mutante wis1lDD bch1A

Para completar los resultados del subapartado anterior se analiz6 el
crecimiento de cepas wis1DD, que expresan una forma constitutivamente activa
de la quinasa Wisl, la MAPKK de la ruta de estrés que lleva a cabo la
fosforilacion de Styl. Estas cepas permitirian saber si la activacion de Styl es
perjudicial en ausencia del exdmero (lo que explicaria la mejoria en el
crecimiento en cloruro de magnesio del mutante doble respecto al mutante
sencillo cfr14), o si la hiperactivacion de la ruta es capaz de suprimir alguno de
los fenotipos de cfrlA, lo que situaria a la ruta por “debajo” del exdbmero, en una
ruta funcional comun de respuesta a estrés.

Los resultados obtenidos mostraron que en presencia de cloruro de
potasio el mutante wislDD crece como la cepa silvestre y el mutante doble
wis1DD bch1A crece como el mutante del exdmero (figura 29B). Estos
resultados indican que ni el fenotipo de sensibilidad a KCI de los mutantes del
exomero se debe a una hiperactivacion de la ruta que pudiera ser perjudicial en
estas condiciones, ni la hiperactivacion de la ruta suprime la sensibilidad. Los
resultados también sugieren que en presencia de KCI las funciones que tienen
Styl y el exdmero son distintas.

En presencia de acetato de potasio el mutante wislDD crece mejor que
una cepa silvestre y el mutante doble wis7DD bch1A crece mejor que la cepa
cfr1A (figura 29B). Estos resultados conducen a la misma conclusién del
subapartado anterior (resultados obtenidos con la cepa sty1A cfr14), la ausencia
de Styl es perjudicial en presencia de acetato de potasio, sobre todo si el
exémero estd ausente, por ello, en ausencia del complejo la activacion de la ruta
suprime parcialmente el fenotipo, ayudando a las células a crecer.

La cepa sty1A cfr1A crece ligeramente mejor en cloruro de magnesio que
la cepa cfr14; este resultado hacia presuponer que en presencia de esta sal una
cepa carente del exdmero en la que la ruta de respuesta a estrés estuviera
hiperactiva creceria peor que el mutante del exdmero. Como se observa en la
figura 29B, la cepa wis1DD crece poco y el mutante doble wis1DD bch1A es

incapaz de crecer a bajas concentraciones de cloruro de magnesio. Estos
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resultados sefialan que la activacion de la ruta de estrés es perjudicial para
crecer en presencia de cloruro de magnesio y mas si no hay exdémero.

En resumen, la activacion de la ruta favorece el crecimiento en presencia
de acetato de potasio, no tiene efecto en presencia de KCl y es perjudicial en
presencia de cloruro de magnesio. Estos resultados indican que la sensibilidad
a estrés salino en ausencia del exdmero es compleja y seguramente no se deba

a una Unica causa.

5.3 Activacion de laruta de estrés en ausencia del exdbmero

Finalmente, se analiz6 la activacion de la ruta de estrés en presencia de
algunos compuestos mediante la deteccidén de Styl fosforilada con el anticuerpo
(a-p38).

En primer lugar, se analizdé la activacidon en presencia de cloruro de
potasio. En una cepa silvestre se detecta la fosforilacién de Styl a partir de los
quince minutos de tratamiento con la sal. En el mutante cfrlA la fosforilacion
tiene lugar en igual medida y a los mismos tiempos que en la cepa silvestre. Por
tanto, la activacion de la ruta por KCI en ausencia del exdmero no esta alterada
(figura 30). Este resultado esta de acuerdo con el hecho de que el mutante doble
sty1A cfr1A crecia peor que los sencillos, lo que indicaba que la funcion de Styl,
como activadora de la ruta para sobrevivir al cloruro de potasio, es diferente de
la que tiene el exdmero en presencia de esta sal.

En acetato de potasio la activacion tiene lugar a los quince minutos de
tratamiento, tanto en la cepa silvestre como en la cepa cfr1A (figura 30). En
presencia de cloruro de magnesio hubo mucha variabilidad experimental lo que
dificulto la comparacion de la activacion.

Con este conjunto de resultados se concluye que la sensibilidad a cloruro

de potasio no se debe a un defecto de la actividad de la ruta de estrés, aunque
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si existe interaccion entre las funciones de exdbmero y Styl en respuesta a este

compuesto.

0,6 M KCI 25 mMAcK

WT cfr1A WT cfr1A

0 15 30 ;0 15 30 0 15 30,0 15 30 (min)
[ -] ][ ™= | c-p38

| -—-b-_J [—— | a-HA

Figura 30. Activacién de la ruta de estrés.

La activacion de la ruta de estrés se observa mediante Western Blot visualizando la cantidad
de Styl que se encuentra fosforilada (a-p38). La cantidad total de Styl se corresponde con
la banda denominada a-HA. Las cepas WT y cfr1A se incubaron a 32°C durante los tiempos
indicados con cloruro de potasio y con acetato de potasio.

6. Relacion entre la ruta de integridad celular y el exémero

La ruta de integridad responde a numerosos tipos de estrés, como por
ejemplo a estrés idnico, osmaotico, térmico o a dafios en la pared celular. La
delecién de la quinasa de la ruta, Pmk1/Spm1, produce sensibilidad a ciertos
compuestos a los que son sensibles los mutantes del exébmero, es el caso de
cloruro de potasio en altas concentraciones o de Caspofungina (Hoya et al.,
2017). Se quiso analizar si los fenotipos de sensibilidad del mutante cfr1A se

deben a fallos en la ruta de integridad.

6.1 Interaccion entre cfrl*y pmk1* /spm1l*

Para conocer la existencia de interaccion entre cfrl*y pmk1*, se comparé
el crecimiento del mutante doble pmk1A cfr1A con el de los mutantes sencillos y
el de la cepa silvestre en distintas condiciones de estrés. Como se puede
observar en lafigura 31, el mutante nulo de la quinasa (pmk1A) es mucho menos
sensible a KCI que cfr1A. El mutante doble crece de manera intermedia a 0,5 M

de KCI, corrigiendo parcialmente la sensibilidad de cfr1A.
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En presencia de acetato de potasio no hay sensibilidad de la cepa pmk1A,
y el mutante doble crece igual que el mutante cfr1A (figura 31); por tanto, la
sensibilidad a acetato de potasio no parece deberse a que exista relacion con la
ruta de integridad.

En presencia de cloruro de sodio la delecion de pmkl* suprime la
sensibilidad de cfr1A (figura 31), lo que indica que la activacion de esta ruta
podria ser perjudicial para los mutantes del exdmero en presencia de esta sal.
Respecto al cloruro de magnesio, el mutante pmk1A crece mejor que la cepa
silvestre en presencia de esta sal, de acuerdo con resultados publicados
(Balcells et al., 1998). ElI mutante doble crece de manera similar al mutante
pmk1A (figura 31). Estos resultados sugieren que la activacion de la ruta de
integridad celular es perjudicial (en presencia de cloruros de sodio y de
magnesio) tanto en un silvestre como en ausencia del exémero.

De estos resultados se concluye que en presencia de KCI existe una
interaccién compleja entre el exdbmero y Pmk1 y que, posiblemente, la actividad
de Pmk1 es la que provoca (o contribuye a) la sensibilidad a cloruro de sodio o

a cloruro de magnesio en ausencia del exémero.

YES 0,5 M KCI

1@ @ @ B P 2

pmk1Acfr1iA

Figura 31. Interacciones génicas entre cfr1*y pmk1*.
Ensayo de crecimiento en gota de las cepas WT, cfr1A, pmk1A y pmk1A cfrlA. De cada cepa
se inocularon seis diluciones seriadas 1:4, las placas se incubaron durante dos dias a 32°C.
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6.2 La quinasa Pmk1l es necesaria para la formacién del septo

engrosado en presencia de KCI

Una vez estudiada la posible relacion entre el exdmero y la quinasa en
términos de los fenotipos de sensibilidad en placa se procedié a analizar la
aparicion de septos engrosados tras tratar las células durante tiempos
prolongados con KCI. En la figura 32 se observa que en estas condiciones el
mutante pmk1A presenta un defecto en la separacion celular. Ademas, el
mutante doble presenta el mismo fenotipo, y no el fenotipo de septos engrosados
de cfr1A. Este resultado indica que la quinasa Pmk1l es necesaria para la
formacién del septo engrosado, que se observa en los mutantes del exémero

tratados durante tiempos prolongados con KCI.

cfr1A pmkA pmk1AcfriA

YES

KCI

Figura 32. Busqueda en diversas cepas del fenotipo de septacion provocado por el
KCl a la cepa cfrlA.

Tincion con Hoechst de las cepas mutante cfr1A y mutantes pmk1A tras ser tratadas con los
distintos compuestos durante 16 horas a 25°C.

6.3 Activacion de la ruta en ausencia del exdbmero

A continuacién, se analizo la activacion de la ruta de integridad en los
mutantes del exomero; la activacion se determina observando mediante Western
Blot la cantidad de Pmk1 que se encuentra fosforilada. En este caso el anticuerpo
empleado para detectar la forma fosforilada de la quinasa es p44/42, mientras

que el anticuerpo a-HA se utiliza para detectar la cantidad total de Pmk1.
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En la estirpe control tratada con 0,6 M de KCI se observa un pico de
activacion a los quince minutos, que se va reduciendo a lo largo del tiempo, en
la figura 33 se muestra el resultado para los tiempos 0-15-30 minutos. En una
cepa cfr1A la activacion es algo menor que la del silvestre a los quince minutos,
pero casi indetectable a continuacion (a partir de los treinta minutos de
tratamiento) (figura 33), de manera que el pico de activacion es mas breve.
Cuando se analizé la activacion de la ruta con acetato de potasio también se
observo que la ruta esta activa durante menos tiempo en ausencia del exomero
que en la cepa control (figura 33).

Para comprobar si el mutante cfriA es incapaz de activar la ruta
correctamente en cualquier condicion se empleé la Caspofungina (agente
inductor de estrés en la pared celular). Como se observa en la figura 33 el
mutante activa la ruta perfectamente en presencia del antifingico.

En conjunto, estos resultados indican que el potasio esta afectando a la
activacion de la ruta en ausencia del exdmero, aungque no se puede afirmar con
rotundidad que esa sea la causa de la sensibilidad a las sales de potasio.

Ademas, se vio que tras dieciséis horas de tratamiento en presencia de
cloruro de potasio, tratamiento que induce la aparicién de septos aberrantes, la
ruta esta menos activa (figura 33). El hecho de que en la cepa pmk1A no se
produzcan los septos aberrantes demuestra que este defecto no es una
consecuencia de una falta de sefalizacién mediada por la ruta. Ademas, pmk1A
crece bien a esa concentracion de KCI. Estos datos sugieren que, o bien ambos
defectos son independientes de la funcién que tiene la quinasa Pmk1 en la ruta
de integridad, o bien que la activacion incorrecta de la ruta de integridad es mas
perjudicial que la ausencia de la misma, y es la causante tanto de la sensibilidad

en placa como de la alteracion de la septacion.
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0,6 M KCI 25 mMAcK
WT cfriA WT cfriA
0 15 30/0 15 30 (min) 0 15 30|0 1'5 30 (min)
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Figura 33. Activacién de laruta de integridad.

La activaciéon de la ruta de integridad se observa mediante Western Blot a partir de la
visualizacion de la cantidad de Pmk1/Spml que se encuentra fosforilada (a-p44/42). La
cantidad total de Pmk1/Spm1 es la banda denominada a-HA.

Las cepas WT y cfr1A se trataron a lo largo del tiempo con KCI, acetato de potasio y
Caspofungina (Csp) a 32°C.

Para intentar determinar si los efectos de la delecion de la quinasa en la
cepa cfr1A estan relacionados con su funcién en la ruta de integridad se
analizaron los mismos fenotipos en ausencia de Pmp1, una fosfatasa que media
la inactivacién de la ruta. EI mutante doble pmp1A cfr1A es ligeramente mas
sensible a cloruro de potasio que cfr1A (figura 34) y presenta el fenotipo de
septos aberrantes (no mostrado). Por otro lado, el mutante pmk1A cfr1A es
ligeramente mas resistente que el mutante cfr1A a concentraciones bajas de KClI,
por lo que parece que la activacion de la ruta promovida al eliminar la fosfatasa
seria perjudical, mientras que la eliminacion total de la ruta (pmk1A) favoreceria
ligeramente el crecimiento y permitiria que no haya septo engrosado.

En presencia de cloruro de magnesio las células no son capaces de crecer
si se mantiene activa la ruta, como se ve con los mutantes pmp1A (figura 34);
mientras que como ya se ha visto anteriormente la falta de la quinasa de la ruta
mejora el crecimiento en cloruro de magnesio; ambos resultados hacen pensar
que la activacion de la ruta por cloruro de magnesio determina la sensibilidad a
este compuesto tanto en la cepa silvestre como, en mayor medida, en ausencia
del exdbmero. Esta opcién no se pudo corroborar porque los Western para
analizar la actividad de la ruta con cloruro de magnesio dieron resultados muy

variables.
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0,4 M KCI

0,1 M MgCl,

cfr1A . . . . *':'°.
prp1A M
e O O & & 4.2
pmk1A ‘ ' . . -3"9-
pmktdciriall K K K KRS

Figura 34. Interacciones génicas entre cfr1*y pmp1™.

Ensayo de crecimiento en gota de las cepas WT, cfr14, pmplA y pmplA cfrlA, pmki1A,
pmk1A cfrlA. De cada cepa se inocularon seis diluciones seriadas 1:4. Las placas se
incubaron durante dos dias a 32°C.

6.4 Relacion entre el exdbmero y otros componentes de la ruta

Para obtener mas informacién acerca de la relacion entre la ruta de
integridad y el exdmero se realizaron los ensayos que se describen a
continuacion.

La activacion de la ruta se inicia con la activacion de las GTPasas de la
familia Rho mediante sus GEF, ver Introduccion. Los Rho implicados son Rhol
y Rho2, por este motivo se quiso comprobar si la sobreexpresion de alguno de
ellos permitia el crecimiento del mutante en presencia de cloruro de potasio. Los
resultados mostraron que ni provocando la sobreexpresion de ninguno de ellos
con el plasmido bajo el control del promotor nmtl* 3x en MM-leucina sin o con
tiamina para controlar el encendido del promotor, ni con el plasmido multicopia
pPAL (expresando las proteinas bajo el control de su propio promotor) en medio
YES, se observd crecimiento del mutante cfr1A en presencia de cloruro de
potasio (no mostrado). Estos resultados indican que la menor activacion de la
ruta no se debe a la falta de actividad de Rho. La sobreexpresion de la forma
constitutivamente activa de Rhol, Rhol1G15V, tampoco tuvo ningun efecto en el
crecimiento de la cepa cfr1A en presencia de cloruro de potasio (ni de acetato
de potasio, ni de cloruro de magnesio) como se observa en la figura 35.
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YES

WT/pREP3X £ W W W

ofr1A/ pREP3X [ W R

WT/ pREP3X+ho1G15V [ W W W2

cfr1Al pPREP3X+rho1G15V

Figura 35. Sobre-expresion de la forma constitutivamente activa de Rhol, Rho1G15V.
Ensayos de gota utilizando seis diluciones seriadas 1:4 de las cepas sin/ con el plasmido
con la forma constitutivamente activa de la GTPasa Rhol. Placas incubadas a 32°C.

Otra aproximacion que se uso para estudiar la relacion entre el exdmero y
la ruta de integridad fue analizar la localizacion de algunos de los componentes
de la ruta en el mutante del exdbmero. La propia Pmk1, la quinasa de la ruta de
integridad se localiza correctamente, en los polos y en el septo (no mostrado). El
GEF de Rho1l, Rgfl, se localiza en septo y polos de las células control y bch1A
cultivadas en ausencia de estrés; sin embargo, el comportamiento del GEF es
diferente en ambas estirpes al afiadir KCI al medio de cultivo. En la estirpe
silvestre Rfgl deja de observarse en la superficie celular a los quince minutos de
tratamiento y vuelve a detectarse en septo y polos a los treinta minutos, de
acuerdo con los resultados publicados (Kabeche et al., 2015). En ausencia del
exémero, Rgfl también se internaliza a los quince minutos de tratamiento, pero
no recupera la localizacion cortical a los treinta minutos (figura 36). Por lo tanto,
este regulador positivo de la ruta de integridad celular ve afectada su dinamica
de localizacién en ausencia del exdmero y en presencia de KCIl. Aunque este
defecto seguramente contribuye a la mala activacion de la ruta de integridad en
ausencia del exbmero, no es seguro que sea la causa inicial, ya que a los quince
minutos de tratamiento con KCI ya se detecta un ligero defecto en la activacion,

y a este tiempo el comportamiento de Rgfl es similar en silvestre y mutante.
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KCI O’ KCI 15’ KCI 30’

WT

bch1A

Figura 36. Localizacién de Rgfl.

Visualizacion de la proteina Rgfl en las cepas WT y bch1A tratadas con 0,6 M KCI durante
los tiempos indicados a 32°C. Las im&genes son proyecciones méximas de tres planos
tomados con un sistema DeltaVision.

Otra aproximacion para estudiar la relacidon entre la ruta y el exdbmero fue
analizar la presencia del fenotipo vic en la cepa cfr14; vic significa viable en
presencia de inmunosupresor y cloruro. En la figura 37 se puede comprobar
como el mutante cfr1A es sensible a cloruro de magnesio y es muy sensible a la
presencia conjunta de cloruro y de FK506 (mientras que a esa concentracion de
FK506 no lo es); por tanto, no presenta fenotipo vic, lo que indica que Cfrl no es

un componente tipico de la ruta de integridad.

YES 0,5 pg/ml FK506 0,15 M MgCl, FK506 + MgCl,

= -
-

Figura 37. Ensayo de gota para determinar si existe fenotipo vic en el mutante cfr1A.
Se inocularon las cepas WT y cfriA en placas suplementadas con el inmunosupresor
Tacrolimus FK506, cloruro de magnesio o ambos compuestos. Las placas se incubaron a
32°C durante dos dias.
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Tampoco presentan el fenotipo vic los mutantes de delecion de los
homologos de los sensores de S. cerevisiae wscl* y mtl2*, ni la ausencia de
estos genes provoca la falta de fosforilacion de Pmk1, lo que ha llevado a concluir
qgue no participan en la ruta (Cruz et al., 2013); sin embargo, el mutante doble
mtl2A cfr1A tiene menos activacion de la ruta de integridad que incluso el
mutante cfr1A (figura 38A). Esto esta indicando que Mtl2 tiene una funcion en la
activacion de la ruta en ausencia del exdbmero. A pesar de ello, la localizacion del
sensor Mtl2, y también del sensor Wsc1l, es correcta en ausencia del exomero,
incluso tratando las células con cloruro de potasio (figura 38B y resultados no
mostrados). Los mutantes mt/2A y wsc1A son resistentes a KCI, mientras que
los mutantes dobles con cfr1A son sensibles (figura 38C). Estos resultados
indican que los sensores no son cargos del exbmero, aunque tanto el sensor

Mtl2 como el exdbmero tengan funciones en respuesta a KCI.

A C YES
cfr1A mti2A mti2A cfr1A

06MKCI 0 15 30{0 15 30/ 0 15 30 (min) ; ' . % 5
a-p44/42
a-HA

YES KCI

Figura 38. Fenotipos de los mutantes wscl1A cfrlA y mtl2A cfr1A. Localizacion Mtl2.

A. Activacion de la ruta de integridad en las cepas sin mti2*.

Las cepas cfrlA, mtl2A y mtI2A cfrlA fueron tratadas con KCl a lo largo del tiempo a 32°C.
La activacion de la ruta de integridad se observa en la banda llamada a-p44/42 y la cantidad
total de Pmk1 en la banda denominada a-HA.

B. Visualizacion en el microscopio Leica de la proteina Mtl2 en las cepas WT y cfrlA tratadas
y sin tratar con KCI durante una hora, a 28°C.

C. Ensayo de crecimiento en gota de los mutantes dobles en comparacion con sus sencillos
correspondientes en presencia de cloruro potésico. De cada cepa se inocularon seis
diluciones seriadas 1:4. Las placas se incubaron durante dos dias a 32°C.

0l wsc1A cfr1A
B mti2A

B t/24 cfr 1A

WT

wsc1Acfr1A

cfr1A

mtl2A

mti2A cfr1A
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Los resultados de este subapartado indican que Cfrl no es un componente
de la ruta, pero si tiene funciones en su activacion en presencia de cloruro de
potasio, que podrian estar relacionadas con la dinamica de la localizacion del
GEF de Rho Rgf1 en la superficie celular.

6.5 Analisis de la activacion de la ruta de integridad en mutantes del

sistema endosomal tratados con KCI

De otros trabajos se sabe que el mutante apm1A presenta fenotipos
similares a los de la delecion de cfrl*, entre ellos sensibilidad a cloruro de
potasio. Por este motivo se procedié a analizar la activacion de la ruta de
integridad en el mutante sin apm1*, codificante de la subunidad mediana del
complejo AP-1. En este caso, dado que el mutante apm1A es termosensible las

células se incubaron a 28°C.

En la figura 39A se observa que en estas condiciones el defecto de cfr1A
en la activacion de la ruta en presencia de 0,6 M de cloruro de potasio es mas
severo que a 32°C, y que el mutante apm71A tiene una activacion ligeramente
menor que el control a los quince minutos, pero la duracion de la activaciéon es
similar a la del silvestre. Respecto al crecimiento, el mutante apm1A presenta
una sensibilidad intermedia a cloruro de potasio. EI mutante doble apm1A cfr1A
apenas crece (figura 39B y resultados anteriores del laboratorio. Hoya et al.,
2017) y lo hace aun menos en presencia de cloruro de potasio. Estos resultados
sugieren que el exdmero y AP-1 realizan funciones paralelas en el trafico
vesicular necesarias para la supervivencia a estrés. Finalmente, apm1A cfr1A no
presenta el defecto de septacion tras tratamientos largos con cloruro de potasio
(figura 39C).
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Figura 39. Fenotipos de las cepas apm1A 'y apm1A cfrl4 en cloruro de potasio.

A. Andlisis de la activacién de la ruta de integridad.

La activacion de la ruta se observa mediante Western Blot como cantidad de Pmk1/Spm1
fosforilada (a-p44/42) en relacion con la cantidad total de Pmk1/Spm1 (a-HA).

Las cepas WT, cfrlA y apml1A se trataron a lo largo del tiempo con KCl a 28°.

B. Interacciones génicas entre cfrl* y apml*.

Ensayo de crecimiento en gota de las cepas WT, cfr1A, apm1Ay apm1A cfrlA. De cada cepa

se inocularon seis diluciones seriadas 1:4. Las placas se incubaron durante dos dias a 28°C.
C. Morfologia de los septos.

Tincion con Hoecsht de las cepas indicadas tratadas durante 16 horas con 0,6 M de cloruro
potasico a 25°C.

De estos resultados se concluye que las células con un sistema
endosomal dafiado, como ocurre si falta el exbmero o si falta AP-1, son sensibles
a KCI, pero que esta sensibilidad no va asociada en todos ellos a una mismo
defecto en la ruta de integridad.

7. Relacion entre el exdbmero y las rutas TOR

Las rutas de sefalizacién TOR regulan el metabolismo y el crecimiento en
respuesta a diversas sefiales ambientales. En el caso de S. pombe, mutantes
carentes de componentes del complejo TORC2 son sensibles a algunos

compuestos a los que también lo son los mutantes del exdbmero. A continuacion
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se describen los experimentos que se realizaron para analizar si existe relacion
funcional entre estas rutas y el exomero. Debido a que los mutantes en las rutas
tienen alterada la conjugacion, que la frecuencia de obtencion de un mutante
nulo cfriA por transformacion con un casete de delecion es sumamente
ineficiente, y que los mutantes cfr1A y bch1A presentan los mismos fenotipos
(Hoya et al., 2017), los mutantes dobles necesarios para realizar algunos de
estos ensayos no se construyeron por cruce con cfr14, sino por transformacion

con un casete de delecién de bchlt.

7.1 Analisis de interacciones genéticas entre mutantes de los
complejos TORC1 o TORC2 y del exdmero

En primer lugar, se realizaron ensayos de crecimiento en gota en placas
de YES con distintas concentraciones de rapamicina o de torina, compuestos
que inhiben las rutas TOR. En la figura 40 se muestra que el mutante del
exdmero es capaz de crecer igual que la cepa silvestre en presencia de
rapamicina a 110 nM (e incluso a 440 nM, no mostrado). tor1A, que carece de la
quinasa Torl del complejo TORC2, es muy ligeramente sensible a una
concentracion de rapamicina de 110 nM, y el mutante doble tor1A bch1A crece
igual de bien que bch1A y el silvestre. Por su parte, el mutante termosensible
tor2-51, que tiene una mutacion puntual en Tor2, la quinasa del complejo
TORC], es sensible a una concentracién de 110 nM de rapamicina. El mutante
doble tor2-51 bch1A es igual de sensible, diferenciandose del mutante bch1A.
Estos resultados indican que el mutante bch1A se parece mas, respecto a la
respuesta a rapamicina, al mutante tor1A que a tor2-51.

También se analiz6 el crecimiento en presencia torina a una concentracion
de 3 uM. En estas condiciones, bch1A crece mejor que la cepa silvestre. Ambos
mutantes tor son sensibles a este compuesto, hecho que indica que la torina esta
afectando a ambas quinasas y a ambas rutas TOR. La delecion del exdmero en
cualquiera de los mutantes de las quinasas corrige su sensibilidad a torina
(figura 40), lo que puede tomarse como una indicacion de que puede existir una
relacion entre alguna de las rutas TOR y el exdbmero.

A continuacion, se procedid a estudiar si existe interaccion genética entre

los mutantes bch1A y tor en cuanto al crecimiento en condiciones de estrés. En
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presencia de cloruro de potasio se observa que el mutante tor1A es mas sensible
que bch1A, y que tor1A bch1A es mas sensible que los mutantes sencillos
(figura 40). Este resultado indica que existe interaccion entre torl*y el exdbmero
en presencia de cloruro potasico. Por el contrario, el mutante tor2-51 no es
sensible a cloruro de potasio y el mutante doble tor2-517 bch1A es igual de
sensible que bch1A; por tanto, esa sensibilidad es debida simplemente a la falta
del exdbmero y no por la existencia de interaccion entre tor2*y bchl*.

En presencia de higromicina B, bch1A es sensible y esta sensibilidad se
suprime parcialmente por tor14, ya que el mutante doble tor1A bch1A tiene un
crecimiento intermedio respecto a los dos parentales. EI mutante tor2-51
tampoco es sensible a higromicina B; sin embargo, el mutante doble tor2-51
bch1A es més sensible que el mutante del exémero.

En cuanto a estrés térmico, se observé que la mutacién bch1A no altera el
patrén de crecimiento de tor1A a 37°C y mejora ligeramente el crecimiento de
tor2-51 a 32°C (figura 40).

YES 28°C 110 nM Rapamicina 3 uM Torina 0,4 M KCI 2 pg/ml Hig. B

o251l X X K KR

tor2-51 bch1A

YES 28°C YES 32°C YES 37°C
bch1* bch1A bch1* bch1A bch1* bch1A

0 6 000jeoe 00 e

210 8 & ¥ XXkl (XKD
tor2-51 . Q Q

Figura 40. Interacciones génicas entre los complejos TOR y el exémero.

Ensayo de crecimiento en gota, de cada cepa se inocularon seis o tres diluciones seriadas

1:4. Las placas se incubaron durante dos dias, las placas con compuestos se incubaron a
28°C.

Se intentd analizar la presencia de septos aberrantes producida por
cloruro de potasio en la cepa tor1A bch1A, pero el resultado es dificil de
interpretar por presentar dicha cepa varios defectos morfolégicos que impiden la
visualizacion de los septos tras tefiir con el colorante Hoechst.

La ruta TORC2 responde a cambios en la concentracion de glucosa en el
medio. Por este motivo se quiso analizar el crecimiento del mutante del exdmero

en presencia de concentraciones bajas de glucosa. En la figura 41 se puede
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observar que el mutante cfr1A es capaz de crecer como la cepa silvestre a
concentraciones de glucosa mucho mas bajas que las utilizadas normalmente
para el medio YES. Por lo tanto, no se realizaron mas experimentos para analizar
una posible relacion funcional entre el exomero y la ruta TORC2 respecto a la

respuesta a variaciones en la concentracion de glucosa.
YES + 3% Glucosa YES + 0,01% Glucosa
e e &
el ® ® © = -

Figura 41. Crecimiento en distintas concentraciones de glucosa.
Se inocularon seis diluciones seriadas 1:4 de las cepas WT y cfr1A en medio YES con
distintas concentraciones de glucosa.

Para resumir este subapartado, la existencia de interaccion entre el
exomero y las quinasas TOR, en particular entre la delecion del exémero y de
torl* en presencia de cloruro de potasio, podria indicar una relacion funcional

entre ambos.

7.2 Interaccién entre el exébmero y el complejo SEA

En uno de los rastreos genéticos realizados se encontr6 interaccion génica
entre bchl* y algunos genes codificadores de proteinas del complejo SEA. Este
complejo es un regulador de la actividad TORC1 de S. cerevisiae, y por tanto de
la quinasa Torl. Esta formado por dos subcomplejos, uno (SEACAT formado por
las proteinas Sehl, Sea2, Secl3, Sea3 y Sea4d) actla como activador y otro
(SEACIT, formado por Seal, Npr2 y Npr3) como inhibidor.

Con el fin de obtener méas informacion acerca de una posible relacién
funcional entre el exdmero y las rutas TOR, se analizé el crecimiento a distintas
temperaturas de los mutantes de los que disponia el laboratorio con alguna
subunidad del complejo SEA delecionada (sea24, sea3A, sea4Ay npr2A) y los
correspondientes mutantes dobles carentes de cfrl*. Solamente en el caso del
mutante sea3A cfr1A se observd interaccion genética, ya que esta cepa crece

peor que los mutantes sencillos incluso a 28°C (figura 42).
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A continuacion, se estudio la sensibilidad de las cepas en presencia de
distintos compuestos a 28°C. Como se muestra en la figura 42, el mutante sea34
es sensible a cloruro de potasio, acetato de potasio e higromicina B. El mutante
doble sea3A cfr1A es incapaz de crecer en cloruro de potasio 0,6 M, en acetato
de potasio 25 mM o en higromicina B 2,5 pg/ml. Por tanto, en estos compuestos
la funcidbn de Sea3 y el exdmero estan relacionadas, puesto que existe
interaccion génica.

npr2A es ligeramente sensible a higromicina B, siendo npr2A cfr1A mas

sensible. El resto de las cepas no son sensibles a ninguno de los compuestos.

YES 28°C YES 37°C
cfr1* cfr1A cfr1* cfr1A

sea*
sea2/

sea3A ‘ @

sea4/ . ‘

npr2A

0,6 M KCI 25 mM AcK 2,5 pg/ml Hig. B
cfr1* cfr1A cfr1* cfr1A cfr1* cfr1A

sea*
sea2/
sea3A

sead/

npr24

Figura 42. Interacciones génicas entre el complejo SEA y el exdbmero.
Ensayo de crecimiento en gota, de cada cepa se inocularon tres diluciones seriadas 1:4. Las
placas se incubaron durante dos dias a 28°C, salvo la placa de YES 37°C.

Los resultados descritos en este subapartado muestran que la delecion de
cfrl* y de sea3* provoca sensibilidad a compuestos de potasio y a higromicina
B, y que existe interaccidn entre estos genes. Dado que los otros mutantes del
complejo activador no presentan estos fenotipos, y el mutante del complejo
inhibidor npr2A muestra cierta interaccion con cfr14, es posible que los
resultados observados con sea3A indiquen que el exdmero tiene funciones
relacionadas con Sea3 independientes de las que ejerce en el complejo
SEACAT. Por lo tanto, estos resultados no nos aportaron informacion acerca de

la relacion entre el exdbmero y las rutas TOR.
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7.3 En la cepa cfr1A la respuesta de la ruta TORC2 a KCI esta
alterada

Se ha descrito que en una cepa silvestre la ruta TORC2 se inactiva en
ausencia de glucosa y se reactiva al volver a afiadir este azucar. La inactivacion
de la ruta también ocurre tras cinco minutos en presencia de 1 M KCI y
permanece inactiva durante al menos sesenta minutos, lo que parece
relacionarse con una adaptacion a los cambios en las condiciones ambientales
(Cohen et al., 2014).

Dado que habiamos observado interaccion entre torl* (la quinasa de
TORC2) y el exébmero en presencia de KCI, se quiso analizar la respuesta
TORC2 del mutante cfr1A a esta sal. Con este objetivo se trataron las cepas
silvestre y cfr1A con cloruro de potasio y se recogieron muestras a lo largo del
tiempo. En estos ensayos la actividad de la ruta se evalla observando la
fosforilacién de Gad8, un sustrato de Torl, en la serina S546 con un anticuerpo
especifico (anti-PGad8). Como se ha descrito en Materiales y Métodos, los
extractos proteicos se obtuvieron precipitando con TCA, y se cargaron 10 pg en
dos incubaron con anticuerpo anti-PGad8 y con anticuerpo anti-Gad8 (para
valorar la cantidad total de Gad8 en la muestra).

Se realizaron pruebas para determinar las condiciones idoneas del
experimento. Se observé que empleando una concentracion de 0,6 M de KCI (la
concentracion empleada en otros experimentos de activacion de rutas en este
trabajo) no se producia un descenso reproducible de la cantidad de Gad8
fosforilada en la cepa silvestre. Por ese motivo se decidio utilizar una
concentracion mayor, la concentracion elegida fue 1 M de cloruro de potasio
(empleada también en Cohen y colaboradores (Cohen et al., 2014) y a 32°C,
salvo algun caso en el que se utilizan mutantes termosensibles que los cultivos
se incubaron a 28°C. Respecto al tiempo, se elegio una incubacion de 75 minutos
para observar una recuperacion reproducible de la fosforilacion.

En estas concidiones la cepa silvestre presenta Gad8 fosforilada antes de
ser tratada con la sal. Esta fosforilacion desciende drasticamente tras 15 minutos
de tratamiento con 1M KCI, se recupera tras 75 minutos, y permanece alta
incluso después de tres horas (figura 43). En el mutante cfr14, la fosforilacion

de Gad8 también decae tras quince minutos de tratamiento pero, a diferencia de
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lo que ocurre en la cepa silvestre, no se recupera a lo largo del experimento. Se
realizé el experimento incubando las células hasta tres horas con la sal, sin que
se haya detectado recuperacion de fosforilacion de Gad8 (figura 43). Los
cambios observados en ambas cepas son cambios en la actividad de Torl, ya
que la cantidad total de Gad8 no disminuye al exponer las células a KCI.

1M KCI 32°C
WT cfriA
0 15 75 2h 3h 0 15 75 2h 3h
[  ——=— =] [ __|a-PGads

Figura 43. Analisis de la activacion de la ruta TORC2.

Western Blot de las cepas silvestre y cfr1A sin tratamiento o con tratamiento a lo largo del
tiempo con cloruro potasico. La banda a-PGad8 muestra la cantidad de Gad8 que se
encuentra fosforilada, la banda a-Gad8 la cantidad total de proteina Gad8.

Por tanto, en ausencia del exdmero la actividad TORC2 no se recupera
tras un tratamiento con cloruro de potasio. En los siguientes apartados se
describen una serie de experimentos destinados a estudiar en mas detalle la

relacion del exdmero y esta ruta de sefalizacion.

7.4 Interaccidén entre el exdmero y la GTPasa Ryh1l

Ryh1 es una GTPasa relacionada con procesos de trafico intracelular que
se localiza en el Golgi, esta implicada en la regulacién de la actividad TORC?2, y
su ausencia produce sensibilidad a algunos compuestos a los que son sensibles
los mutantes del exdbmero (Tatebe et al., 2010; Madrid et al., 2016). Por estos
motivos se analizé si Ryhl y el exdmero estan relacionadas en cuanto a la

regulacion de la actividad dependiente de Torl.

7.4.1. Hay interaccion génica entre ryh1l*y bchl*

Como punto de partida, se realizaron ensayos en gota con las cepas
silvestre, bch1A, ryh1A, ryh1A bch14A, Ryh1Q70L (una cepa con la GTPasa
constitutivamente activa), y Ryh1Q70L bch1A (figura 44). Cuando se analizo el
crecimiento en placas de YES incubadas a distintas temperaturas, se vio que

existe interaccién génica negativa entre ambos genes, puesto que el mutante
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doble ryh1A bch1A solo es capaz de crecer a temperaturas bajas, presentando
un crecimiento casi nulo incluso a 28°C. Por otro lado, se observo que la cepa
Ryh1Q70L es termosensible, indicando que la hiperactivacion de Ryhl es
perjudicial para el crecimiento en temperaturas elevadas. La cepa Ryh1Q70L
bch1A es alin mas termosensible (ver la placa de 34°C en la figura 44), lo que
sugiere que la hiperactivacion de la GTPasa es mas dafiina si el exomero no es
funcional.

Una vez analizada la interaccion génica a altas temperaturas se analizo
el crecimiento de los mutantes en presencia de distintos compuestos. Como se
observa en la figura, el mutante ryh1A es mas sensible a KCI| que el mutante
cfr1A (ver la placa de KCI 0,2 M). El mutante doble presenta un crecimiento nulo.
La forma hiperactiva (Ryh1Q70L) presenta una sensibilidad a KCI distinta de la
de bch1A (placa de 0,6M KCI), ya que crece mejor la primera gota pero peor la
tercera, sugiriendo que el dafio producido por ambas mutaciones puede ser
diferente. Ryh1Q70L bch1A tiene un crecimiento mas parecido al de bch1A.

En higromicina, que indica dafio en el tréfico hacia las vacuolas, ryh1A es
mas sensible que bch1A (placa de 0,5 pg/ml) y el mutante doble no crece nada.

Por otro lado, Ryh1Q70L presenta una sensibilidad parcial y el mutante doble
Ryh1Q70L bch1A es més sensible que bch1A (placa de 2,5 pug/ml)

YES 28°C YES 34°C 0,2 M KCI 0,6 M KCI
bch1” bch1A bch1” bch1A bch1” bch1A bch1” bch1A

2,5 pg/ml Hig. B
bch1* bch1A

yh1a [ ..
Ly & < 0 &

Figura 44. Interacciones génicas entre la delecidon/ la hiperactivacion de ryhl* y el
exémero.

Ensayo de crecimiento en gota, de cada cepa se inocularon tres diluciones seriadas 1:4. Las
placas se incubaron durante dos dias a 28°C.

Los resultados de este apartado indican que el exdmero y Ryhl pueden
tener relacién en sus funciones. El hecho de que haya interaccion genética

negativa en los mutantes dobles podria explicarse tanto si la GTPasa y el
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exdmero actian en paralelo, como si ambos tienen una funcibn comun y
funciones adicionales diferentes, ya que se ha descrito que tanto Ryhl como el

exdémero participan en mas de un proceso (Cheng et al., 2002; Hoya et al., 2017).

7.4.2. Ryh1 se localiza correctamente en ausencia del exdmero

Ryh1 se localiza en el Golgi, al igual que Cfrl. Por este motivo se quiso
conocer si la localizacion de Ryhl estaba afectada al faltar el exdbmero. Se
realizaron fotografias de esta proteina marcada con GFP en el extremo
aminoterminal, bajo el control de su promotor end6geno, en las cepas silvestre y
mutante bch1A. En la figura 45A se puede observar que, en células cultivadas
en condiciones estandar, esta proteina se localiza en puntos discretos
distribuidos por todo el citoplasma, una localizacion tipica de las proteinas de
Golgi. Esta distribucion permanece inalterada en ausencia del exdmero.
También se analiz6 la localizacion de la GTPasa en presencia de cloruro de
potasio. En la figura se puede apreciar que el tratamiento con KCI no altera la
localizacion en la cepa silvestre. Este resultado es similar al observado para Cfrl,
cuya localizacion no se altera en presencia de la sal (resultado no mostrado). La
distribucion de GFP-Ryh1 tampoco se altera en el mutante cfr1A tratado con KCI
(figura 45A).

Por tanto, la localizacion de Ryhl no se ve alterada ni en presencia de
cloruro de potasio ni en ausencia del exdmero. Estos resultados demuestran que,
aunque Ryhl y el exdmero tienen funciones en el Golgi relacionadas con la
respuesta a cloruro de potasio, los fenotipos observados en cfr1A no se deben a

una deslocalizaciéon de la GTPasa.
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7.4.3. La eliminacion de Ryhl y del exbmero afectan de distinta

manera a la activacion de TORC2 en respuesta a KClI

Para conocer si la interaccion funcional entre Ryhl y el exémero esta
relacionada con la actividad TORC2 se analizo la fosforilacion de Gad8 en las
cepas sin exdmero y con mutaciones en el gen ryhl*.

El experimento se realizd6 con una concentracion de 1 M de cloruro de
potasio pero a 28°C, puesto que es una temperatura en la que el mutante ryh1A
si puede crecer durante un tiempo en presencia de KCI. Al observar la cantidad
de Gad8 fosforilada en el mutante ryh71A se aprecia que en el tiempo cero, es
decir antes del tratamiento con KCI, apenas existe actividad y esta falta de
activacion permanece a lo largo del tratamiento con cloruro de potasio. En el
mutante doble ryh1A bch1A ocurre como en el mutante ryh1A, es decir, no se

detecta actividad de la ruta. (Figura 45B)

A YES KCl

1 M KCI 28°C

ryh1A

0 15'75' 015’ 75’ 01575’
RN «-PGads

bch1

Figura 45. Localizacién de Ryh1ly analisis de la activacion de la ruta TORC2 en
ausencia de Ryh1.
A. Localizacion de Ryh1 en las cepas silvestre y mutante bch1A con vy sin cloruro de potasio.

B. Activacion de la ruta TORC2 en las cepas cfr14, ryh1Ay ryh1A bchlA sin y con tratamiento
con cloruro de potasio. La banda a-PGad8 muestra la cantidad de Gad8 que se encuentra
fosforilada, la banda a-Gad8 la cantidad total de proteina Gad8.
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Con estos datos, se puede decir que tanto el exdmero como una activacion
correcta de Ryhl son necesarios para la recuperacion de la actividad TORC2
tras el tratamiento con cloruro potasico, y que ambos mecanismos de regulacion
son diferentes. El exdmero tendria un papel destacado en la regulaciéon de la
actividad tras el tratamiento con cloruro de potasio mientras que la GTPasa Ryhl
tiene un papel en la actividad TORC2 tanto en condiciones basales como en
presencia de estrés. La conclusion de que ambos mecanismos son diferentes
también se basa en la presencia de interaccion génica entre ambos genes,

indicativo de que pueden funcionar en vias paralelas.

7.5 Un sistema endosomal dafiado presenta defectos en la

respuesta a cloruro de potasio

Los resultados descritos en el apartado anterior demuestran que los
defectos en la actividad TORC2 de los mutantes carentes del exdmero en
presencia de KCI no se deben ni a una alteracion de los complejos SEA ni a una
desregulacion de Ryhl. Por otro lado, se sabe que los complejos TOR se
localizan en el entorno de los endosomas tardios-vacuola/lisosoma, al menos en
parte, y que el exdmero colabora con los adaptadores de clatrina para mantener
la integridad del sistema endosomal (Hoya et al., 2017). Ademas, la
supervivencia en presencia de Brefeldina A, un compuesto que desorganiza el
Golgi y los endosomas tempranos, depende de la inhibicion temporal de la
actividad TOR (Kowalczyk and Petersen, 2016) y en S. cerevisiae mutantes una
interfaz Golgi-endosomas tempranos intacta es necesaria para la localizaciéon y
actividad correctas del complejo TORCL1 (asociado la quinasa Torl) (Ejzykowicz
et al., 2016). Por lo tanto, es posible que la desregulacion de TORC2 en el
mutante cfr1A se deba a los defectos en el sistema endosomal asociados a la
ausencia exomero. En los apartados siguientes se describen una serie de
experimentos destinados a investigar la relacion entre el sistema endosomal y la

respuesta a KCl mediada por TORC2.
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7.5.1. El KCI dafia el sistema endosomal tardio

Para conocer qué efectos esta provocando el cloruro de potasio en las
células se procedio a realizar fotografias en el microscopio electrénico de
transmision. Las cepas silvestre y mutante cfr1A sin tratar o tratadas con 0,4 M
de cloruro potasico durante una hora se prepararon para su Vvisualizacion
mediante microscopia electronica tal y como se describe en Materiales y
Métodos. El motivo de que fueran tratadas con una concentracion de KCI mas
baja de la empleada habitualmente se debe al hecho de que concentraciones
mas altas de la sal interfieren con el procesamiento de las muestras (resultados
anteriores del laboratorio).

En la figura 46 se puede observar como es el sistema endosomal en una
cepa silvestre sin tratar. En presencia de KCI se puede observar que dicho
sistema aparece dafiado, con la aparicion de estructuras membranosas
diferentes (sefialadas por tridngulos) y una acumulacién de estructuras
membranosas en el citoplasma (sefialadas por flechas). El mutante cfr1A sin
tratar presenta estructuras con diferentes morfologias, que solo se observan en
la cepa silvestre si se trata con KCI (triangulos). En esta cepa tratada con KCl,
ademas de cumulos de material membranoso (flechas), aparecen unos cuerpos
multivesiculares  (MVB) hipertrofiados. En levaduras, los cuerpos
multivesiculares, que también se denominan compartimento prevacuolar,
corresponden a los endosomas tardios que se fusionan con las vacuolas. La
alteracion en la morfologia de los endosomas tardios en cfr1A tratado con KCI
se ha confirmado en el laboratorio utilizando un marcador fluorescente de este
compartimento (Cherry-FYVE, no mostrado).

Estas fotografias indican que el sistema endosomal esta dafiado en
presencia de cloruro de potasio y que si, ademas, esta delecionado cfrl*, los
problemas causados por la sal son mas graves, afectando incluso al
compartimento prevacuolar. Estos resultados concuerdan con el hecho de que
el mutante del exdmero sea sensible a higromicina B, compuesto que indica un
dafio en la interfaz TGN-endosomas, y con la interaccion entre el exémero y el
sistema endosomal (temprano y tardio) descrita por el laboratorio (Hoya et al.,
2017).
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YES 28°C 0,4 M KCI

WT

cfr1A

Figura 46. Micrografias.

Fotografias de las cepas WT y cfrlA, incubadas durante 1 hora a 28° sin/con 0,4 M de KCI,
realizadas con un microscopio electrénico de transmision. Las flechas indican los cimulos de
estructuras membranosas.

V+MVB es vacuola + MultiVesicular Body

MVB es MultiVesicular Body

Las flechas rojas sefialan cimulos de estructuras membranosas y los triangulos azules
estructuras membranosas anomalas.

7.5.2. Existe interaccion entre GGAs y el exbmero en presencia de
estrés

Dado que el KCI afecta al sistema endosomal, que los adaptadores
monoméricos de clatrina conocidos como GGAs actlan en el trafico entre el

Golgi y el sistema endosomal tardio (Boehm and Bonifacino, 2001) y que estos
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adaptadores presentan cierta relacion funcional con el exdmero (Hoya et al.,
2017), se analizo si dicha interaccion también se daba en presencia de la sal.

En la figura 47 se puede observar que la deleciébn de gga2l* no es
sensible a concentraciones de cloruro de potasio a las que si lo es el mutante
del exémero y que el mutante doble gga21A cfr1A es igual de sensible que la
cepa cfr1A. El mutante gga22A tampoco es sensible a concentraciones a las que
la falta del exdbmero si provoca sensibilidad, mientras que el mutante doble es
algo mas sensible a 0,6 M de cloruro de potasio. La deleciéon de ambos GGAs
provoca cierta sensibilidad a cloruro de potasio y el mutante triple es muy
sensible. Estos resultados indican que la falta de ambos GGAs presenta
sensibilidad a cloruro de potasio y que en esta sal existe interaccién en las
funciones del exdmero y de estos adaptadores en concordancia con lo publicado
en (Hoya et al., 2017).

YES 28°C 0.4 MKC 0.6 M KCl
we @ >

gga21A

gga21AcfriA
gga22A

gga22A cfr1A

gga21A gga21A

gga21A gga21AcfriA N

Figura 47. Interacciones génicas entre gga22*y el exdmero.
Ensayo de crecimiento en gota, de cada cepa se inocularon seis diluciones seriadas 1:4. Las
placas se incubaron durante dos dias a 28°C.

7.5.3. Mutantes de los adaptadores AP-1y GGA no muestran el mismo

defecto en la actividad TORC2 que los mutantes del exdmero

Los mutantes de delecién del exdmero no son capaces de recuperar la
actividad TORC2 tras un tratamiento con KCI. Por otro lado, hay interaccién
funcional entre el exbmero y los adaptadores de clatrina (resultados anteriores
del laboratorio Hoya et al., 2017 y subapartado anterior). Por lo tanto, se quiso
averiguar si la falta de recuperacion de la sefalizacion de TORC2 es una
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caracteristica de todos los mutantes defectivos en el trafico por el sistema
endosomal o es exclusiva de los mutantes del exdmero. Para contestar a esta
pregunta se analizo si en ausencia de los adaptadores AP-1 y GGA la actividad
TORC2 se recupera tras el tratamiento con cloruro potasico.

Se visualizo la cantidad de Gad8 fosforilada a lo largo del tiempo en los
mutantes apm1A y gga21A gga22A tratados con 1 M a 28°C. En ambas cepas
se observa la bajada de la fosforilacion de Gad8 a los quince minutos de
tratamiento con la sal (figura 48), de modo similar a lo que ocurre en cfr14; sin
embargo, tras 75 minutos de tratamiento con la sal se produce la recuperacion
de la fosforilacion de Gad8, a diferencia de lo que ocurre en ausencia del
exdémero. Este resultado indica que la falta de los adaptadores de clatrina no
provoca un defecto irreversible y las cepas mutantes son capaces de recuperar
la actividad TORC2, mientras que la falta del exdbmero debe tener un defecto mas

agravado y no es capaz de recuperar dicha actividad.

ofr1
0 15 75 2h 3h
= " Ja-Pcads

[ ————|o-Gad8

gga21A gga22A apmi1A
0 15 75 2h 3h 0 15 75 2h 3h
[~ == =—=—==]a-PGads

[ === = | [ ~~ e & .Gad8

Figura 48. Anédlisis de la activacion de la ruta TORC2.

Western Blot de las cepas cfr1A, apm1A y gga21A gga22A sin tratamiento o con tratamiento
a lo largo del tiempo con cloruro potasico. La banda a-PGad8 muestra la cantidad de Gad8
que se encuentra fosforilada, la banda a-Gad8 la cantidad total de proteina Gad8.
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7.5.4. Ppk32 no actua en larespuesta a KCl mediada por TORC2

Ppk32 es un regulador negativo de TORC1 necesario para sobrevivir al
estrés causado en el transporte de proteinas (Kowalczyk and Petersen, 2016).
Es decir, es necesario para sobrevivir a la inhibicion de Arfl causada por la
Brefeldina, algo que afecta a la integridad del Golgi y de los endosomas
tempranos, y a la localizacion del exdbmero de S. pombe (Hoya et al., 2017). Se
analiz6 si esta quinasa participa en la respuesta al dafio producido por KCl y si
esta relacionada funcionalmente con el exomero.

En primer lugar, se analiz6 la interaccién génica entre cfrl* y ppk32* a
distintas temperaturas sin encontrar que exista. En segundo lugar, se analizo el
crecimiento de ppk32A en presencia de KClI, y se encontré que ni este mutante
es sensible a esta sal ni el mutante doble ppk32A cfr1A es mas sensible cfr1A
(figura 49A).

A continuacién se analiz6 la actividad TORC2 en los mutantes ppk324 y
ppk32A cfr1A. Tras el tratamiento con KCl en la primera cepa la actividad TORC2
tiene la misma dinamica que en la cepa silvestre. En el mutante doble la actividad
decae a los quince minutos de tratamiento para ya no recuperarse a la hora de
tratamiento, al igual que ocurre en cfr1A (figura 49B). De estos resultados se
concluye que Ppk32 no es necesaria para la activacion de TORC2 en respuesta
a KCI.
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Figura 49. Efecto de la delecién de ppk32* en la respuesta a cloruro de potasio.

A. Ensayo de crecimiento en gota, de cada cepa se inocularon tres concentraciones. Las
placas se incubaron durante dos dias, las placas con compuestos se incubaron a 28°C.

B. Western-Blot en el que se observa la cantidad de Gad8 fosforilada respecto a la cantidad
total de las cepas cfr1A ppk32A y ppk32A cfrlA tras tratar las células con cloruro de potasio
a lo largo del tiempo.

7.6 Analisis de larelaciéon entre el cloruro de potasio, el exdbmero y

la autofagia

Otra funcion conocida de la ruta TOR es inhibir la autofagia (Otsubo et
al., 2017). La proteina Atg8 fusionada a una proteina fluorescente (XFP) es un
marcador de autofagia ampliamente utilizado en la literatura, ya que al inducirse
el proceso autofagico por una bajada en los niveles de nutrientes la proteina
XFP-Atg8 forma un foco de fluorescencia observable por microscopia. Este foco
marca un compartimento relacionado con la autofagia. Ademds, en estas
condiciones XFP-Atg8 se procesa proteoliticamente y la proteina fluorescente se
libera, lo que es facilmente detectable por Western blot. En este trabajo se ha
utilizado una proteina CFP-Atg8, que se detecta con anticuerpos anti-GFP.
Como una aproximacién adicional para estudiar la relacion entre el exdmeroy la
ruta TOR nos preguntamos si la autofagia ocurria correctamente en ausencia del
exomero, y si el KCl induce autofagia en el silvestre y/o en el mutante cfr1A.

Células de la cepa silvestre cultivadas en MM sin nitrégeno durante cinco

horas presentan un foco de Atg8 (figura 50). En las mismas condiciones, en el
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mutante del exdmero también aparece el foco de Atg8, es decir que la autofagia
esta ocurriendo.

Con el fin de conocer si el KCl| provoca autofagia se realizd un
experimento de Western Blot para analizar la liberacion de la CFP en las cepas
silvestre y cfr1A cultivadas en presencia de KCI. Se tomaron muestras antes de
afadir la sal (tiempo O h en la figura) y después de varias horas de incubacion,
hasta 6 horas. Como control se analizaron en paralelo muestras de las mismas
estirpes incubadas en MM sin nitrdgeno durante 6 horas. La banda que indica el
procesamiento de CFP-Atg8 se detecta en ambas cepas cultivadas en ausencia
de nitrégeno (figura 50). Este resultado demuestra que en células sin exdbmero
también tiene lugar la autofagia en ausencia de nitrégeno, al inhibirse TORC1.
Por otro lado, esta banda no se detecta en ninguna de las dos cepas cultivadas
en YES o en YES con KCl, lo que demuestra que esta sal no induce la autofagia,

o al menos no a los niveles que la induce la falta de nitrégeno.

WT
B WT cfr1A

MM MM
medio YES + 0,6M KCI-N  YES + 0,6M KCIN

— === e e ==
- -l

0 1256 6 01 25 6 6 horas

cfr1iA

MM-N

Figura 50. Autofagia.

A. Observacion del foco de CFP-Atg8 en las cepas WT vy cfr1A crecidas en MM-N durante 6
horas.

B. Western Blot de las cepas WT y cfrlA incubadas en YES+KCI o en MM-N a los tiempos
indicados. La flecha indica la banda que aparece al ocurrir la autofagia.
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8. Relacion entre la ruta de TORC2 y la ruta de estrés en

ausencia del exdbmero

Se sabe que existe interaccion entre las rutas TORC2 y de estrés en
cuanto a la regulacion del ciclo celular y la entrada en mitosis (Petersen and
Nurse, 2007). Para analizar si la ruta de respuesta a estrés esta implicada de
algin modo en los fallos en la recuperacion de la actividad TORC2 de los
mutantes sin exdmero en presencia de KClI, se analizé la actividad de Torl en la
cepa control o en el mutante cfrifA que portan, ademas, mutaciones en
componentes de la ruta de respuesta a estrés.

En primer lugar, se comparé el nivel de fosforilacion de Gad8 en la serina
546 en las estirpes control, cfr1A 'y sty1A. Como se observa en la figura 52, el
comportamiento de los dos mutantes es ligeramente diferente, ya que mientras
que en cfr1A la actividad no se recupera al cabo de 75 minutos, en sty1A hay
una recuperacion parcial. Una incubacion de este mutante a tiempos mas largos
(hasta 3 horas) confirmd una recuperacion parcial de la actividad de TORC2
(figura 51). Este resultado demuestra que la falta de reactivacion de TORC2 en
respuesta a KCI no es una consecuencia de la falta de crecimiento en presencia
de la sal, ya que el mutante sty1A es mas sensible a KCI que cfr1A (figura 29).
Una recuperacion parcial de la fosforilaciéon de Gad8 en el mutante sty14 en
presencia de KCI se ha observado de manera independiente en el laboratorio de
K. Shiozaki (comunicacion personal). Por otro lado, el mutante wis1DD, en el
cual esta hiperactiva la ruta de Styl, responde de manera similar al silvestre, lo
que demuestra que la hiperactivacion de la ruta de estrés no evita la inactivaciéon
de TORC2 a los 15 minutos de tratamiento.

El mutante sty1A cfr1A no es capaz de recuperar la fosforilacion de Gad8
a lo largo del experimento (3 horas con KCI), lo que demuestra que la
recuperacion parcial de la actividad TORC2 que ocurre en ausencia de la ruta de
estrés necesita que el exdmero esté presente en las células. En el mutante
wis1DD bch1A no llega a recuperarse la actividad TORC2 al cabo de tres horas,

luego una hiperactivacion de la ruta de estrés no favorece dicha recuperacion.
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Figura 51. Anédlisis de la activacion de la ruta TORC2 en relacién con la ruta de estrés.
Western Blot de las cepas silvestre, cfr1A, stylA, wislDD, stylA cfrlA y wis1DD bchlA sin
tratamiento o con tratamiento a lo largo del tiempo con cloruro potasico. La banda a-PGad8
muestra la cantidad de Gad8 que se encuentra fosforilada, la banda a-Gad8 la cantidad total
de proteina Gad8.

Este conjunto de resultados indica que la falta de recuperacién en
ausencia del exdmero no esta relacionada con la actividad de la ruta de estrés.
La ruta de estrés y el exdbmero son mecanismos que afectan a la activacion de

la ruta TORC2 en respuesta a KCl de manera independiente.

Relacion entre laruta TORC2 y la ruta de integridad en ausencia

del exdbmero

En S. pombe hay una relacién compleja de inter-regulacion entra las rutas
de integridad celular y TORC2 (Madrid et al., 2016). Como se ha descrito en
apartados anteriores, los mutantes del exébmero tratados con KClI tienen defectos
tanto en la activacion de la ruta de integridad como en la recuperacion de la ruta
TORC2. Para obtener informaciéon que ayudara a relacionar estos defectos se
analizé la fosforilacion de Gad8 en células con o sin exdmero que tuvieran,
ademas, mutaciones en componentes de la ruta de integridad celular. Con este
objetivo se observo la fosforilacion de Gad8 en las cepas pmk1A, pmk1A cfr1A,

pmp14,y pmp1A cfr1A.
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En el mutante pmk1A la dindmica de fosforilacion de Gad8 en respuesta a
KCI es similar a la del control. En el mutante pmk1A cfr1A la fosforilacion de
Gad8 desciende a los 15 minutos, y se recupera parcialmente a partir de una
hora con KCI; sin embargo, no se llegan a recuperar los niveles iniciales de
fosforilacién ni tan siquiera tras tiempos prolongados de tratamiento (3 horas)
(figura 52A), lo que sugeriria que la activacion de la ruta de integridad impide la
recuperacion de TORC2 en cfr1A.

Por otro lado, una hiperactivacion de la ruta de integridad por eliminacion
de la fosfatasa Pmp1l no parece afectar a la actividad TORC2, ya que el mutante
pmp1A tiene una dinamica similar a la de la cepa silvestre en cuanto a la
fosforilacidn de Gad8 en presencia de cloruro de potasio. Finalmente, se quiso
averiguar si esta hiperactivacion seria capaz de suprimir el defecto en la
recuperacion de la actividad TORC2 en cfr1A por lo que se determind el nivel de
fosforilacidon de Gad8 en la cepa pmp1A cfr1A, que resultd comportarse como
una cepa cfr1A. Es posible que al delecionar unicamente a pmpl* el nivel de
actividad de la ruta no aumente lo necesario como para suprimir el efecto de la
mutacion cfr1A y que sea necesario delecionar alguna fosfatasa méas para ver un
efecto.

Anteriormente se vio que el mutante cfr1A muestra menos activacion de
la ruta de integridad tras treinta minutos de tratamiento con cloruro de potasio.
Ese experimento se realiz6 con 0,6 M de cloruro de potasio tanto a 32°C como a
28°C. Para poder comparar la activacion de la ruta de integridad con los
experimentos de recuperacion de la actividad TORC2 era necesario utilizar las
mismas condiciones. Por ese motivo se analizo la cantidad de Pmk1 fosforilada
a lo largo del tiempo en las cepas silvestre y mutante del exdmero tratadas con
1 M de cloruro de potasio y a 32°C. En la figura 52B se observa que en el
mutante la activacion es menor tras quince minutos de tratamiento e indetectable
tras treinta minutos. A esos tiempos se produce la inhibicién de la fosforilacion
de Gad8. Por tanto, es posible que la respuesta reducida de la ruta de integridad
en ausencia del exdmero esté afectando a la recuperacion de la actividad
TORC2.
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Figura 52. Relacion entre la actividad TORC2, la ruta de integridad y el exémero.

A. Western Blot de las cepas cfr1A, pmklA, pmk1A cfrld, pmplA y pmplA cfrlA sin
tratamiento o con tratamiento a lo largo del tiempo con cloruro potasico. La banda a-PGad8
muestra la cantidad de Gad8 que se encuentra fosforilada, la banda a-Gad8 la cantidad total
de proteina Gad8.

B. Activacion de la ruta de integridad en las cepas silvestre y mutante cfrlA con 1 M de
cloruro de potasio. La cantidad de Pmk1/Spm1 que se encuentra fosforilada es la banda a-
p44/42. La cantidad total de Pmk1/Spm1 es la banda denominada a-HA.
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El exdbmero

El exdmero es un complejo heterotetramerico descrito en la levadura de
gemacion Saccharomyces cerevisiae formado por Chs5 y las proteinas que
componen la familia ChAPs. Su naturaleza aun es motivo de controversia, ya
que en determinados estudios se considera un adaptador mientras que en
otros se considera una cubierta (Sanchatjate and Schekman, 2006; Trautwein
et al., 2006; Wang et al., 2006; Paczkowski and Fromme, 2014); posiblemente
tenga ambas funciones, puesto que el trafico dependiente del exdmero es
independiente de la cubierta de clatrina. El exdmero en S. cerevisiae permite el
transporte de proteinas transmembrana desde el TGN hasta la membrana
plasmatica, entre sus cargos conocidos se encuentran Chs3, Fusl, Pin2 y el
exdémero también participa en la polarizacion de Enal (Santos et al.,, 1997;
Santos and Snyder, 1997; Valdivia and Schekman, 2003; Barfield et al., 2009;
Ritz et al., 2014; Anton et al., 2017). La falta del exbmero produce sensibilidad
a determinados compuestos i6nicos, aunque existen diferencias en los
fenotipos segun las ChAPs que se encuentren delecionadas (Anton et al., 2017,
Anton et al., 2018).

En Schizosaccharomyces pombe existe una forma mucho mas sencilla
de exébmero, formada simplemente por Cfrl y la ChAP Bchl (Hoya et al., 2017).
La delecién del exémero de S. pombe provoca sensibilidad a determinados
compuestos iénicos como se demuestra en anteriores trabajos del laboratorio
(Hoya et al.,, 2017) y en este trabajo. Algunas de las sensibilidades son
compartidas con la falta de exémero de la levadura de gemacion, como por
ejemplo la sensibilidad a cloruro de sodio. Sin embargo, la falta de exdbmero en
la levadura de fision provoca resistencia a cloruro de litio, un resultado mas
similar a la ausencia de Bchl y Bud7 de S. cerevisiae que a la ausencia de
Chs6 y Bch2, que produce sensibilidad. Por tanto, la ChAP de S. pombe esta
mas relacionada funcionalmente con su homoénima de S. cerevisiae; esto
estaria en consonancia con el hecho de que Bchl media la unidon con Arfl,
necesaria para las funciones del exomero (Anton et al., 2017; Hoya et al., 2017,
Anton et al., 2018).
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En la levadura de fisidbn aun no se han encontrado cargos especificos del
exdémero, posiblemente porque al ser mas simplificado tiene funciones mas
generales que el de S. cerevisiae, que a lo largo de su evolucion habria
adquirido ciertas especializaciones al contar con mas ChAPs. Otras levaduras
también tienen una Unica proteina Chs5, mientras que el nimero de ChAPs es
variable, de modo que distintos organismos pueden tener exdémeros con
distintos grados de complejidad (Anton et al., 2018). Los fenotipos asociados a
la delecibn de estas proteinas son distintos, seguramente porque la

especializacion de estos exdbmeros depende del nUmero de ChAPs.
El exdmero y los canales-bombas i6nicas

En la levadura de gemacion la sensibilidad a compuestos idnicos esta
relacionada con la falta de polarizacion de Enal (Anton et al., 2017). En este
trabajo se ha analizado la localizacién de su paralogo en la levadura de fision,
Cta3, que es la bomba que permite la salida de potasio de las células (Calero
and Ramos, 2003), sin que en ausencia del exomero se haya encontrado
diferencias en su localizacién con respecto a la del control. Este resultado,
junto con el hecho de que existe interaccion génica negativa entre el exdmero y
cta3*, puede estar indicando que Cta3 no es un cargo del exémero de S.
pombe. En este trabajo también se han analizado otros canales idnicos
descritos en S. pombe. Trk2, un canal de entrada de potasio (Calero et al.,
2000; Calero and Ramos, 2003), también muestra interaccion con el exémero,
por tanto tampoco seria un cargo exclusivo y especifico del exdbmero. En este
trabajo se ha visto que la sensibilidad a acetato de potasio se ve parcialmente
reducida si no entra el potasio a través de Trk2, algo que no se ha observado
en el caso del cloruro de potasio; por tanto, el efecto que tienen ambos
compuestos en la célula, asi como su mecanismo de entrada no parece ser
idéntico.

Cuando se analiz6 el crecimiento de otros mutantes nulos carentes de
canales y bombas anotadas en la levadura de fision, se observo que solo la
eliminacién de una proteina mitocondrial presentaba sensibilidades similares a

las de la delecion del exémero. El resto no serian tampoco cargos del exémero,
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ya que si lo fueran su ausencia tendria que provocar fenotipos similares a los

de la delecion del exébmero.

Cabe la posibilidad de que otros canales no anotados, 0 que no estan en
la coleccion de deletantes, si sean cargos del exdmero y que su ausencia
explique la sensibilidad del mutante cfr1A. Otra opcién es que, al ser el
exomero un complejo implicado en el trafico intracelular y en la vesiculacion
(Paczkowski and Fromme, 2014) su ausencia pueda estar provocando ciertas
alteraciones en las membranas intracelulares de modo que, aunque los canales
estén bien localizados no se encuentren en un ambiente propicio para llevar a
cabo sus funciones (Dong et al., 2010; Scott and Gruenberg, 2010). Esta
descrito que un facilitador del transporte de cationes esta implicado en el tréfico
en membranas del Golgi (Fang et al., 2008). El exdbmero se localiza en el Golgi
(Martin-Garcia et al., 2011; Hoya et al., 2017), por lo que puede haber cierta
relacion entre las funciones en trafico del exébmero y el papel de proteinas
implicadas en el transporte de iones.

En este trabajo no se ha encontrado que la falta del exdmero y su
sensibilidad a compuestos i6nicos se deba al papel de un determinado canal
ionico, por ese motivo se decidio estudiar otros mecanismos relacionados con

estrés celular, las rutas de respuesta a estrés.
El exdmero y la ruta de la calcineurina

La ruta de la calcineurina tiene funciones importantes tanto en exocitosis
como en la citocinesis (Zhang et al., 2000; Cheng et al., 2002), procesos en los
que aparentemente esta implicado el exémero. La calcineurina es una
fosfatasa activada por calcio/ calmodulina que muestra interaccién funcional
con AP-1 (Kita et al., 2004), un complejo adaptador con el que el exémero
comparte funciones en el sistema endosomal temprano (Hoya et al., 2017). En
este trabajo se ha analizado si la activacion de la calcineurina es correcta en
ausencia del exébmero. EI método empleado para observar dicha activacion
quiza no sea el mas adecuado en presencia de cloruro de potasio, puesto que
se ha empleado el CDRE, un elemento de respuesta a calcineurina presente en
Prz1, que parece responder a calcio pero no a cloruro (Hirayama et al., 2003);

113



Discusion

ademas posiblemente los ensayos de tipo Western Blot no permiten ver de
manera precisa si en presencia de cloruro de potasio se estan produciendo
pequefias diferencias en la activacion. Quizas se pudieran emplear otros
métodos, como por ejemplo andlisis de transcripcion mediante PCR, para tener
resultados mas precisos. Por otro lado, también es posible que el exémero
pudiera regular otros aspectos de la funcionalidad de la calcineurina, ya que en
S. cerevisiae esta fosfatasa modula la endocitosis de la ATPasa de membrana
Pmal en mutantes sin la ATPasa vacuolar para mantener el pH intracelular
(Velivela and Kane, 2018). Sin embargo, aunque los experimentos realizados
en este trabajo sugieren que tanto los canales de entrada de calcio a la célula
como la calcineurina comparten funciones con el exdbmero en presencia de

cloruro de potasio, son una indicacion fuerte de que actlan en vias paralelas.
El exdmero y la UPR

La siguiente ruta que se analizé en el presente trabajo es la UPR (Wu et
al.,, 2014). La respuesta a proteinas mal plegadas es necesaria para el
mantenimiento de la homeostasis basal, sin estrés, asi como para un correcto
proceso de citocinesis (Bicknell et al., 2007). En este trabajo se ha observado
que el cloruro de potasio provoca dafios en el reticulo endoplasmatico a largo
plazo a las células sin exdbmero. Uno de los marcadores que ha permitido
observar esto es Bipl, una chaperona soluble residente en el reticulo
endoplasmatico. La localizacién de Bipl con cloruro de potasio si falta el
exdmero es mas proxima a la membrana plasmética que en el resto de
condiciones probadas. Esta localizacién de Bipl en una zona mas cortical de la
célula se asemeja a lo que ocurre en células tumorales (Zhang et al., 2010), en
relacion con la produccion de fosfolipidos en la membrana (Zhang et al., 2013).
Bipl se secreta mas con cloruro de potasio, pero menos en ausencia del
exdémero que en la cepa silvestre. Bipl podria estar dafiada en presencia de
cloruro de potasio y esto puede estar haciendo que se secrete mas al medio
extracelular para evitar problemas mayores, en ausencia del exomero quiza
esté fallando su secrecion al medio extracelular y al estar dafiada provoque

problemas en la célula.
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Bipl, ademas, participa en la UPR, uniéndose a Irel. Cuando existen
proteinas mal plegadas en exceso, Bipl se separa de Irel para que este
sensor lleve a cabo sus funciones de quinasa y de ribonucleasa. La activacion
de la UPR también se ha analizado en este trabajo por un método indirecto,
que ha permitido detectar la activacion de la UPR cuando se tratan las células
con tunicamicina, y que parece indicar que la ruta estd mas activa en la cepa
cfr1A que en la cepa silvestre en condiciones basales. La UPR podria estar
mas activa en ausencia del exdmero debido a los dafios que existen en pared
celular, a que la distribucion de lipidos no sea la correcta en las membranas, o
a que exista un defecto en el metabolismo lipidico (RIDD esta relacionada con
el metabolismo lipidico) (Kimmig et al., 2012). Ademas, en presencia de cloruro
de potasio podria estar mas activa la UPR en el mutante por los dafios que
esta sal provoca en el reticulo y quizéds en Bipl. La posible mayor activacion de
la respuesta a proteinas mal plegadas tendria que ser analizada de otro modo
distinto al empleado en el presente trabajo, por ejemplo, mediante la
visualizacion del corte producido en mensajeros por Irel en el mecanismo
conocido como RIDD (Kimmig et al., 2012), mediante Northern blot, en vez de
utilizando como marcador la cantidad de proteina que puede depender de

efectos traduccionales y postraduccionales.

Los resultados presentados en este trabajo respecto a la relacion entre el
exémero y el reticulo indican que se podria profundizar mas en este tema para
conocer cémo la falta de un complejo del Golgi (exdbmero) esta provocando
efectos en un paso anterior del sistema de endomembranas. Ademas, el
exdémero y la quinasa Irel presentan relacion en sus funciones en presencia de
cloruro de potasio, como que por ejemplo que Irel sea necesaria para que se

produzca el defecto en septacion caracteristico de la falta del exémero.
El exdmero y la ruta SAPK

La ruta de respuesta a estrés también se ha analizado en el presente
trabajo. Esta ruta responde a numerosos tipos de estrés (Ogden and Fantes,
1986; Shiozaki and Russell, 1995; Wilkinson et al., 1996; Shiozaki et al., 1997;
Shieh et al., 1998a; Shieh et al., 1998b; Shiozaki et al., 1998). Los resultados

obtenidos indican que existe relacion funcional entre el exomero y las funciones
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de la quinasa Styl, pero que actuarian por vias paralelas. Por un lado, existe
interaccidon génica entre styl*y cfrl*, y ademas la ruta se activa perfectamente
en ausencia del exomero. Por otro lado, la falta de exdémero no provoca
sensibilidad a estrés oxidativo. Ademas, el canal Cta3, cuya transcripcion esta
regulada por la cascada de MAPK de la ruta de estrés (Nishikawa et al., 1999),
también muestra interaccion con el exdmero en sus funciones. Los resultados
descartan que sea la falta de esta ruta la causa de la sensibilidad del mutante
del exomero a cloruro de potasio. Se podria analizar mas en detalle el efecto
del estrés oxidativo en mutantes del exdomero, mediante el uso de otros
compuestos diferentes a agua oxigenada, realizando mediciones del estrés
oxidativo presente en las células, etcétera..., porque en los rastreos realizados
se ha encontrado interaccion entre el exomero y proteinas localizadas en la

mitocondria y en el peroxisoma que tienen funciones en estrés oxidativo.
El exdmero y la ruta de integridad

La ruta de integridad celular también responde a numerosos tipos de
estrés. En su activacion participan las proteinas de la familia Rho (Rhol, Rho2,
Rho3, Rho4 y Rho5), sus reguladores (GEF y GAP) y las proteinas Pckl y
Pck2, en funcion del tipo de estrés al que estén expuestas las células (Toda et
al.,, 1996; Sengar et al.,, 1997; Sugiura et al., 1998; Sugiura et al., 1999;
Calonge et al., 2000; Loewith et al.,, 2000; Madrid et al., 2006; Barba et al.,
2008; Villar-Tajadura et al., 2008; Garcia et al., 2009; Cansado et al., 2010;
Soto et al., 2010; Viana et al., 2013; Sanchez-Mir et al., 2014a; Sanchez-Mir et
al., 2014b; Doi et al., 2015). En este trabajo se ha observado que la ausencia
del exdbmero provoca o una menor activacion de la ruta de integridad (con
cloruro de potasio a 28°C o con 1 M de cloruro de potasio a 32°C) o un
apagado temprano de la ruta (no se detecta apenas activacion de la ruta de
integridad a los treinta minutos de tratamiento con cloruro de potasio en
ninguna de las condiciones probadas). La funcion de las GTPasas Rho en esta
sefalizacion defectuosa se ha analizado mediante la sobreexpresion de estas,
sin que se corrija la sensibilidad a cloruro de potasio. Hay que tener en cuenta
gue el experimento se ha realizado en medio YES, donde posiblemente se

estén enmascarando algunos resultados por la presencia de una cantidad de
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tiamina en este medio que reprime parcialmente al promotor nmtl*. No se ha
analizado la actividad GTPasica de estas proteinas ni su localizacion, por tanto
no se puede descartar del todo que un mal funcionamiento de estas proteinas
sea la causa de los problemas en la activacion de la ruta de integridad. El
exdémero esta implicado en el trafico, y en el sistema de endomembranas no
solo se transportan proteinas sino también lipidos, por lo que si en ausencia del
exdmero existiera un defecto en la distribucién de los fosfolipidos de membrana
o un mal metabolismo lipidico, las proteinas Rho podrian estar deslocalizadas
(por ejemplo por no tener las modificaciones correctas en su estructura)
(Kabeche et al., 2015; Franco et al., 2017). Rgfl es un GEF de Rhol cuya
localizacion se redistribuye tras tratamientos con cloruro de potasio a los quince
minutos (Kabeche et al., 2015) y este trabajo). En este trabajo se ha observado
que en cfr1A este GEF no recupera totalmente su localizacion a posteriori, 1o
gue podria estar provocando un fallo en la activacién de Rhol que podria tener
cierto efecto en la falta de actividad de Pmkl a los treinta minutos de

tratamiento con cloruro de potasio.

En la levadura de gemacion S. cerevisiae existen unos mecanosensores
en la membrana plasmética que detectan los dafios de la pared celular y
activan la ruta de Slt2, la homodloga de la ruta de integridad. En S. pombe
existen proteinas semejantes a estas pero, aunque su ausencia afecta a la
integridad de la pared celular y a la activacién de Rhol, no tiene efecto en la
respuesta a través de la ruta de Pmk1 (Cruz et al., 2013). En este trabajo se ha
visto que en ausencia del exdmero Mtl2 tendria alguna funcion en la ruta de
integridad celular. Quizas Mtll, que esta menos estudiado, no se localice
correctamente en ausencia del exdmero y la combinaciébn de esta
deslocalizacién con la falta de Mtl2 ocasione la menor activacion de la ruta. En
la levadura de gemacion se sabe que cuando Wscl tiene problemas en su
plegamiento se escapa del control de calidad del reticulo endoplasmatico y
pasa a ser sustrato del control de calidad del aparato de Golgi (Wang and Ng,
2010). Wscl tiene glicosilaciones en su estructura, y la mayor parte de la
glicosilacion tiene lugar en el aparato de Golgi. EI exdmero se localiza en el
aparato de Golgi asi que, si bien ni Wscl ni Mtl2 son cargos del exdmero de S.

pombe porque se localizan correctamente en su ausencia, podrian no tener su
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conformacion adecuada al faltar un complejo del aparato de Golgi. Se ha
analizado la movilidad electroforética de estas proteinas mediante Western blot
para determinar si esta alterada en cfr1A, lo que indicaria un fallo en su

glicosilacién, sin embargo los resultados no han sido concluyentes.

La transduccion de algunas sefiales esta relacionada con el sistema de
endomembranas (Mitchell, 2008). Sin embargo, en otros mutantes del sistema
endosomal con los cuales muestra interaccion el exdmero, como es el caso de
apm1A, no se estan provocando los mismos efectos en la ruta de integridad.
Quizas la ausencia del exdmero, que afecta tanto al sistema endosomal
temprano como al tardio (Hoya et al., 2017), tenga un mayor efecto en la

sefalizacion.

El defecto en la activacién de la ruta solo se ha observado en presencia
de estrés idnico, pero no en presencia de caspofungina, por lo tanto la funcién
del exémero podria estar relacionada especificamente con la activacion de la
ruta por parte de algun componente de la familia Rho y de Pck (Barba et al.,
2008).

No se ha observado una alteracion aparente en la localizacion de Pmk1l
en ausencia del exdbmero. Pmk1 desempefia funciones tanto en su forma unida
a membranas como en su localizacién nuclear (Madrid et al., 2006; Madrid et
al., 2007; Sanchez-Mir et al., 2012). Su inactivacion solo puede ser llevada a
cabo en el citoplasma donde se localizan tanto Pmpl1, como las proteinas Pyp
o las Ptcl. Las proteinas Pyp y Ptcl dependen en parte de la cascada de Styl,
aunque también puede ser independientes de ella (Madrid et al., 2006; Madrid
et al., 2007). La menor activacion de la ruta de integridad podria deberse a la
accion de alguna de estas fosfatasas, por lo que en un futuro se podrian
analizar si en ausencia del exdmero hay algun aspecto de estas fosfatasas que
esté alterado, como por ejemplo, analizando por Western blot si son mas

abundantes.

Existe relacion entre la ruta de integridad y la ruta de la calcineurina o la
ruta de respuesta a estrés (Millar et al., 1995; Sugiura et al., 1998; Madrid et al.,
2007; Ma et al., 2011; Viana et al., 2013 #34). Aunque estas dos ultimas rutas
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se activan correctamente en ausencia del exdmero, podria estar ocurriendo
una descoordinacion entre rutas al faltar el exdmero, quizas porque las
fosfatasas no puedan actuar sobre sus sustratos o quizas porque deje de existir
un papel antagdnico entre la calcineurina y la ruta de integridad.

El exdmero, las rutas TOR y la ruta de integridad

En Schizosaccharomyces pombe existen dos complejos TOR. TORC1
presenta en su estructura la quinasa Tor2, mientras que TORC2 tiene a la
quinasa Torl. El complejo TORC2 actuaria en condiciones de estrés, mientras
qgue el complejo TORC1 estaria mas implicado en procesos de transcripcion,
autofagia y traducciéon (Matsuo et al., 2003; Hayashi et al., 2007; Otsubo and
Yamamato, 2008). La ruta de integridad muestra relacion con la ruta TORC2.
Por un lado, la ruta TORC2 y la GTPasa Ryh1l activan a la ruta de integridad o
promueven la localizacion de los activadores de la ruta. Por otro lado, la ruta de
integridad modifica el ciclo de actividad GTPé&sica de Ryhl modulando la
actividad TORC2. En estas conexiones son importantes la fosfatidilinositol 4-
fosfatasa 5-quinasa Its3 y también la regulacién de los eisosomas, unas
estructuras lipidicas en las que hay degradacién de PI(4,5)P2 (Kabeche et al.,
2015; Madrid et al., 2015; Madrid et al., 2016).

Los resultados de otros autores (Madrid et al.,, 2016) y los nuestros
hacen pensar que al activarse la ruta de integridad se produce la inhibicion de
la fosforilacibn de Gad8 por parte de Torl, y esto se observa a los quince
minutos de tratamiento con KCI. A partir de una hora de tratamiento con cloruro
de potasio, se apaga la ruta de integridad y se recupera la ruta TORC2. En una
cepa silvestre esa recuperaciéon podria depender de Ryhl, que es un activador
de Torl, y del exdbmero. En este trabajo se ha descrito que en ausencia del
exomero y en presencia de KCI existe una activacion menos intensa y mas
corta de la ruta de integridad y no existe recuperacion de la ruta TORC2. En
ausencia de la ruta de integridad y del exdbmero se produce una recuperacion
parcial, que podria estar mediada por Ryhl, que se activaria al haber menos
actividad de la ruta de integridad al faltar el exomero. De este modo, Ryhl vy el
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exomero estarian llevando a cabo funciones en la actividad TORC2 tras
tratamientos con cloruro de potasio; ambas son proteinas localizadas en el
Golgi lo que hace resaltar el papel del sistema de endomembranas en la
actividad de las rutas de respuesta a estrés (Tatebe et al., 2010; Hatano et al.,
2015; Madrid et al., 2016).

Otras GTPasas de la familia Rab también estdn implicadas en la
activacion de la ruta TOR en otros organismos (Tatebe et al.,, 2010). Al
contrario de lo que ocurre con estas proteinas, el exobmero no tiene una
actividad catalitica, por lo que el mecanismo por el que mediaria la
recuperacion de la actividad TORC2 es aun desconocido. La localizacién de
Ryhl es correcta en ausencia del exdmero pero no se ha analizado su
actividad. Es posible que esta, u otra GTPasa, no tengan actividad en ausencia
del exdmero. Ademas, es posible que en ausencia del exdmero estén
ocurriendo dafios en la distribucion de lipidos en las membranas y por tanto en
la creacion de microdominios necesarios para la localizacién de proteinas en
sus lugares correctos en la membrana (Behnia and Munro, 2005; Daboussi et
al., 2012; Guo et al., 2014). Se ha propuesto que Ryhl facilita el contacto de
Gad8 con Torl, lo que facilita su fosforilacién (Tatebe et al., 2010), por lo que
es posible que esta alteracion lipidica impidiera este contacto.

Otra posibilidad es que, en ausencia del exémero, el tratamiento con
cloruro de potasio haga que las células se encuentren en un estado de standby
en el que algunas rutas no estén sefalizando. Si a las células sin exébmero se
las retira de las condiciones estresantes son capaces de recuperarse, quizas
porque salen de ese hipotético estado de letargo o de adaptacién permanente.
Los mutantes del exébmero son sensibles a higromicina B, tanto en la levadura
de gemacion como en la de fision. Los mutantes hipersensibles a higromicina B
muestran una parada en el crecimiento en unas condiciones favorables para
recuperarse, esto podria estar pasando en los mutantes del exdmero
(Ejzykowicz et al., 2016; Anton et al., 2018).

El cloruro de potasio provoca la formacion de cumulos de estructuras
membranosas, lo que podria provocar la activacion de controles de calidad o

de incluso de Irel; ademas, dado que en S. cerevisiae se ha demostrado que
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existe relacion funcional entre la ruta de Slt2 y la UPR (Scrimale et al., 2009;
Promlek et al.,, 2011), no puede descartarse que la UPR participe en la
recuperacion de la actividad de TORC2 en los mutantes del exdémero
expuestos a KCIl. En estos mutantes también existen dafios en el sistema
endosomal tardio, en el entorno del sistema prevacuolar (Hoya et al., 2017),

donde posiblemente se produzca la accion de las rutas TOR.

Las estructuras membranosas observadas con cloruro de potasio se
pueden corresponder con fragmentacion del aparato de Golgi. Un compuesto
qgue produce la fragmentacion del aparato de Golgi es la brefeldina A, al inhibir
la accion de Arfl. Los mutantes del exémero de S. cerevisiae son sensibles a
este compuesto, debido a la necesidad de Arfl para las funciones del exdbmero
(Trautwein et al., 2006). En S. pombe la pseudoquinasa Ppk32 se localiza en el
Golgi, estad implicada en la sensibilidad a brefeldina A, y su cantidad esta
regulada por la accién de las quinasas Torl y Tor2 (Kowalczyk and Petersen,
2016). Sin embargo, la interaccion génica entre ppk32* y cfrl* observada en
este trabajo sugieren que esta proteina y el exomero actdan por mecanismos
independientes. Quiza la desorganizacion del Golgi en presencia de cloruro de
potasio afecta a otras quinasas localizadas en el Golgi y que estén también
implicadas en las rutas TOR.

La ruta TORCL1 no se ha analizado en detalle en este trabajo, porque no
se han visto defectos en la autofagia (Otsubo et al., 2017), aunque no hay que

descartar que el exémero también esté implicado en la misma.
El exbmero y la citocinesis

La UPR, la calcineurina, la ruta de integridad y la ruta TOR estan
implicadas en la citocinesis. La UPR es necesaria para una correcta citocinesis
(Bicknell et al., 2007), en ausencia de calcineurina o de pmk1* existen defectos
en septacion (Yoshida et al., 1994; Toda et al., 1996). Pmk1 se localiza en el
septo (Madrid et al., 2006) y ademas la activacion de la ruta de integridad
afecta a un mensajero regulado con funciones en la localizacién de la miosina
(Satoh et al., 2009). El complejo TOR también participa en la entrada de mitosis
y evita problemas en la formacion del anillo contractil (Baker et al., 2016). En
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este trabajo se ha visto que la falta de Apm1, Irel y Pmk1 impiden la formacion
del septo engrosado en presencia de cloruro de potasio que aparece en
ausencia del exdbmero. Aunque es posible que Apm1 y Pmk1 estén afectando a
la composicion de polisacaridos del septo, no se ha podido determinar qué
compuestos estan formando ese septo engrosado porque en las condiciones
experimentales necesarias para hacer el experimento de fraccionamiento de la
pared celular estos septos aberrantes no se forman. Ninguna de las enzimas
de la pared celular analizadas muestra una deslocalizacion en cfr1A, aunque si
se ha observado una alteracion en la localizacion de las miosinas, las septinas
y el exocisto. Las miosinas pueden estar deslocalizadas por la accion de la ruta
de integridad, que en el momento de la citocinesis se esté activando (Madrid et
al., 2007) pero que en ausencia del exomero tiene menos actividad.

Vision general y perspectivas de futuro

La ausencia del exdbmero tanto en S. cerevisiae como en S. pombe
determina sensibilidad a diversos compuestos iénicos (Anton et al., 2017; Hoya
et al., 2017; Anton et al., 2018), lo que indica que la funcion/funciones de este
complejo en presencia de estrés estaria conservada a lo largo de la evolucion.
Dado que en S. pombe el exdbmero es bastante mas sencillo que en S.
cerevisiae, podria llevar a cabo varias funciones en respuesta a estrés, que en
organismos con mas ChAPs podrian haberse separado y especializado. Otras
proteinas de S. pombe paralogas a proteinas Chs, como es el caso de Cfh3
(Sharifmoghadam and Valdivieso, 2009; Sharifmoghadam et al., 2012), también
tienen una funcion mas relevante en presencia de estrés, lo que sugiere que su

funcién original estaba asociada a estas situaciones.

Este trabajo se ha centrado sobre todo en el analisis de la posible
funcién del exdbmero en respuesta a estrés salino. La sensibilidad a este tipo de
estrés en células sin este complejo de proteinas podria deberse al menos a

tres causas, no necesariamente excluyentes entre si.

La primera y mas esperable, dada la funcion descrita para el exdbmero
como adaptador/cubierta (Sanchatjate and Schekman, 2006; Trautwein et al.,
2006; Wang et al., 2006; Paczkowski and Fromme, 2014), seria que en los
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mutantes un canal/lbomba de iones no llegara a su destino final de forma
adecuada. En particular, el candidato ideal a priori era Cta3/Enal, por los
resultados obtenidos en S. cerevisiae (Anton et al., 2017). Sin embargo,
aunque esta posibilidad no puede descartarse completamente, los resultados
obtenidos en este trabajo parecen descartar que la deslocalizacion de una
Gnica proteina cargo con esa funcion sea el origen de los fenotipos de los
mutantes cfr1Ay bch1A. Dado que el transporte vesicular es también necesario
para el transporte intracelular de lipidos, una funcién relacionada seria un
defecto en la formacién de microdominios lipidicos en los mutantes. Utilizando
sondas fluorescentes en el laboratorio se ha analizado la localizacion de
PI(4,5)P2, que esta relacionado con la respuesta a estrés y con la localizacién
de Rgfl (Kabeche et al., 2015), y de PI(3,5)P2, relacionado con la respuesta a
estrés mediada desde las vacuolas (Jin et al., 2017), sin que se haya
encontrado una diferencia aparente en su localizacion entre las cepas silvestre

y cfr1A sin o con KCI.

La segunda razén para la sensibilidad a estrés salino seria que el dafio
que se produce en el sistema endomembranoso en ausencia del exdmero
(Hoya et al., 2017) se agravaria o seria mas relevante en presencia de sales.
Los experimentos expuestos en este trabajo, y otros realizados en el
laboratorio, demuestran que, efectivamente, el sistema endosomal esta mas
dafiado en el mutante que en el silvestre, en particular en presencia a KCI. Los
experimentos de interaccion génica entre cfrl* y ppk32* sugieran que este
dafio seria diferente al producido en presencia de Brefeldina A (Kowalczyk and
Petersen, 2016). También seria diferente al que ocurre en ausencia de
adaptadores de clatrina (Ma et al., 2009); este trabajo); una posible explicacion
para esta diferencia seria que AP-1 y GGAs son adaptadores bona fide, que
participan en el transporte de cargos concretos, mientras que la funcion del
exémero seria diferente. Bchl es la ChAP mas antigua y se le asigna
capacidad de producir curvatura de membranas (Wang et al., 2006; Anton et
al., 2018; Paczkowski and Fromme, 2014). Es posible que esta proteina
promueva/ garantice una flexibilidad/ microorganizacion/ topologia lipidica a las

membranas del sistema endosomal y que, en su ausencia, los iones captados
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del ambiente hipersalino produzcan un dafio en las endomembranas que no

ocurriria en ausencia de los otros adaptadores

La tercera razon estaria relacionada con una participacion del exdbmero
en procesos de sefalizacion. Las células han desarrollado varias rutas de
sefializacion para detectar las variaciones ambientales y poner en marcha los
mecanismos adecuados para hacerlas frente y garantizar la supervivencia
celular en respuesta a estrés. El exdmero podria formar parte/ participar en la
regulacion de alguna(s) de ellas. Los resultados de este trabajo parecen
demostrar que el exdmero no participaria de forma significativa en la activacion
de las rutas de la calcineurina y la de respuesta a estrés. Por otro lado, aunque
la ausencia de fenotipo vic demuestra que el exdmero no es un componente de
la misma, si que parece estar relacionado con la ruta de integridad celular, ya
que la amplitud de la respuesta es menor en ausencia que en presencia del
exdmero. La razon para esta alteracibn no esta clara, ya que la sobre-
expresion de las GTPasas Rho no suprimen en fenotipo de cfr1A y la alteracion
en la localizacion de Rgfl es patente después del momento en el que ya se
detecta defecto en la activacién. Respecto a los sensores, parece que ni Wscl
ni Mtl2 serian cargos del exdmero, y habria que investigar en mas detalle la
posible implicacion de Mtl1, el menos caracterizado de todos (Cruz et al., 2013)
y su relacion con Mtl2 y con el exdbmero. Finalmente, el exdmero parece estar
relacionado con la respuesta de la ruta dependiente de la quinasa Torl en
condiciones de estrés. La funcidbn mas conocida de las rutas TOR es la de
fomentar procesos anabdlicos y reprimir procesos catabolicos; en la levadura
de fisién la inhibicion de estas rutas en respuesta a medio minimo sin nitrdgeno
(una condicion necesaria para la conjugacién) facilita la parada en G1 y la
autofagia necesaria para proveer una fuente de nitrégeno durante la
esporulacion (Otsubo and Yamamato, 2008; Otsubo et al., 2017) en lo que se
considera un proceso de adaptacion a las condiciones ambientales. De igual
manera, este y otros trabajos indican que en presencia de KCI se reduce
temporalmente la actividad de Torl (Cohen et al., 2014; Madrid et al., 2016),
que al cabo de un tiempo se recupera. En ausencia del exémero falla esta
recuperacion. Aunque se han realizado experimentos para analizar si este fallo

se debe a la deslocalizacién de algunos componentes de la ruta, los resultados
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han sido negativos (en el caso de GFP-Ryhl y Ste20-3xGFP) o no
concluyentes por la falta de calidad de los reactivos (Gad8-GFP, Gad8-3xGFP,
Bit61-3xGFP). Tampoco parece deberse a una alteracion de SEACIT o
SEACAT al completo, aunque no se descarta un papel en la regulacion de
Sea3. Otra posibilidad es que la desregulacion de Torl sea una consecuencia
de la respuesta andémala de la ruta de integridad, ya que este y otros trabajos
muestran que en un silvestre existe relacion entre ambas rutas (Madrid et al.,
2016). En ausencia del exbmero esta coordinacion estaria alterada, lo que
indicaria que, mas que ser un componente especifico de una ruta, este
complejo actuaria como/ formaria parte de un centro de coordinacion de la
respuesta a estrés. Una hipotesis seria que participaria en la formacion de
contactos entre membranas de distintos organulos, de ahi lo efectos
pleiotrépicos observados en los mutantes y la existencia de alteraciones en
sistemas tan diferentes como el compartimento prevacuolar y el reticulo

endoplasmatico.

Las hipdtesis anteriores contemplan el exébmero como un participante
activo de la respuesta a estrés, de modo que al faltar esta fallando un
componente estructural/ funcional de la célula, y seria eso lo que produciria
sensibilidad a estrés. Sin embargo, otra manera de contemplar el problema
seria que una vez que el KCI dafa el sistema endosomal, la célula detecta un
dafio y esto hace que permanezca parada hasta que se repare el dafio. Dado
que en los mutantes del exémero el dafio es mas severo, la célula no podria
repararlo y sentiria el dafio de manera permanente. Como hemos demostrado,
las células permanecen vivas en presencia de KCI y, una vez eliminada la sal,
son capaces de proseguir con su ciclo de vida. Esta hipdtesis plantea la
existencia de un punto de control (checkpoint) de dafio en las endomembranas,
y apunta al exdmero como un participante del mismo. En S. cerevisae se ha
descrito tanto una relacién entre la ruta de Slt2 y las rutas TOR como una
relacion entre un descenso en la actividad TOR y un estado de quiescencia
(Vilella et al., 2005; Petkova et al., 2010; Petkova, 2013; Pujol-Carrion et al.,
2013; Sundaram et al., 2015). A pesar de que sea en otras condiciones y en
otro organismo, algo similar podria estar pasando en la levadura de fision. El

hecho de que la delecion de pmkl* promueva tanto una recuperacion parcial
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de la actividad TORC2 en cfr1A como una ligera mejora en el crecimiento de
las colonias mutantes en placas con KCI, parece indicar que es necesario que

la ruta de integridad se apague para facilitar la adaptacién a este dafo.

Independientemente de cudl sea la funcion del exdmero en respuesta a
estrés salino, los experimentos de este trabajo, junto a los de otros autores,
demuestran que hay varios procesos bioldgicos necesarios para garantizar el
crecimiento en KCI (rutas de sefalizacion, adaptadores de clatrina...), y que es
posible que la causa ultima de la muerte celular cuando falla cada uno de ellos
sea diferente. Los resultados de esta Tesis sugieren fuertemente que la causa
por la que la ausencia del exémero produce sensibilidad a KCI no es Unica,
sino que en S. pombe este complejo estaria implicado en diversos procesos,
sin que el fallo en cada uno de ellos inhiba el crecimiento en condiciones de
estrés. Ademas, en los diversos rastreos se ha visto que el exdmero tiene
interaccién con una gran cantidad de genes y proteinas implicadas en multitud
de procesos, incluidas proteinas nucleares y mitocondriales. ElI exdmero
ademas presenta dominios de proteinas nucleares (Hoya et al.,2017), y es en
el nucleo donde tienen lugar los cambios transcripcionales producidos tras la
activacion de las rutas descritas (Wilkinson et al., 1996; Takada et al., 2007),
asi que es posible que a través de los dominios nucleares el exbmero se esté
asociando a otras proteinas y secuestrandolas para que solo ejerzan sus

funciones en el momento y las circunstancias adecuadas.

Para avanzar en el conocimiento de la funcion del exdbmero en respuesta

a estrés habra que seguir ahondando en los siguientes aspectos:

- Analisis de la relacién entre las GTPasas Rho, las proteinas Pkc, o los
sensores Wscl, Mtll y Mtl2 y el exdbmero en presencia de KCI, para
ahondar en la implicacién del exdbmero en las rutas de integridad y TOR.

- También seria interesante conocer si en ausencia de exdmero existe una
mayor activacion de la UPR, realizando Northern Blot para analizar el
estado del mensajero gas2*, y asi saber con mas precision como esta la
UPR en las células cfr1A tratadas con KCI.

- Otro tema que podria investigarse en un futuro es el andlisis de la

integridad de las mitocondrias, y del nivel de estrés oxidativo en las células
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mutantes con KCI, a pesar de que la falta de exdmero no provoque
sensibilidad a agua oxigenada. Quizas el exémero tenga funciones en el
mantenimiento de la homeostasis de las mitocondrias.

Aunque no se han encontrado problemas en la regulacién del pH en los
mutantes sin exdémero, cabe la posibilidad de que exista cierta
desregulacion, ya que los métodos utilizados (observacion al microscopio
de florescencia tras tincion con quinacrina o de la utilizacion de una
pHIuorina citoplasmica) no son muy precisos. Habria que realizar otros
experimentos. Es posible que el KCl ademas de afectar al compartimento
prevacuolar esté afectando a las propias vacuolas.

Respecto a la funcién del exdmero en citocinesis, habria que analizar la
localizacion de las miosinas, las septinas y el exocisto a los 15 minutos de
tratamiento con KCI, ya que los experimentos realizados hasta el momento
fueron tras un tiempo minimo de 4 horas en presencia de la sal, y en esas
condiciones también habia defectos en su distribucion en la estirpe control.
Establecer la existencia de un checkpoint de dafio en endomembranas
analizando si un mutante wee1A cfr1A es capaz de crecer en placas con
KCI.
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Conclusiones

Las principales conclusiones obtenidas de este trabajo fueron las siguientes:

La falta del exbmero de Schizosaccharomyces pombe provoca sensibilidad
a estrés idnico, pero no a estrés osmoético.

La sensibilidad a estrés i6nico provocada por la ausencia de exdbmero no se
debe a la falta o deslocalizacion de ninguno de los canales idnicos
analizados. Ningun canal i6nico analizado es un cargo del exomero.

La ausencia del exdmero provoca la aparicion de un septo engrosado tras
tratamientos largos con cloruro de potasio que no se produce en ausencia
del sensor de la UPR Irel, de la quinasa de la ruta de integridad Pmk1 o de
la proteina del complejo AP-1 Apm1.

El exdbmero y la calcineurina comparten funciones en la respuesta a cloruro
de potasio, pero por vias independientes.

La ausencia del exdbmero afecta al reticulo endoplasmatico: en cfr1A se
secreta menos Bipl, ademas al ser tratada esa cepa con cloruro de potasio
se altera la distribucion de proteinas solubles y transmembrana asociadas a
este organulo.

El exdbmero y la ruta de estrés en la que participa Styl muestran interaccion
genética y comparten funciones en la respuesta a cloruro de potasio.

La ausencia del exébmero provoca una activacion andémala de la ruta de
integridad celular, sin que el exébmero sea un componente de dicha ruta.

La proteina Rgfl, GEF de Rho1l, no recupera su localizacién en la superficie
celular cuando las células sin exdbmero son tratadas con KCI.

El cloruro de potasio afecta al sistema endosomal y al compartimento

prevacuolar.

10. La ausencia del exdbmero afecta a la reactivacion de la ruta TORC2 en

respuesta a cloruro de potasio.

11. La ausencia del exdmero provoca multiples defectos, sin que ninguno de

los procesos analizados sea la Unica causa de la sensibilidad a estrés.
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Materiales y Métodos

1. Microorganismos utilizados

Este trabajo se realizé empleando distintas cepas de Escherichia coli y
de Schizosaccharomyces pombe.

La bacteria E. coli se utilizd para los trabajos rutinarios de clonacion
molecular; la estirpe DH5a, cuyo genotipo se muestra en la tabla Sl del Anexo,
fue la hospedadora habitual de los plasmidos usados. Las cepas de esta
bacteria se conservan en viales con glicerol al 50% y a -80°C.

La levadura de fision S. pombe fue el modelo de estudio empleado en
este trabajo. Las caracteristicas genéticas, junto a la procedencia, de cada una
de las cepas con las cuales se realizaron los experimentos, aparecen
detalladas en la tabla Sl. Las cepas se guardaron en viales con glicerol al 30%
a una temperatura de -80°C, para una conservacion prolongada en el tiempo, o
a -20°C durante tiempos mas breves.

2. Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo se prepararon con agua destilada (Milli Rho)
y se esterilizaron en autoclave. Los medios solidos se prepararon afiadiendo un
2% de agar a los correspondientes medios liquidos, previamente a su

esterilizacion.

2.1 Medios de cultivo para E. coli

Para el crecimiento de E. coli se utilizé el medio denominado LB (Luria-
Bertani) cuya composicion consta de: triptona al 1%, extracto de levadura al
0,5% y cloruro sédico al 1%. El pH de este medio de cultivo oscila entre 7,2 y

7,4; el ajuste del pH se realiza antes de la esterilizacion en autoclave.

Para la seleccidon de clones bacterianos resistentes a antibidticos el

medio se suplementd con ampicilina (100 pg/ml) o con kanamicina (30 pg/ml).
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2.2 Medios de cultivo para S. pombe

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y el mantenimiento
de la levadura S. pombe estan descritos por Moreno y colaboradores (Moreno
et al., 1991).

El medio rico utilizado para el crecimiento de S. pombe fue YES (Yeast Extract
Supplemented), su composicion es: glucosa al 3%, extracto de levadura al
0,5%, adenina, histidina, leucina, lisina y uracilo (225 mg/l de cada uno de
ellos). Previamente a su esterilizacion en autoclave se ajusta el pH a 5,6; la
glucosa se afiade una vez esterilizado para evitar problemas de
caramelizacion.

En los experimentos llevados a cabo en condiciones de estrés los
distintos compuestos se afiadieron al medio tras la esterilizacion por autoclave,
excepto en el caso del cloruro potasico.

La seleccion de cepas resistentes a antibiodticos se realizé afiadiendo al
medio sulfato de geneticina (G-418, FORMEDIUM™) a una concentracién final
de 120 pg/ml o nourseotricina/ clonNAT (WERNER BioAgents) a una
concentracion de 50 pg/ml, a partir de soluciones stock esterilizadas por

filtracion.

El medio minimo empleado en este trabajo se denomina EMM (Edinburgh
Minimal Media), su composicion es la siguiente: glucosa al 2%, ftalato
monopotésico al 0,3%, fosfato de disodio al 0,22% y cloruro de amonio al 0,5%;
el denominado MM sin nitrdgeno (MM-N) no contiene cloruro de amonio. Tras
la esterilizacion en autoclave se afladen sales, minerales y vitaminas

esterilizados por filtracion.

Soluciéon concentrada de sales (50x): cloruro de magnesio hexahidratado 0,26

M, cloruro de calcio dihidratado 5,0 mM, cloruro de potasio 0,67 M y sulfato de
sodio decahidratado 14,1 mM.
Solucién concentrada de minerales (10.000x): acido bérico 80,9 mM, sulfato de

manganeso 23,7 mM, sulfato de zinc heptahidratado 13,9 mM, cloruro férrico
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hexahidratado 7,4 mM, &acido molibdico monohidratado 2,5 mM, ioduro de
potasio 6,0 mM, sulfato de cobre (Il) pentahidratado 1,6 mM y acido citrico 47,6
mM.

Solucién concentrada de vitaminas (1.000x): acido nicotinico 81,2 mM, inositol

55,5 mM, biotina 40,8 mM y pantotenato calcico 4,2 mM.

El medio minimo se suplement6 con adenina, histidina, leucina, lisina y/o
uracilo (225 mg/l) en aquellos casos en los que fue necesario suplementar para
el crecimiento de ciertas cepas; si el medio minimo tiene afiadidos los cinco
suplementos se denomina medio minimo completo.

En algunos experimentos fue necesaria la adicion de ciertos compuestos,

para la induccién de estrés, o de tiamina, para la represion del promotor nmt1*.

3. Condiciones y analisis de crecimiento

3.1 Condiciones de cultivo para el crecimiento de E. coli

Las células de esta bacteria se incubaron en tubos de vidrio con medio
liquido LB sometidos a agitacion orbital de 200 rpm y a temperatura igual a
28°C o0 a 37°C. Los cultivos en medio solido se realizaron en placas de LB
incubadas en estufas a las mismas temperaturas que en el caso de los cultivos

liquidos.

3.2 Condiciones de cultivo para el crecimiento vegetativo de S.

pombe

El momento 6ptimo para iniciar los experimentos es aquel en el que los
cultivos se encuentran en fase exponencial de crecimiento. Con el objetivo de
conseguir que el cultivo se encontrase en esta fase horas antes de la
realizacion del experimento se pre-inoculé cada una de las cepas necesarias;

pasado cierto tiempo (generalmente toda la noche) se estimd su crecimiento
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mediante la medida de la absorbancia a 600 nm y se realizé un in6culo en
medio fresco realizando la dilucion adecuada para que, teniendo en cuenta el
tiempo de generacion de cada cepa en las condiciones de cultivo (medio y
temperatura de incubacion), el in6culo se mantuviera creciendo en fase
exponencial hasta la realizacion del experimento.

La medida de la absorbancia a 600 nm antes mencionada se realiz6 en
un espectrofotometro SmartSpec™ Plus de BioRad. Con las curvas de
calibracion obtenidas previamente en el laboratorio se conoce que una
densidad éptica de 1 es equivalente a 107 células/ml de S. pombe.

Los cultivos liquidos se incubaron en matraces o en tubos de vidrio
sometidos a una agitacion de 200 rpm a temperaturas entre los 25°C y los
32°C, segun el experimento. Los cultivos soélidos se llevaron a cabo en placas
Petri incubadas a diferentes temperaturas.

3.3 Ensayos de crecimiento en gota

Este tipo de experimento permitié analizar y comparar el crecimiento de
distintas cepas, a diferentes temperaturas o en presencia de compuestos
quimicos inductores de estrés, con el objetivo de conocer su sensibilidad o las
interacciones génicas existentes.

La realizacion del experimento se inicié con cultivos en medio liquido pre-
inoculados vy, posteriormente, inoculados hasta obtener una densidad Optica
igual a 1. A continuacion, se realizaron diluciones seriadas 1:4 de cada cepa
para obtener seis concentraciones decrecientes de células; de cada una de
esas concentraciones se colocd, mediante un replicador, una gota en una placa
del medio solido requerido. En ocasiones se emplearon solo tres
concentraciones de células, partiendo de una densidad optica de 0,4 y
haciendo dos diluciones seriadas 1:4.

Las placas con las gotas se incubaron entre dos y cinco dias, segun la

temperatura.
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3.4 Condiciones especiales de crecimiento de S. pombe

Las condiciones de cultivo (tiempos, temperaturas) en presencia de
sales, agentes antifUngicos, agentes causantes de estrés, distintas
concentraciones de glucosa, etcétera... se indican en cada experimento junto a
la concentracion utilizada.

Generalmente todos los compuestos se afadieron una vez esterilizados
los medios liquidos o solidos; la excepcidn es el cloruro de potasio, del cual (en
el caso de los medios solidos) se peso la cantidad necesaria y se afiadio, junto
a los otros componentes solidos del medio, antes del paso por el autoclave.

Las placas suplementadas con compuestos inestables se prepararon

siempre un dia antes de la realizacién del experimento.

3.5 Condiciones de cultivo para la conjugacion de S. pombe

Para que se produzca la conjugacion de esta levadura son necesarias
condiciones limitantes de nutrientes, por este motivo la induccién de la
conjugacion se realiz6 en placas de MM completo (descrito anteriormente).
Segun la capacidad de crecimiento de las cepas parentales las placas se

incubaron a diferentes temperaturas para permitir su crecimiento y conjugacion.

4. Cruces genéticos y aislamiento de ascosporas

4.1 Conjugacion

Con el objetivo de conseguir cepas con caracteristicas de dos estirpes
parentales se llevaron a cabo cruces genéticos. La conjugacion entre las dos
cepas parentales se realizé en las condiciones descritas en el subapartado 3.5.

Si las estirpes parentales fueron heterotalicas se tomd la misma
cantidad de células de cada progenitor; si para el cruce genético se empleé una
cepa homotdlica se tomd una menor cantidad de dicha cepa, para disminuir la

probabilidad de conjugacion entre sus propias células.
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Los zigotos se originan 12-20 horas después de realizarse el cruce e
inmediatamente tiene lugar la meiosis y esporulacién, formandose ascas con
cuatro ascosporas haploides observables entre uno y dos dias después de la
incubacion.

El aislamiento de las ascosporas se realizO por dos procedimientos

diferentes:

4.2 Aislamiento de ascosporas al azar

Para la seleccion de ascosporas al azar se tomé una pequefia cantidad
del cruce en el momento en el que las ascas estuvieron maduras y se
“resuspendid” en 1 ml de agua en presencia de 5 ul del extracto enzimatico [3-
glucuronidasa (Roche). La mezcla se incub6 a temperatura ambiente (25-28°C)
en agitacion durante, aproximadamente, 16 horas para facilitar la liberacion de
las esporas. Se “plaquearon” las esporas, a partir de diluciones de la mezcla
original, en medio rico YES; una vez crecieron en medio rico se seleccionaron
aguellas colonias que presentaban el genotipo de interés mediante su
crecimiento en medios selectivos, andlisis por PCR u observacion al

microscopio.

4.3 Aislamiento de ascosporas mediante micromanipulacion:

analisis de tétradas

Este tipo de aislamiento se realizé para analizar los productos de la
segregacion meidtica. Para realizarlo se “resuspendié” una pequefia cantidad
del cruce esporulado en 200 ul de agua estéril y se extendieron 5 ul en un
extremo de una placa de medio YES. Las ascas se depositaron de manera
individual en zonas separadas de la placa empleando un micromanipulador
automatico (Singer MSM System Series 200). La placa con las ascas
separadas se incubo durante 16 horas a temperatura ambiente para facilitar la
posterior diseccion del asca. Posteriormente, se separaron las cuatro esporas

de cada asca utilizando el micromanipulador. La placa con las esporas
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separadas se incubd a la temperatura adecuada, segun las caracteristicas del
cruce, hasta que se observo el crecimiento de las colonias procedentes de las
esporas. Por ultimo, se procedid al estudio genotipico de cada una de ellas del

modo en el que se ha descrito en el subapartado 4.2.

5. Procedimientos generales de biologia molecular

5.1 Vectores utilizados

5.1.1 Vectores de E. coli

pBluescript KS* y SK* (Stratagene): son plasmidos autorreplicativos de 2,9
kb, llevan el gen de resistencia a ampicilina, el origen de replicacion ColE1 y un
fragmento del operon de lactosa de E. coli que codifica parte de la B-
galactosidasa. Ademas, disponen de un sitio de clonaciéon multiple con 21 sitios
anicos de restriccion; la diferencia entre el denominado como KS y el conocido
como SK se encuentra en la orientacion de este sitio de clonacion y de los
promotores de las ARN-polimerasas T3 y T7 que lo flanquean y que son
necesarios para la sintesis in vitro de ARN. Posee, también, el origen de
replicacion del fago f1.

pGEM-T (Promega): es un plasmido de 3 kb derivado del vector pGEM-5zf (+).
Su secuencia contiene el gen de resistencia a ampicilina, el origen de
replicacion ColE1 y un fragmento del operén lac de E. coli. Tiene 13 sitios
anicos de reconocimiento por endonucleasas de restriccidon flanqueados por los
promotores de las polimerasas T3 y SP6. Ademas, cuenta con un fragmento
del origen de replicacion f1. Es un vector lineal que posee una timina en cada
extremo y se emplea para clonar fragmentos de ADN amplificados mediante
PCR.
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5.1.2 Vectores de S. pombe

Los plasmidos usados para esta levadura poseen caracteristicas
comunes, como son: la presencia de un origen de replicacién y de marcadores
de seleccién para bacterias y para levaduras.

No existen plasmidos centroméricos (monocopia) para S. pombe debido
a que su centrbmero es demasiado grande como para ser incluido en un

plasmido.

pAL-KS*: este vector tiene 6,3 kb y fue obtenido por el Dr. Ishiguro en la
Universidad Konan de Japén a partir del plasmido pBluescript KS. Consta de
una secuencia de replicacion autbnoma arsl1*, un fragmento de ADN con sitios
de reconocimiento para 11 enzimas de restriccion en la region del operon
lactosa y el gen LEU2 de Saccharomyces cerevisiae, capaz de complementar
la mutacién leul-32 de S. pombe.

pAU- KS*: este vector tiene un tamafio de 5,6 kb. Sus caracteristicas son
similares a las del anterior, salvo que el marcador de seleccion es el gen URA3
de S. cerevisiae, capaz de complementar la mutacion ura4-A18 de S. pombe.
PREPs: este conjunto de vectores fue obtenido a partir del plasmido de E. coli
pUC119. Confieren la resistencia al antibiético ampicilina y son autbnomos en
la bacteria. El marcador de seleccion es el gen LEU2 y presentan el promotor
nmtl*, reprimible por tiamina. Existen tres versiones: pREP3X, 41X y 81X, de
todas ellas en este trabajo se ha empleado la versién 3X, la mas fuerte. El sitio
de clonacién multiple se encuentra a continuacion del promotor.

pJK148 (McLeod et al., 1987, Keeney and Boeke, 1994): es un vector
integrativo, puesto que carece de la secuencia arsl*, de 5,3 kb. Posee un sitio
de clonacién multiple con sitios de reconocimiento para 19 enzimas de
restriccion, el gen de resistencia a ampicilina, un fragmento del operén lactosa
y el origen de replicacion ColE1 de E. coli. Para su integracién en el genoma
es necesario convertirlo en lineal digiriendo en el gen leul*, la reconstitucion
del gen se produce mediante recombinacion al introducirlo en una cepa leul-
32.
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5.2 Obtencion del ADN

La extraccion del ADN plasmidico de E. coli se efectu6 por el método de
lisis alcalina (Zhou et al., 1990), rompiendo las células con una mezcla de
NaOH y de SDS. Si fue necesario un ADN de pureza superior o0 en mayor
cantidad se utilizaron las columnas QIlAprep® Spin Miniprep kit (QIAGEN). Este
kit permite la union del ADN a una membrana de silica, en presencia de una
elevada concentracion de sales, y su elucion con baja concentracion de sales,
de una manera sencilla, rapida y sin necesidad de emplear solventes
organicos.

La extraccion del ADN total de S. pombe se realizé segun los protocolos
descritos por Moreno y colaboradores (Moreno et al., 1991) y en el manual de

laboratorio de Sambrook y colaboradores (Sambrook, 2001).

5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los termocicladores empleados fueron: MyCycler™ (BioRad) y Multigene
Mini™ (Labnet International).

La mezcla de reaccion fue la siguiente: tampoén de reaccidén suministrado
con la enzima por la casa comercial; 3 mM de cloruro de magnesio; los cuatro
desoxinucleétidos trifosfato precursores a una concentracion de 0,2 mM de
cada uno; los oligonucle6tidos necesarios para ser usados como cebadores a
una concentracion final de 100 uM; 0,25 unidades de la enzima BioTaq
polimerasa (BIOLINE) y el ADN molde (extraido segun los protocolos del
subapartado 5.2) o una cantidad muy pequefa de células (PCR de colonia). En
ocasiones, para obtener ADN con un menor porcentaje de errores, se empled
la enzima VELOCITY DNA Polymerase (BIOLINE), usando las condiciones
recomendadas por la casa comercial.

Durante la reaccion tiene lugar un primer paso de desnaturalizacion del
ADN molde a 94°C, un segundo paso de anillamiento de los cebadores a la
temperatura 6ptima variable segln su secuencia y, por ultimo, la extensiéon de

las hebras, utilizandose 1 minuto de incubacion a 72°C por cada kb de ADN a
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amplificar. Cada uno de estos pasos se repite de manera ciclica a lo largo del
proceso entre 24 y 32 veces, dependiendo del experimento.

Los productos de la PCR fueron purificados, si fue necesario, utilizando
el sistema NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up (MACHEREY-NAGEL).

5.4 Manipulacion de ADN

La manipulacion del ADN se realizé siguiendo los protocolos recogidos
en los manuales (Ausubel et al., 1995; Sambrook, 2001) y las indicaciones de
las casas comerciales suministradoras de enzimas y materiales. La digestion
con enzimas de restriccion se realizo en los tiempos y temperaturas indicadas
por el manual de la casa suministradora.

La ligacién de fragmentos de ADN se realiz6 empleando la enzima ADN
ligasa del fago T4 (Fermentas) e incubando durante dieciséis horas a 16°C.
Cuando fue necesario, el fosfato del extremo 5’ del vector se elimind mediante
tratamiento con 1 unidad de fosfatasa alcalina (Roche) durante 5-8’ a 37°C.

El analisis de los fragmentos de ADN procedentes del tratamiento con
enzimas de restriccion o de la amplificacion mediante PCR se llevé a cabo a
través de electroforesis horizontal en geles de agarosa (Hispanlab), de
porcentaje acorde al tamafio a analizar, con bromuro de etidio a una
concentracion de 0,5 ug/ml para permitir la visualizacion del ADN bajo una
fuente de luz ultravioleta. La electroforesis se realiz6 en presencia de tampén
1x TAE (Tris 40 mM, EDTA 1 mM, pH ajustado a 8 con acético). Si fue
necesaria la purificacion de fragmentos de ADN tras su separacion en gel de
agarosa esta se realizé con el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up
(MACHEREY-NAGEL).

5.5 Secuenciacion de ADN

El ADN purificado fue secuenciado en dos emplazamientos diferentes: el
servicio de secuenciacion de la Universidad de Salamanca, que cuenta con un

secuenciador automatico Abi Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied
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Biosystems), o el servicio de secuenciacion del 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 didesoxinucleoétidos
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 nucleétido, con el programa Chromas.

5.6 Transformacion

5.6.1 Transformacion de E. coli

La transformacion de la bacteria con pldsmidos o con productos de
ligacion se realiz6 por choque térmico siguiendo el protocolo disefiado por
Kushner (Kushner, 1978). En ocasiones se empleé un método mas
simplificado, de tan solo un minuto de duracion, disefiado por Golub (Golub,
1988).

Otro modo de transformacion empleado fue la electroporacion, aplicacion
de un campo eléctrico para permeabilizar la membrana plasmatica de la

bacteria y permitir la entrada del ADN transformante.

5.6.2 Transformacién de S. pombe

La entrada del ADN en las células de la levadura se facilitd produciendo
agujeros con acetato de litio siguiendo el método descrito en (Ito et al., 1983) y
modificado por Bahler (Bahler et al., 1998). Otro método empleado fue el del
LiSorb, protocolo  procedente del Ilaboratorio del Dr. Nurse
(www.biotwiki.org/bin/view/Pombe/NurseLabManual).

Las placas con los transformantes se incubaron entre 25°C y 32°C para

permitir el crecimiento de las colonias.
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5.7 Construcciones realizadas

5.7.1 gas2* fusionado al promotor y al terminador nda2*

La amplificacion de las secuencias no codificantes en 5’ (promotor) y en
3’ (terminador) del gen de la a-tubulina nda2*, asi como de la ORF de gas2*, se
realizd por PCR utlizando la enzima Velocity. Cada fragmento estaba
flanqueado por secuencias correspondientes a sitios de reconocimiento Unicos
para enzimas de restriccion, de modo que se pudieran clonar originando la
construccion Pnda2+*:.gas2*:Tnda2*. Tras la amplificacién, los fragmentos de
ADN se purificaron y se digirieron con las enzimas correspondientes. El
promotor se digirié con las enzimas Apal y EcoRlI, la ORF de gas* con las
enzimas EcoRI y Notl y el terminador con las enzimas Notl y Sacl. Una vez
digeridos, todos los fragmentos se ligaron entre si y al vector pJK148 (digerido
previamente con las enzimas Apal y Sacl). Con esta construccion se
transformé la cepa DH5a de E. coli.

Para fusionar la construccion anterior con la proteina GFP se cloné el
fragmento de ADN que codifica la proteina fluorescente, con el sitio de
restriccion para Notl, la GFP se fusion6 en el sitio para esa enzima que se
introdujo antes del coddon de parada del gen gas2* al hacer la construccién
Pnda2*:gas2*:Tnda2*. De este modo, la GFP queda tras la ORF de gas2*. El
ADN plasmidico obtenido en E. coli tras la ligacion se linealiz6 con la enzima
Tth111l para dirigir su integracion en el locus leul* de S. pombe, donde se

introdujo mediante transformacion.
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6. Andlisis de proteinas

Las técnicas generales para el analisis de proteinas se encuentran
descritas por Harlow (Harlow, 1998). A continuacion, se indican las variaciones
introducidas en estos protocolos.

6.1 Obtencidn de extractos celulares

Los extractos celulares se obtuvieron de cultivos en fase logaritmica de
crecimiento. Las células procedentes de estos cultivos se recogieron por
centrifugacion y se lavaron con 1 ml de agua fria. A continuacioén, se afiadieron
5 ul de tampdn de extraccion por densidad 6ptica (Tris-HCI 50mM pH 8, NacCl
150 mM, Triton x-100 1%) con inhibidores de proteasas (aprotinina 1 pg/ml,
leupeptina/ pepstatina 1 uyg/ml y PMSF 1 mM). Las células se lisaron con
bolitas de vidrio (Braun Biotech International) en una Fast Prep FP120 (Bio 101
Savant) aplicando tres pulsos de quince segundos cada uno a una velocidad de
5 m/s. Entre cada uno de los pulsos las células se incubaron durante cinco
minutos en hielo. La eliminacion de las bolitas de vidrio, las paredes y los
restos celulares se consiguid mediante una centrifugacion de un minuto a 3.000
rpm, para evitar la degradacion de las proteinas esta centrifugacion se realiz6 a
4°C.

La valoracién de la concentracién de proteina total en cada muestra se
llevé a cabo mediante el método colorimétrico Bradford (Bradford, 1976) en un
espectrofotometro SmartSpec ™Plus (BioRad) y usando BSA como patron para
realizar la recta de calibracion. A partir de los valores obtenidos en la medicion
se iguald la cantidad de proteina de todas las muestras.

Las muestras ya igualadas se diluyeron a la mitad afiadiendo el tampdn
de carga 2x SB (Tris-HCI 100 mM pH 6,8, SDS 2%, p-mercaptoetanol 0,286 M,
glicerol 20% y azul de bromofenol); realizado este paso las muestras se
hirvieron durante cinco minutos para favorecer la desnaturalizacion de las

proteinas.
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6.1.1 Obtencidn de extractos celulares para el andlisis de proteinas

de membrana

Este procedimiento se realiz6 de manera similar al descrito en el
apartado anterior, las diferencias entre ambos se describen a continuacion:

Las células se lavaron con 1 ml de tampon STOP (EDTA 10 mM, NacCl
154 mM, NaF 10 mM y NaNs 10 mM) y posteriormente con 1 ml de tampon
Tris-HCI 50 mM pH 7,5/ EDTA 5 mM. El tampén de extraccion empleado
contuvo Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 5 mM y sacarosa al 10%.

La eliminaciébn de paredes y restos celulares se realiz6 a 1.600 xg
durante cinco minutos.

Una vez obtenidos los extractos e igualadas las muestras, 160 pl de
estas se mezclaron con 40 ul de urea 8 M y se incubaron durante toda la noche
en rotacion y a 4°C. A la mafiana siguiente se diluyeron a la mitad con 2x SB y

se calentaron a 65°C durante cinco minutos.

6.2 Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

Las muestras, con los extractos totales obtenidos segun los protocolos
descritos anteriormente y ya desnaturalizadas, se cargaron en geles de
poliacrilamida: bisacrilamida (29:1, BioRad) de porcentaje variable en funcion
del tamafio de la proteina a analizar. La separacion de las proteinas en los
geles, en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), se consiguiéo mediante la
aplicacion de 150 V durante, aproximadamente, una hora; para la separaciéon
se utilizd tampon de carrera 1x Laemmli (Tris 25 mM, Glicina 200 mM y SDS
0,1%, pH 8,3).

La transferencia de proteinas a membranas de PVDF (Inmobilon™-P,
Millipore) se realiz6 mediante la aplicacion de 100 V durante aproximadamente
una hora y media en un sistema Mini Trans Blot (BioRad) con tampdn de

transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, metanol o etanol al 10%, pH 8,3).
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6.3 Inmunodeteccion de proteinas

Las membranas procedentes de la electrotransferencia se bloquearon,
con leche en polvo (Sveltesse-Nestlé) al 5% 6 al 3% o con seroalbumina
bobina (Sigma) al 3% disueltas en TBST (Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 136
mM y Tween-20 al 0,25%), durante una hora a temperatura ambiente y en
rotacion.

Después del blogueo, las membranas se incubaron con los anticuerpos
primarios necesarios (casas suministradoras y diluciones indicadas en el
subapartado 6.5), diluidos en la soluciébn anteriormente empleada en el
bloqueo, durante toda la noche a 4°C y en rotacion.

Tras la incubacién con el anticuerpo primario se procedié a realizar dos
lavados de diez minutos con TBST y a incubar la membrana en presencia del
anticuerpo secundario adecuado (dilucién y casa comercial indicadas en el
subapartado 6.5) durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, la
membrana se volvié a lavar dos veces con TBST antes de iniciar su revelado.

El revelado de las membranas se realiz6 mediante quimioluminiscencia,
detectando la actividad peroxidésica unida al anticuerpo secundario con el
empleo del kit WesternBright™ ECL (Advansta), en peliculas fotosensibles
Medical X-Ray Film Blue, AGFA.

6.4 Ensayo deinmunoblot de colonias (Dot Blot)

Este ensayo permite la deteccion de proteinas secretadas al medio
extracelular, siendo un ejemplo tipico la deteccion de la Cpyl secretada debido
a defectos en su transporte (lwaki et al., 2006; Codlin and Mole, 2009).

Los cultivos necesarios, en fase exponencial de crecimiento (DO=1), se
centrifugaron para concentrar sus células y, posteriormente, se procedié a
depositar 6 yl de esas células sobre una membrana de nitrocelulosa colocada
en la placa del medio correspondiente (YES o YES con 0,6 M de KCI). La placa

se incub6 durante 30 horas para permitir el crecimiento de las células y la
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acumulacion de las proteinas secretadas en la nitrocelulosa. Antes de realizar
la incubacién con los anticuerpos fue necesario lavar la membrana con TBST
para eliminar las células. El bloqueo y la incubacién con los anticuerpos
primario y secundario se realizO en BSA al 1% disuelta en TBST. La
inmunodeteccion se realizé de igual modo que en el subapartado 6.3.

6.5 Anticuerpos utilizados

e Anticuerpo primario monoclonal frente al epitopo HA de Roche (12CAb),
dilucion 1:4.000.

e Anticuerpo primario monoclonal frente a la GFP de BD Living Colors (JL-8),
dilucion 1:3.000.

e Anticuerpo primario frente a la actina de Millipore (Clone C4), dilucién
1:10.000.

e Anticuerpo primario frente a la tubulina de Sigma (B-5-1-2), dilucién
1:10.000.

e Anticuerpo secundario anti-lgG (H+L) de raton conjugado con peroxidasa,
de BioRad, dilucién 1:10.000.

e Anti-p38 de Cell Signalling Technology, dilucién 1:2.500. Para detectar la
activacion de Sty1.

e Anticuerpo policlonal anti-p44/42 MAP kinase Thr202/Tyr 204 de Cell
Signalling Technology, dilucion 1:2.500. Para detectar la activacion de
Spml/Pmka1.

e Anti-pGad8, dilucién 1:2.000 (cedido por K. Shiozaki).

e Anti-Gad8, dilucién 1:2.000 (cedido por K. Shiozaki).

e Anticuerpo secundario anti-lgG (H+L) de conejo, conjugado con peroxidasa,
dilucion 1:10.000.
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7. Analisis de la activacion de Styl y de Pmk1

Mediante el siguiente protocolo se analizo el nivel de fosforilacion de las
quinasas Styl y de Pmk1.

Las células se incubaron en medio rico YES durante toda la noche a
28°C, al dia siguiente se inocularon de nuevo en YES para obtener un cultivo
en crecimiento logaritmico; alcanzada la fase de crecimiento logaritmico se
realizo el tratamiento con los distintos agentes quimicos, a las concentraciones
y temperaturas indicadas en cada experimento.

Las células se recogieron mediante filtracion de 30 ml de cultivo y
posterior lavado de los filtros con 1 ml de PBS frio (en un tubo de 1,5 ml
durante unos segundos de centrifugacién a 4°C). Los precipitados obtenidos se
congelaron con hielo seco y, una vez finalizada la recogida de todas las
muestras, se descongelaron en hielo.

Las células se lisaron anadiendo 5 pl de tampdn de extraccion (Tris-HCI
50 mM pH 8, NaCl 150 mM, IGEPAL 0,1% y glicerol 10%, aprotinina 1 pg/ml,
leupeptina/pepstatina 1 pg/ml y PMSF 1 mM) por densidad Optica junto con
bolitas de vidrio y aplicando dos pulsos de dieciséis segundos cada uno a una
velocidad de 5,5 m/s en Fast Prep. La eliminacién de paredes, restos celulares
y bolitas de vidrio se realiz6 mediante una centrifugacion de dos minutos y
medio a 13.200 rpm en frio. La valoracion de la cantidad de proteina se realizo
como se ha descrito en el subapartado 6.1.

Una cantidad igual a 1 mg de proteina en 200 ul de tampdn de extraccion
se incubd durante dos horas en presencia de 60 pl de bolitas de niquel (Ni-NTA
His-Bind Resin®, Novagen®, Millipore), en rotacion y en frio. Las
construcciones cuentan con seis histidinas unidas a Styl o a Pmkl; las
histidinas se unen a las bolitas de niquel permitiendo asi la purificacion de las
quinasas. Pasadas las dos horas, las bolitas se lavaron tres veces con Tris-HCI
1 M pH 8 y se afadieron 60 pl de 2x SB. Las muestras se hirvieron durante
cinco minutos para favorecer su desnaturalizacién y la disociacion de las

proteinas de las bolitas.
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Se cargaron 30 ul de cada muestra en dos geles al 10% de acrilamida, de
modo que uno de los geles fue empleado para detectar la cantidad de quinasa
fosforilada y el otro para detectar la cantidad total. Todo el procedimiento de
electroforesis, electrotransferencia e inmunodeteccion se realiz6 segun lo
descrito en subapartados anteriores. La deteccion de la cantidad fosforilada se
realizd bloqueando e incubando los anticuerpos en BSA al 3%, se evitd el uso
de leche porque contiene fosfatasas que dificultan la visualizacion de la

fosforilacion.

Los anticuerpos utilizados fueron:
e Anti-p38 para detectar la activacion de Styl.
e Anti-p44/42 MAP kinase Thr202/Tyr 204 para detectar la activacién de
Spml/PmkKa1.
¢ Anti-HA, para detectar la cantidad total de Styl o de PmkL1.
e Anticuerpo secundario de ratén conjugado con peroxidasa, para detectar
la HA.

e Anticuerpo de conejo, para detectar la activacion.

8. Andlisis de la actividad TORC2

Se determind la actividad TORC2 mediante la visualizacion de la cantidad
de la quinasa Gad8 fosforilada.

Las ceélulas se incubaron durante toda la noche a 28°C y al dia siguiente
se mantuvieron en crecimiento logaritmico hasta iniciar el experimento. Las
condiciones a las que se realiz6 cada experimento se recogen en la seccion de
Resultados de esta memoria.

Las células se recogieron mediante centrifugacion y se lavaron con TCA
al 20%. Se centrifugaron y los precipitados se resuspendieron en 20 pl de TCA
al 20% y se congelaron a -20°C.

Los extractos celulares se obtuvieron lisando las células con bolitas de
vidrio en Fast Prep, para lo que se aplicaron tres pulsos de quince segundos
cada uno a una velocidad de 5,5 m/s. Los extractos asi obtenidos se mezclaron

con 400 pl de TCA al 5% y se centrifugaron durante diez minutos a 3.000 rpm,
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en frio. El pH &acido del TCA provoca la precipitacién de las proteinas, por este
motivo se elimind el sobrenadante y se realizé la disolucién del precipitado en
un tampon con SDS 2% y Tris base 200 mM, esa disolucion se hirvié durante
cinco minutos. Los restos no solubles se eliminaron por centrifugacién de las
muestras a 13.000 rpm durante dos minutos. La valoracion de la cantidad de
proteina presente en los sobrenadantes se realiz0 mediante el método de
Bradford.

Los extractos se igualaron a la misma concentracién de proteinas y se
diluyeron a la mitad con 2x SB. La electroforesis se realizé en dos geles de
acrilamida al 10%, cargando 10 ug de proteina en cada uno, segun lo descrito
en el subapartado 6.2. La electrotransferencia e inmunodeteccion se hizo como
en subapartados anteriores. Los anticuerpos utilizados, disueltos en leche al

3%, se detallan a continuacion.
Anticuerpos utilizados: anti-pGad8, dilucion 1:2.000; anti-Gad8, dilucién
1:2.000 y anti-conejo, dilucion 1:10.000. Los anticuerpos anti-Gad8 han sido

cedidos por el laboratorio del Dr. Shiozaki.

9. Técnicas microscépicas

9.1 Microscopiade campo claro y de contraste de fases

La observacion de células en campo claro o en contraste de fases se
realiz6 tomando muestras de cultivos liquidos o de placa, el microscopio
utilizado fue un Leica DM RXS.

9.2 Microscopia de fluorescencia

La observacibn de muestras fluorescentes se realizd gracias a la
utilizacién de filtros adecuados que permiten el paso de la luz ultravioleta de

una determinada luz de onda.
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9.2.1 Fluorescencia directa con proteinas de fusién

Las proteinas de interés se fusionaron con distintas proteinas
fluorescentes que permiten su visualizacion microscopica sin necesidad de
utilizar inmunofluorescencia.

El marcador mas utilizado en este trabajo fue la proteina verde
fluorescente (GFP). La GFP es un polipéptido de 238 amino&cidos procedente
de la medusa Aquorea victoria que posee la capacidad de emitir luz verde al
ser excitada con luz de longitud de onda de 488 nm. Esta proteina se puede
expresar de forma heter6loga en células procariotas y eucariotas y permite la
deteccion de la expresion y la localizacion subcelular de proteinas in vivo. Para
usar este sistema es necesario fusionar la secuencia de ADN de interés en
fase con la secuencia que codifica esta proteina. La variante utilizada en este
trabajo se denomina EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), una version
mas brillante que la original que se excita a 488 nm y que emite luz de 507 nm.

También se emplearon variantes de la GFP, con otros espectros de
emisién, como son: CFP (cian) e YFP (amarillo). CFP se excita a 433 nm y
emite a 475 nm, mientras que YFP se excita con una longitud de onda de 513

nmy emite a 527 nm.

9.2.2 Tincidon con Hoechst 33258

Este colorante tifie de manera especifica los ndcleos celulares al unirse a
las zonas del ADN de doble cadena que presentan un alto contenido en A-T.
Ademas, tifie de modo inespecifico la pared y el septo celular, porque, a pesar
de ser un colorante muy soluble, las células de la levadura de fisibn no son muy
permeables a su entrada y algunas moléculas del colorante quedan atrapadas.
Emite luz de longitud de onda de 461 nm (azul) al ser excitada con longitud de
onda de 352 nm.

La tincion con este colorante se realizé con 1 ml de cultivo lavado en
agua y “resuspendido” en 20 pl de Hoechst 33258 a 50 pg/ml. Tras cinco
minutos de contacto con el colorante las células se lavaron con agua y se

procedié a su visualizacion en un microscopio Leica DM RXS.
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9.3 Microscopia electrénica

La microscopia electronica se realizO con células fijadas en
glutaraldehido (TAAB), tefiidas con permanganato potasico al 2% (Panreac),
deshidratadas con concentraciones crecientes de etanol y embebidas en
resinas Spurr (TAAB). El tratamiento posterior de las muestras y su
visualizacion fue realizado por el servicio Nucleus de la Universidad de

Salamanca.

9.4 Microscopios y equipos utilizados

Leica DM RXS: se trata de un microscopio de epifluorescencia con una camara
digital Leica Qsensys y un programa informatico denominado Qfish.

Personal DeltaVision (Applied Precision): es un equipo dotado con un
microscopio invertido Olympus IX-70, una camara CooISNAP HQ2
(Photometrics) y un software denominado SoftWorx ResolveD. Permite la
realizacion de planos celulares.

Tecnai Spirit Twin 120 kV: es un microscopio electrénico de transmision

perteneciente al servicio Nucleus de la Universidad de Salamanca.

10. Analisis bioinformatico de los datos

Las secuencias de ADN y de proteinas, el alineamiento de estas
secuencias y los mapas de restriccion se visualizaron con los programas:
Chromas, DNAstar, ClustalW, BLAST y ExPaSY.

El tratamiento de las imagenes se hizo con ImageJ y Photoshop. La
cuantificacion de las bandas se realizo con ImageJ. Para la deconvolucion,
técnica que mediante el uso de algoritmos permite la mejora de la resolucion de

las imagenes, se uso el software SoftWorx.

155



Materiales y Métodos

11. Bases de datos utilizadas

La informacion sobre genes y proteinas de S. pombe se obtuvo de la

base de datos http:// www.pombe.org.

La bibliografia se consiguio de la base de datos PubMed.
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Principales cepas empleadas en este trabajo: (Tabla Sl)

Anexo

Numero | Genotipo Procedencia
HVP
E. coli
DH5a SupE44, lacU169 (80lacZM15), hsdR17, RecAl, Stratagene
endAl, gyrA96, thi-1, relAl
S.
pombe
4 pmpl::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h* P.Pérez
30 leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h- Coleccion
laboratorio
54 leul-32 ura4-A18 ade6 h Coleccion
laboratorio
241 cfrl::his3* leul-32 ura4-A18 ade6 h* Coleccion
laboratorio
264 cfrl::his3* leul-32 ura4-A18 ade6 h- Coleccion
laboratorio
1443 pmk1::LEUZ2 leul-32 ura4A18 hr P. Pérez
1732 styl:HA:6His::ura4 *leul-32 ade6 h* M. Gacto
1733 pmk1:HA:6His::ura4 *leul-32 ade6 h* M. Gacto
1734 pmkl::urad “pmk1-GFP:leul* h- M. Gacto
2177 styl::ura4 *leul-32 ade6 h* Coleccion
laboratorio
2288 wis1DD leul-32 h- P. Pérez
2759 surdmcherry:NAT sec24-GFP:ura4 *cfrl::his3* h? Coleccion
laboratorio
2761 sur4-mcherry:NAT sec24-GFP:ura4 “h? Coleccion
laboratorio
2840 styl::NAT h? Coleccion
laboratorio
3119 tts1-GFP:ura4 *leul-32 ade6 h* S. Oliferenko
3164 irel::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 P. Pérez
h90
3165 gptl::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h* P. Pérez
3229 gas2-GFP::KAN leul-32 h- C. Vazquez
3236 gas2.GFP:KAN cfrl::his3* h? Coleccion
laboratorio
3286 irel::KAN leul-32 ura4-A18 h- Coleccién
laboratorio
3320 cfrl::his3* gptl::KAN h? Este trabajo
3322 irel::KAN cfrl::his3* h? Coleccion
laboratorio
3406 irel::NAT h* Coleccion
laboratorio
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3443 irel::NAT cfrl::his3* leul-32 ura4-A18 h- Coleccion
laboratorio
3453 pmk1::LEU2 cfrl::his3* h? Coleccion
laboratorio
3490 apm1l::ura leul-32 his3-A1 h- Coleccion
laboratorio
3505 his3-A1 ura4-A18 ade6 Coleccion
/bip1-GFPapeL:leul” h- laboratorio
3506 cfrl::his3* ura4-A18 ade6b Coleccion
/bip1-GFPapeL:leul” h- laboratorio
3515 spm1::NAT leul-32 ura4-A18 ade6 h- J. Cansado
3522 gas2::KAN leul-32 h- C. Vazquez
3544 his3-A1 ura4-A18 ade6 Coleccion
/bipl-HAapeL:leul* h- laboratorio
3545 cfrl::his3*ura4-A18 ade6 Coleccion
/bipl-HAapeL:leul* h- laboratorio
3573 cfrl::his3* gas2::KAN h? Este trabajo
3619 mtl2::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h Y. Sanchez
3620 wscl::KAN leul-32 his3-A1 ura4-A18 ade6 h Y. Sanchez
3621 mtl2-GFP:ura4* h- Y. Sanchez
3642 wscl-GFP:ura4* h? Y. Sanchez
3699 apml::urad+ cfrl::his3* h- Coleccion
laboratorio
3797 cfrl::his3* pmk1:HA:6His:ura4* h? Este trabajo
3817 cfrl::his3* tts1-GFP:leul* h? Este trabajo
3818 wscl::KAN cfrl::his3* h? Este trabajo
3819 mtl2::KAN cfrl::his3* h? Este trabajo
3835 his3-A1 ura4-A18 ade6 Este trabajo
[Pnda2t-Gas2-GFPa:Thda2*:leul* h-
3836 irel::KAN ura4-A18 ade6b Este trabajo
[Pnda2t:Gas2-GFP:1nga2*:leult h%0
3837 cfrl::his3* ura4-A18 adeb Este trabajo
[Pnda2*:Gas2-GFP:Thda2*:leul* h-
3928 gga2l;;KAN leul-32 ura4-A18 h* P. Pérez
3929 gga22::KAN leul-32 ura4-A18 adeb h* P. Pérez
3958 tupll::urad* tupl2::ura4+ cta3::urad* h? S. Whitehall
3994 gga21::KAN gga22::KAN h’ Coleccion
laboratorio
4069 cchl::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h- P. Pérez
4070 ura4:pKK2+pCDRE-GFP: ura4* his3* h”* Pilar Pérez
4074 gga2l::KAN gga22::KAN cfrl::his3* Coleccién
laboratorio
4076 gga22::KAN cfrl::his3 h - Coleccion
laboratorio
4080 gga21::KAN cfrl::his3+h’ Coleccién
laboratorio
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4081 his3-A1 ura4-A18 ade6 P. Pérez Este

/pPREP3Xppbl* h- trabajo
4082 his3-A1 ura4-A18 ade6 P. Pérez Este

| pPREP 3Xppb1ACT h trabajo
4083 cfrl::his3* ura4-A18 adeb P. Pérez Este

pREP 3Xppbl* h- trabajo
4084 cfrl::his3* ura4-A18 adeb P. Pérez Este

| pPREP 3Xppb1ACT h trabajo
4100 cfrl::his3 ura4:pKK2+pCDRE-GFP: ura4* h? Este trabajo
4174 yam8::ura4* leul-32 ade6 h* Y. Sanchez
4175 styl::ura4+ cfrl::his3* h? Este trabajo
4176 yam8::ura4* cfrl::his3* h? Este trabajo
4178 cchl::KAN cfrl::his3* h? Este trabajo
4224 ppb1::NAT leul-32 ura4-A18 ade6 P. Pérez

h-
4225 cnbl::NAT leul-32 ura4-A18 h* P. Pérez
4272 cfrl::his3* stylHA:6His:ura4* h? Este trabajo
4438 leul*:nmtl*:cta3-YFP cfrl::his3* h? Este trabajo
4484 cnb1::NAT cfrl::his3* h? Este trabajo
4485 ppbl::NAT cfrl::his3* h? Este trabajo
4498 mtl2::KAN pmk1-HA:6His:ura4* h? Este trabajo
4578 cfrl::his3* mtl2::KAN pmk1-HA:6His:ura4* h? Este trabajo
4600 cfrl::his mtl2-GFP:ura h? Este trabajo
4601 cfrl::his3* wscl-GFP:ura4* h? Este trabajo
4698 trk2::urad+ h* Este trabajo
4728 CFP-atg8:leul* h- Y. Sanchez
4729 rgfl::his3* rgf1-GFP:leul* h- Y. Sanchez
4732 tor2-51:ura4* h* S. Moreno
4733 tor2-51:ura4* h- S. Moreno
4734 torl::KAN h- S. Moreno
4754 rgfl::his3* bch1l::NAT rgfl-GFP:leul* h? Este trabajo
4755 CFP-atg8:leul* cfrl::his3* h? Este trabajo
4757 ryh1l::KAN leul-32 h- K. Shiozaki
4758 FLAG-ryh1Q70L leul-32 h- K. Shiozaki
4763 torl::KAN bch1::NAT h? Este trabajo
4764 tor2-51:ura4* bch1::NAT h? Este trabajo
4786 FLAG-Ryh1Q70L bchl::NAT h? Este trabajo
4796 ryh1l::KAN bch1::NAT h? Este trabajo
4797 ppk32::KAN leul-32 ura4-A18 adeb P.Pérez

h+
4798 ppk32::KAN cfrl::his3* h? Este trabajo
4799 apml::urad* pmk1l-HA:6His:ura4* h? Este trabajo
4801 sea4::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h* P. Pérez
4802 sead::KAN cfrl::his3* h? Este trabajo
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4803 sea2::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h* P. Pérez
4804 sea2::KAN cfrl::his3* h? Este trabajo
4813 ryhl::KAN GFP-ryhl:leul* h? Este trabajo
4828 npr2::KAN leul-32 ura4-A18 ade6 h* Pilar Pérez
4829 npr2::KAN cfrl::his3* h? Este trabajo
4830 sea3::KAN * leul-32 ura4-A18 adeb P. Pérez

h+
4831 sea3::KAN cfrl::his3* h? Este trabajo
4846 trk2::ura cfrl::his3* h* Este trabajo
4855 tupll::urad* tupl2::urad4+ cta3::ura4* bch1l::NAT h? Este trabajo
4893 cfrl::his3* ryh1l::KAN GFP-ryhl:leul* h? Este trabajo
4894 cta3-YFP:leul* h? Este trabajo
4896 pmpl::KAN cfrl.:his3* h? Este trabajo
4947 pmk1::ura4* bch1l::NAT Pmk1-GFP:leul* h? Este trabajo
4956 ura4-A18 ade6 his3* Y. Sanchez Este

/[pPREP3XrholG15V h? trabajo
4957 cfrl::his3* JpREP3Xrhol1G15V h? Este trabajo
4958 wis1DD:ura4* bchl::KAN h? Este trabajo
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Para descubrir genes que presentan interaccion con los genes del exdmero
(cfrl* y bchl*) se realizé un tipo de rastreo genético denominado SGA que se

describe a continuacion.
El rastreo genético de tipo SGA

SGA son las iniciales de Synthetic Genetic Array. Este tipo de rastreo
permite conocer redes de interacciones génicas. Para realizar el rastreo se parte
de una coleccion de mutantes, en este caso se partid de la coleccion de los
mutantes viables de Schizosaccharomyces pombe de Bioneer en la que se habia
realizado el reemplazamiento de cada gen por el gen de resistencia a
kanamicina. La coleccion de mutantes se cruza con la cepa problema, que
presenta un gen delecionado y reemplazado por el de resistencia a

nourseotricina.
Procedimiento

La cepa problema se inoculé en diez placas de medio SPA (fosfato de
potasio 7,3 mM, glucosa 55,5 mM y agar) con la ayuda de un replicador. Sobre
cada una de las pequefias colonias de la cepa problema se inocularon las cepas
de la coleccion, también con ayuda del replicador. Las placas de SPA con los
cruces se incubaron a 25°C durante tres dias. Pasado ese tiempo se incubaron
en una estufa de 42°C para permitir la eliminacion de las células diploides.
Después de otros tres dias se pasaron las células desde las placas de SPA a
placas de YES, que se incubaron a 28°C para permitir la germinacion de las
esporas. Una vez hubieron germinado las esporas se pasaron las colonias a
placas de YES con geneticinay al cabo de tres dias se pasaron de estas a placas
de YES con geneticina y nourseotricina para permitir el crecimiento exclusivo de

los mutantes dobles.
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Interpretacion de los resultados

Se comparo el crecimiento de las colonias inoculadas en las placas con
los dos antibidticos con las colonias respectivas de las placas de YES con
geneticina. De cada una de las colonias se midi6 la circularidad y también su

diametro, mediante analisis ocular.

Si el didmetro de la colonia mutante doble (YES con geneticina y con
nourseotricina) es igual que el del parental de la coleccion (YES con geneticina)
significa que no existe interaccion génica entre ambos genes (el gen problemay
el gen correspondiente de la coleccidn). Si la colonia del mutante doble es menor
que la del parental es sintético enfermo y existe interaccion génica negativa; Si
no crece nada es sintético letal y también muestra interaccién génica negativa.
Por ultimo, si el mutante doble crece mejor que la cepa parental significa que

suprime el fenotipo y que existe interaccién génica positiva.

Resultados del SGA con la cepa problema bch1::NAT

El rastreo genético se realizdé por duplicado. Los genes con los que se
obtuvo interaccién son los siguientes (en negrita los genes que dieron interaccion

en ambos duplicados):

atgl6e*, atg4*, atgld*, atgl802*, atgl7*, atgl3*, mugl79*, atg7+*, atgl2*,
atg20*, spbc713.07c*, vps13*, vps3*, vps28*, vpsle*, vps36*, aps3*, vac7,
isp6*, spcch584.13*, vps8*, kapl23*, ervl4d*, xpal*, sted*, spbpj4664.05*,
spac26f1.08c*, spbc1604.03c*, spaclb3.08*, fex1*, btf3*, canl*, mam4*, rbd2+,
aatl*, gosl®, did4+, sftl*, sxal*, bobl*, chol*, cho2*, pmrl*, syj2+, getl®, sif3+,
mug180*, arf6*, sbhl*, gyp51*, fkbp39*, syjl*, spacl1d3.18c*, spbc577.11",
spbc3e7.09%, cul3*, knd1*, rnfl*, spbc1861.07*, ntal*, mug30*, ubp9*, dmal*,
pibl*, btb2*, rfp2*, spacl2bl10.01c*, sea3*, sead*, ubpl6*, rrp2*, hrd3*,
spac23al.07*, urml®*, bgl2*, spcc757.12*, mde2*, vrpl*, gfhl*, Isb5*, pkil*,
spbc1289.14*, mug33*, mugl132*, mug81*, mugl1l6*, mug30*, mugl03*, crsl*,
mugl142*, mug37+*, mugl80*, iphl*, mug51*, mug65*, mugl6l*, ral2*, gyp3*,
rho3*, gufl*, rga9*, spac9.07c*, spbc215.01%, spcc584.03c*, mei3*, byrl*, dskl*,
gsk3*, spod*, ppk26*, ppk8*, ppk9*, cskl*, ypal*, phol*, sds23*, ptnl*,
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spbp8b7.31*, pypl*, sds21*, spac24bl11.07c*, scs7*, sutl*, oaal*, gall*,
spbcl7g9.12c*, spbcl8e5.08*, coqg6*, snol*, urkl*, mt3*, nitl*,
spbpb10d8.02c*, gltl*, mpg2*, ppm1*, itrl*, spbcl1271.07c*, ural*, spbc119.03%,
spcc23b6.01ct, spo9t, sdhl*, acbl*, ntpl*, spac18b11.09c*, dapl*, lys3*, car2*,
spbcl1347.09*, spacunk4.15*, efm6*, set6*, ssrd4*, rxt2*, hipl*, pst2*, nhp6*,
hatl*, set3*, png2*, hif2*, hht2*, mst2*, clr2*, sir2*, ptf2*, swd2*, rep2*,
spac1327.01c*, repl*, thi5*, adnl*, mbx1*, gafl*, arbl*, elp5*, sprl*, kerl*,
regl*, trml1l*, pdcl*, sepll®*, spbc25d12.06*, cafl*, pab2*, ssr3*, nrpl*, athl*,
exo2*, csx1*, rsml*, spacl1527.03*, ski2*, rtc3*, defl*, tma20*, ascl*, trs401*,
pth2*, upf3+*, spac458.02c*, afgl*, spbc27b12.14+, pex3*, pex6*, spacl4c4.0lct,
pet801*, atpl2+*, cytl*, spbcl1921.04c*, spbpb7e8.02*, spbcllb10.08*, srx1*,
spbc25b2.10%, cid2*, pthl*, thi2*, mbal*, she9*, spac25b8.18*, spcc737.05%,
hryl*, rpp202*, rps2802*, rpl1101*, rpl4102*, rpl3202*, rpl2002*, rps2201*,
rpl1102*, rpl2801*, rps3002*, rpp201*, rps2502*, rpll701*, rpl902*, rpl803*+,
rpl501*, rpl1002*, rpl3601*, rpl1603*, rps401*, rppl02*, rps001*, pol4*, rad26*,
hht3*, ogal*, spac694.02*, cdsl*, npr2*, rpb9*, rrp2*, rhp55*, rad1*, tsnl*, chpl®,
meul®*, sgo2*, fanl*, atll*, spbc887.02*, bsul*, ist2*, mnr2*, grp2*, spcc74.04*,
cchl*, osh3*, ctr4*, spbc3b8.08*, csh3*, spac8ell.05c*, atel*, ndel*, raf2*,
trk1*, spac27e2.03c*, sif3*, atpld*, ubcl5*, rhp7+*, xrc4*, spac959.06c",
spbc428.15, spbc21c¢3.15c* y hril*.

Se seleccionaron genes de interés entre todos ellos. Las 39 cepas con
cada uno de esos genes delecionados se volvieron a cruzar con la cepa
bch1l::NAT. Los mutantes dobles se inocularon en placas de distintos medios
(YES y YES + KCl) y a distintas temperaturas para:

Confirmar los resultados del rastreo.
Determinar si existe interaccion génica en presencia de estrés térmico.

Determinar si existe interaccién génica en presencia de estrés iénico a 32°C.

Las interacciones encontradas con los siguientes genes a 28°C (la temperatura
a la que se realiz6 el rastreo) eran resultado de falsos positivos: hril*, erv14*y
bob1*.
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La interaccién con los siguientes genes parecia ser del tipo sintético letal (no se
logré que el mutante doble creciera a ninguna temperatura): sbhl*, cul3+*, ubp9*,
vps36* y ptnl*. El problema de algunos se debia a fallos en la conjugacién, ya
que los mutantes dobles se lograron obtener mediante transformacion con la
construccion bchl1::NAT siendo, por tanto, un falso resultado la letalidad sintética
con estos genes.

Se encontrd interaccion génica en presencia de estrés térmico (37°C) con los
siguientes genes: syj2*, fkbp39*, spbc3b8.08*, vps3*, gyp51*, atgd*, atgl6*,
ogal*, sds21*, sds23*, rho3*, gyp3*, syjl*, csh3*, sea3*, rga9*, sftl*, did4+, itrl*,
goslt, gufl*, vrpl*, getl*, Isb5*, pmrl*, sead*, arf6* y cho2*.

Se encontro interaccion génica negativa en presencia de KCI con los siguientes
genes: syj2*?, ervl4*?, rho3*, sds23*. Con interrogante aquellos genes con los
gue solo se vio interaccion en presencia de KCl en una de las dos repeticiones
del experimento.

Se vio interaccidn génica positiva en presencia de KCI con los siguientes genes:
sbhl*, atgl6*?, sds21*, rga9*, syj1*?, cul3*y vps36* Con interrogante los genes
con los que solo se vio interaccion en presencia de KCI en una de las dos

repeticiones del experimento.

Resultados del SGA con la cepa problema cfrl::NAT

El rastreo genético se realizé por duplicado. Los genes con los que se
obtuvo interaccion son los siguientes (en negrita los genes que dieron interaccion

en ambas ocasiones):

atgl7*, atgl803*, spbc713.07c*, fscl*, zip2*, vps68*, coyl*, gyp51*, grpl*,
mug33*, mpdl*, spac7d4.12c*, trel*, fsvl*, gim4*, spac3h5.08c*, tvpl5*,
spac6g10.06*, sea3d*, cul3*, ubcl4*, ubp9*, hrdl*, dsc2*, spbc56f2.03%,
mug67*, cnt6*, spac9.07c*, cnt5*, ivnl*, ppk9*, sck2*, nrkl*, ckbl*, byrl®,
ppk31*, adol*, spacl16c9.01c*, Ikhl*, pho4*, sds21*, ptnl*, spacunk4.15%,
pppl6*, efm6*, spbc30d10.14*, pdc201*, spac823.09c*, spapllel0.01*,
spccl6c4.10%, spbcl2c2.03c*, tdhl*, cog3*, mtx2*, metl6*, lysl®, iphl*, utr4*,
gcd1l®, gtil*, mnll*, spac977.12*, ser3*, spc2*, clr2*, raf2*, sir2*, clr3*, swd2*,
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arp42*, swi6*, hipl*, mug183*, mst2*, hif2*, spbc1773.12*, bud20*, klf1*, gsfl*,
spbcl1773.16¢*, rebl*, ascl*, ski3*, upf3*, wbp4*, dre4*, spac2gll1.04*, cipl®,
spac458.02c*, cxrl*, spacl527.03%, tim13*, mbal*, spac25b8.18* rpl3001*,
rps1801*, rpl102*, rpl2002*, mprl39*,mis20*, sprl*, swi3*, sgo2*, dbl2*, rhp7*,

bqgtl*,

ada2t,

pku80*, ogal*, rapl*, pefl*, rhp55*,

spac11d3.18c",

spbc1683.03c*, spaclb3.15c*, spbpb10d8.05c*, pcllt, pet3*, sfkl*, elol*, eislt,
bzz1*, gtpl*, byr3*, dph5*, pth4*, gir2*, vac7*, nup61*, thtl*, spbc2a9.02*, urkl*,
spac6g10.10c*, slf1*, ahkl*, tam5*, gdel+, spacl1705.02%, dhp5*, spac4f10.17+,
ilv1l*, pop3*, mtx2*, pcll*, spac4a8.02c*y spac11d3.01c*.

En este caso no se realizaron comprobaciones posteriores para eliminar

falsos positivos o para analizar interaccion en condiciones de estres.

A continuacion se muestra un listado de las proteinas cuyos genes

aparecieron por duplicado, con indicacion de su funcion y con qué gen del

exoémero dieron interaccion. Tabla SlI

Proteina Producto. Fuente: Bchl/Cfrl/Ambos
Atgl6 Autophagy associated protein Bchl
Atg4 Atg8 deconjugator Bchl
Atg1802 Autophagy associated WD repeat protein Bchl
Vpsl3 Chorein homolog Vpsl3a Bchl
Vps3 CORVET complex subunit, GTPase regulator Bchl
Vps36 ESCRT Il complex subunit Bchl
Getl GET complex (ER membrane insertion) subunit Bchl
Urml Ubiquitin-like protein modifier Bchl
Bgl2 Glucan beta-glucosidase Bchl
Lsh5 Actin cortical patch component Bchl
Oaal Mitochondrial acylpyruvase Bchl
Urkl Uridine kinase/uracil phosphoribosyltransferase Bchl
Ptf2 Mst2 histone acetytransferase acytyltransferase complex | Bchl
subunit
Spac1327.01c | Transcription factor, zf-fungal binuclear cluster type Bchl
Kerl DNA-directed RNA polymerase | complex subunit Bchl
Rtc3 SBDS family protein Rtc3 Bchl
Atll Alkyltransferase-like protein Bchl
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Trkl Plasma membrane potassium ion transmembrane | Bchl
transporter
Xrc4 XRCC4 nonhomologous end joining factor Bchl
Spbc21c¢3.15¢ | Aldehyde dehydrogenase Bchl
Vps68 Vacuolar sorting protein Cfrl
Coyl CASP family protein involved in Golgi vesicle transport Cfrl
Spac3h5.08c WD repeat protein, human WDR44 family Cfrl
Ubcl14 Ubiquitin conjugating enzyme E2 for HECT-type and RBR | Cfrl
family E3 Ub ligases
Dsc2 Golgi Dsc E3 ligase complex subunit Cfrl
Spac9.07c GTPase Obg family, involved in cytoplasmic translation | Cfrl
Rbg1l
Cnt5 Centaurin Cfrl
lvnl CDC50 domain protein, phospholipid-translocating ATPase | Cfrl
subunit
Ppk9 Serine/threonine protein kinase Cfrl
Nrk1 Nicotinamide riboside kinase Cfrl
Ppk31 Serine/threonine protein kinase Cfrl
Spacl6c9.01c | Ribokinase-like, unknown specificity Cfrl
Ptnl Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate3-phosphatase Cfr1
Spccl6e4.10 6-phosphogluconolactonase Cfrl
Spbc12c¢2.03¢c | Methionine synthase reductase Cfrl
Tdhl Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Cfrl
Met16 Phosphoadenosine phosphosulfate reductase Cfrl
Lysl Aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase Cfrl
utrd Methionine salvage haloacid dehalogenase-like hydrolase | Cfrl
Gcedl Glucose dehydrogenase Cfrl
Clr2 Chromatin silencing protein Cfrl
Sir2 Sirtuin family histone deacetylase Cfrl
Hipl Hira protein, histone chaperone Cfrl
Mug183 Histone chaperone Rtt106-like Cfrl
Hif2 Set3 complex subunit Cfr1
KIf1 Transcription factor, zf-fungal binuclear cluster type Cfr1
Gsfl Transcription factor, zf-fungal binuclear cluster type Cfr1
Ascl Cofactor for cytoplasmic methionyl-and glutamyl-tRNA | Cfrl
synthetases
Upf3 Up-frameshift suppressor 3 family protein Cfrl
Spac25hb8.18 Mitochondrial thioredoxin-related protein Cfrl
Swi3 Replication fork protection complex subunit Cfrl
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Pku80 Ku domain protein Cfrl
Ogal Stm1 homolog Cfrl
Rapl Telomere binding protein Cfrl
Pefl Pho85/PhoA-like cyclin-dependent kinase Cfrl
Rhp55 RecA family ATPase Cfrl
Spacl11d3.18c | Carboxylic acid transmembrane transporter Cfrl
Spbph10d8.05c | Transmembrane transporter Cfrl
Bzz1l F-BAR domain protein Cfrl
Pth4 Mitochondrial translation release factor Cfrl
Vac7 Vac7 ortholog Cfrl
Spac6g10.10c | Human mmtag2 ortholog, implicated in splicing Cfrl
Spac4a8.02c Conserved protein, UPF0047 family Cfrl
Cul3 Cullin 3 Ambos
Ubp9 Ubiquitin C-terminal hydrolase Ambos
Mug33 Teal-interacting protein involved in exocytosis Ambos
Iphl Insulinase pombe homologue 1 Ambos
Byrl MAP kinase kinase Ambos
Sds21 Serine/threonine protein phosphatase PP1 subfamily Ambos
Sprl DNA-protein crosslink removal protease Ambos
Efm6 Elongation factor EF-1 alpha (eEF1A) lysine 390 methylase | Ambos
Mst2 Histone acetyltransferase Ambos
Spac458.02c MRNP complex Ambos
Mbal Mitochondrial membrane-associated ribosome receptor Ambos
Raf2 CLRC ubiquitin ligase complex subunit Ambos
En resumen, a pesar del alto grado de falsos resultados que pueden

obtenerse en este tipo de rastreos, se pudo encontrar varios genes que muestran

interaccién con uno u otro gen del exbmero, entre estos genes se encuentran

codificantes de quinasas, fosfatasas, factores de transcripcion, elementos del

trafico intracelular, proteinas relacionadas con la respuesta TOR y con las

sintesis de fosfolipidos. Existen doce genes que dieron interaccién por duplicado

y con ambos genes, entre estos genes se encuentran los de fosfatasas, los de

genes relacionados con ubiquitinacibn y numerosos genes implicados en

modificaciones del ADN o de las histonas.

Los genes que presentan interaccion genica con bchl* en presencia de

cloruro de potasio estan relacionados con procesos de endocitosis y con el
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complejo AP-1 (con el que el exdmero presenta interaccion) como es rho3*;
codifican fosfatasas (sds21* y sds23*); son GAP de Rho (rga9*); estan
relacionados con procesos de trafico (vps36*y erv14*), con modificaciones del
inositol y procesos de endocitosis (syj1* y syj2*), con autofagia y procesos de
ubiquitinacién (atg16* y cul3*) o con el translocén del reticulo endoplasmaético
(sbh1*). Es decir, son genes relacionados con procesos en los que se ha visto
que podria estar implicado el exdbmero (este trabajo y trabajos anteriores del

laboratorio (Hoya et al., 2017)).

Se analiz6 en més detalle el crecimiento en placas de KCl y MgCl2 de los
mutantes de delecion de los genes que se indican en la Tabla SllI. Los resultados

se muestran en figura SlI.

Tabla Sl Funciones de las proteinas cuya sensibilidad a cloruro potasico y a

cloruro magnésico se analizo

Proteina Producto

Spbc887.02 CIC chloride channel

Msyl MS calcium ion channel protein

Fexl Plasma membrane fluoride efflux
channel

Spac977.14c Aldo/keto reductase, predicted

calcium channel regulator

Spacl1635.01 Mitochondrial outer membrane

voltage-dependent  anion-selective

channel
Spbc32f12.12¢ Golgi membrane protein involved in
vesicle-mediated transport
Spbpb10d8.04c Transmembrane transporter
Spbpb10d8.05c Transmembrane transporter
Spbpb10d8.06¢ Transmembrane transporter
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Spac24h6.13

DUF221 family protein implicated in

Golgi to plasma membrane transport

Rsnl Golgi to plasma membrane transport
protein Rsnl

Spac6f6.04c Transmembrane transporter

Spac977.17

MIP water channel

Spbpb10d8.04cA
L ® 9 @& O O O By
spbc8s7.024
7 ® ® & S$pcc24h6.13A
20 9 & 0 0 & I
speco77.14cAk BK B K K
spac1635.010 I M B K.
szt B © & @ © O

0.6 M KCI

spbpb10d8.06cA

spac6f6.04cA

spac977.17A

cfriA

spbpb10d8.04cA
spbpb10d8.05¢cA

spbpb10d8.06cA

spac6f6.04cA
spac977.17A

cfr1A

0.75 M MgCl,

spbpb10d8.04cA
cfr1A Spbpb10d8.05¢cA
Spbpb10d8.06cA

msy14 spcc24h6.13A
fex1A rsn1A

spcc977.14cA spac6f6.04cA

spac1635.01A spac977.17A

%
spbc32f12.12cAe cfr1A

WT

spbpb10d8.04cA
cfr1A spbpb10d8.05cA
spbc887.02A spbpb10d8.06¢cA
msy1A spcc24h6.13A
fex1A rsn1A
spcc977.14cA spac6f6.04cA

spac1635.01A spac977.17A

spbc32f12.12cA k cfriA

|

Figura Sl. Crecimiento de mutantes de canales i6nicos y de mutantes relacionados con el
trafico intracelular en presencia de cloruro potéasico y cloruro de magnesio.
Se inocularon tres diluciones seriadas 1:4 de cada cepa. Las placas se incubaron durante dos

dias a 32°C.
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