UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA

Departamento de Microbiologia Il

IMPLICACION DE LA PROTEINA QUINASA PAK
SkmlY DE LA GTPasa Cdc42 EN PROCESOS DE
CRECIMIENTO POLARIZADO EN
“Saccharomyces cerevisiae”

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

José Maria Rodriguez Pachon

Bajo la direccion de los doctores

Maria Molina Martin
César Nombela Cano

Madrid, 2001

ISBN: 84-669-2016-1



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA 11

IMPLICACION DE LA PROTEINA QUINASA PAK Skm1 Y DE LA
GTPasa Cdc42 EN PROCESOS DE CRECIMIENTO POLARIZADO EN
Saccharomyeces cerevisiae.

TESIS DOCTORAL

José Maria Rodriguez Pachon

2001



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA 11

IMPLICACION DE LA PROTEINA QUINASA PAK Skm1 Y DE LA
GTPasa Cdc42 EN PROCESOS DE CRECIMIENTO POLARIZADO EN
Saccharomyeces cerevisiae.

Memoria presentada para optar al grado de Doctor en Farmacia por:
José Maria Rodriguez Pachén

Directores:

Dra. Maria Molina Martin
Dr. César Nombela Cano

Madrid, Mayo de 2001



D. RAFAEL ROTGER ANGLADA, DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO DE
MICROBIOLOGIA 11 DE LA FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE DE MADRID,

CERTIFICA: Que D. José Maria Rodriguez Pachédn ha realizado en el Departamento de
Microbiologia Il de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, bajo
la direccion de los Dres. César Nombela Cano y Maria Molina Martin, el trabajo que presenta
para optar al grado de Doctor en Farmacia, con el titulo: “Implicacion de la proteina quinasa
PAK Skmly de la GTPasa Cdc42 en procesos de crecimiento polarizado en Saccharomyces
cerevisiae.”

Y para que conste, firmo la presente certificacion en Madrid, a 4 de Mayo de 2001

Fdo.: Dr. Rafael Rotger Anglada



El trabajo de esta Tesis Doctoral ha sido realizado gracias a:

- Una Beca de Formaciéon de Personal Investigador asociada al proyecto de investigacion
“Caracterizacion y manipulacion de funciones esenciales para la integridad celular de la
levadura como forma de mejorar los procesos de expresion y liberacién de proteinas y otros
productos intracelulares” (BI095-0303) concedida por el Ministerio de Educacién y Ciencia
desde el afio 1996 al 1999.

- El proyecto de investigacion “Desarrollo de sistemas de levadura, potencialmente utilizables
para el diagnoéstico de enfermedades y la blsqueda de nuevos farmacos, basados en la
expresion de genes heterdlogos y su acoplamiento a rutas de transduccion de sefiales” (B1098-
0726), desde el afio 2000.



A mis padres.
Y, por supuesto, a mi hermano.



Es muy posible que nadie que se disponga a comenzar una tesis doctoral sepa realmente en dénde se
estd metiendo. Por supuesto, todo el mundo “sabe™ que inicia una nueva e importante etapa en su vida
académica, en la que aprendera el proceso metodologico de la investigacion cientifica, y que en unos afios le
permitird obtener el titulo de Doctor. Pero estas ilusionadas y mas o menos vagas expectativas del recién
licenciado quedan ridiculamente empequefiecidas ante la magnifica, absorbente, estimulante, obsesiva,
gratificadora, frustrante, maravillosa, desbordante, febril, apasionante aventura intelectual y emocional en la
gue se embarca y que le va a poner a prueba en casi todos los aspectos de su persona. Una aventura que no soélo
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mezclando sin ningun respeto, advierto, lo profesional con lo personal- a las personas que mas han influido en
mi en este periodo.
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Ilena de anécdotas divertidas, y que no le hace ascos a un buen sarao, si la ocasion lo merece; jy encima, madre
de tres hijas!. Einstein tenia razon: el tiempo es relativo, al menos para ti. Bromas aparte, gracias, Maria, por
tu interminable paciencia hacia mi y mis innumerables despistes; por dirigirme con una benevolencia que nunca
me hizo sentirme presionado mas que por mi mismo; por no rendirte cuando a mi me fallaban las fuerzas
(SKM1, jay!); y gracias también por tus innumerables consejos y correcciones de los que constantemente he
podido aprender.
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por algo); tampoco conozco a nadie con la mente mejor amueblada para el pensamiento cientifico: puede dejar
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vuestras preparaciones para ver si este o aquel bacilo realmente eran mdviles!; Rosalia y Gloria, por las que
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Lo conocido es finito, lo desconocido infinito; desde el punto de vista intelectual estamos en
una pequefia isla en medio de un océano ilimitable de inexplicabilidad. Nuestra tarea en cada
generacion es recuperar algo mas de tierra.

Thomas H. Huxley (bidlogo, defensor del evolucionismo darwiniano en sus origenes), 1887

Nosotros, que somos hijos del universo — polvo estelar animado- podemos reflejar, no

obstante, la naturaleza del universo mismo, hasta el punto incluso de vislumbrar las reglas que lo
rigen. Cémo hemos sido vinculados a esta dimension cdsmica es un profundo misterio.

Pero el vinculo no se puede negar.

Paul Davies (profesor de fisica matematica y divulgador cientifico), 1992

Sefioras, sefiores: hemos descubierto el secreto de la vida.

Francis Crick (co-descubridor, junto a James Watson, de la estructura de la
molécula de DNA), en el Eagle Pub, Cambridge, 28 de Febrero de 1953

Con una encuadernacion como la tuya, la gente va a querer saber
lo que hay en el libro.

Gene Kelly a Leslie Caron en Un americano en Paris, Vincente Minelli, 1951
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I. EL CRECIMIENTO POLARIZADO EN Saccharomyces cerevisiae. SU CONTROL
POR CICLO CELULAR Y LAS GTPasas TIPO Rho.

1. EL CICLO BIOLOGICO DE Saccharomyces cerevisiae.

El ciclo bioldgico de la levadura S.
cerevisiae consta de dos fases: haploide y diploide.
Las células haploides presentan dos posibilidades en
su ciclo biologico: un ciclo de reproduccién
vegetativo, por el que la célula se divide para dar dos
células iguales; y un ciclo sexual, en el que dos
células de tipo sexual opuesto se fusionan para dar
lugar a una célula diploide, que entra de nuevo en un
ciclo de division vegetativo. En condiciones
determinadas, como la limitacion en la fuente de
carbono, la célula diploide sufre una meiosis que
genera cuatro esporas haploides, las cuales, al
germinar, iniciardn un nuevo ciclo vegetativo.
Algunas cepas diploides, bajo condiciones de ayuno
de nitrégeno en medio sdlido pueden desarrollar una
transicion dimérfica y mostrar un patron de
crecimiento pseudohifal. En cepas haploides, el
fenémeno paralelo se manifiesta como crecimiento
invasivo con penetracion en el agar.

Durante el ciclo vegetativo, S. cerevisiae se
divide por gemacion. A partir de una célula madre se
desarrolla una célula hija o yema que crece hasta un
tamafio similar al de la madre, teniendo lugar en este
momento la citoquinesis, septacion y separacion de
las células. Este ciclo (Figura 1) se puede dividir en
dos grandes etapas: la primera de ellas es la mitosis,
en la que tiene lugar la separacién del material
genético —en sus cuatro etapas: profase, metafase,
anafase y telofase- y que concluye con la formacion
del tabique o septo entre las dos células; la otra gran
etapa del ciclo es la interfase, que englobaria el resto
de procesos entre dos mitosis sucesivas. En la
interfase se distinguen dos fases de aparente
transicién, G1 y G2, separadas por la fase S o de
sintesis de nuevo DNA. En las fases G1 y G2
suceden procesos esenciales para la célula
(crecimiento en tamafio, generacién de maquinaria
subcelular,...). Entre ellos se encuentra, al final de
G1, la llegada al punto conocido como START. Una

vez superado este punto de control del ciclo, la
mitosis es un proceso irreversible. En ese momento
se duplica el cuerpo polar del huso y se inicia la
emergencia de la yema, que crecera durante el resto
de G1 y S hasta la mitosis. Cuando una célula de S.
cerevisiae —tipo sexual a 0 a- detecta la presencia de
la feromona secretada por el tipo sexual opuesto —
factor a o factor a-, el ciclo vegetativo se detiene en
G1 antes de llegar a START, y comienza el ciclo
sexual: la célula sufre una serie de modificaciones
morfolodgicas que la llevan a formar una proyeccion
dirigida hacia la fuente de feromona (la morfologia
de estas células se denomina “shmoo”). La célula de
tipo sexual opuesto sufre los mismos cambios, y
todo ello conduce a la conjugacion de ambas células.

El ciclo celular se encuentra regulado por la
proteina quinasa Cdc28 (Johnston y col., 1977;
Lorincz y Reed, 1984), la cual, a su vez, es regulada
por la interaccidn con unas proteinas de expresion
ciclica llamadas ciclinas. EI complejo Cdc28-ciclina
es capaz de fosforilar determinados sustratos en cada
momento del ciclo que consiguen que éste avance
(Reed, 1992). Las ciclinas se dividen en dos grandes
grupos, segin el momento del ciclo en el que se
expresan: ciclinas G1 (CInl, CIn2, CIn3, CIb5, Clb6
y Hcs26) y ciclinas G2 (Clbl, ClIb2, Clb3 y Clb4)
(revisado recientemente por Mendenhall y Hodge,
1998). La activacion de Cdc28 por las ciclinas G1
determina la polarizacion del citoesqueleto de actina
hacia el lugar de emergencia de la yema en el
momento previo a su surgimiento (Lew y Reed,
1993), la duplicacion del cuerpo polar del huso, el
inicio de la replicacién del genoma y la activacion
de Pkcl (Gray y col., 1997), necesaria para el
crecimiento polarizado; Clb5 y CIb6, concretamente,
se encargan de controlar la progresion a través de la
fase S (Cross, 1995). Las ciclinas G2 conducen el
ciclo hasta el final de la mitosis, y su destruccion
determina, entre otros procesos, la polarizacion del
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citoesqueleto de actina hacia la zona del que sera
futuro septo, que es necesaria para la formacion del

— Cables de actina

® AcUmulos de actina

D

Formacién del anillo
contréctil de actina

Crecimiento
isotrépico de
la yema

tabique intercelular (Lew y Reed, 1993).

E=

Paradaen Gly
formacion del “shmoo”

Crecimiento isotrdpico
de la célula hija

&

Feromona

“START”
- Seleccion del lugar
de gemacion

Crecimiento
polarizado de
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Mantenimiento del patrén
polarizado (pseudofilamentacion)

=

Figura 1. Reorganizaciones del citoesqueleto de actina durante el ciclo celular.

2. EL CRECIMIENTO POLARIZADO EN Saccharomyeces cerevisiae.

La polarizacion de estructuras durante la
morfogénesis celular consiste en el establecimiento
de mecanismos y funciones celulares de una forma
unidireccional y localizada (revisiones en Palmieri y
Haarer, 1998; Johnson, 1999; Chant, 1999; Pruyne y
Bretscher, 2000). Esencialmente, todas las células
pueden polarizarse en respuesta a estimulos externos
o internos. Algunos de ellos son, por ejemplo, los
contactos intercelulares, la respuesta a gradientes
quimicos, la secrecion localizada, la endocitosis, la
distribucion de organulos o la motilidad celular. Las
células eucariotas interpretan ciertos estimulos o
marcas ensamblando de determinada forma el
citoesqueleto de actina. En S. cerevisiae, los
procesos polarizados de gemacion, crecimiento
filamentoso y la formacién de las prolongaciones
tipicas del apareamiento muestran muchos
elementos en comin en cuanto a la reestructuracion

de la polaridad celular. Estos procesos de la levadura
tienen diversos requerimientos: debilitamiento de la
pared celular por enzimas degradativas que permita
la expansion de la célula, formacién de nueva
membrana plasmatica y sintesis de la nueva pared
celular por enzimas biosintéticas. Para que se pueda
dar este crecimiento polarizado, las rutas secretoras
deben dirigir la maquinaria necesaria a sitios
concretos de la superficie celular. En todos estos
procesos el citoesqueleto de actina juega un papel
fundamental (revisado por Finger y Novick, 1998)
manteniendo las estructuras polarizadas en respuesta
a marcas espaciales y temporales.

Los filamentos de actina en la levadura se
organizan  fundamentalmente  en  acUmulos
(“patches” en inglés original) de actina cortical y
cables de actina (Figura 1). Los acimulos corticales
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son cuerpos ricos en actina polimerizada o actina F,
mientras que los cables son largas agrupaciones de
esta actina F. Ambos tipos de estructuras sufren una
polarizacion dependiente del ciclo (Adams y Pringle,
1984; Amberg, 1998). Al final de la fase G1, tras
pasar el punto START, la célula selecciona un sitio
para gemar. Los acimulos de actina cortical forman
un anillo en esa zona, y los cables convergen hacia
alli. Cuando emerge la yema, los acumulos
inicialmente se agrupan en su extremo, los cables se
extienden desde la madre hasta el interior de la hija
y el crecimiento es apical. Mas tarde, los acimulos y
cables en la yema adoptan un patron al azar,
mientras que en la célula madre los cables aun estan
polarizados hacia el cuello madre-hija. Esto cambia
el patron de crecimiento de la yema de apical a
isotrpico, dandole la forma elipsoidal caracteristica.
Si la célula opta por crecer de forma
pseudofilamentosa, el patron apical se conservara
mas tiempo (Kron y Gow, 1995; Madhani y Fink,
1998). Al final del crecimiento vegetativo de la
yema los acimulos y los cables de actina se
redistribuyen al azar en madre e hija, salvo un anillo
de actina F que se ensambla en el cuello madre-hija
y al contraerse provoca la separacion de los
citoplasmas, contribuyendo asi a la citoquinesis
(Field y col., 1999).

Formacion de
| Cdea2 CTP | —> filopodos

Formacion de
lamelipodos

Rac GTP | —p

Formacion de
Rho GTP » | fibras de estrés
de actina

N

La actina también dirige el crecimiento
polarizado durante el apareamiento. Las células
haploides secretan feromonas que provocan la
respuesta sexual en las células de tipo sexual
opuesto. Las células que resultan estimuladas paran
su ciclo en G1, expresan las proteinas necesarias
para la fusiéon entre ambas células y se orientan
siguiendo el gradiente de feromona hacia la otra
célula mediante la polarizacién del citoesqueleto de
actina (Kron y Gow, 1995).

Para el control y direccion hacia estos
lugares de crecimiento de los filamentos y cables de
actina la célula va a servirse de unas proteinas
conocidas como GTPasas. En mamiferos (Figura 2)
es clasica la cascada de GTPasas consistente en la
activacion secuencial de Cdc42, Racl y RhoA para
coordinar el citoesqueleto de actina durante el
movimiento celular. Siguiendo un patrén parecido,
en S. cerevisiae se ha sugerido un modelo de
activacion secuencial para Budl, Cdc42 y Rhol en
la que cada GTPasa podria controlar y activar a la
siguiente consiguiendo en definitiva dirigir la
polarizacién del citoesqueleto de actina durante el
crecimiento polarizado (Chant y Stowers, 1995).

Budl ctp | — Seleccion del sitio
de gemacion

Emergencia
| Cdc42 | GTP | — | 4 Iagema
v

Crecimiento de
Rhol GTP » | la yema

MOVIMIENTO CELULAR EN MAMIFEROS

CRECIMIENTO POLARIZADO EN S. cerevisiae

Figura 2. Modelo de activacion secuencial de GTPasas en mamiferos y S. cerevisiae
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3. LAS PROTEINAS GTPasas.

Se han descubierto proteinas de este tipo
controlando procesos tan variados como el
crecimiento, la apoptosis, la traduccién, el transporte
de vesiculas, la organizacién del citoesqueleto o el
transporte nlcleo-citoplasma (Boguski y
McCormick, 1993). Las proteinas GTPasas pueden
encontrarse en dos conformaciones: unidas a GTP o
a GDP. Generalmente, como ocurre en las GTPasas
de la superfamilia Ras, el estado unido a GTP es el
activo y el capaz de realizar una funcion
determinada o de sefializar hacia una ruta concreta.
La proteina tiene capacidad GTPasica, es decir, de
hidrolizar el GTP a GDP, quedando en este caso en
estado inactivo. La unién a cada tipo de guanin-
nucleétido o la actividad GTPasica estan
generalmente modulados por otras proteinas
reguladoras (Figura 3), que se pueden clasificar en
GEFs (“guanine-nucleotide-exchange-factors™), que
promueven el intercambio de GDP por GTP,
estabilizan la forma unida a este Ultimo y activan,
por tanto, a la GTPasa; GAPs (“GTPase-activating-

proteins”), que estimulan la actividad GTPasica
intrinseca de la proteina, de forma que ésta hidroliza
su GTP a GDP y queda inactiva; y GDIs (“guanine-
nucleotide-dissociation-inhibitors™), que al impedir
la separacion de la proteina de la molécula de GDP,
estabilizan su forma inactiva. Las GTPasas tipo Ras
se anclan en la membrana mediante un grupo
farnesilo o isoprenilo que les es afadido
posttraduccionalmente por enzimas prenil- o
farnesil-transferasas. Las proteinas GDIs, ademas de
estabilizar la forma unida a GDP de la GTPasa, son
capaces de extraerla de la membrana en la que se
encuentra anclada mediante unién con el grupo
isoprenoide C-terminal, con lo que la GTPasa,
separada de su lugar de accion, queda inactivada
(Boguski y McCormick, 1993; LaMarche y Hall,
1994; Feig, 1994; Chant y Stowers, 1995; Gooser y
col., 1997). Para ilustrar el modo por el cual estas
proteinas controlan la polarizacion del crecimiento
se expondra detalladamente el proceso de gemacion
en S. cerevisiae.

MEMBRANA PLASMATICA

GAP GTPasa

e
P 4
Prenil-transferasa

e

GDP)

GTPasa GTP

?
&> | D

GDI

GDI

[

Figura 3. Esquema de la activacion/inactivacion de las GTPasas tipo Ras.
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4. MODELO DE CRECIMIENTO POLARIZADO: LA GEMACION.

4.1 Seleccion del sitio de gemacion: la GTPasa Budl.

4.1.1. ;Gemacién axial o bipolar?

Este proceso esta controlado en primer
lugar por el tipo de célula en divisioén (Figura 4).
Las células haploides tienen una gemacion axial, es
decir, adyacente al sitio de la anterior citoquinesis.
Los diploides geman siguiendo un patrén bipolar, en
el que la yema se produce cada vez en el polo
opuesto a la gemacion anterior (revisiones en
Govindan y Novick, 1995; Drubin y Nelson, 1996;
Cid y col., 1995). Los genes que seleccionan el sitio
de gemacion se pueden dividir en: genes para
gemacién axial, genes para gemacion bipolar y
genes generales para la seleccién del lugar de
gemacion. La especificacion del lugar axial esta
regulada, en parte, por la presencia de una marca.
Esta marca esta constituida por el anillo de septinas.
Las septinas (Longtine y col., 1996; Field y Kellogg,
1999), codificadas por los genes CDC3, CDC10,
CDC11, CDC12 y SHS1 se ensamblan formando un
anillo en el sitio de la siguiente gemacién. Durante
el crecimiento de la yema, este anillo se expande
hasta formar un doble anillo, que permanece a
ambos lados del cuello madre-hija durante la
gemacion. Tras la citoquinesis, los anillos
permanecen. La hipdtesis en boga es que esta
permanencia del anillo sirve de marca para la
formacidn de un nuevo anillo adyacente. El anillo de
septinas es fundamental para el posicionamiento de
la maquinaria biosintética (De Marini y col., 1997) y
la correcta polarizacién del citoesqueleto de actina
(Longtine y col.,, 1996). Esta marca axial que
representa el antiguo anillo de septinas es reconocida
directa o indirectamente por las proteinas Bud3,
Bud4, Bud10 y Axl1, que colocalizan con el anillo
(Adames y col., 1995; Chant y col., 1995; Halme y
col., 1996; Sanders y Herskowitz, 1996). La
especificacion del lugar bipolar requiere un
mecanismo mas complejo que necesita de muchas
marcas de posicion. Aunque se ha descrito algin
modelo (Chant y Pringle, 1995) a(n no se considera
a ninguno de ellos satisfactorio. Pero si se conocen
algunas proteinas implicadas: Bud8 y Bud9 serian

parte de la marca de sefializacion para la gemacion
distal y proximal, respectivamente. Ambas poseen
estructura de proteinas de membrana (Zahner y col.,
1996).

4.1.2. La GTPasa Budl: modelo del ensamblaje del
sitio de gemacion.

Una vez especificado el patrén de
gemacién, la GTPasa Budl reconoce las marcas
dejadas por las proteinas antes descritas 'y,
translocandose a membrana, se asocia a ellas
(Roemer y col., 1996), constituyendo la auténtica
marca espacial que permite la localizacién de la
maquinaria biosintética en ese punto.

Budl (inicialmente descrita como Rsrl) se
identifico como una proteina GTPasa de la
subfamilia Ras, dentro a su vez de la superfamilia
Ras. Budl contiene, como es habitual en esta
familia, una cisteina C-terminal (secuencia candnica
CAAX al final de la proteina, donde A es un
aminoécido alifatico y X una metionina o serina)
que sufre una farnesilacion que le permite anclarse
en la membrana plasmatica. La delecion de BUD1
no resulta letal, pero produce una seleccion al azar
del lugar de gemacion (Chant y Herskowitz, 1991).
Posteriormente, se clonaron y estudiaron otros genes
implicados en esta funcion: BUD2 y BUD5, que
codifican, respectivamente, la proteina GAP y la
GEF de Budl (Bender, 1993; Camus y col., 1994;
Chant y col., 1991; Chant y Pringle, 1995; Park y
col., 1993; Powers y col., 1991). Budl debe estar en
estado activo — unido a GTP - para interaccionar con
Cdc24, la proteina GEF de una nueva GTPasa,
Cdc42 (Ruggieri y col., 1992; Zheng y col., 1995).
Cdc24 es capaz de inhibir la actividad GTPasica de
Budl cuando se une a él, estabilizando su forma
Budl-GTP, y conectando asi los procesos
dependientes de Budl activa (seleccion de la yema)
y los dependientes de la actividad de Cdc24 y
Cdc42, que se describiran inmediatamente (Zheng y
col., 1995). Budl, por tanto, parece necesaria para
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dirigir a Cdc24 al lugar de gemacion, aunque, como localizarse en la membrana plasmatica (Michelicht y
veremos a continuacion, Cdc24 y Cdc42 pueden no Chant, 1996; Elia y Marsch, 1998).
necesitar obligatoriamente la accion de Budl para

Doble anillo de
septinas
procedente de la
gemacion anterior

Restos del
antiguo anillo
de septinas

RLLLLE M

o lej Bud8
ggrl:;?ifd;e constituye
la marca

la marca .Budg .Bud9 Tarala

& i6 gemacion

gemacion e
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axial MEMBRANA PLASMATICA distal
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Budl-GTP
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Nuevo Nuevo x %
anillo de anillode « .
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DEL LUGAR DE
CRECIMIENTO
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Figura 4. Especificacion del patron de polaridad axial o bipolar y ensamblaje del lugar de gemacion.
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4.2. Establecimiento del crecimiento polarizado: la GTPasa Cdc42.

4.2.1 La GTPasa Cdc42.

Cdc42 (revisado por Johnson, 1999) fue
identificada por primera vez a partir de una cepa
termosensible de Saccharomyces cerevisiae, que
portaba una mutacion que se denominé cdc42-1. A
37°C, en estos mutantes se imposibilita la formacion
de la yema, aunque la masa y volumen celulares
continGan incrementandose, por lo que se produce
finalmente un fenotipo de células grandes,
redondeadas y sin yemas (Adams y col., 1990).
Aunque la divisién celular se detiene a esta
temperatura, no ocurre asi con la replicacion del
DNA vy la divisién nuclear, lo que desemboca en
células multinucleadas. La polarizacién normal del
citoesqueleto de actina — actina cortical distribuida
preferentemente en las regiones de crecimiento de la
célula hija y los cables de actina dirigidos hacia la
yema emergente — desaparece en estos mutantes,
sugiriendo la funcién de Cdc42 en la organizacion
del citoesqueleto de actina durante periodos de
crecimiento polarizado. Estos datos condujeron a la
hipdtesis de que Cdc42 dirige el crecimiento
polarizado durante el ciclo celular. El fenotipo de
mutantes nulos cdc42 resultd letal, indicando la
esencialidad de Cdc42 para la viabilidad celular
(Johnson y col., 1990; Miller y Johnson, 1994). El
analisis de secuencia indico que Cdc42 pertenece a
la subfamilia Rho de la superfamilia Ras de
GTPasas.

Se han estudiado los dominios de Cdc42
implicados en la unién a guanin-nucleétidos y en la
hidrolisis de GTP. Las mutaciones cdc42%™V y
cdc42?™ causan una disminucién de la actividad
GTPasica, estabilizando a la proteina en un estado
permanentemente unido a GTP o “activado”. En S.
cerevisiae, la sobreexpresion de estos alelos mutados
es letal, provocando un fenotipo morfoldgico
caracteristico de células grandes y multigemadas con
estructuras aberrantes de actina cortical localizadas
en las maltiples yemas (Ziman y col., 1991). Este
fenotipo sugiere una interaccién constitutiva de la
proteina mutada con efectores de la ruta que

conduce a una polarizacion incorrecta del
citoesqueleto de actina.

Cdc42 sufre una prenilacién con un grupo
geranil-geranil-isopreno en la cisteina 188 que se
encuentra en su extremo C-terminal, tras lo que se
eliminan los tres aminoacidos restantes de la
proteina (Finegold y col., 1991). Gracias a esta
prenilacion, Cdc42 se ancla en la membrana
plasmatica. La eliminacion de esta cisteina o su
sustitucion  por serina  (C188S) impiden la
prenilacion y el consiguiente anclaje a membrana de
Cdc42 (Ziman y col., 1991; Ziman y col., 1993). La
proteina Cdc42 citoplasmica se encuentra,
probablemente, bien no prenilada, o bien unida a
Rdil, proteina con capacidad GDI que es capaz de
extraer de las membranas a estas GTPasas Yy
mantenerlas en estado inactivo (Koch y col., 1997;
Masuda y col., 1994). Cdc42 aparece localizada en
la membrana plasmatica en los lugares de
crecimiento polarizado - en estos mismos lugares se
localiza la actina cortical -, como son las
invaginaciones de la membrana plasmatica en el
lugar de emergencia de la yema, el extremo apical
de las yemas y el extremo apical de las proyecciones
caracteristicas durante el tratamiento con feromonas
(Adams y col., 1984; Kilmartin y col., 1984; Ziman
y col., 1991; Ziman y col., 1993). Recientemente,
Cdc42 ha sido localizada en la regién del cuello
entre las células madre e hija en S. cerevisiae y en la
zona del septo en S. pombe, indicando un posible
papel en septacion o citoquinesis (Johnson, 1999).
La localizacion de Cdc42 parece estar controlada por
el ciclo celular y, aunque coincide con la
polarizacion del citoesqueleto de actina, no parece
depender de la localizacion de ésta ni de la
integridad del citoesqueleto (Ayscough y col., 1997).

Las principales dianas de Cdc42 contienen
el dominio conocido como CRIB - de “Cdc42-Rac-
Interactive-Binding”, pues también aparece en
proteinas que interaccionan con la GTPasa de
mamifero Rac -, que se encuentra en muchas
proteinas que interaccionan con Cdc42, entre ellas y
especialmente la familia de quinasas tipo PAK —de
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“p21-activated-kinase”- (Burbelo y col., 1995)
(Figura 5). El dominio CRIB optimo para la
interaccion parece constar de 48 aminoacidos (se
describe en Thompson y col., 1998), y presenta
mucha mayor afinidad por Cdc42 cuando esta
proteina estd unida a GTP.

Cdc42 esta implicada de manera
fundamental en numerosos procesos en células
eucarioticas y, en concreto, en S. cerevisiae. Los
principales son la regulacién de la reorganizacion
del citoesqueleto de actina como respuesta a sefiales
extra e intracelulares (presencia de feromona y
gemacién, respectivamente), como ya se ha
mencionado, y la modulacién de cascadas de
proteinas quinasas (de respuesta a feromonas, de
pseudofilamentacién) que desembocan en la
transcripcion de genes necesarios para el control del
crecimiento y otros procesos celulares que se
describiran con detalle méas adelante.

4.2.2. Reguladores de la actividad de Cdc42: la
proteina GEF Cdc24.

Cdc24 (Figura 5) es la Gnica proteina de S.
cerevisiae con actividad GEF hacia Cdc42, es decir,
capaz de activar a la GTPasa al eliminar su union a
GDP vy estabilizar su asociacion con GTP (Zheng y
col., 1994; Ziman y Johnson, 1994). Tanto la
mutacion como la sobreexpresion de Cdc24
conducen a fenotipos similares a los equivalentes de
Cdc42 (Ziman y Johnson, 1994). Ademas, los
mutantes manifiestan un ligero defecto en seleccion
del lugar de gemacion (Sloat y col., 1981). Cdc24
contiene un dominio PH (de “pleckstrin homology™),
un dominio DH (de “Dbl homology”) presente en la
familia Dbl de GEFs, y dos potenciales dominios de
union a calcio. Cdc24 se localiza en la membrana
plasmaética, en el lugar de surgimiento de la yemay
en el cuello madre-hija, quiza gracias a su dominio
PH o a interacciones con otras proteinas, como Budl
(Johnson, 1999). En general puede decirse que
Cdc24 parece implicada en la seleccion del lugar de
gemacion, la polarizacién de la maquinaria
biosintética hacia el lugar de emergencia de la yema
y, en general, el crecimiento polarizado en la
formacion de la yemay del “shmoo”.

Cdc24, ademas de interaccionar con Cdc42
y Budl, es capaz de asociarse a otras tres proteinas
que, por su interés, trataremos con mas detalle:
Bem1, la subunidad GB (Ste4) de la proteina G
heterotrimérica acoplada a los receptores de
feromonas y Farl.

4.2.2.1. Proteinas que interaccionan con Cdc24: la
proteina aglutinadora Bem1.

La ausencia de la proteina Beml provoca
un fenotipo morfolégico de células grandes,
redondas y multinucleadas con la actina
deslocalizada -similar al de mutantes cdc24 y
cdc42- (Chenevert y col., 1992), de crecimiento
lento que llega a ser letal en algunos fondos
genéticos (Leberer y col., 1996). Bem1 se localiza
en el lugar de gemacién y en el extremo de las
yemas, como Cdc24 y Cdc42, y esto no depende de
la localizacién de la actina (Ayscough y col., 1997;
Pringle y col., 1995). Bem1 interacciona con muchas
proteinas, por lo que sirve como proteina
aglutinadora durante el ciclo mitético y el
apareamiento. Cdc24 interacciona por su extremo C-
terminal con el extremo C-terminal de Beml
(Matsui y col., 1996; Peterson y col., 1994; Zheng y
col., 1995). Beml interacciona también con la
GTPasa Budl (Zheng y col., 1995) y es capaz de
asociarse a la proteina PAK Ste20 y a Ste5, proteina
aglutinadora de las quinasas implicadas en la
respuesta a feromonas (Leeuw Yy col., 1995).
También interacciona con Farl, un inhibidor de la
actividad del complejo Cdc28/ciclina (Lyons y col.,
1996) del que se hablara méas adelante. Otras
proteinas con las que interacciona Beml son las
homologas Boil y Boi2 (Bender y col. 1996; Matsui
y col., 1996); el doble mutante boil boi2 tiene
defectos en emergencia de la yema y la
sobreexpresion de alguna de ellas conduce a una
parada del crecimiento con células grandes,
redondas, multinucleadas y sin yemas (Bender y col.
1996). Por Gltimo, y quiza éste sea el papel principal
de Bem1, es una proteina capaz de unirse a la actina,
con lo que la dirige hacia los lugares de crecimento
polarizado (Leeuw y col., 1995). En resumen, la
funcion de Beml parece ser la de proteina
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aglutinadora de componentes implicados en la
emergencia de la yema y en el comienzo de la
sefializacion provocada por feromonas.

4.2.2.2. Proteinas que interaccionan con Cdc24: la
subunidad GA de la proteina G.

La subunidad Gp (Sted) de la proteina G
heterotrimérica transmite la sefial iniciada por la
uniéon de la feromona al receptor a la ruta de
apareamiento que desemboca en la MAP (“Mitogen-
activated-protein”) quinasa Fus3. Alelos mutados de
Cdc24 incapaces de interaccionar con Ste4 sufren un
defecto en la orientacién de la prolongacion de
apareamiento (Nern y Arkowitz, 1998) lo que parece
indicar una implicacion de Cdc24 en este proceso.

4.2.2.3. Proteinas que interaccionan con Cdc24: el
regulador de ciclo celular Farl.

Membrana plasmética |

Budl-GTP

() EDED
4

| Proteinas PAK |

Pt

| PROTEINAS CON DOMINIO CRIB

Cdc42-GDP

Farl es una proteina necesaria para la
parada del ciclo celular en G1 en respuesta a
feromonas (Chang y  Herskowitz, 1990).
Recientemente, se ha descrito que Farl se encuentra
asociada a Cdc24 en el ndcleo y que la unién de la
feromona al receptor provoca la salida del complejo
del ndcleo y su asociacion a Bem1 y a la subunidad
GPBy en la membrana en el lugar marcado por Cdc42
para el ensamblaje del citoesqueleto (Toenjes y col.,
1999; Nern y Arkowitz, 2000; Shimada y col.,
2000).

4.2.3. Requladores de la actividad de Cdc42: las
proteinas GAP Rgal, Rga2 y Bem3.

Estas tres proteinas (Figura 5) son
potenciales GAPs de Cdc42, aunque sélo se ha
demostrado hasta el momento la actividad GAP in
vitro de Bem3 sobre Cdc42 (Zheng y col., 1994).
Bem3 contiene un dominio GAP en su extremo C-

/ Rgal (GAP)

<4—— | Rga2 (GAP)

AN Bem3 (GAP)

| Proteinas forminas |

Pt

| PROTEINAS AGLUTINADORAS

Figura 5. Proteinas que interaccionan con Cdc24 y Cdc42.
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terminal y un dominio PH. Interacciona con Cdc42,
pero no con otras GTPasas tipo Rho (Stevenson y
col., 1995). El mutante bem3 es viable y no presenta
defectos morfoldgicos importantes (Zheng y col.,
1994; Stevenson y col., 1995).

La proteina Rgal/Dbm1 fue identificada a
partir de un mutante capaz de activar la ruta de
respuesta a feromonas en ausencia de Sted
(Stevenson y col., 1995; Stevenson y col., 1992).
Rgal contiene un dominio GAP en su extremo C-
terminal y dos dominios LIM en su extremo N-
terminal que podrian funcionar como mediadores en
interacciones entre proteinas. La pérdida de Rgal no
es letal, pero provoca un cambio en el patron de
gemacion que en células haploides pasa de ser axial
a bipolar, y un aumento en la expresion del gen
indicador FUS1::lacZ, lo que sugiere una mayor
activacion de la ruta de respuesta a feromonas en
este mutante. De acuerdo con esto, la sobreexpresion
de Rgal disminuye la expresién de este gen
indicador - lo que indica un papel para Rgal como
regulador negativo de esta ruta - y reduce la
temperatura restrictiva del mutante cdc42-1
(Stevenson y col., 1995; Chen y col., 1996). Por otra
parte, la mutacion rgal aumenta la temperatura
restrictiva de un mutante termosensible cdc24, lo
que indica una accion opuesta a Cdc24. Rgal
interacciona con Cdc42 pero no con otras GTPasas
tipo Rho, ni con ninguna de las protein quinasas
constituyentes de la ruta de respuesta a feromonas
(Stevenson y col., 1995).

Por ultimo, Rga2 se ha identificado por su
homologia con Rgal (G. Sprague, comunicacion
personal). Contiene también un dominio GAP y dos
dominios LIM, su sobreexpresion disminuye la
temperatura restrictiva de un mutante cdc42-1, y su
delecion aumenta la del mutante termosensible
cdc24. Esto la sitia como posible candidata a GAP
de Cdc42, pero aun no se ha comprobado por
completo.

4.2.4. Requladores de la actividad de Cdc42: la
proteina GDI Rdil.
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La proteina Rdil fue identificada en S.
cerevisiae en un estudio en el que se buscaban
proteinas capaces de inhibir la disociacion de GDP
de la GTPasa RhoA bovina (Masuda y col., 1994).
Rdil tiene actividad GDI sobre la GTPasa Rhol
prenilada, pero no sobre la no prenilada. Su
eliminacién no produce ningun fenotipo aparente,
pero su sobreexpresion es letal. Coinmunoprecipita
con Rhol y Cdc42 (Koch y col., 1997). No esta
comprobada aun su posible actividad GDI sobre
Cdc4z2.

4.2.5. Efectores de Cdc42: las proteinas quinasas
tipo PAK.

Ste20 y Cla4 son dos miembros de la
familia PAK en S. cerevisiae (revisado por Bagrodia
y Cerione, 1999) (Figura 5). Skml, proteina
estudiada en el presente trabajo, es el tercer y Gltimo
miembro de la familia identificado en esta levadura.

Las primeras proteinas que fueron incluidas
en la familia PAK (de “p21l-activated-kinase”) se
descubrieron como proteinas que interaccionan con
Cdc42 y Racl, principalmente en su forma unida a
GTP, en células de mamifero, y resultaron ser serin-
treonin quinasas cuya actividad era estimulada por la
unién con estas GTPasas (Manser y col., 1994). Esta
fue la primera evidencia de que las GTPasas tipo
Rho -como son Cdc42 y Racl — eran capaces de
actuar andlogamente a como lo hace la proteina Ras,
que activa a la serin-treonin-quinasa Raf al unirse a
ella. Posteriormente, han sido descubiertas otras
proteinas PAK en mamifero, en distintos tejidos y
con distintas isoformas: Pakl/Paka, Pak2/Paky,
Pak3/Pakp y Pak4. Todas ellas se caracterizan por
un dominio serin-treonin-quinasa en el extremo C-
terminal y, a excepcion de Pak4, un dominio CRIB
de unién a Cdc42 y Rac en el extremo N-terminal
(Lim y col., 1996; Abo y col., 1998; Bagrodia y
Cerione, 1999) (Fig. 6A). Otras quinasas homologas
han sido descubiertas en diferentes organismos
(revisado por Daniels y Bokoch, 1999; Bagrodia y
Cerione, 1999).
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¢Clmo estimulan Cdc42 y Rac la actividad
de las proteinas PAK? Un modelo sugiere que la
union de la GTPasa al dominio CRIB induce un
cambio de conformacién en la PAK que estimula la
actividad de ésta, mientras que otro sugiere que la
interaccion eliminaria algin factor que regularia
negativamente a la PAK. Experimentos recientes

A

tanto en mamiferos como en levadura parecen
indicar que el modelo correcto es una combinacion
de ambos (Figura 6B): la region que comprende al
dominio CRIB esta solapada con otra regién
conocida como autoinhibitoria de la actividad
quinasa de la PAK (Zhao y col,. 1998). Se ha
demostrado mediante el sistema “dos hibridos” la

SER-THR-K %

CRIB: dominio de “Cdc42-Rac-Interactive-Binding”.
Al: dominio de Auto-Inhibicion.

SER-THR-K: dominio serin-treonin-quinasa.

SER-THR-K

PAK INACTIVA POR
AUTOINHIBICION

Cdc42 / Rac

PAK ACTIVA POR
UNION A LA GTPasa

SER-
THR-

Skm1l

| [PH] [criB| | SER-THR-QUINASA
Cla4

| | P |CR|B| | SER-THR-QUINASA |
Ste20

| |CRIB|

| SER-THR-QUINASA | |

Figura 6. (A) Representacion esquematica de las proteinas de la familia PAK. (B) Modelo de activacion de
las proteinas PAK por GTPasas.(C) Las tres proteinas PAK de Saccharomyces cerevisiae
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interaccion entre el dominio catalitico de la PAK y
el extremo amino-terminal autoinhibitorio (Tu y
Wigler, 1999). Esto sugiere que, en ausencia de la
unién a la GTPasa, la proteina PAK mantiene
inhibida su actividad quinasa mediante
interaccion  intramolecular entre el extremo
regulatorio —solapante con el CRIB en la zona N-
terminal- y el dominio quinasa. La interaccion con
Cdc42 o Rac obliga a la separacion de estos dos
dominios, a la “apertura” de la molécula y a su
activacion, quiza por autofosforilacion (Figura 6B).
Como detalle, resaltar que Pak4, al no contener la
regién autoinhibitoria ni la de unién a GTPasas, esta
constitutivamente activa (Abo y col., 1998).

una

La funcion principal de la familia PAK en
mamiferos —y parece que en levaduras también- es
servir de mediadores para las GTPasas tipo Rho en
la regulacion del citoesqueleto de actina. La accion
de las PAK sobre el citoesqueleto parece que
vendria dada por su capacidad de estimular la
activacion de miosinas, quiza por fosforilacion de la
quinasa de la cadena ligera de miosina 0 MLCK,
importante regulador de miosinas por fosforilacion
(Chew y col., 1998; Sanders y col., 1999). Por otra
parte, esta la funcion de las proteinas PAK como
integrantes de las cascadas de fosforilacion que
desembocan en el nucleo regulando la transcripcién
de genes determinados. En mamiferos, Cdc42 y Rac
estimulan la cascada de fosforilaciones que conduce
a las MAPKs JNK y p38, implicadas en respuesta a
diferentes tipos de estrés (Coso y col., 1995; Minden
y col., 1995; Bagrodia y col., 1995). Las proteinas
PAK activan a estas MAPKs en algunos tipos
celulares (Bagrodia y col., 1995; Zhang y col., 1995;
Brown y col, 1996), y también en algunas
circunstancias a las MAPK Erkl y Erk2 (Lu y col.,
1997), quiza en este Ultimo caso por fosforilacion de
Raf (King y col., 1998).

Ste20, Clad y Skm1, las tres proteinas tipo
PAK de S. cerevisiae presentan un dominio serin-
treonin-quinasa muy conservado en su extremo C-
terminal y un dominio CRIB en el N-terminal. Cla4
y Skm1, ademas poseen un dominio PH en posicién
N-terminal respecto al CRIB (Figura 6C). Como
ocurre con sus homologos en mamifero, Ste20 y
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Clad parecen relacionadas con la regulacion del
citoesqueleto y la transduccidn de sefiales.

4.2.5.1. Ste20.

Ste20 fue identificada por su capacidad de
suprimir, en sobreexpresion, la esterilidad causada
por un mutante dominante negativo ste4"®™
(Leberer y col., 1992) y por inducir la transcripcion
de FUS1::lacZ en ausencia de feromona (Ramer y
Davis, 1993). La pérdida del dominio quinasa de
Ste20 supone defectos en el apareamiento, la
sensibilidad a feromonas y la formacién de
“shmoos” (Leberer y col., 1992; Ramer y Davis,
1993). Ste20 interacciona con la subunidad Gf
(Sted) por una pequefia zona C-terminal, y esta
interaccion se intensifica tras la exposicién a
feromonas (Leeuw y col., 1998). Esta zona no
aparece en las otras proteinas PAK, lo que parece
convertir a Ste20 en una pieza especialmente
importante para la sefializacién a través de la ruta de
feromonas.

Ste20 podria mediar los efectos sobre el
citoesqueleto de actina que controla Cdc42, puesto
que la sobreexpresion de Ste20 parece suprimir el
defecto en crecimiento y el fenotipo morfolégico de
mutantes cdc42-1, asi como los defectos en
polimerizacion de actina de este mutante (Eby y col.,
1998). Mutantes ste20 cla4 muestran también estos
defectos en la polimerizacion de actina, que pueden
remediarse sobreexpresando Ste20. Por otra parte, el
complejo Cdc28/CInl-2 fosforila a Ste20 cuando
éste se localiza en zonas de crecimiento polarizado.
Esta fosforilacién se corresponde con una represion
de la ruta de respuesta a feromonas, lo que parece
indicar que, de esta forma, Ste20 “distingue” entre
ciclo mitdtico y apareamiento (Oehlen y col., 1998;
Wu 'y col., 1998).

Ste20 puede fosforilar a Stell “in vitro”,
iniciando asi la ruta de respuesta a feromonas (Wu 'y
col., 1995), pero también puede fosforilar —como
Cla4- a Myo3, fosforilacion necesaria para la accion
de la miosina (Wu y col., 1997). Myo3 y Myo5 son
miosinas pertenecientes a la clase I, se localizan con
los acumulos de actina cortical y son “motores
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moleculares” necesarios para la organizacion del
citoesqueleto (Goodson y col., 1996; Geli y
Riezman, 1996). Un alelo mutante constitutivamente
activo de Myo3, sin embargo, no complementa la
letalidad ni los defectos morfolégicos de un doble
mutante ste20 cla4, ni el fenotipo del mutante
sencillo cla4, lo que indica que esta miosina no es el
Unico sustrato de estas quinasas.

Ste20 se une a Cdc42, preferentemente en
su estado activo —unido a GTP- (Leberer y col.,
1997; Peter y col., 1996; Simon y col., 1995). La
interaccion se produce a través del dominio CRIB de
Ste20. Sin embargo, la unién entre Cdc42-GTP y
Ste20 no parece necesaria para la actividad de la
quinasa. Ste20 se localiza en los sitios de
crecimiento polarizado -yemas emergentes Yy
“shmoos”- mientras que el alelo delecionado en el
CRIB muestra una distribucion general por el
citoplasma (Leberer y col., 1997; Peter y col., 1996),
lo que indica que la funcion de Cdc42 en este caso
seria localizar a Ste20 en los sitios de crecimiento
polarizado.

4.2.5.2. Cla4.

CLA4 se identifico en un rastreo de genes
esenciales en un fondo cInl cIn2 (Benton y col.,
1993; Cvrckova y Nasmyth, 1993). EI mutante cla4
muestra una morfologia anormal de células con
yemas alargadas, cuellos madre-hija engrosados y
células multinucleadas (Cvrckovay col., 1995). Cla4
interacciona con Cdc42-GTP y no con otras
GTPasas tipo Rho (Cvrckova y col., 1995). Las
mutaciones ste20 y cla4 no son letales, pero si lo es
la doble ste20 cla4, lo que indica la posibilidad de
que estas quinasas tengan funciones solapantes. A la
temperatura restrictiva, un mutante termosensible
ste20 cla4-75 muestra los defectos ya comentados
del mutante sencillo clad (yemas alargadas, cuello
engrosado) y defectos en ensamblaje del anillo de
septinas (Cvrckovay col., 1995).

Como Ste20, Cla4 es capaz de fosforilar a
la miosina Myo3 “in vitro”, aunque no se conozca el
significado bioldgico de esta actividad (Wu y col.,
1997). La actividad quinasa de Cla4 estd regulada
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por el ciclo celular, con un pico de actividad en
G2/M. Esta actividad ciclica depende de Cdc42,
pues un alelo clad delecionado en el CRIB no la
muestra. Cdc42-GTP junto con el complejo Cdc28-
Clb2 conducen a la hiperfosforilacion de Cla4, y
ésta, a su vez a la de la quinasa Gin4, todo ello
necesario para el paso de crecimiento apical a
isotropico de la yema y posterior mitosis y
citoquinesis (Altman y Kellog, 1997; Carroll y col.,
1998; Longtine y col., 1998; Tjandra y col., 1998).
Cdc42 podria estar unida a Ste20 durante el
crecimento apical y cambiar a Cla4 durante el
isotrdpico, aunque también podrian tener funciones
solapantes (Pruyne y Bretscher, 2000). La mutacién
cdc42Y*** que confiere termosensibilidad, afecta a
la unién de Cdc42 a Cla4, pero no a las otras PAK,
siendo el fenotipo de estos mutantes similar al del
mutante cla4 y complementable por la expresion de
esta PAK (Richman y col., 1999).

La pérdida de estas dos PAK conjuntamente
provoca defectos graves en la polarizacién del
citoesqueleto de actina en distintos puntos del ciclo
celular (Holly y Blumer, 1999). La desaparicion de
las PAK en G1 conduce a defectos en el ensamblaje
de las septinas y despolariza el citoesqueleto de
actina cortical, lo que impide la emergencia de la
yema, aunque permite el crecimento isotropico y las
células aumentan de tamafio. Este fenotipo es
diferente del descrito para mutantes ste20 cla4-75
(Cvrckova y col. 1995), en el que las células aln
pueden gemar, formando muchas de ellas largas
prolongaciones con cuellos engrosados y que no
llegan a dividirse. Quiza esta diferencia de fenotipos
se deba a que el mutante cla4-75 no ha perdido por
completo su actividad (Holly y Blumer, 1999). Si la
inactivacion de ambas PAK se da en la transicion
SIG2 se produce una despolarizacion del
crecimiento en la célula madre y en la hija que
conduce a un crecimiento isotrépico de ambas,
manteniéndose constante la relacion de tamafio entre
las dos. Por ultimo, si la pérdida de las PAK se
produce en mitosis se provoca un defecto en
citoquinesis y en la polarizacion de la actina en el
cuello madre-hija.
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4.2.6. Otras proteinas que interaccionan con Cdc42.

4.2.6.1. Las forminas: Bnily Bnrl.

Bnil (Evangelista y col., 1997; Imamura y
col., 1997; Jansen y col., 1996; Kohno y col., 1996;
Zahner y col, 1996) es una proteina que
interacciona con las GTPasas tipo Rho (Rhol,
Cdc42, Rho3 y Rho4) en S. cerevisiae (Figura 5).
Ademaés, también interacciona con Bud6 (proteina
ésta que, a su vez interacciona con actina), con la
profilina Pfyl (que también se une a actina)
(Evangelista y col., 1997; Imamura y col., 1997),
con el factor de elongacién la (EFla) (que
interacciona también con la actina) (Umikawa y col.,
1998), con el dominio SH3 de la miosina Myo3, y
con la proteina Spa2, de funcién desconocida, pero
necesaria junto con Cdc42 para localizar a Bnil en
las zonas de yemas en crecimiento (Fujiwara y col.,
1998). Spa2, a su vez, puede interaccionar con
Bud6, Pea2 — el complejo multiproteico 12S que
comprende a Bnil, Sphl, Spa2, Pea?2 y Bud6 se
conoce como polarisoma (Sheu y col., 1998) - y con
componentes de las rutas de MAP quinasas de
respuesta a feromonas y de integridad celular, lo que
sugiere la formacién de grandes complejos
multiproteicos que englobarian a todas estas
proteinas en las zonas de crecimiento.

La proteina Bnrl es homologa de la anterior
(Imamura y col., 1997) y, como ella, también
interacciona con la profilina. De entre las GTPasas
tipo Rho, hasta el momento tan s6lo se ha descrito la
interaccion de Bnrl con Rho4 en estado activo, pero
su alta homologia con Bnil no permite descartar una
posible interaccion con Cdc42 (Imamura y col.,
1997). Las forminas, por tanto, podrian actuar como
proteinas aglutinadoras para Cdc42 y otras GTPasas
tipo Rho, para unirlas al citoesqueleto de actina.

4.2.6.2. 1qg1/Cyk1.

Iqgl (Epp y Chant, 1997; Lippincott y Li,
1998; Osmann y Cerione, 1998) es un homdlogo de
las proteinas IQGAPs de mamifero. Interacciona con
actina, calmodulina y, a través de un dominio GAP,

con Cdc42, preferiblemente cuando ésta se
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encuentra unida a GTP (Figura 5). El fenotipo del
mutante consiste en defectos en citoquinesis, con
yemas alargadas o bien multiples yemas, y células
multinucleadas. La proteina se localiza en el sitio de
emergencia de la yema y formando un anillo en la
zona del cuello madre-hija, colocalizando con los
anillos de septinas, actina 'y Myol. Quiza la funcién
de lggl sea coordinar a Cdc42 con el anillo de
actina-miosina durante la citoquinesis.

4.2.6.3. Bem4/Rom7.

Bem4 interacciona con Cdc42, Rhol, Rho2
y Rho4, independientemente de la unién de estas
GTPasas a GTP o GDP (Figura 5). La pérdida de
Bem4 produce termosensibilidad y un fenotipo de
células grandes, redondas, multinucleadas, sin
yemas, con actina deslocalizada. La sobreexpresién
simultdnea de Cdc42 y Rhol suprime este fenotipo
(Mack y col., 1996; Hirano y col., 1996).

4.2.6.4. Las17/Beel.

Otra familia de proteinas aglutinadoras que
relacionan a Cdc42 con el citoesqueleto de actina
son las homologas a la WASP (“Wiskott-Aldrich-
syndrome-protein”) humana (Featherstone, 1997;
Kirchhausen 'y Rosen, 1996; Ochs, 1998).
Las17/Beel es el homélogo de esta familia en S.
cerevisiae (Li, 1997). Sin embargo, muestra algunas
diferencias, como no poseer dominio CRIB, por lo
que no se sabe con certeza si, como en humanos,
interacciona con Cdc42. Los mutantes lasl7 crecen
lentamente y presentan defectos en gemacion,
citoquinesis y organizacion de la actina. Lasl7 se
localiza en los acumulos de actina cortical,
interaccionando con ella y con otras proteinas
fijadoras de actina (Li, 1997; Naqgvi y col., 1998).

4.2.6.5. Gicly Gic2.

Gicl fue identificada inicialmente como
supresora de la mutacion termosensible bem2-101
(Chen y col., 1997), y después, junto con Gic2, se
detectd en una blsqueda de proteinas que
contuvieran el dominio CRIB (Brown y col., 1997).
Ambas proteinas presentan una alta homologia v,
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mientras que la pérdida de una de ellas no provoca
un fenotipo aparente, la eliminacion de ambas
provoca termosensibilidad y defectos morfol6gicos
como células grandes, redondas, multinucleadas y
sin yemas, con localizacidn incorrecta de la actina,
deposito deslocalizado de la quitina, huso mitético
anormal y defectos en la orientacion de los
“shmoos”. Gicl y Gic2 interaccionan con Cdc42
(Figura 5), preferentemente unido a GTP (Chen y
col., 1997; Brown y col., 1997).

4.2.6.6. Otros posibles efectores de Cdc42: Msh3 y
Msh4.

La pérdida de las proteinas homdlogas
Msh3 y Msbh4 produce crecimiento lento y células
grandes y redondeadas con desorganizacion parcial
del citoesqueleto de actina. Su localizacién es la
misma que la de Cdc42 y depende de esta GTPasa, y
su sobreexpresion complementa a mutantes cdc24 y
cdc42. El cuadruple mutante msh3 msh4 gicl gic2 es
letal. Se ha sugerido que Cdc42 controlaria el
citoesqueleto por diversas vias paralelas, y que una
de ellas incluiria a Msb3 y Msb4 (Bi y col., 2000).

427. La GTPasa Cdc42: modelo  del
establecimiento del crecimiento polarizado en la

gemacion.

Una vez que se ha llevado a cabo el
ensamblaje del sitio de gemacién y la GTPasa Budl
sefiala el lugar de incipiente formacién de la yema
entra en juego Cdc42, el segundo componente de la
hipotética cascada de GTPasas que controla el
crecimiento polarizado en S. cerevisiae. Tras la
anterior descripcién de los reguladores y proteinas
conocidas que interaccionan con Cdc42, a
continuacién se expone un posible esquema de la
actividad de esta GTPasa a lo largo del proceso de
gemacion (segin Johnson, 1999) (Figura 7). La
proteina Cdc42, una vez sintetizada, sufre la
prenilacion que hace posible su anclaje a membrana,
pero inmediatamente es secuestrada por la GDI Rdil
que la mantiene en el citoplasma en su forma unida a
GDP. Por otra parte, la GTPasa Budl esta anclada
en la membrana plasmatica sefialando el punto de
nueva gemacién. En este momento se encuentra en
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su estado activo o unido a GTP, y en esta
conformacién es capaz de unirse a Cdc24, la GEF de
Cdc42. De esta forma, Cdc24 es llevada a la
membrana, y es activada por la unién a Bud1-GTP
en el lugar de futura gemacion. Cdc24 estd unida
formando un complejo con la proteina aglutinadora
Beml, que, a su vez, une actina. De esta forma, la
actina es polarizada también hacia el lugar de
gemacion. Cdc24, al ser translocada a membrana ve
activada su capacidad GEF hacia Cdc42, lo que
provoca su interaccion con ésta que, al sustituir el
GDP por GTP, se separa de Rdil y se ancla a la
membrana por su residuo prenilado, también en el
sitio de incipiente gemacion. Una vez que Cdc42 ha
intercambiado su GDP por GTP por la accién de
Cdc24, ésta se disocia de Cdc42 y de Budl, que
ahora se encuentra en su forma unida a GDP por la
accion de su GAP Bud2. Cdc24 queda libre hasta
que sea necesario un nuevo intercambio de guanin-
nucledtidos.

A partir de ahora es Cdc42 quien, desde su
estado activado —unido a GTP- y anclado en la
membrana en el sitio de emergencia de la yema, va a
controlar el proceso. Cdc42 va a interaccionar con
sus efectores poseedores de dominio CRIB: Gicl y
Gic2 y alguna de las proteinas PAK (Ste20, Cla4 o
Skm1). La mas probable candidata a unirse a Cdc42
en este momento es Ste20, por su conocida
localizacion en los extremos apicales de las yemas y
su fosforilacién dependiente de Cdc28/CInl-2 en
esta fase del ciclo. Cdc42, por otro lado, unira todo
este complejo a la proteina aglutinadora Bnil, que a
su vez se asocia con las miosinas Myo3 y Myo5. De
esta forma, Bnil crea una proximidad entre Ste20 y
las miosinas que desemboca en la fosforilacion de
éstas por la proteina PAK. Bnil es capaz de
interaccionar con otras proteinas que, a su vez, se
asocian al citoesqueleto de actina : la profilina Pfy1,
el factor de elongacion EFla, Bud6 y Spa2. Todo
este complejo se convertira en el ndcleo del
ensamblaje de los anillos de septinas, quitina y
Myol, y de la polimerizacion de la actina hacia el
punto de emergencia de la yema.
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Tras la replicacion del DNA, la yema sufre
la transicion de crecimiento apical a isotropico. Este
paso requiere de la activacién del complejo
Cdc28/Clb1-2 y del efecto de Cdc42-GTP sobre la

proteina PAK Cla4 —su actividad méaxima se da en la
transicion G2/M -y, quiza a través de ella, sobre la
proteina quinasa Gind. Ambas quinasas resultan
hiperfosforiladas y permiten que el cambio del

Budl-GTP

@
Fosforilacion

Cdc42-GDP

Prenil-transferasa

Cdc42-GDP

Actina

- POLARIZACION
DE ACTINA

-CRECIMIENTO
APICAL

- CRECIMIENTO ISOTROPICO

Figura 7. Modelo de actividad de Cdc42 v las proteinas PAK en crecimiento polarizado (gemacion)
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patron de crecimiento se dé con éxito. En este
momento, Cdc42 podria también interaccionar con
la proteina aglutinadora lqgl, capaz de asociarse a la
calmodulina Cmd1 a través de su dominio IQ y a la
actina por su dominio de homologia a calponina o
CH. Cla4 podria entonces fosforilar a la miosina
Myol -que forma un anillo alrededor del cuello-, a
las miosinas Myo2 y Myo4 -que estan unidas a la
calmodulina-, a las septinas -que se encuentran
formando también un anillo alrededor del cuello
madre-hija- 0 a las quinasas asociadas al anillo Gin4
—como ya se ha comentado-, Kccd y Hsll. En
conjunto, todo conduciria a la formacion de un anillo
de actina-miosina dependiente de las septinas en la
region del cuello. Este anillo, tras la anafase, sufriria
una contraccion que conduciria a la citoquinesis.

4.2.7.1. Regulacion de las proteinas PAK por ciclo
celular.

Las PAK Ste20 y Cla4 parecen actuar
dirigiendo la polarizacion del crecimiento de distinta
forma (Figura 7), y estan controladas, en Gltima
instancia, por el complejo Cdc28/ciclinas. Cdc28-
ClIn1,2 parece regular la funciéon del complejo
Cdc42-Ste20, probablemente por fosforilacion
directa de Ste20 (Oda y col, 1999). Esta
fosforilacion en la transicion G1-S permite a Ste20
dirigir el crecimiento apical de la yema y, cuando la
actividad de Cdc28-CInl,2 es més continuada, el
crecimiento pseudohifal (Oehlen y Cross, 1998; Wu
y col., 1998). Cla4, en cambio, es necesaria para el
cambio de crecimiento apical a isotrdpico, lo que
viene apoyado en el hecho de que Cla4 sufre una
hiperfosforilacién dependiente de Cdc28/ciclinas B
en la transicion G2-M (Tjandra y col., 1998). Cla4
promueve el paso de crecimiento apical a isotropico
posiblemente a través de las quinasas Gin4, Hsll y
Kccd4, parcialmente redundantes y cuya pérdida
produce un fenotipo similar al de mutantes cla4
(Altman y Kellog, 1997; Tjandra y col., 1998; Barral
y col., 1999). Estas quinasas estan asociadas a las
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septinas, y necesitan de la presencia de éstas para ser
activadas por Cdc28-Clbl,2 (Altman y Kellog,
1997; Tjandra y col., 1998). Hsll interacciona con
Hsl7, y esta proteina a su vez con Swel. Esta
interaccion provoca la fosforilacion de Swel,
probablemente por Hsll, lo que lo conduce a su
degradacion (Shulewitz y col., 1999; McMillan y
col., 1999). Al ser Swel una proteina que fosforila al
complejo Cdc28-Clbl,2, produciendo asi su
inactivacion y deteniendo el paso G2-M, la
degradacion de Swel tiene el efecto inverso,
provocando el paso de crecimiento apical a
isotropico. Ademas, Hsl7 puede competir con Cdc42
por unirse a Ste20, lo cual dejaria libre a Cdc42 para
interaccionar con Cla4 (Fujita y col., 1999). Asi
pues, la localizacion de las septinas es la que
provoca, a traves de Hsll y Hsl7, la fosforilacion y
posterior degradacion de Swel, con la consiguiente
transicion de crecimiento apical a isotropico. Si las
septinas no se han ensamblado correctamente, por
tanto, Swel sigue inactivando a Cdc28-Clb1,2 y el
ciclo se detiene. Este es el conocido como punto de
control o “checkpoint” morfogenético.

4.2.8. La GTPasa Cdc42 y otros procesos de
crecimiento polarizado.

Hasta ahora se ha descrito con detalle el
proceso de gemacién como modelo para comprender
la implicacion de las proteinas GTPasas en el control
del crecimiento polarizado. Sin embargo, la
gemacién no es el Gnico proceso de este tipo que se
da en S. cerevisiae. Concretamente, la formacién de
la prolongacion de apareamiento en respuesta a
feromonas y el crecimiento pseudohifal son también
procesos en los que el crecimiento se encuentra
polarizado, y también en ellos se ve involucrada de
manera fundamental la GTPasa Cdc42. Ambos
procesos dependen de cascadas de fosforilacién que
desembocan en quinasas tipo MAP, y por ello se
describiran  mas adelante en el apartado
correspondiente a este tipo de rutas.
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5. CONTROL DE LA SECRECION POLARIZADA: LAS GTPasas Rho3 Y Rho4.

Las GTPasas parcialmente redundantes
Rho3 y Rho4 cumplen un papel importante en el
crecimiento polarizado (Matsui y Toh-e, 1992; Imai
y col., 1996). La pérdida de ambas conduce a la
despolarizacion de la actina. Rho3 parece implicada
en dirigir a las vesiculas secretoras hacia la
membrana en el lugar de crecimiento (Figura 8).
Sec4 es una GTPasa tipo Rab que se une a vesiculas
y que estd implicada tanto en el transporte
polarizado de éstas como en su fusion a la
membrana (Finger y Novick, 1998). Tpml es la
tropomiosina, uno de los principales componentes de
los cables de actina (Liu y Bretscher, 1989). La
mutacion en RHO3 es letal en combinacion con la

mutacién sec4-2, y la sobreexpresion de Secd o
Tpm1 complementa los defectos de un mutante rho3
(Imai y col., 1996; Kagami y col., 1997). Rho3
activa, unida a GTP, es capaz de unirse con otras
proteinas implicadas en dirigir las vesiculas: Myo2,
la miosina que une las vesiculas a los cables de
actina, y Exo70, implicado en la fusion de estas
vesiculas (TerBush y col., 1996; Pruyne y col.,
1998; Robinson y col., 1999; Schott y col., 1999).
Rho3 se localiza en las regiones de crecimiento
polarizado al igual que Myo2, Sec4 y Exo70
(Robinson y col., 1999). Todo ello sugiere un papel
para Rho3 como reguladora del transporte vesicular
a lo largo de los cables de actina.

6. MANTENIMIENTO DE LA INTEGRIDAD CELULAR EN LA ZONA DE CRECIMIENTO
POLARIZADO: LAS GTPasas Rhol Y Rho2.

Rhol y Rho2 son dos GTPasas
parcialmente redundantes. Rhol es esencial
(Madaule y col., 1987) y Rho2 no lo es, pero puede
reemplazar a Rhol si es sobreexpresada (Ozaki y
col., 1996). Rhol (Figura 8) se localiza en los sitios
de crecimiento de forma dependiente de actina
(McCaffrey y col., 1991; Yamochi y col., 1994;
Ayscough y col., 1999), y alli es activada por sus
proteinas GEFs Roml y Rom2, parcialmente
redundantes (Ozaki y col., 1996; Manning y col.,
1997). El fenotipo tipico de mutantes rhol muestra
células capaces de generar una pequefia yema pero
que enseguida se lisa por su extremo apical, lo que
indica un defecto en sintesis y expansién de la pared
celular de la yema. Rhol estimula la sintesis de la
pared actuando como subunidad regulatoria del
complejo glucan-sintasa (cuya subunidad catalitica
puede ser una de las dos pB-1,3-glucan-sintasas, Fksl
0 Fks2) y a través de la ruta de integridad celular
mediada por Pkcl y la MAP quinasa Slt2 (Cabib y
col. 1998; Schmidt y Hall, 1998). Algunos alelos
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rhol sufren despolarizacion de la actina (Heliwell y
col., 1998), lo que indica su funcion en control de la
organizacion de la actina. Rhol parece sefalizar
hacia la actina a través de la ruta de la MAP quinasa
Slt2 (Schmidt y Hall, 1998). Slt2 esta activado en
periodos de crecimiento polarizado y su pérdida
causa despolarizacion del citoesqueleto (Mazzoni y
col., 1993). Sin embargo, la pérdida de Rom2 o Pkcl
hiperpolariza la actina y el crecimiento (Paravicini y
col., 1992; Ozaki y col., 1996; Manning y col.,
1997), y la sobreexpresion de Rhol o la pérdida de
Bem2 o Sac7, GAPs de Rhol, conducen a una
despolarizacion. Esto sugiere un doble efecto de
Rhol sobre el citoesqueleto de actina.
Recientemente se ha descrito que ambos efectos son
controlados por Rhol a través de su interaccion con
Pkcl, y que esta quinasa actla a través de la ruta que
desemboca en Slt2 para polarizar la actina y a través
de una ruta aln desconocida para despolarizarla
(Delley y Hall, 1999).
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MEMBRANA PLASMATICA - ZONA DE CRECIMIENTO POLARIZADO
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Figura 8. Modelo de actividad de Rho3 y Rhol durante la secrecidn y la biosintesis de la pared celular.
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I1. RUTAS DE MAP QUINASAS IMPLICADAS EN CRECIMIENTO POLARIZADO.

1. GENERALIDADES SOBRE MAP QUINASAS EN Saccharomyces cerevisiae.

Las células de S. cerevisiae poseen rutas de
sefializacion complejas que permiten una rapida
respuesta frente a estimulos externos. Entre las rutas
de sefializacion en levaduras destacan las que
incluyen cascadas de MAP (“mitogen-activated-
protein”) quinasas (Herskowitz, 1995; Levin y
Errede, 1995). Estas rutas generalmente contienen
tres protein quinasas que actlan en serie, activando
cada una a la siguiente (Figura 9): una MAP

Estimulo

v

RECEPTOR

v

Proteinas intermediarias
(quinasas, GTPasas, ...)

| MAPKKK |

MAPKK

v

MAPK

v

FACTOR DE TRANSCRIPCION

v

Transcripcion de genes especificos

Figura 9. Modulo de activacion en
cascada en rutas de MAP quinasas.
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quinasa quinasa quinasa (MAPKKK) que, cuando la
ruta se activa, fosforila a la MAP quinasa quinasa
(MAPKK), y esta a su vez lo hace con la MAP
quinasa (MAPK) (Cobb y Goldsmith, 1995; Cooper,
1994; Marshall, 1994). La MAPK activada,
entonces, entraria en el ndcleo para regular factores
de transcripcion mediante fosforilacion. De esta
forma, muchas sefales extra o intracelulares, a
través de las cascadas de MAPK, provocan como
respuesta de la célula la transcripcién de
determinados genes especificos (revisiones en
Garrington y Johnson, 1999; Schaeffer y Weber,
1999).

En S. cerevisiae existen cinco MAP
quinasas, formando parte de otras tantas cascadas de
sefializacion (Hunter y Plowman, 1997; Gustin y
col., 1998; Banuett, 1998; Posas y col., 1998;
Heinisch y col., 1999) (Figura 10), que se conocen
como: ruta de respuesta a feromonas (o de
apareamiento), ruta de crecimiento
pseudofilamentoso-invasivo, ruta de integridad
celular, ruta de respuesta a alta osmolaridad y ruta
de ensamblaje de la pared de la espora.
Recientemente se ha descrito una posible nueva ruta
—conocida por las siglas SVG (de “STE-vegetative-
growth”) que comparte la MAPK vy otros
componentes con la ruta de invasividad, y que
estaria implicada en el mantenimiento de la
integridad celular durante el crecimiento vegetativo
(Lee y Elion, 1999).

Las diferentes MAPK existentes en
levadura, y sus homélogos en otros organismos
(otras levaduras, plantas, mamiferos), pueden
clasificarse segln la ruta en que estén implicadas o
por el aminoécido que separa los dos residuos del
dominio regulatorio de la MAPK que son
fosforilables por la MAPKK. En el caso de MAPKs
como Hogl en S. cerevisiae o p38 en mamiferos, el
aminodcido es glicina; en otras MAPK, como Fus3,
Kssl y Slt2 en levadura 0 ERK1/2 en mamiferos, el
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aminodcido es glutdmico; es especial el caso de la
MAPK Smk1, implicada en el ensamblaje de la
pared de la espora en S. cerevisiae, ya que el
aminoacido en cuestidn es asparragina (Kyriakis y
Avruch, 1996; Robinson y Cobb, 1997).

Nos referiremos en mas profundidad a las

ESTIMULO

rutas que se ven implicadas en este trabajo: de
apareamiento, de pseudofilamentacion 0
invasividad, de integridad celular y la recientemente
descrita ruta SVG. También, por el papel que
desempefian en ella la GTPasa Cdc42 y la proteina
PAK Ste20, se describird brevemente la ruta de
respuesta a alta osmolaridad.

DANO EN PARED AYUNO DE NITROGENO FEROMONA ALTA OSMOLARIDAD AYUNO DE CARBONO
AY
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Figura 10. Cascadas de MAP quinasas descritas en S. cerevisiae. Las flechas discontinuas indican la ruta

SVG.

2. RUTA DE RESPUESTA A FEROMONAS O DE APAREAMIENTO.

Las células de S. cerevisiae pueden tener
dos tipos sexuales, a y a. Cada uno de ellos secreta
al exterior un pequefio péptido, la feromona, -factor
a 0 o, segun el tipo sexual de la célula que lo
produce-, que cuando es detectado por el tipo sexual
opuesto, provoca su parada de ciclo en G1, la
polarizacion del crecimento hacia la fuente de
emision de feromona y la expresion de proteinas
necesarias para la adhesion entre células, la fusion
celular y la cariogamia, para dar asi lugar a un zigoto
diploide. Estas respuestas son mediadas por una
cascada de MAPK que se activa en presencia de la
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feromona. La feromona (Figura 11) se une a un
receptor de siete dominios transmembranales,
induciéndole un cambio de conformacién que
provoca la disociacion de la proteina G
heterotrimérica que se halla asociada a él,
separandose de la subunidad Go. (Gpal) el complejo
GPy (Ste4-Stel8) (Blinder y col., 1989; Dietzel y
Kurjan, 1987; Jahng y col, 1988; Miyajima y col.
1987). Gy causa la activacion de toda la cascada de
feromona a través de Ste5 (Cairns y col., 1992;
Leberer y col., 1993; Stevenson y col., 1992;
Whiteway t col., 1995) y de la quinasa tipo PAK
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Ste20 (Leberer y col., 1992; Leberer y col., 1992;
Wu y col., 1995). Esta quinasa activa al médulo
constituido por la MAPKKK Stell, la MAPKK Ste7
y la MAPK Fus3. Otras proteinas, como Ste50 (Rad
y col., 1992; Xu y col., 1996) y Bem1 (Kao y col.,
1996; Leberer y col., 1996; Leeuw y col., 1995;
Lyons y col., 1996) podrian tener un papel en la
transmision de la sefial, pero no parece tan esencial
como el de Ste5 y Ste20. Ste5 cumple el papel de
proteina aglutinadora de todos los componentes de la
ruta al interaccionar con Stell, Ste7 y Fus3 (Choi y
col., 1994; Inouye y col., 1997; Marcus y col., 1994;
Printen y Sprague, 1994; Kranz y col., 1994). Esta
accion aglutinadora facilita las interacciones entre
proteinas del mddulo e incrementa la
especificidad de la cascada, lo que impide las
interacciones con quinasas parecidas de otras rutas.
Como ejemplo, el caso de la MAPKKK Stell que,
como se describe mas adelante, también interviene
en la ruta de respuesta a alta osmolaridad que
desemboca en la MAPK Hogl (Posas y Saito, 1997).
La union de Stell a Ste5 permite que, en presencia
de feromona, la fosforilacion de Stell desemboque
en activacion de la MAPK Fus3, mientras que, en
ausencia de Ste5, conduciria a la activacion de Hogl
0 de Kssl.

las

La quinasa PAK Ste20 es la serin-treonin-
quinasa que activa a la MAPKKK Stell por
fosforilacion en su extremo N-terminal (Leberer y
col., 1992; Ramer y Davis, 1993; Drogen y col.,
2000). En este punto juega un papel importante
Ste50, que interacciona con Stell (Xu y col., 1996)
y de alguna forma coopera con Ste20 en la
activacion de la MAPKKK, quiza favoreciendo una
conformacioén de Stell accesible a la fosforilacion
por Ste20 (Wu y col., 1999). Un mutante ste20
pierde casi toda su capacidad de apareamiento, pero
no es completamente estéril como lo es un mutante
en la subunidad G (Akada y col., 1996). Las otras
dos proteinas PAK de S. cerevisiae, Cla4 (Cvrckova
y col., 1995) y Skm1 (Martin y col., 1997), podrian
explicar este efecto al presentar un posible
solapamiento de funciones con Ste20.
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Por otra parte, Beml es capaz de
interaccionar con Farl (Lyons y col., 1996), proteina
necesaria para la parada del ciclo celular en G1
(Chang y Herskowitz, 1990). La conjugacion de las
dos células de tipo sexual opuesto va acompafiada de
la sincronizacion de sus ciclos celulares. La parada
del ciclo estd provocada por fendmenos
dependientes de Farl e independientes de él. Farl es
un inhibidor del complejo Cdc28-ciclinas G1
(Jeoung y col., 1998; Peter y Herskowitz, 1994),
efecto que provoca la parada en G1 necesaria para el
apareamiento. La MAPK Fus3 es esencial en este
proceso porque es ella la que activa a Farl por
fosforilacion (Chang y Herskowitz, 1992; Errede y
col., 1993; Gartner y col., 1998; Peter y col., 1993;
Tyers y Futcher, 1993). Farl, antes de la deteccion
de la feromona, se encuentra en el ndcleo y
recientemente se ha descrito que se halla unida a
Cdc24. La presencia de la feromona seria la que
provocaria la salida de Farl-Cdc24 del nicleo y
permitiria su interaccién con Bem1 en la zona donde
se emitira la prolongacién de apareamiento (Toenjes
y col., 1999; Nern y Arkowitz, 2000; Shimada y
col., 2000). Los procesos implicados en la parada de
ciclo que son independientes de Farl son mas
complejos y &un no estan bien estudiados.

La estimulaciéon por feromona estimula la
transcripcion de diversos genes. Estos genes tienen
en comun la presencia en su zona promotora de unas
secuencias conocidas como PRE (“pheromone-
response-elements”) (Hagen y col., 1991; Kronstad
y col, 1987). La MAPK Fus3 promueve la
transcripcion de estos genes mediante la
fosforilacion de Digl/Rstl, Dig2/Rst2 y Stel2
(Cook y col., 1996; Tedford y col., 1997). Stel2 es
un factor de transcripcion que reconoce las
secuencias PRE, y Digl y Dig2 son proteinas
relacionadas que actan como reguladores negativos
de Stel2. Digl, Dig2, Stel2 y Fus3 aparecen
formando un complejo en células no estimuladas por
feromona. La activacion de la ruta provoca la
fosforilacion de Digl, Dig2 y Stel2 por Fus3, lo que
conduce a la separacion de Digl y Dig2 de Stel2,
con la consecuente activacion transcripcional (Elion
y col., 1993; Tedford y col., 1997).
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Figura 11. Ruta de respuesta a feromonas o de apareamiento.

2.1. Papel de la GTPasa Cdc42 en la ruta de respuesta a feromonas.

Se ha propuesto que el inicio de la
activacion de la ruta podria deberse a la activacién
de Ste20 por Cdc42. Se ha descrito que mutantes
defectivos en CDC42 no muestran aumento de la
transcripcion de FUS1::lacZ en respuesta a
feromonas (Simon y col., 1995; Zhao y col., 1995).
Por otra parte, células delecionadas en el gen que
codifica la proteina GAP de Cdc42 Rgal muestran,
en ausencia de feromonas, un incremento de la
transcripcion de los genes controlados por la ruta
(Stevenson y col.,, 1995). La subunidad Gp
interacciona con la GEF de Cdc42, Cdc24 (Nern y
Arkowitz, 1998; Zhao y col., 1995), que a su vez
activa a Cdc42. Todo esto apunta a que Cdc42, al
unirse al dominio CRIB de Ste20, separaria el
extremo N-terminal autoinhibitorio de la proteina
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PAK de su dominio quinasa, provocando su
autofosforilacion y activacion (Ramer y Davis,
1993; Wu y col., 1995). Sin embargo, células que
contienen un alelo ste20 que ha perdido el dominio
CRIB de interaccién con Cdc42 presentan niveles de
sefializacion y de apareamiento similares a los que
presenta la cepa silvestre (Leberer y col., 1997; Peter
y col., 1996), siendo el Gnico defecto en estas células
un ligero fallo de localizacion de Ste20 en los
lugares de formacién de la proyeccion de
apareamiento, donde se localiza Cdc42. Asi pues, la
Unica funcion de Cdc42 en esta ruta podria ser la de
localizar a Ste20 en el lugar de formacién de la
proyeccion polarizada, y no la de activar a Ste20
(Peter y col., 1996; Simon y col., 1995; Zhao y col.,
1995). ¢ Como se produce, entonces, la activacion de
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Ste20? Se ha descrito que la estimulacion por
feromona induce la interaccion entre Gf y Ste20
(Leeuw y col., 1998) a través de un dominio muy
pequefio situado en el extremo C-terminal de Ste20,
fuera de su dominio quinasa. Por otra parte, un
mutante ste20 defectivo en su actividad quinasa vy,
por tanto, incapaz de autofosforilacién, atin muestra,
en presencia de feromonas, fosforilacion de Ste20
(Wu y col., 1995). Si es la unién a la subunidad Gj3
0 a una proteina quinasa desconocida la que provoca
la fosforilacion y activacion de Ste20 es una
cuestion por estudiar. Por Gltimo, un trabajo reciente
(Moskow y col., 2000) apuesta de nuevo por la
importancia de Cdc42 en la sefializacion a través de
esta ruta: un alelo mutante cdc42 incapaz de
interaccionar con Ste20 no detiene su ciclo en G1 en

presencia de feromonas y presenta muy reducidos
niveles de transcripcion de FUS1. Ademas, un alelo
ste20 incapaz de interaccionar con Cdc42 por haber
perdido su dominio CRIB es capaz de restaurar la
sensibilidad a feromonas de este mutante. Segin
estos autores, ésto no significaria que Ste20 no
necesita a Cdc42 para realizar su funcion, ya que la
pérdida del dominio CRIB conlleva la eliminacién
del dominio autoinhibitorio presente en todas las
PAK vy, por consiguiente, la creacién de un alelo
hiperactivo de Ste20. Hay que destacar,
embargo, que este alelo ste20 sin dominio CRIB
s6lo aumenta la transcripcion de FUS1 en presencia
de feromona, por lo que no puede considerarse como
un auténtico alelo hiperactivo.

sin

3. RUTA DE PSEUDOFILAMENTACION-INVASIVIDAD.

El ayuno de nitrégeno y quiza otros factores
provocan en la célula diploide un cambio en el tipo
de crecimiento, que pasa a ser pseudohifal (Gimeno
y col., 1992). Esto también ocurre en las células
haploides, que experimentan un crecimiento
invasivo del medio sélido en el que se encuentran
(Roberts 'y Fink, 1994). En el crecimiento
pseudohifal de los diploides el patrén de gemacion
pasa de ser bipolar a ser unipolar y las células se
alargan. Aunque probablemente varias rutas estén
implicadas en este cambio de crecimiento, quiza la
principal de ellas sea la que desemboca en la MAPK
Kssl (Figura 12) y que comparte muchos
componentes con la ruta de apareamiento (Liu y
col., 1993; Madhani y col., 1997; Roberts y Fink,
1994). Se ha propuesto un posible sensor de
membrana para esta ruta, Shol - que también esta
implicado en la ruta de respuesta a alta osmolaridad
-, ya que el crecimiento pseudofilamentoso parece
depender de la presencia de esta proteina (O"Rourke
y Herskowitz, 1998). A continuacién, la sefial es
transmitida de alguna manera hasta la GTPasa Ras2
(Gimeno y col., 1992; Mdsch y col., 1996). Para que
Ras2 transmita de nuevo la sefial son necesarias las
proteinas Bmhl y Bmh2, de la familia 14-3-3, que
interaccionan con Ste20 (Gelperin y col., 1995;
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Roberts y col., 1997). En esta ruta, Cdc42 actia por
debajo de Ras2 (Mdsch y col., 1996) vy, a diferencia
de lo que parece ocurrir en la ruta de feromonas, es
claramente necesaria para activar a la PAK Ste20
(Leberer y col., 1997; Peter y col., 1996). A
continuacion, Ste20 transmite la sefial al mddulo de
MAPK, constituido por Stell, Ste7 y la MAPK
Kssl, sin que se tenga constancia de ninguna
proteina aglutinadora para estas quinasas (Cook y
col., 1997; Madhani y col., 1997). Esta ruta también
promueve la transcripcion génica, en concreto la de
genes que contienen en su promotor secuencias FRE
(“filamentation-responsive-element”). Estas
secuencias constan de una copia de la secuencia
PRE junto al sitio de unién del factor de
transcripcion Tecl. El propio gen TEC1 estd
regulado transcripcionalmente por la ruta (Madhani
y Fink, 1997). Asi pues, Stel2 y Tecl
conjuntamente  son  necesarias  para
transcripcion. Digl y Dig2 actdan como represoras
de Stel2 también en esta ruta, por lo que mutantes
digl dig2 muestran una activacion constitutiva de la
transcripcion (Cook y col., 1996; Tedford y col.,
1997).

esta
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Curiosamente, la pérdida no sélo de Kssl,
sino de todas las MAPK en la levadura no impide la
formacion de pseudohifas (Liu y col., 1993). Sin
embargo, células con una mutacién en KSS1 que
produce una proteina no fosforilable y, por tanto, no
activable, no pueden formar hifas (Madhani y col.,
1997). Un alelo que codifica una forma de Kssl
fosforilable por Ste7 pero cataliticamente inactivo,
sin embargo, no impide la formacion de hifas
(Bardwell y col., 1998). Parece ocurrir que la forma
no fosforilada de Kssl se uniria a Ste12, impidiendo
el desarrollo de este tipo de crecimiento. Por tanto,

AYUNO DE NITROGENO

Kssl no fosforilada se comporta como un represor
de la ruta y Kssl fosforilada como un activador. Se
ha sugerido también un papel para Kss1 en la ruta de
respuesta a feromonas, ya que la pérdida de Fus3 no
vuelve estéril a la célula (Elion y col., 1991; Gartner
y col., 1992) y, sin embargo, el doble mutante fus3
kssl es estéril. La pérdida de Fus3 induce efectos
tipicos de activacion de Kssl, como aumento de
crecimiento invasivo (Madhani y co., 1997), lo que
sugiere un efecto represor de Fus3 sobre la accion de
Kssl.
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Figura 12. Ruta de pseudofilamentacion / invasividad.
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4. RUTA DE RESPUESTA A ALTA OSMOLARIDAD.

La osmolaridad interna de la célula se
mantiene mas elevada que la externa. El resultado es
la entrada de agua en la célula y un estado de
turgencia adecuado, mantenido gracias a la pared
celular. El incremento de la osmolaridad externa
significa un importante estrés para la célula, pero
que puede resultar habitual para ella en su medio
ambiente. En S. cerevisiae, la ruta de la MAPK
Hogl es la encargada de tomar las medidas
adecuadas ante este incremento de la concentracion
externa de sustancias. EI mddulo en este caso
consiste en tres MAPKKK -Ssk2, Ssk22 (Maeda y
col., 1995) y Stell (Posas y Saito, 1997), que
activan a una Unica MAPKK —Pbs2, que también
acta como proteina aglutinadora del complejo-
(Bogulawski y Polazzi, 1987; Brewster y col., 1993;
Maeda y col., 1994), que fosforila a la MAPK Hogl
(Brewster y col., 1993; Maeda y col., 1994).

La ruta consta de dos ramas (Figura 13)
que confluyen en la MAPKK Pbs2 (Maeda y col.,
1995). Por un lado, la proteina de membrana Shol,
que sefializa hacia Stell mediante un proceso que
parece implicar a Ste20 y a Cdc42 (Raitt y col.,
2000; Reiser y col., 2000). La otra rama consta de un
complejo de formado por tres
componentes: la proteina de membrana SIinl (con
actividad histidin-quinasa), Ypdl y Sskl. Sinl
permanece activa en condiciones normales de
osmolaridad externa, lo que conduce a la activacién
de Ypdl. La funcion de esta proteina es la de
inactivar a Sskl, que asi es incapaz de activar a las
MAPKKK Ssk2 y Ssk22, con lo que el resultado
final es que la ruta permanece inactiva. En alta
osmolaridad, SInl se bloquea, produciéndose el
resultado contrario (Posas y col., 1996).

sefializacion

El receptor de membrana Shol se localiza
fundamentalmente en sitios de crecimiento
polarizado (yemas emergentes, extremo apical de los
“shmoos”). Su funcién parece ser la de translocar a
esas zonas a la MAPKK Pbs2, y con ella a todo el
complejo necesario para su activacion (Ste20, Ste50
y Stell). Para llevar a la membrana a Pbs2 parece
necesario tanto Shol, con el que interacciona, como
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una accién aun no clara de la GTPasa Cdc42, que
quizé implica su interaccion con la PAK Ste20 y la
de ésta con Stell, que después fosforilaria a Pbs2.
En cualquier caso, es necesaria la accion de Cdc42
para la transmision de la sefial a través de esta rama
de la ruta, y esta accidon parece estar mediada
fundamentalmente por Ste20 y, en menor medida,
por Cla4, ya que la sobreexpresion de ésta evita la
osmosensibilidad de mutantes ste20 (Reiser y col.,
2000; Raitt y col., 2000). La funcion de esta rama de
la ruta de Hogl parece ser la de controlar
puntualmente el balance osmético en los lugares de
la pared celular que resultan méas vulnerables por
estar sufriendo cambios debidos al crecimiento
polarizado.

Mutaciones en PBS2 o en HOG1 provocan,
en presencia de alta osmolaridad la activacion de las
rutas de respuesta a feromonas y de
pseudofilamentacion (O'Rourke y Herskowitz,
1998; Davenport y col., 1999). Esto parece deberse
al hecho de que las quinasas Ste20 y Stell estén
compartidas por las tres rutas, y a que la presencia
de Hogl activado inactiva la rama de la ruta que se
inicia con Shol o al menos evita de alguna forma el
cruce entre rutas a nivel de Ste20 y Stell.

El efecto final de la ruta es la transcripcion
de genes cuyos promotores contienen las secuencias
STRE (de “stress-response-element”), lo que
conduce finalmente al incremento del
intracelular de glicerol (Bolmberg y Adler, 1992;
Nevoigt y Stahl, 1997). Esto se consigue mediante la
disminucion de la permeabilidad de la membrana
para el glicerol por la inhibicion del transportador
Fpsl (Luyten y col, 1995; Suhtherland y col., 1997)
y la expresidn de enzimas necesarias para la sintesis
de glicerol, como son la glicerol-3-fosfato-
deshidrogenasa y glicerol-3-fosfatasa, codificadas
por los genes GPD1 y HOR2, respectivamente
(Norbeck y Blomberg, 1996; Norbeck y Blomberg,
1997).

nivel
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Figura 13. Ruta de respuesta a alta osmolaridad.

5. RUTA DE INTEGRIDAD CELULAR.

Esta ruta controla la sintesis de pared
regulada por ciclo celular y responde a diferentes
estimulos externos, como dafios en la pared celular,
alta temperatura, baja osmolaridad externa y la
presencia de feromonas. Miembros conocidos que
intervienen en esta ruta (Figura 14) son la GTPasa
Rhol (Kamada y col., 1996; Nonaka y col., 1995),
que activa a la quinasa Pkcl (Levin y col., 1990), y
ésta, a su vez activa al mddulo conservado que en
esta ruta estd constituido por la MAPKKK Bckl
(Lee y Levin, 1992), dos MAPKK redundantes,
Mkk1 y Mkk2 (Irie y col., 1993), y la MAPK SIt2
(Torres y col., 1991), también denominada Mpkl
(Lee y Levin, 1992). Esta fosforila a los factores de
transcripcion RIm1 (Dodou y Treisman, 1997;
Watanabe y col., 1995; Watanabe y col., 1997) y
SBF (Madden y col., 1997) —compuesto por Swi4 y
Swi6 (Dirick y col., 1992; Koch y Nasmyth, 1994)-.
Sin embargo, esta ruta parece presentar varias
ramificaciones: Rhol, como se ha descrito
anteriormente, no soélo interacciona y regula a Pkcl;
a su vez, esta quinasa no solo controla a la cascada
de la MAPK SIt2 (Huang y Simington, 1994; Lee y
Levin, 1992). Es interesante exponer las
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interacciones identificadas mediante el sistema de
“dos hibridos” entre algunos de los componentes de
la ruta (Paravicini y Friedli, 1996; Soler y col.,
1995): las MAPKK Mkk1 y MKkk2 interaccionan con
Slt2; Bckl interacciona con Mkkl y MKkk2; sin
embargo, Pkcl interacciona con Mkk2, pero no con
Bckl o con otros componentes de la cascada. Esta
especial disposicion de Mkk2, interaccionando con
Pkcl y Slt2, ha llevado a sugerir un papel para ella
como proteina aglutinadora de todos los
componentes de la ruta (Heinisch y col., 1999). Sin
embargo, es de interés destacar que el papel de
Mkk1 es mucho més importante que el de Mkk2 en
la transmisién de la sefial (Martin y col., 2000).

La activacion de la ruta, como ya se ha
indicado, puede tener lugar en respuesta a diversos
estimulos, indicando todos ellos la implicacién de
esta ruta en el control y mantenimiento de la
integridad de la pared celular. El primero de los
desencadenantes de la activacion de la ruta tiene
lugar durante el ciclo celular: cuando la célula pasa
el punto START de la fase G1 y comienza la
formacion de una nueva yema. Se ha sugerido que la
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quinasa Cdc28 podria regular la activacién de la
ruta, ya que incrementos y descensos en la actividad
de Cdc28 van acompafiados, respectivamente, de
incrementos y descensos en la fosforilacién y
activacion de Slt2 (Marini y col., 1996; Zarzov y
col., 1996). Sin embargo, el mecanismo por el que
Cdc28 regularia la actividad de la ruta no esta claro.
El momento de maxima fosforilacion de Slt2 a lo
largo del ciclo celular coincide con la polarizacion
del crecimiento hacia el extremo de la yema (Lew y
Reed, 1995).

Otro de los estimulos activadores de la ruta
es el choque térmico: la ruta es necesaria para el
crecimiento a elevadas temperaturas, como 37°C
(Lee y Levin, 1992; Levin y col., 1990) y para
inducir termotolerancia (Kamada y col., 1995). El
incremento de la temperatura de crecimiento podria
crear un estrés en la pared celular o en la membrana
plasmética que activaria la ruta e incrementaria la
expresion de genes implicados en la biosintesis de la
pared celular (Kamada y col., 1995; Igual y col.,
1996). El aumento de la osmolaridad en el medio
suprime la termosensibilidad y la lisis celular de los
mutantes en esta ruta (Torres y col., 1991), al
estabilizar la membrana plasmatica en ausencia de
una pared funcional estable.

Diversas sustancias que afectan a la pared
celular, como el blanco de calcofldor y la zimoliasa
también estimulan la ruta (De Nobel y col., 2000),
sugiriendo que ésta se dispara a manera de
mecanismo compensatorio para reparar los dafios
sufridos por la pared. La cafeina y el vanadato
también estimulan
estabilizador osmotico (Martin y col., 2000). Los
mecanismos moleculares que activarian la ruta en
respuesta a estos estimulos procedentes de
membrana o pared aln no estdn del todo claros.
Algunas proteinas de membrana que potencialmente
podrian actuar como detectores de cambios en la
membrana o la pared e intervenir en la sefializacion
hacia esta ruta son las que constituyen la familia
WSC: Wscl/Hes77/SIgl (Vernay col., 1997; Gray y
col., 1997; Jacoby y col., 1998), Wsc2, Wsc3 y
Wsc4 (Vernay col., 1997); la pérdida de estas cuatro
proteinas impide la activacion de la ruta por

la ruta en ausencia de un
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temperatura. Fuera de esta familia, la proteina de
membrana Mid2 podria también actuar como sensor
para esta ruta (Ketela y col., 1999), ya que su
ausencia evita la activacion de la ruta por vanadato y
temperatura (Martin y col., 2000) y blanco de
calcofltior (De Nobel y col., 2000).

Por otra parte, Tor2 es una fosfatidil-
inositol-quinasa (Schmidt y col., 1997) cuya pérdida
es complementable por la presencia en el mismo
fondo de las mutaciones fksl y gasl (Helliwell y
col., 1998), mutaciones que hiperactivan la ruta de
Slt2 (De Nobel y col., 2000). El fosfatidil-inositol de
membrana obtenido por la accién de Tor2 podria ser
la diana de anclaje en membrana del dominio PH de
Romly Rom2, GEFs —activadoras- de Rhol (Ozaki
y col., 1996; Schmidt y col., 1997). Apoyando la
teoria que implica a estas GEFs en la ruta se ha
descrito recientemente la interaccion mediante el
sistema de “dos hibridos” de Wscl y de Mid2 con
Rom2 (Philip y Levin, 2001). Otros posibles
reguladores de la ruta son las GAPs de Rhol Bem2
(Kimy col., 1994; Wang y Bretscher, 1995) y Sac7
(Schmidt y col., 1997).

El tratamiento con feromonas activa a esta
ruta, coincidiendo la méaxima activacion con el
momento de formacion de la proyeccion de
apareamiento (Buehrer y Errede, 1997), mientras
que en el momento de la fusion celular, la ruta debe
encontrarse desactivada (Phillips y Herskowitz,
1997). Para la activacion de Slt2 por feromonas se
necesita Pkcl, Mkkl y Mkk2 (Buehrer y Errede,
1997; Zarzov y col., 1996). Se ha descrito que Bckl
es necesario para esta activacién (Zarzov y col.,
1996), pero también se ha dicho que solo lo es
parcialmente (Buehrer y Errede, 1997), por lo que
podria existir una segunda MAPKKK que cumpliera
esta funcién. La parte de la ruta de respuesta a
feromonas responsable de esta activacion no esta
clara: se ha descrito que Ste20 es necesario, pero no
Stell o Stel2 (Zarzov y col., 1996), sugiriendo un
cruce de de Ste20 y Bckl.
Contrariamente, también se ha indicado que en un
mutante stel2 se elimina la activacion de Slt2 debida
a feromonas (Buehrer y Errede, 1997), lo que
sugiere que es necesaria la transcripcion de genes

rutas a nivel
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inducida por esta ruta para activar la ruta de
integridad celular. Curiosamente, también se ha
descrito que la hiperactivacién de la ruta de SIt2
conduce a un aumento en la transcripcion de FUS1,
y que para ello son necesarios Stell, Ste7 y Stel2
(Cullen y col., 2000).

Un elemento clave en la transmision de la
sefial hacia esta ruta es la GTPasa Rhol. Aunque
RHO1 es un gen esencial, ciertos alelos rhol
termosensibles muestran el mismo fenotipo que el
resto de de la ruta y
complementables por estabilizacion osmotica del
medio y sobreexpresién de proteinas que se
encuentran por debajo en la ruta (Kamada y col.,
1996). Rhol unido a GTP interacciona con Pkcl
mejor que unido a GDP (Nonaka y col., 1995), pero

los mutantes son

esta interaccion no parece activar a Pkcl, sino que
facilita su activacion por fosfolipidos anionicos,
como la fosfatidilserina (Kamada y col., 1996).
Quiza la funcion de Rhol no es activar a Pkcl sino
localizarlo en sitios de crecimiento polarizado.
Recientemente, se ha estudiado la localizacion
subcelular de Pkcl, encontrdndose en lugares de
crecimiento polarizado y en el cuello entre las
células madre-hija. Tras dafio en la pared celular,
Pkcl sufre una rapida reorganizacién por la célula
que quiza responde a las marcas que suponen los
receptores WSC o Mid2 (Andrews y Stark, 2000).

Otra funcién importante de Rhol es su
papel en la sintesis de B-1,3-glucano, uno de los
principales componentes de la pared celular. Este
polisacarido es sintetizado en la superficie de la
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Figura 14. Ruta de integridad celular.
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célula por el complejo glucan-sintasa, y Rhol es
necesario en su forma unida a GTP para la actividad
de la subunidad catalitica Fksl, a la que se une,
actuando la GTPasa como subunidad regulatoria del
complejo (Drgonovd y col., 1996; Mazur y
Baginsky, 1996; Qadota y col., 1996) (Figura 14).
Ademas, la ruta de integridad celular promueve la
expresion de los genes FKS1 y FKS2 (Igual y col.,
1996; Kamada y col., 1996).

Como se ha descrito, Slt2 fosforila a los
factores de transcripcion SBF y RIml. SBF parece
ser el factor de transcripcion fosforilado por SIt2 en
respuesta a ciclo celular y RIml en respuesta a
estimulos procedentes de la pared. SBF, como se ha
comentado, es un complejo formado por las
proteinas Swi4 y Swi6. Swi4 es el auténtico factor
de transcripcién y Swib6 es la subunidad regulatoria.
Este complejo activa la transcripcion de los genes de
las ciclinas G1 CLN1, CLN2, PCL1 y PCL2, que
actian en la transicion G1/S (Cross y col., 1994;
Koch y col., 1996; Nasmyth y Dirick, 1991; Ogas y
col, 1991; Partridge y col., 1997). Posibles dianas

para RIm1 son los promotores de maltiples genes
implicados en la construccion y mantenimiento de la
pared celular. La hiperactivacion de la ruta mediante
la sobreexpresién de un alelo activado de MKK1 ha
permitido detectar alteraciones en la expresion de 25
genes, todas, a excepcion de FKS2, dependientes de
la presencia de RIm1 (lo que sugiere la existencia de
algiin otro activador transcripcional para la ruta).
Casi todos los genes detectados codifican proteinas
relacionadas de alguna forma con la pared celular:
proteinas relacionadas con la biogénesis de pared
(como el componente de la B-1,3-glucan-sintasa
Fksl, la quitin-sintasa Chs3 o el propio Slt2),
glicosil-fosfatidil-inositol-proteinas (proteinas GPI)
las manoproteinas de pared Cwpl, Pstl y Crhl
(similar ésta Ultima a endo-1,3-1,4-B-glucanasas),
proteinas de la familia PIR (implicadas en la
tolerancia al choque térmico) u otras proteinas
relacionadas con el ensamblaje del glucano, como la
glucanosil-transferasa Bgl2, o la implicada en
formacion de la pared de la espora Sps100 (regulada,
en este caso, negativamente por la ruta) (Jung y
Levin, 1999).

6. RUTA DE INTEGRIDAD CELULAR EN CRECIMIENTO VEGETIVO O SVG (“STE-
VEGETATIVE-GROWTH?”).

Recientemente se ha descrito una nueva
posible ruta de MAPK que estaria implicada en el
mantenimiento de la integridad de la pared celular
durante el crecimiento vegetativo, y que actuaria en
paralelo con la de SIt2 (Lee y Elion, 1999). La ruta
(Figura 15) estaria constituida por las quinasas
Ste20, Stell, Ste7, la MAPK Kssl y el factor de
transcripcion Stel2, todas ellas proteinas comunes
también a las rutas de respuesta a feromonas y de
crecimiento invasivo. Fus3 seria el factor encargado
de inhibir esta ruta en el paso a crecimiento
polarizado, por lo que estos autores han propuesto
que esta ruta actla durante el crecimiento no
polarizado, frente a la ruta de Slt2, que lo hace en el
polarizado. Las mutaciones en cada uno de los
miembros de esta ruta son letales en combinacion
con la pérdida de la manosil-transferasa Ochl. La
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activacion de esta ruta provoca la expresion del gen
FKS2, que es mas elevada en un mutante fus3.
También son letales las mutaciones slt2 o bckl en
combinacién con ochl, y un mutante stell bckl
crece mas despacio que un bckl, indicando una
accion paralela y aditiva de ambas rutas (Lee y
Elion, 1999).

Esta ruta se ve activada en diversos
mutantes afectados en la pared celular, en concreto
en glicosilacién y manosilacién de proteinas; dicha
activacion de la ruta en estos mutantes desaparece en
mutantes shol, lo que parece indicar que la proteina
transmembranal implicada previamente en la ruta de
alta osmolaridad y quiza en crecimiento
pseudofilamentoso, Shol, es también un posible
sensor para esta ruta (Cullen y col., 2000).
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Figura 15. Hipotética ruta SVG (“STE-Vegetative-Growth”) de integridad celular en crecimiento vegetativo.
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I. ANTECEDENTES: LA PROTEINA PAK Skm1

Durante el rastreo de una genoteca
genomica construida en Agtll con anticuerpos
policlonales anti-endo-B-glucanasa se clond en
nuestro laboratorio un fragmento de DNA de 3.3 kb
que incluia el extremo 3’ de un ORF. Este extremo
codificaba la parte C-terminal de una posible
protein quinasa. Para clonar el gen completo, se uso6
el fragmento 3’ como sonda para rastrear una
genoteca genodmica de S. cerevisiae construida en el
plasmido YEp13. El fragmento clonado finalmente
consistia en un ORF de 1965 pares de bases, que
codificaba para una proteina de 655 aminoacidos.
Esta proteina contenia un dominio serin-treonin-
quinasa en su extremo C-terminal, y un dominio PH
(de “pleckstryn homology”) y un dominio CRIB en
el extremo N-terminal. Por todas estas
caracteristicas y por su alta homologia con los
miembros de la familia PAK de S. cerevisiae, Ste20
y Cla4, se decidi6 incluir a la nueva proteina en esta
familia. Posteriormente se la nombr6 Skml -por
“Ste20/PAK  homologous Kinase related to
Morfogenesis”- debido a los efectos provocados
por su sobreexpresion y que se detallan mas
adelante en esta tesis.

Tras realizar la delecion del gen SKM1 en
distintos fondos genéticos, se estudio el
comportamiento de los mutantes en multiples
condiciones de cultivo: se analizo el crecimiento en
medio y medio
temperaturas, la viabilidad tras ayuno de nitrégeno,
la resistencia a choque térmico, el porcentaje de
células gemadas al entrar en fase estacionaria, el

rico minimo a distintas

crecimiento en condiciones de alta osmolaridad, la
sensibilidad a SDS o cafeina, la frecuencia de
apareamiento, la sensibilidad a factor o y la
esporulacion, sin que se descubriera ningln
fenotipo discernible del de las cepas isogénicas
silvestres. La morfologia de las células y el patron
de distribucidn de quitina o la seleccion del sitio de
gemacion tampoco parecian alterados en los
mutantes. Todo indicaba que el gen SKM1, en las
condiciones ensayadas, no era necesario para
ninguno de estos procesos. No obstante, la
existencia de otros dos miembros de la familia de
proteinas PAK en S. cerevisiae (Ste20y Cla4), que
presentan alta homologia con Skm1 apuntaba a un
posible efecto redundante entre sus funciones que
podria explicar la ausencia de fenotipo detectable
en mutantes skml. Sin embargo, los dobles
mutantes skml cla4 o skml ste20 tampoco
presentaban un fenotipo diferente o adicional al de
mutantes cla4 o ste20, respectivamente, indicando
que la PAK Skml no era redundante con los
restantes miembros de la familia. Corroborando
esto, la expresion en multicopia de SKM1 no fue
capaz de compensar el defecto en citoquinesis de
mutantes cla4, ni el defecto en apareamiento de
mutantes ste20. Por Gltimo, el fenotipo letal del
triple mutante clnl cIn2 cla4 (Cvrckova y col.,
1995) y la alta homologia entre Cla4 y Skml
condujo a la obtencion del mutante cInl cIn2 skml,
que, sin embargo, resultd ser viable. Todos estos
experimentos vienen detallados en Martin y col.
(1997).

1. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO.

A pesar de la dificultad en encontrar un
fenotipo para estos mutantes que diera informacion
sobre la funcion de Skml en la célula, el elevado
interés de esta proteina - perteneciente a la familia
PAK, y por ello quiza relacionada con Cdc42 y con
el control del citoesqueleto de actina o la
transmision de sefiales a través de rutas de MAP
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quinasas - condujo a perseverar en su estudio. Por
tanto, como objetivo fundamental de este trabajo se
planted el estudio de la funcion de esta proteina
PAK mediante la caracterizacion fenotipica de
mutantes skm1, estudios de sobreexpresion de la
proteina, busqueda de proteinas que interaccionasen
fisicamente con ella y diversas estrategias genéticas
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que nos permitieran relacionar a SKM1 con otros
genes. Los datos obtenidos en el transcurso del
trabajo permitieron establecer una posible relacion
con Cdc42, lo que, unido al elevado interés que
presenta esta GTPasa, condujo a establecer como
segundo objetivo del trabajo el estudio de la posible
relacion de Cdc42 y las proteinas PAK con rutas de
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MAP quinasas implicadas en el crecimiento
polarizado, especialmente la mediada por la
GTPasa Rhol y que desemboca en la MAP quinasa
Slt2. Con esta finalidad se realizaron estudios
genéticos — obtencion de diversos mutantes - y
bioguimicos -analisis de la activacion de estas MAP
quinasas -.
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1. MICROORGANISMOS, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN ESTE

TRABAJO.

1.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae originales utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Procedencia o Referencia
DBY746 MATa trp1-289 leu2-3112 ura3-52 his3-A1 Martin y col., 1997
HM27 Isogénica con DBY746, skm1::HIS3 Martin y col., 1997
HM29 Isogénica con DBY746, skm1A4::URA3 Martin y col., 1997
HM32 Isogénica con DBY746, clad::LEU2 Martin y col., 1997
HM33 Isogénica con DBY746, skm1::HIS3 cla4::LEU2 Martin y col., 1997
SEY6211 MATa trpl4901 leu2 3112 ade2-101 ura3-52 his3-4200 | Paraviciniy col., 1992

suc249
HM28 Isogénica con SEY6211, skm1::HIS3 Martin y col., 1997
HM37 Isogénica con SEY6211, ste204::URA3 Martin y col., 1997
HM38 Isogénica con SEY6211, skm1::HIS3 ste204::URA3 Martin y col., 1997
HM51 Isogénica con SEY6211, kss1A::URA3 H. Martin
HM52 Isogénica con SEY6211, slt2A4::LEU2 H. Martin
HM53 Isogénica con SEY6211, kss1A::URA3 slt24::LEU2 H. Martin
1638 MATo K™ his4 kar1-1 R. Esteban
5x47 MATa/a K R. Esteban
1783 MATa trpl-1 leu2-3112 ura3-52 his4 canR Leey col., 1993
1784 Isogénica con 1783, MATa Leey col., 1993
1783x1784 Diploide 1783 x 1784 H. Martin
DL454 Isogénica con 1783, slt24::TRP1 Leey col., 1993
EGY48 MATa ura3 his3 trpl 6lexAops-LEU2 R. Brent
HF7c MATa ura3-52 his3-200 ade2-101 lys2-801 trp1-901 leu2- | Feilotter y col., 1994
3,112 gal4-542 gal80-538 LYS2::GAL1-HIS3 URA3::GAL4-
lacz
Y526 Mata GAL4-542 GAL80-538 ura3-52 URA3::GAL1-lacZ leu2- | Soler y col., 1995
3 his3-200 trp1-901 lys-801 canR
CG1945 MATa ura3-52 his3 trpl-901 leu2-3,112 ade2-101 lys2-801 | S.J. Elledge
met- gal4 gal80 URA3::GAL4-lacZ LYS2::GAL1-HIS3
Y187 MATa ura3-52 his3 trp1-901 leu2-3,112 ade2-101 met- gal4 | S.J. Elledge
gal80 URA3::GAL1-lacZ
FY1617 MATa ura3-52 his34200 leu2-3,112 trp1-901 EUROSCARF
FSRNO003- Isogénica con FY1617, skm1A::kanMX4 EUROSCARF
11C(AL)
FSI1017- Isogénica FY1617, hsl7A4::kanMX4 EUROSCARF
01B(A)
FY67928C MATa ura3-52 his34200 leu2-3,112 trp1-901 H. Martin
FY67928C- Isogénica FY67928C, slt24::LEU2 H. Martin
DK
FY39 MATa ura3 his3 trp1-1 leu2-3,112 ade2-1 HIS4 ste20::URA3 | F. Cvrckova
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Fy41 Isogénica con FY39, cla4::LEU2 YCp-cla4-75 F. Cvrckova
YPH499 MATa ade2-101 trp1-63 leu2-1 ura3-52 his3-4200 lys2-801 Martin y col., 1997
HM31 Isogénica con YPH499, skm14::URA3 Martin y col., 1997
HM34 Isogénica con YPH499, cla4::LEU?2 Martin y col., 1997
HM36 Isogénica con YPH499, ste204::URA3 Martin y col., 1997
JTY2556 Isogénica con YPH499, ste7::ADE2 J. G. Cook
JTY2519 Isogénica con YPH499, fus3::LEU2 Bardwell y col., 1998
JTY2520 Isogénica con YPH499, kss1::HIS3 May col. 1995
JTY2516 Isogénica con YPH499, fus3::LEU2 kss1::HIS3 May col., 1995
HMA42 MATa stel11-1 ura3 his4 trpl Martin y col., 1997
BJ5464 MATa ura3-52 leu2-A41 trpl his3-4200 pep4::HIS2 pbr1A41.6R | Yeast Genetic Stock Center
canl
BJ5464-DK | Isogénica BJ5464, slt24::URA3 Martin y col., 2000
OHNY MATa ura3 his3 trpl leu2 ade2 Nonaka y col., 1995
HNY21 Isogénica OHNY, rhol-104 Yamochi y col., 1994
HM54 MATa ura3 his3 trpl leu2 ade2 rhol-104 H. Martin
HM55 MATa ura3 his3 trpl leu2 ade2 rhol-104 rgal::URA3 |H. Martin
bem3::TRP1
TB50a MATa ura3 his3 HIS4 trpl leu2 M. N. Hall
AS171-3a Isogénica con TB50a, sac7::kanMX M. N. Hall
AS169-2a Isogénica con TB50a, bag7::HIS3 M. N. Hall
Y806 MATa ura3 leu2 ade2 ade3 lys2 00 A. Bender
Y807 Isogénica con Y806, bem2::URA3 A. Bender
DJTD2-16D | MATa cdc42-1 trpl leu2 ura3 his4 gal2 Johnson y Pringle, 1990
Y604 MATa ura3-52 ade2-101 lys2-801 his3-4200 trpl-41 M. Snyder
PMYD9-1B | lsogénica con Y604, ura3::cdc42™*'R:URA3 Miller y Johnson, 1997
SY2002 MATa his3::FUS1-HIS3 mfa2-41::FUS1-lacZ ura3 leu2 trpl | G. Sprague
his3 adel
YGS2 Isogénica SY2002, rgal::URA3 G. Sprague
YGS7 Isogénica SY2002, rga2::TRP1 G. Sprague
YGS50 Isogénica SY2002, bem3::TRP1 G. Sprague
YGS72 Isogénica SY2002, rgal::URA3 rga2::TRP1 G. Sprague
YGS51 Isogénica SY2002, rgal::URA3 bem3::TRP1 G. Sprague
YGS56 Isogénica SY2002, rga2::TRP1 bem3::TRP1 G. Sprague
YGS57 Isogénica SY2002, rgal::URA3 rga2::TRP1 bem3::TRP1 G. Sprague
1.2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae generadas en este trabajo.
Cepa Genotipo
YTX10 Isogénica SY2002, ste7::LEU2
YTX21 Isogénica YGS72, ste7::LEU2
YTX22 Isogénica YGS51, ste7::LEU2
YTX23 Isogénica YGS56, ste7::LEU2
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YTX24 Isogénica YGS57, ste7::LEU2
YTX25 Isogénica SY2002, ste204::URA3
YTX26 Isogénica YGS56, ste204::URA3
YTX27 Isogénica SY2002, kss14::URA3
YTX28 Isogénica YGS56, kss1A::URA3
YTX29 Isogénica SY2002, skm14::URA3
YTX30 Isogénica YGS56, skm1A4::URA3
YTX31 Isogénica SY2002, fus34::LEU2
YTX32 Isogénica YGS56, fus34::LEU2
YTX33 Isogénica SY2002, kss14::URA3 fus34::LEU2
YTX34 Isogénica YGS56, kss14::URA3 fus34::LEU2
YTX40 Isogénica SEY6211, ste7::URA3
YTX41 Isogénica SY2002, SKM1-myc::LEU2
YTX42 Isogénica YGS57, SKM1-myc::LEU2
YTX50 Isogénica SEY 6211, ste7::LEU2
Las cepas de S. cerevisiae se almacenaron liquido a las temperaturas elegidas para cada ensayo
en una solucién de glicerol al 50% (v/v) a =70°C. Su (entre 24 y 39°C).

cultivo se realiz6 en medio sélido (en placas Petri) o

1.3. Cepas de Escherichia coli utilizadas en este trabajo.

DH50. SUpE44 AlacU169(¢#80lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

GM2163 |F- aral4 daml13::Tn9 (CmR) dcm6 galK2 galT22 gInV-44 hisG4 hsdR2 lacY1l leuB6 mcr201
mcrB1 mcrA mrr+ mtll rpsl136 thil thr+ tonA31 tsx78 xy15

Las cepas de E. coli portadoras de los realiz6 en medio liquido con agitacion vigorosa o
diferentes plasmidos se almacenaron en una solucién bien s6lido (en placas Petri) a 37°C.
de glicerol al 20% (v/v) a —20°C. Su cultivo se

1.4. Plasmidos originales utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas o modificaciones Procedencia o Referencia
pKIN2 YEp13 conteniendo el gen SKM1 completo Martin y col., 1997
p292K PEMBL18 conteniendo el fragmento Pstl-Kpnl de | A. Mendoza
SKM1, que expresa los aminoacidos 177-655
YEp352 ori 2. bla lacZ (MCS) URA3 Hill'y col., 1986
YEp352SKM1 Subclonaciéon en Hindlll-Kpnl de YEp352 del gen|Martiny col., 1997
SKM1 completo, a partir de pKIN2

37



MATERIALES Y METODOS

PEG(KG) ori 2, bla URA3 GAL1p-GST Mitchell y col., 1993

PEG(KGH) Subclonacién en Stul del gen URA3 de pEG(KG) del | Martin y col., 1997
gen HIS3

pSCLA Subclonacién en Hindlll de pEG(KG) del dominio | Martiny col., 1997
quinasa de CLA4 (aminoacidos 420-842), amplificado
por PCR

pSTE20 Subclonaciéon en BamHI de pEG(KG) del dominio | Martiny col., 1997

quinasa de STE20 (aminoacidos 492-939), amplificado
por PCR

Bluescript SK ori bla lacZ(MCS) f1 PT3 PT7 Stratagene

pEG202 ori 2 bla HIS3 ADHp-LexA R. Brent

pJG4-5 ori 2u bla TRP1 ADHp-GAL1b R. Brent

pSH1834 ori 24 bla URA3 6LexAop-lacZ R. Brent

pGBT9 ori 2u bla TRP1 ADHp-GAL4b S. Fields

pGAD424 ori 2u bla LEU2 ADHp-GAL4a S. Fields

pGBMKK1 Subclonaciéon en EcoRI-Sall de pGBT9 del ORF de | Solery col., 1995
MKKZ1 amplificado por PCR

pGASLT2 Subclonacién en EcoRI-Sall de pGAD424 del ORF de | Soler y col., 1995
SLT2 amplificado por PCR

pAS1-CYH2- Subclonaciéon en pAS1-CYH2 del fragmento Ndel-|A. Mendoza

PKC1-Nt Smal aminoterminal de PKC1

PASAA ori 2 bla TRP1 ADHp-GAL4b J. B .Millar

pACTII ori 2u bla LEU2 ADHp-GAL4a J. B. Millar

pRS305 ori bla LEU2 lacZ (para realizar fusiones a myc) Sikorski y Hieter, 1989

pPHO4 Subclonacién de PHO4 en pYES2 H. Martin

pGAL-ESS1 Subclonacién en EcoRI de pBC103 del ORF de ESS1 S. Hanes

pGAL-PIN1 Subclonaciéon en Xhol-Avrll de pBC103 del ORF de | S. Hanes
PIN1

YEp351CDC24 Subclonacién en Hindlll del gen CDC24 D. Johnson

pRS315CDC42G12 | Subclonacion en BamHI-Hindlll de pRS315 del alelo | A. Bender

\Y cdc42%'Y

pRS315CDC42 Subclonacién en BamHI-HindlIl del gen CDC42 D. Johnson

pNC149 pUC118-1 que contiene la cassette de interrupcién| Company y col., 1988
ste7::URA3

pNC113 pUC118-1 que contiene la cassette de interrupcion | Company y Errede 1988
ste7::LEU2

pT18U p34E que contiene la cassette de delecion skm14::URA3 | Martin y col., 1997

p34S2U p34H que contiene la cassette de delecion | Martiny col., 1997
ste204::URA3

pYEE98 Y1p5 que contiene la cassette de delecion fus34::LEU2 | Eliony col., 1990

pBC65 pBR322 que contiene la cassette de delecion|J. Thorner
ksslA::URA3

pHPS100 ori CEN4/ARS1 TRP1 ADHp-LexA-RLM1 5LexAop- | Kirchrathy col., 2000

lacZ

pRS316BCK1-20

Subclonacién del alelo bck1-20 en pRS316

A. Mendoza
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YEp352KSS1 Subclonacidn en YEp352 del gen KSS1 J. Thorner
1.5. Plasmidos generados en el transcurso de este trabajo.
Plasmido Plasmido de Modificacion
origen

pGSTO32 PEG(KG) Subclonacién en Sall (relleno con Klenow) de pEG(KG) del
fragmento Maml-Stul (relleno con Klenow) de SKM1 (que expresa los
aminoacidos 10-655), a partir de pKIN2

pGSTNN42 PEG(KG) Subclonaciéon en Sall (relleno con Klenow) de pEG(KG) del
fragmento Maml-Aval de SKM1 (que expresa los aminoacidos 10-
387), a partir de pKIN2

pGSTN49 PEG(KG) Subclonaciéon en Sall (relleno con Klenow) de pEG(KG) del
fragmento MamlI-Stul de SKM1 (que expresa los aminoacidos 10-248),
a partir de pKIN2

pGSTO32R PEG(KG) Eliminacion del fragmento Hindlll de pGSTO32, lo que permite
expresar los aminoacidos 10-196 de Skml.

pGSTK7 PEG(KG) Subclonacién en Sall (relleno con Klenow) de pEG(KG) del
fragmento Stul-SnaBl de SKM1 (que expresa los aminoécidos 249-
655), a partir de p292K

pGSTKT7S PEG(KG) Subclonacién en Sall de pEG(KG) del fragmento Sall de pGSTK7
(que expresa los aminoacidos 249-562 de Skm1).

pGSTK7H18 PEG(KG) Subclonacién en Stul del gen URA3 de pGSTK?7 del gen HIS3

pS19 pYES2 Subclonaciéon en Kpnl-Xhol (relleno con Klenow) de pYES2 del
fragmento Xbal-Xhol de pGSTK?7.

pKGSKM1 PEG(KG) Subclonacién en Xbal del ORF de SKM1 amplificado por PCR con los
oligos U-SKM1 y L-SKM1

pKGCDC42 pPEG(KG) Subclonacidén en Xbal del ORF de CDC42 amplificado por PCR con
los oligos U-CDC42 y L-CDC42

pKGC42G12V PEG(KG) Subclonacién en Xbal del ORF de cdc42°*® amplificado por PCR
con los oligos U-CDC42 y L-CDCA42

pKGHSKM1 PEG(KGH) Subclonacidn en Xbal del ORF de SKM1 amplificado por PCR con los
oligos U-SKM1 y L-SKM1

pKGHC42G12V pEG(KGH) Subclonacién en Xbal del ORF de cdc42™" amplificado por PCR con
los oligos U-CDC42 y L-CDC42

pKGSKM1-KD PEG(KG) Subclonacién en Xbal del alelo skm1*** Obtenido por PCR con los
oligos U-SK-KD, L-SK-KD, U-KG-SK y L-KG-SK

pRS305SKM1 pRS305 Subclonacién en Smal del ORF de SKM1 amplificado por PCR con
los oligos U-SK-MYC y L-SK-MYC

YEp352-C42G12V | YEp352 Subclonacién en BamHI-HindlIll del gen CDC42 completo, a partir de
pRS315CDC42

YEp352CDC24 YEp352 Subclonacién en Hindlll del gen CDC24 completo, a partir de

YEp351CDC24

Plasmidos generados para los estudios de “dos hibridos”

‘ ‘ Ver Figuras 8 y 9 de “Resultados”
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1.6. Genotecas utilizadas en este trabajo.

Genoteca Vector Procedencia o Referencia
pYES2.X pYES2 E. Herrero
pJG4-5.X pJG4-5 R. Brent
pGAD.1R pGAD.1 Clontech
pGAD.2R pGAD.2 Clontech
pGAD.3R pGAD.3 Clontech
Y2HL-C1 pGAD-C1 James y col., 1996
Y2HL-C2 pGAD-C2 James y col., 1996
Y2HL-C3 pGAD-C3 James y col., 1996
1.7. Oligonucleo6tidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia Detalles
U-CDC42 CCTCTAGAAGAATTCATGCAAACGCTAAAGTGTG Xbal-EcoRI
L-CDC42 CCTCTAGAATTCGATTAAGAAAAGATGGGC Xbal-EcoRI
L-CDC42A CCTCTAGAATTCCTATTTTTTACTTTTCTTGATAAC Xbal-EcoRI
U-RHO1 CCTCTAGAATTCATGTCACAACAAGTTGG Xbal-EcoRI
L-RHO1A CCTCTAGAATTCCTACTTCTTCTTCTTCTTTTCAG Xbal-EcoRI
U-BUD1 CCTICTAGAATTCATGAGAGACTATAAATTAG Xbal-EcoRI
U-BUD1A CCTICTAGAATTCTAAGTGGAAGCGTTTTTCTTC Xbal-EcoRI
U-SKM1 CCTCTAGAAACTGCAGAAATGAAGGGCGTAAAAAAGG Xbal-Pstl
L-SKM1 CCTCTAGAACTGCAGTTCAATGCCACTTTAAGG Xbal-Pstl
U-CRIB CCGAATTCTGGCTTGATGCCATTTTTGCC EcoRI
L-CRIB CCGAATTCCTATCCATTGTAATCTTC EcoRI
U-SK-MYC | GGCCCGGGATGAAGGGCGTAAAAAAGG Smal
L-SK-MYC GGCCCGGGATGCCACTTTAAGGATAC Smal
U-KG-SK CCTCTAGACATGAAGGGCGTAAAAAAGG Xbal
L-KG-SK CCTCTAGATCAATGCCACTTTAAGG Xbal
U-SK-KD GAGTGGCCATTGCGCAGATACGTTTATC Sustitucion K406A
L-SK-KD GATAAACGTATCTGCGCAATGGCCACTC Sustitucion K406A
SKM1-MUT |CCCGAGATTCTTGAAATCAC Comprobacion

Skle4OGA

Para lograr la solidificacién del medio se afiadia
bacto-agar a una concentracion final de 20 g/l. La
esterilizacion de los medios se lograba utilizando un

2. MEDIOS DE CULTIVO

minutos.
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autoclave bajo las siguientes condiciones: 121°C de
temperatura y 2.1 atmoésferas de presion durante 20
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2.1.Medios de cultivo para £. coli.

Medio

Composicion

LB (Luria-Bertani)

Bacto-triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l

TB (Terrific Broth)

Bacto-triptona 12 g/l, extracto de levadura 24 g/l, glicerina 4 ml/l, y tras su
esterilizacion KH,PO, 2.3 g/l y K,HPO, 12.5 g/l

2.2. Medios de cultivo para S. cerevisiae.

Medio Composicion
YEPD Glucosa 20 g/l, peptona 20 g/l, extracto de levadura 10 g/l
YPEG Galactosa 20 g/l, peptona 20 g/l, extracto de levadura 10 g/l

SD Base nitrogenada para levaduras 1.7 g/l, sulfato aménico 5 g/l, glucosa 20 g/l y 70 ml/I de
mezcla de aminoécidos

SG Como SD pero con galactosa en lugar de glucosa

SR Como SD pero con rafinosa a 15 g/l,

2.2.1. Solucién mezcla de amino&cidos.

Aminoécido o mg/l | Aminoécidoo | mg/l | Aminoacido o | mg/l | Aminoéacido o mg/l
base base base base
L-fenilalanina 736 L-treonina 1472 | L-tirosina 442 | L-triptéfano 294
L-glutdmico 1472 |L-serina 1472 | L-leucina 442 | L-histidina 294
L-aspartico 1472 | L-isoleucina 442 Adenina 294 | L-arginina 294
L-valina 1472 | L-lisina 442 Uracilo 294 | L-metionina 294

A los medios de cultivo de E. coli se les
afiadia ampicilina a 100 mg/l para seleccionar
células resistentes a dicho antibiético. Cuando fue
necesario, los medios empleados para el crecimiento
de S. cerevisiae se suplementaron con diversas
sustancias: el sorbitol, utilizado como estabilizador
osmotico, se afiadid a la concentracion de 1M

previamente a la esterilizacion del medio de cultivo;
otras sustancias, como el rojo Congo, el &cido 5-
fluoroordtico  (5-FOA), el 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranésido (X-Gal), el blanco de
calcofltor y el cloruro calcico se afiadieron al medio
esterilizado hasta conseguir la concentracién final
apropiada.

3. TECNICAS EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO.

3.1. Manipulacion de DNA. Técnicas de Biologia Molecular.

Las técnicas basicas de biologia molecular —
aislamiento de DNA plasmidico de E. coli mediante
lisis alcalina, extraccion de DNA genomico de
levadura, etc.- se realizaron segin los protocolos
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clasicos (Sambrook, 1989; Ausubel y col., 1993).
Las enzimas de restriccion, DNA-ligasa y DNA-
fosfatasa procedian de Boehringer-Mannheim. La
elucion de fragmentos de DNA de geles de agarosa
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se realiz6 mediante el “kit” comercial Geneclean. La
transformacion de E. coli se realiz segun el método
de Hanahan (1983) y la de S. cerevisiae segun el
método de Ito y col. (1983). La amplificacion de
DNA mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se realizd en un aparato DNA
Thermal Cycler (Perkin-Elmer) y en un MiniCycler
PTC-150 (MJ Research) seguln las técnicas descritas

en Sambrook y col (1989). La secuenciacion de
DNA fue llevada a cabo en la Unidad de
Secuenciacion Automatizada de DNA de la
Universidad Complutense de Madrid, utilizando
DNA obtenido mediante el “kit” comercial Quiagen
Plasmid Mini-Kit, y un secuenciador automatico
modelo ABI PRISM 377 DNA Sequencer.

3.2. Mutagénesis de S. cerevisiae.

La mutagénesis sobre células de S. cerevisiae
se realiz6 utilizando luz ultravioleta de 240 nm de
longitud de onda. Las cepas se cultivaban hasta fase
exponencial (DO=1) y a continuacion se sembraba
un ndmero adecuado de células por placa con el
medio correspondiente (segln el experimento de que
se tratase). A continuacion eran irradiadas a una

intensidad de 4 erg/mm/s durante 30 o 60 segundos
(dependiendo del experimento) para provocar una
supervivencia del 40% o el 17%, respectivamente,
que habia sido comprobada en ensayos previos. Las
placas se incubaban a continuacién a 28 °C hasta
aparicion de colonias.

3.3. Microscopia de fluorescencia y de contraste de fases.

Las muestras de levadura se observaban en un
montaje hdmedo. Los microscopios utilizados
fueron un microscopio directo Nikon Optiphot
acoplado a una lampara halégena de luz ultravioleta

y un microscopio invertido Nikon Diaphot acoplado
a una lampara ultravioleta de mercurio. Se emple6
un objetivo de contraste de fases 40 X y un ocular 10
X.

3.4. Microscopia electronica de barrido.

Sobre un filtro Millipore de 13 mm de
didmetro y 0.2 um de tamafio de poro, previamente
lavado con, en primer lugar, 2 ml de metanol y, en
segundo lugar, con 1 ml de cacodilato sédico 0.2 M,
se recogia una muestra de 1 ml de cultivo en el
medio liquido correspondiente. Las células se
fijaban sumergiéndolas en wuna solucion de
glutaraldehido al 5% en cacodilato sédico 0.2 M pH
7.2 durante 60 minutos. A continuacion se procedia
a la deshidratacion de la muestra mediante la
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inmersién sucesiva y durante diez minutos en
soluciones de etanol al 25, 50, 70, 90 y 100%.
Inmediatamente se sumergia la muestra en acetona
durante una noche y a continuacién se desecaba en
un desecador de punto critico. Las muestras se
observaban en un microscopio electronico de barrido
JEOL JSM-6400 perteneciente al Centro de
Microscopia Electrénica “Luis Bru” de la
Universidad Complutense de Madrid.
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3.5. Obtencién y determinacién cuantitativa de RNA. (Collart y Oliviero, 1993)

Las células se cultivaban hasta densidad dptica
de 1.0 a 600 nm. Todos los materiales utilizados en
el manejo de RNA habian de ser previamente
lavados con H,0, al 33% y tratados después con
dietilpirocarbonato (DEPC) para inactivar RNAsas.
Para recoger las células, los cultivos se transferian a
tubos de centrifuga Falcon y se centrifugaban a 4 °C
a 1500 g durante 3 minutos. Las células se recogian
con 1 ml de agua previamente enfriada en hielo y se
volvian a centrifugar a 4°C, descartandose el
sobrenadante (estas células podian conservarse
congeladas a —70 °C). Las células se resuspendian en
400 pl de tampdén TES (acido N-tris(hidroximetil)-
metil-2-aminoetanosulfénico (TES) 10 mM pH 7.4,
EDTA 10 mM, SDS 0.2%) y se afiadian 400 ul de
fenol &cido, agitando a continuacién con vortex
durante 10 segundos y centrifugando 5 minutos a 4
°C. La fase acuosa se transferia a un tubo Eppendorf
y se le afiadian 400 pl de fenol acido, agitando de
nuevo con vortex y volviendo a centrifugar. La fase
acuosa se pasaba a un nuevo tubo Eppendorf y se
afiadian 400 pl de cloroformo, agitando con vortex y

centrifugando de nuevo. La fase acuosa se transferia
a un nuevo tubo y se afiadian 40 ul de acetato sodico
3M pH 53 y 1 ml de etanol 100% frio. A
continuacion se centrifugaba para recoger el RNA,
que se resuspendia en 50 ul de agua tratada con
DEPC.

La determinacion de la cantidad de RNA se
realizaba con un espectrofotometro Beckman DV
640 mediante la medida de la absorbancia a 260 nm
y 280 nm (la absorbancia a 280 nm debe ser la mitad
que a 260 nm, y 1 unidad de DO a 260 nm
corresponde aproximadamente a una concentracion
de 40 pug/ml de RNA), igualandose las
concentraciones con agua. Cada extracto se
preparaba para la electroforesis mediante la adicion
al extracto de RNA (50 ug), ajustado a 16.5 ul con
agua, de formaldehido 12.3 M (13.5 pul) , formamida
(37.5 pl) y tampdn de carga MOPS 10X (&cido 3-N-
morfolino-propanosulfénico (MOPS) 0.4 M pH 7,
acetato sodico 0.5 M, EDTA 0.01 M) (7.5 ul) .

3.6. Electroforesis de RNA, transferencia a membrana y deteccion (“Northern blotting™). (Brown y
Mackey, 1997)

Las muestras se cargaban en un gel de agarosa /
MOPS / formaldehido (216 ml de agua, 30 ml
MOPS 10X, 54 ml formaldehido 12.3 M, agarosa
1%) (de nuevo todos los materiales y soluciones se
trataban con DEPC para inactivar RNAsas) y se
sometian a electroforesis durante una noche a un
voltaje constante de 30 voltios, utilizando tampdn de
electroforesis MOPS (MOPS 0.2 M pH 7, acetato
sodico 0.5 M, EDTA 0.01 M). A continuacién se
transferia el gel a una membrana de nitrocelulosa
tratada previamente con SSC 20X (NaCl 3M, citrato
sodico 0.3 M, pH 7), depositando el gel sobre la
membrana y manteniendo un peso constante sobre el
gel durante una noche.

Se utilizaron como sondas un fragmento
Hindll1-BamHI de 1,2 kb de SKM1, y un fragmento
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Hindlll-BamHI de 1,7 kb de ACT1. Ambas se
marcaron utilizando el fragmento Klenow de la
DNA-polimerasa | y dUTP marcado con
digoxigenina. La membrana se prehibridaba en
primer lugar durante 3 horas a 42 °C y a
continuacion se hibridaba con la sonda marcada de
DNA —previamente desnaturalizada a 100 °C durante
10 minutos - durante una noche a 42 °C. Después se
lavaba la membrana con SSC 2X / SDS 0.1% dos
veces y con SSC 0.2X / SDS 0.1% otras dos veces,
para eliminar los restos de la solucion de
hibridacion. La deteccion se realizaba mediante un
anticuerpo reconocedor de la digoxigenina marcado
con fosfatasa alcalina, y a continuacion se revelaba
con CSPD (kit de deteccion de Boehringer-
Manheim).



MATERIALES Y METODOS

3.7. Estudio de interacciones entre proteinas mediante el sistema de “dos hibridos”.

En este trabajo se han utilizado los siguientes
sistemas de “dos hibridos”:

3.7.1. Sistema de ““dos hibridos” basado en la
proteina LexA (Ausubel y col., 1993).

En este sistema, el gen X se subclona en el
plasmido pEG202 en fase con el gen LexA, y bajo el
control del promotor constitutivo del gen ADH1. En
el plasmido pJG4-5 se subclona el gen Y, en fase
con el dominio de activacion transcripcional B42, y
bajo el control del promotor del gen GAL1, inducible
por galactosa. El sistema emplea los genes
“reporter” LEU2 y lacZ, ambos bajo el control de un
promotor al que se une la proteina LexA. lexA-lacZ
se encuentra subclonado en el plasmido pSH18-34,
mientras que lexA-LEU2 se encuentra integrado en
el genoma de la cepa EGY48, hospedadora del
sistema. Se utilizé la genoteca pJG4-5.X, subclonada
en el vector pJG4-5.

3.7.2. Sistema de ““dos hibridos’ basado en el factor
de transcripcién Gal4 (Fields y Song, 1989).

En este sistema, el gen X se subclona en el
vector pGBT9 en fase con el dominio de unién a
DNA del gen GAL4 y bajo el control del promotor
del gen ADHL1. El gen Y se subclona en el vector
pGAD424 en fase con el dominio activador de
transcripcion de GAL4 bajo el control del mismo
promotor. Los genes “reporter” lacZ y HIS3 se
encuentran controlados por el promotor del gen
GAL1, al que se une el factor de transcripcion Gal4.
Las cepas hospedadoras de este sistema son la HF7¢c
(Feilotter y col., 1994), que contiene integradas en
su genoma las construcciones GAL1-lacZ y GAL1-
HIS3 y la cepa Y526 (Soler y col., 1997), que s6lo
contiene la construccion GAL1-lacZ. Se emple6 el 3-
aminotriazol para inhibir el crecimiento de colonias
que expresaran niveles bajos del gen HIS3. Se
utilizaron las genotecas subclonadas en los vectores
pGAD.1R, pGAD.2R y pGAD.3R, que permiten la
subclonacion de los insertos en los tres posibles
marcos de lectura (Chieny col., 1991).
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3.7.3. Sistema de ““‘dos hibridos™ de apareamiento
basado en el factor de transcripcion Gal4 (cedido
por S.J. Elledge).

En este sistema, similar al anterior, el gen X
se subclona en el plasmido pASAA -analogo al
pGBT9-, y en el plasmido pACTIl —analogo al
pGAD424- se subclona el gen Y. La construccion
PASAA-X se transforma en la cepa CG1945 (MATa),
que porta integrada en su genoma la construccion
GAL1-HIS3, y la pACTII-Y se introduce en la cepa
Y187 (MATa), que contiene en su genoma la
construccion GAL1-lacZ. La fusién sexual de ambas
cepas permite la transcripcion de ambos genes
“reporter”. Las genotecas que se han utilizado en
este sistema son la Y2HL-C1, Y2HL-C2 e Y2HL-
C3, que permiten, como en el caso anterior, obtener
los tres posibles marcos de lectura de los insertos
génicos (James y col., 1996).

En los sistemas descritos previamente, la
seleccion de los clones positivos se realizaba en
primer lugar por crecimiento en un medio deficiente
en un determinado aminoécido; y en segundo lugar
por la deteccion de la produccion de B-galactosidasa.
Esta valoracion puede realizarse de diversos modos:

-Valoracion cualitativa de actividad
galactosidasa:

1.Andlisis en placa con X-Gal. Las células se

incubaban en placas con X-Gal (80 pg/ml) durante 3

dias, volviéndose azules las productoras de pB-
galactosidasa.

2.Réplica en filtro. Las colonias se replicaban en un
papel Whatman 3M y se permeabilizaban mediante
inmersion en nitrégeno liquido durante 5 segundos.
Después de que el filtro se descongelara se colocaba
con las colonias hacia arriba sobre una placa Petri
que contenia un papel de filtro inmerso en 3.2 ml de
tampon Z (Na,HPO,*7 H,0 16.1 g/l, NaH,PO,*H,0
5.5 g/l, KCI 0.75 g/l, MgSO,*7 H,0 0.246 g/l) con
-mercapto-etanol (2.7 ml/l) y 100 pl de solucion de
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X-Gal (soluciébn madre a 20 mg/ml en
dimetilformamida). Los filtros se incuban de 30
minutos a 12 horas a 28 °C. Las colonias que se
las productoras de p-

vuelven azules

galactosidasa.

son

3.Ensayo de sobrecapa. Sobre la placa con las
colonias seleccionadas por el marcador de auxotrofia
se afiadia una capa semisolida de tampon fosfato y
X-Gal en dimetilformamida con agar al 1.2%. Las
placas se incuban de 30 minutos a 12 horas a 28 °C,
volviéndose azules las productoras de j-
galactosidasa. Las colonias positivas se recogen con
un palillo estéril, atravesando la sobrecapa
semisélida.

-Valoracion cuantitativa de actividad beta-

galactosidasa:

1.Ensayo con orto-nitro-fenil-galacto-piranésido
(ONPG). Se parte de células crecidas en medio
selectivo para los plasmidos y que se encuentran en
fase exponencial. Las células se permeabilizan con
cloroformo y SDS 0.1%. La B-galactosidasa
hidroliza el ONPG produciendo orto-nitrofenol, de
color amarillo (Ausubel y col., 1997). La
determinacion de orto-nitrofenol se realiza midiendo
la absorbancia a 420 nm en un espectrofotémetro, y
el resultado se expresa en unidades de Miller
(Miller, 1972).

3.8. Obtenciodn de extractos proteicos y determinacion cuantitativa de proteinas.

Las células de S. cerevisiae se cultivaban toda la
noche en el medio correspondiente hasta alcanzar la
mitad de la fase exponencial. Entonces se diluian
hasta una densidad Optica a 600 nm de 0.2 y se
dejaban crecer una generacion. A continuacion, las
células se recogian en hielo afiadiendo 20 ml del
cultivo a un volumen similar de hielo en un tubo de
centrifuga Falcon, depositdndose en el fondo
mediante centrifugacion refrigerada. Las células, a
continuaciadn, se transferian resuspendidas en 1ml de
agua previamente mantenida en hielo a un tubo
Eppendorf, se recogian mediante centrifugacién y
bien se congelaban inmediatamente en hielo seco o
bien se rompian.

Para la ruptura, las células se resuspendian en
tampon de lisis frio (Tris-HCI —pH 7.5- a 50mM,
glicerol al 10%, Tritén X-100 al 1%, SDS al 0.1%,
NaCl a 150nM, EDTA a 5mM, los inhibidores de
proteasas fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) a
1mM, tosil-fenil-alanin-clorometil-cetona (TPCK),
tosil-lisin-clorometil-cetona (TLCK), leupeptina,
pepstatina A, antipaina y aprotinina, todos ellos a 25
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ug/ml y los inhibidores de fosfatasas NaF a 50 mM,
B-glicerol-fosfato a 50mM, pirofosfato sodico a
5mM vy ortovanadato sédico a 1mM), se afiadian
perlas de vidrio Ballotini de 0.45 0 1 mm (BHD Lab.
Supplies) y a continuacion se agitaba vigorosamente
la mezcla en un aparato homogeneizador de células
Fast-Prep (Bio-101, intensidad 5.5 durante 30
segundos).

Los extractos celulares se separaban de las
perlas de vidrio y los restos de células mediante
centrifugacion refrigerada a 4 °C y 13000xg durante
15 minutos. La concentracion de proteina de los
sobrenadantes se determinaba midiendo la
absorbancia de los extractos en un espectrofotometro
Beckman DV 640 a 280 nm (1 unidad de DO a 280
nm corresponde  aproximadamente a una
concentracion de 1 mg/ml de proteina) y se igualaba
mediante adicion de tampdn de lisis. A continuacién
se afiadia tampdn de carga SDS-PAGE 2X a los
extractos y éstos se hervian durante 5 minutos,
conservandose a continuacién congelados a—20 °C o
bien se realizaba directamente la electroforesis.



MATERIALES Y METODOS

3.9. Electroforesis de proteinas, transferencia a membranas e inmunodeteccion (“Western-blotting™).

La separacion de proteinas de los extractos se
realizd6 mediante SDS-PAGE, utilizando geles de
poliacrilamida al 8%, en cubetas Mini-Protean Il
Cell (Bio-Rad) a un voltaje constante de 150 voltios
y cargando aproximadamente 10 pg de proteina por
pocillo. Estos geles se transferian a continuacion a
membranas de nitrocelulosa (Hybond, Amersham)
en unas cubetas de transferencia Mini Trans-Blot
Transfer Cell (Bio-Rad) a un voltaje constante de
100 voltios durante 1 hora.

Las membranas eran hibridadas con el
anticuerpo correspondiente en presencia de leche
desnatada al 1%: policlonales frente a GST (Santa
Cruz  Biotechnology), a dilucion  1:1000;
monoclonales 9E10 frente a c-myc (BAbCO) a
dilucién 1:2000; policlonales frente a la MAP
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quinasa p44/p42 difosforilada (Thr202/Tyr204)
(New England Biolabs) a dilucién 1:2000; o
policlonales frente a GST-SIt2 (Martin y col., 1993)
a dilucion 1:1000. EIl anticuerpo primario se
detectaba utilizando un anticuerpo conjugado con
peroxidasa y después el sistema de deteccion ECL
(Bio-Rad).

En ocasiones, las membranas tratadas con el
anticuerpo frente a la forma fosforilada de la MAP
quinasa p44/p42 eran deshibridadas y rehibridadas
con el anticuerpo frente a GST-SIt2, para
monitorizar la cantidad de esta proteina. En otros
casos, con los mismos extractos se realizaban
“western-blots” paralelos utilizando cada uno de los
anticuerpos.
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1. ENSAYOS FENOTIPICOS.

Con el objetivo de encontrar un papel para
Skm1l en la fisiologia celular, y ya que, como se
detalla en “Antecedentes y Objetivos” los primeros
intentos de caracterizar fenotipicamente los mutantes
skml no rindieron resultados positivos, este trabajo
se centrd inicialmente en la busqueda de un fenotipo
para estos mutantes.

1.1. Curvas de crecimiento de mutantes
defectivos en las proteinas PAK.

Se procedié a la comparacién de los patrones
de crecimiento en medio rico de mutantes ste20,
cla4, skml, ste20 skml y cla4 skml. Previamente,
como se indica en “Antecedentes y Objetivos”, pudo
observarse que Skml no parecia redundante, en las
condiciones ensayadas, con sus dos proteinas PAK
homologas Ste20 y Cla4, puesto que el fenotipo de
esterilidad de mutantes ste20 o el morfol6gico de
yemas alargadas de cla4 no sufrian intensificacion o
modificacion alguna por la adicién de la mutacién
skm1. Sin embargo, parecia interesante comprobar si
la posible redundancia funcional se podria
manifestar en un efecto sobre el crecimiento.

Para ello, se escogid por un lado la cepa
silvestre DBY746 y los mutantes isogénicos
sencillos skml, cla4 y el doble skm1l cla4, y por otro,
la cepa silvestre SEY6211 y los mutantes isogénicos
skml, ste20 y skml ste20 para proceder a la
comparacion de las curvas de crecimiento. Como se
muestra en la Figura 1A, los mutantes ste20, skm1y
skml ste20 no mostraron diferencias significativas
entre si, ni con la cepa silvestre, llegando las curvas
de crecimiento a ser casi solapantes. En el caso de
los mutantes cla4 (Figura 1B), se observé una ligera
ralentizacion en el crecimiento. EI mutante skm1, sin
embargo, se comportd como la cepa silvestre, y el
doble skm1 cla4 como el cla4.

1.2. Estudios de sensibilidad de mutantes
skm1 a diversas sustancias.

En “Antecedentes y Objetivos” se han descrito
los estudios previos de sensibilidad a diferentes

sustancias efectuados en mutantes skml, los cuales
no mostraron especial susceptibilidad hacia las
sustancias ensayadas. En este trabajo se estudié la
sensibilidad de skm1 a nuevas sustancias:

A

Crecimiento de mutantes skmz, ste20'y skml
ste20 frente a la cepa silvestre
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Figura 1. Curvas de crecimiento de mutantes
defectivos en las proteinas PAK.
Representacion semilogaritmica de las densidades
Opticas a 600 nm frente al tiempo de cultivos de
(A) cepas skm1, ste20 y skm1 ste20 y la isogénica
silvestre SEY6211, y (B) cepas skml, clad y skml
clad y la isogénica silvestre DBY746. El cultivo
se realizd en medio rico (YPD) a 28°C. Los
preinéculos se cultivaron durante una noche y a la
mafiana siguiente se realizd un in6culo a una
densidad éptica de partida de 0,1 a 600 nm.

1.2.1. Sensibilidad a toxina Killer.

La toxina killer K1, producida por algunas
cepas de levadura es una toxina formadora de poros
en la membrana que requiere un paso inicial de
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union a un receptor en la pared celular para ejercer
su accion (Bussey, 1991). Este receptor es
probablemente el B-1,6-glucano, ya que se ha
demostrado su unién a la toxina (Hutchins y Bussey,
1983). Los mutantes resistentes a la toxina killer K1
presentan niveles disminuidos de (-1,6-glucano
alkali-insoluble y en ocasiones defectos en la
glicosilacion (Orlean, 1991). Por ello, la alteracion
de la sensibilidad a esta toxina es una buena
herramienta para detectar defectos en la pared
celular.

Se compar6 la sensibilidad de las cepas
DBY746 y su isogénica skml, y la SEY6211 y su
isogénica skml. Para ello se sembraron céspedes de
un millén de células de cada cepa en placas de YED
tamponadas con citrato sédico 2N a pH 4.7 y con
azul de metileno al 0.6% (que permite una mejor
observacion de los halos de inhibicion de
crecimiento). En el centro de la placa se situé una
gota de 0.9 mm de didmetro conteniendo 8 x 10°
células de la cepa 1638 (K+) productora de la toxina.
Como control se utilizd un césped de células 5x47
(K-), sensibles a la toxina. Se incubaron las placas
durante 1 semana a 24°C — el crecimiento en azul de
metileno es lento- y a continuacion se midieron los
halos de inhibicién: la cepa K- mostraba un halo de
19 mm de didmetro, mientras que en las cepas en el
fondo genético DBY746 era de 9 mm y en el fondo
genético SEY6211 era de 10 mm. Los mutantes
skml no mostraron diferencia respecto a sus
isogénicas silvestres.

1.2.2. Sensibilidad a zimoliasa.

La zimoliasa es una mezcla de enzimas
hidroliticas, constituida principalmente por B-1,3-
glucanasas y proteasas, que digiere la pared celular
de las levaduras, provocando en Ultima instancia la
lisis celular. La diferente sensibilidad de las
levaduras a esta preparacién ha sido utilizada para
detectar cambios en la composicion y organizacién
de la pared celular (de Nobel y col., 1990; Lussier y
col., 1997; Ovalle y col., 1998; Ramy col., 1994).
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Se utilizaron las mismas cepas que en el
ensayo anterior. Se resuspendieron estas cepas en
una solucién de zimoliasa 20T a una concentracion
de 12.5 pg/ml durante 5 horas y a continuacion se
sembr6 en placas de YPD un volumen equivalente al
que contendria 100 células vivas del cultivo antes
del tratamiento. Se contd el nimero de colonias
crecidas al cabo de tres dias de cultivo a 24°C,
comprobandose que en el fondo genético DBY746 la
supervivencia era del 84% y en el SEY6211 del 81%
-se considera que una cepa es especialmente sensible
a zimoliasa cuando al cabo de 2 horas de exposicion
a esta misma concentracién la supervivencia es del
40% (Ram vy col, 1994)-. No se observaron
diferencias significativas en la supervivencia de los
respectivos mutantes skml.

1.2.3.  Sensibilidad a calcofltor.

El blanco de calcofltor es un fluorocromo
que se une a las cadenas en formacion de quitina y
en menor medida de B-1,3-glucano, impidiendo la
cristalizacion y ensamblaje de las microfibrillas
(Roncero y Durén, 1985). Interfiere asi en la
organizacion de la pared celular, de forma que si
ésta se encuentra debilitada no resiste
concentraciones de estos agentes que no afectan a
células silvestres.

De nuevo se utilizaron las mismas cepas. Se
realizaron diluciones decimales seriadas a partir de
suspensiones celulares (2 x 10° células/ml) obtenidas
de los cultivos de estas cepas mutantes y silvestres, y
se sembraron gotas (5 ul, conteniendo, segin la
dilucion, 10%, 10°, 10° y 10" células) en placas de
YPD con blanco de calcoflior a distintas
concentraciones (hasta 100 ug/ml). No se observo
diferencia en el crecimiento entre unas cepas y otras.
1.2.4. Sensibilidad a rojo Congo.

El rojo Congo es un compuesto de
caracteristicas y propiedades similares al blanco de
calcofltor y afecta fundamentalmente al ensamblaje
de las cadenas de 3-1,3-glucano (Kopecka y Gabriel,
1992). La sensibilidad a este compuesto se puede
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utilizar para detectar mutantes afectados en la
biosintesis y arquitectura de la pared celular.

Se utilizaron las mismas cepas del experimento
anterior, sembrandose gotas a partir de diluciones
decimales seriadas de los cultivos en placas de YPD
con rojo Congo a una concentracion de 100 ug/ml,
que se incubaron a 24°C durante 4 dias. Tampoco se
observaron diferencias entre mutantes y silvestres.

1.2.,5. Sensibilidad a per6xido de hidrégeno.

Se realiz6 este experimento con el fin de
estudiar una posible implicacion de Skml en
respuesta a estrés oxidativo. Se utilizaron una vez
mas las mismas cepas, que fueron cultivadas
paralelamente hasta fase exponencial (densidad
Optica 1 a 600 nm) y fase estacionaria (densidad
oOptica 12 a 600 nm). En ese momento se afiadia
peréxido de hidrégeno de manera que su
concentracion final en el cultivo fuera de 100 mM y
se continuaba la incubacidn, recogiendo muestras,
que se sembraban en placas de YPD, cada 5
minutos, hasta los 40 minutos. Al cabo de tres dias
de incubacién a 24°C se contaban las colonias. De
nuevo, se observo que no habia diferencias entre
mutantes y silvestres.

1.2.6. Sensibilidad a calcio.

El calcio actia como segundo mensajero en
numerosas rutas fisioldgicas en S. cerevisiae, siendo,
por tanto, muy importante para la célula la
concentracion intracelular de este catién. Se piensa
que el calcio influye de diversas formas en la
morfogénesis celular y la biosintesis de la pared
celular: regula los procesos morfogenéticos
dependientes de actina a través de Cdc24 (Miyamoto
y col., 1991), influye en la secrecion polarizada a
través de la calmodulina (Peters y Mayer, 1998) y
regula la sintesis de glucano mediante la
calcineurina (Zhao y col., 1998).

Se compard la sensibilidad de mutantes
defectivos en las distintas proteinas PAK: en el
fondo genético DBY746, los mutantes skml, cla4,
skml cla4 y la cepa silvestre; en el fondo genético
SEY6211, los mutantes skm1, ste20, skml ste20y la
cepa silvestre. Se sembraron gotas a partir de
diluciones decimales seriadas de los cultivos en
placas de YPD con cloruro célcico a concentracion
0.2 M, que se incubaron a 24°C durante 5 dias. No se
observaron diferencias en los mutantes con respecto
a las cepas silvestres.

2 ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL GEN SKMI

La dificultad, mostrada en los experimentos
anteriores, de encontrar un fenotipo para la mutacion
skml nos hizo preguntarnos si realmente el gen
SKM1 era capaz de transcribirse 0 nos
encontrdbamos ante un pseudogén. Para resolver
esta duda procedimos a estudiar la expresion de
SKM1 mediante dos técnicas (Figura 2).

2.1 Estudio de la expresion del gen SKM1
mediante “Northern blotting”.

Para este ensayo se utilizaron las cepas haploide
1783 y diploide 1783x1784, para comprobar si la
haploidia o diploidia podian influir en la expresion
del gen. Estas cepas se transformaron también con el
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plasmido episomico YEp352SKM1, que expresa el
gen SKM1 bajo el control de su propio promotor,
pero permite amplificar esta expresion por el mayor
naimero de copias del plasmido que porta la célula.
Ademas, todas las cepas y transformantes descritos
se expusieron a la presencia de factor a.

Se realizé el analisis utilizando como sonda
marcada el fragmento Hindlll-BamHI del ORF del
gen SKM1 y para controlar la cantidad de RNA una
sonda del gen ACT1, de expresion constitutiva en
todos los estados fisiologicos de la célula (ver
“Materiales y Métodos”). El resultado obtenido
(Figura 2A) indic6 que la expresion del gen SKM1
tanto en condiciones de ciclo vegetativo como en
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presencia de factor o era muy débil y practicamente
indetectable por esta técnica, aunque el gen se
transcribia, como quedaba de manifiesto por la
banda intensa que aparece en las células
transformadas con el vector multicopia. En el
diploide 1783x1784 los resultados obtenidos fueron
similares (datos no mostrados).

2.2. Estudio de la produccién de la proteina
Skm1 mediante “Western-blotting™.

Como método alternativo para el estudio de la
expresion de este gen, procedimos a la deteccion del
producto proteico que codifica utilizando la técnica
del “Western-blotting”. Para conseguir este objetivo
fue necesario expresar la proteina Skm1 en fusion al
péptido myc, para asi hacer posible la deteccion de la
fusion mediante anticuerpos anti-myc. Para
conseguir la produccion de la proteina de fusion
Skml-myc bajo el control del promotor del gen
SKM1, se procedié a la construccién del plasmido
integrativo pRS315SKM1-myc, que fue linearizado
con la enzima de restriccion Sphl para dirigir su

integracion al locus de SKM1, antes de ser
tansformado en las cepas YGS57 (rgal rga2 bem3)
y su isogénica silvestre SY2002. Se eligieron estas
cepas debido a que las células YGS57 muestran
(como maés adelante se estudiard en detalle) una
elevada activacion de la GTPasa Cdc42, y la posible
relacién entre esta y Skml (las proteinas PAK, en
general, son sustratos de Cdc42) podria determinar
una posible influencia de la GTPasa en la expresion
de Skm1.

Tras realizar el “western-blot” con anticuerpos
anti-myc sobre extractos de estas cepas, se pudo
apreciar (Figura 2B) que la expresion de la fusién
Skm1-myc desde el propio promotor del gen SKM1
es claramente detectable mediante esta técnica, lo
que indica que este gen se expresa durante el
crecimiento vegetativo. Por Gltimo, no se aprecian
diferencias en la cantidad de proteina producida por
la cepa YGS57 y la silvestre, lo que parece indicar
que la activacion de Cdc42 no influye en la
expresion de SKM1.
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Figura 2. Andlisis de la expresion del gen SKM1. (A) “Northern blot” realizado sobre extractos de células
cultivadas a 28 °C hasta fase exponencial en ausencia (-) o en presencia (+) de factor a. Se utilizaron las
cepas 1783 transformada con el vector multicopia YEp352 como control y con YEp352SKM1. Como sonda
marcada, se utilizé un fragmento Hindlll-BamHI del gen SKM1. Para monitorizar la cantidad de RNA se
usé una sonda del gen ACTL1. (B) “Western blot” realizado con anticuerpos anti-myc a partir de extractos de
las cepas (1) silvestre SY2002, (2) YTX41 (con la construccion SKM1-myc integrada en el genoma de la
cepa SY2002), y las mutantes isogénicas (3) YGS57 (rgal rga2 bem3) y (4) YTX42 (rgal rga2 bem3
SKM1-myc), todas ellas cultivadas a 28°C hasta fase exponencial.
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3 ESTUDIOS DE SOBREEXPRESION DE SKML.

Dado que la pérdida de SKM1 no provocaba
en la célula ningin fenotipo detectable en las
condiciones ensayadas, planteamos otros abordajes
experimentales que nos permitieran identificar sus
posibles funciones en la célula, entre ellos, la
sobreexpresion de la proteina o de fragmentos de
ella.

3.1. Sobreexpresion de Skml completa.

En un primer momento, se utiliz el vector
PEG(KG) para realizar la construccion del plasmido
pGSTO32 que, en presencia de galactosa,
sobreexpresa en fusion a GST el fragmento Maml-

GST GST-skmIANt1

Sspl de SKM1. Este fragmento codifica la proteina
completa a excepcién de sus primeros nueve
aminoacidos. Este plasmido se transformé en las
cepas 1783 (haploide) y 1783x1784 (diploide).
Cuando los transformantes se cultivaron en medio
minimo con galactosa como fuente de carbono para
inducir la sobreexpresion de la proteina de fusion,
las células mostraron un fenotipo morfolégico
anormal de grandes células redondas Yy
multigemadas y un menor nimero de células
grandes, redondeadas y sin yemas. Tras 14 horas de
induccion de la sobreexpresién en galactosa, el 26%
de las células manifestaban el fenotipo de
multigemacién, y este porcentaje se incremento

GST-skmIANt2

—— 5pum

—— 5um

Figura 3. Fenotipo morfolégico causado por la sobreexpresién de distintos fragmentos de SKM1.
Aurriba, cepa 1783 transformada con los plasmidos pEG(KG), pGST032 y pGSTK?7, y cultivada a 28°C en
medio minimo con galactosa como fuente de carbono durante 40 horas para inducir la expresion de,
respectivamente, GST, GST-skm1ANt1 (que codifica toda la proteina a excepcién de los nueve primeros
aminoacidos), y GST-skm1ANt2 (que expresa el dominio quinasa de Skml). Abajo, las mismas células
tefiidas con yoduro de propidio para visualizar los ndcleos.
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hasta el 52% a las 38 horas y el 72% a las 62 horas.
La estabilizacién osmdtica del medio mediante la
adicion de sorbitol a concentracion 1M no evito este
fenotipo. La tincion con yoduro de propidio
permitié observar el hecho de que las células madre
multigemadas contenian varios nlcleos, y que cada
una de sus yemas poseia también su propio nucleo
(Figuras 3y 4). Este fenotipo morfoldgico era muy
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Figura 4. Fenotipos morfol6gicos
por la sobreexpresion de
distintos fragmentos de SKM1. Iméagenes
obtenidas por microscopia electronica de
barrido que muestran: (A) células
sobreexpresando GST desde el plasmido
PEG(KG); (B) células sobreexpresando
SKM1 (a excepcion de sus nueve primeros
aminoacidos) desde el plasmido
pGSTO32; (C) células sobreexpresando el
dominio quinasa de SKM1 desde el
plasmido pGSTKY.

causados

similar al producido por la sobreexpresion de
CDC42 y alelos activados de éste (Ziman y col.,
1991).

Se estudié si este fenotipo morfolégico
aberrante dependia de las rutas de integridad celular
0 de respuesta a alta osmolaridad, sobreexpresando
Skm1 desde el plasmido pGSTO32 en las cepas
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Figura 5. Efecto en el crecimiento de la sobreexpresion de distintos fragmentos de SKM1. La cepa
1783 fue transformada con los plasmidos indicados en la figura, y los transformantes se cultivaron en medio
minimo con glucosa como fuente de carbono. A continuacion se realizaron diluciones decimales seriadas a
partir de suspensiones celulares (2 x 10° células/ml) obtenidas de los cultivos, y se sembraron gotas (5 pl,
conteniendo, segun la dilucién, 10%, 10% 10? y 10* células) en galactosa para sobreexpresar en fusion a GST
los fragmentos de SKM1 descritos graficamente. Las placas se incubaron 62 horas a 28°C.

DL454 (slt2) y JBY10 (hogl). La persistencia del
fenotipo indicaba que no era resultado de la
hiperactivacion de alguna de estas
individualmente.

rutas

A continuacion, se subclon6 en el mismo
vector de expresién inducible por galactosa
PEG(KG) y en fusidon a GST el ORF completo de
SKM?1 obtenido por PCR —obteniéndose el plasmido
pKGSKML1- y se repitieron los anteriores ensayos de
sobreexpresion. No hubo diferencia apreciable en el
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fenotipo morfoldgico observado en las células, lo
que llevo a concluir que la pérdida de los primeros
nueve aminoacidos de la proteina —pertenecientes al
dominio PH- no era la causante de las alteraciones
morfologicas causadas por la sobreexpresion.

3.2. Sobreexpresion de distintos fragmentos de
Skm1.

Para determinar el dominio de Skml

responsable de las alteraciones morfoldgicas
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producidas por la sobreexpresion de la proteina, se
realizaron deleciones parciales del ORF de SKM1
que se subclonaron en el vector pEG(KG) para ser
expresadas en fusién a GST (Figura 5). Mientras
que la sobreexpresion de Skml1 completa en la cepa
1783 conducia al fenotipo ya comentado y a una
ligera del crecimiento, la
sobreproduccion de diferentes fragmentos del
extremo N-terminal no causaba efecto alguno en la
morfologia o en el crecimiento; sin embargo, la
sobreexpresion del dominio catalitico quinasa desde
el plasmido pGSTK7 resultaba letal, y en la
morfologia de las células predominaban, con mucho,
las formas grandes, redondeadas y sin yemas. La
tincion con yoduro de propidio revel6 los multiples
nicleos que contenian estas grandes células
(Figuras 3y 4). Para comprobar si el efecto se debia
a la actividad catalitica quinasa de este fragmento de
Skm1, se realizé una delecién que le privaba de los
subdominios 1X, X y XI de protein quinasas, y pudo
observarse que la sobreexpresién de este nuevo
fragmento no producia alteracién alguna (Figura 5).
Todos estos resultados parecen confirmar el
propuesto efecto inhibidor de la actividad quinasa
que ejerce el extremo N-terminal en las proteinas
PAK. Por Gltimo, para eliminar la posible influencia
de GST en el efecto, se sobreexpresd el dominio
quinasa de Skml desde el plasmido pYES2,
inducible por galactosa, y se comprobo que el
fenotipo morfolégico producido seguia siendo el
mismo Yy la parada de crecimiento similar (Figura
5).

disminucion

3.3. Sobreexpresion del alelo Skm1K406A,

cataliticamente inactivo.

Existia la posibilidad de que Ila
sobreexpresion de un alelo inactivo en la capacidad
quinasa de Skml fuera capaz de secuestrar a sus
sustratos en la célula, pero no los fosforilara,
provocando asi defectos fisioldgicos que pondrian
mas claramente de manifiesto el papel de esta
proteina PAK en la biologia de la célula. Se
procedio, por tanto, a la sobreexpresién, desde el
plasmido inducible por galactosa pEG(KG), de la
fusion a GST del alelo skm1¥“®®* que, al sufrir el
cambio de lisina por alanina en la posicion 406 (en
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el subdominio Il de protein quinasas) debe
comportarse como un alelo inactivo cataliticamente,
como se ha demostrado en otras quinasas, como Slt2
(Martin y col., 1993). Este alelo skm1“%** se obtuvo
por PCR solapante a partir de los oligonucleétidos
U-KG-SK, L-KG-SK vy los oligonucleotidos que
incorporan la mutacién U-SK-KD y L-SK-KD. La
presencia de esta Unica mutacion en el producto de
PCR se comprob6 mediante secuenciacion
utilizando el oligonucle6tido SKM1-MUT. Se
comprobd mediante “Western blotting” que dicha
mutacion no afectaba a la estabilidad de la proteina
(Figura 6).

GST  GST-Skm1 GST-Skm1K406A
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kDa 1 2 3
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Figura 6. Expresion de las proteinas de
GST-Skml y GST-Skm1K406A
comprobada por “Western-blotting”.
“Western blot” realizado con anticuerpos anti-
GST sobre extractos de células crecidas a 28°C
hasta fase exponencial en medio minimo con
rafinosa como fuente de carbono, afiadiendo a
continuacion al medio de cultivo galactosa
hasta alcanzar la concentracion de 2% para
inducir la expresién del promotor de GAL1,
bajo cuyo control se expresan las fusiones a
GST en el plasmido pEG(KG). La cepa 1783
fue transformada con los vectores pEG(KG)
(1), pPKGSKML1 (2) y pKGSKM1-KD (3).

fusion

Sin embargo, la sobreexpresion de este alelo en
presencia de galactosa no produjo fenotipo
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morfologico aberrante alguno ni alteraciéon en el
crecimiento. Estos datos sirvieron para corroborar
que el efecto morfolégico producido por la
sobreexpresion de Skml completo se debia a su
actividad quinasa

3.4. Estudio de la viabilidad de las yemas
producidas por la sobreexpresién de Skm1.

Con el fin de comprender mejor este fenotipo
morfolégico de sobreexpresion, se
estudios estadisticos del porcentaje de células
multigemadas y de su ndmero de yemas. Para saber
mas acerca de la naturaleza de las yemas, se
procedio a estudiar la intensidad de la union de éstas
a la célula madre —lo que nos informaria acerca del
grado de septacién al que han llegado- y al estudio
de su viabilidad cuando son separadas de la madre
mediante dos métodos: leve vy
micromanipulacion.

realizaron

sonicacion

3.4.1. Sonicacién.

Se consideré que un método adecuado para

Figura 7. Efecto de la sonicacion sobre las
células multigemadas producidas por la
sobreexpresion de SKM1. Se transformé la
cepa 1783 con el plasmido pKGSKM1. Los
transformantes se cultivaron a 28°C durante
dos dias en medio liquido con galactosa para
inducir la formacién de células multigemadas.
Se tomaron muestras que se sometieron a
sonicacion leve (3 micrones) en un sonicador
MSE Soniprep 150 durante periodos de tiempo
crecientes. A continuacién se contaba al
microscopio el  nimero  de
independientes y su ndmero de yemas tras
cada sonicacion. Con estos datos se realizaron
las graficas que representan (A) el nimero de
células gemadas de cada tipo (una, dos, tres o
mas yemas), (B) el tanto por ciento de células
multigemadas o sin yema y (C) el nimero total
de células (considerando como unidad celular
una célula con sus yemas), todo ello frente al
tiempo de sonicacion.

células
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valorar el grado de formacidn del septo entre madre
e hija seria someter a las células multigemadas a una
sonicacion leve. La sonicacion constituye una
agresion mecéanica a la pared, de manera que las
células con una pared celular debilitada o fragil
presentan mayor sensibilidad al tratamiento. La

A
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sensibilidad a sonicaciéon se puede emplear para
detectar mutantes de levadura afectados en la pared
celular, como se ha demostrado en nuestro
Departamento (Ruiz y col., 1999). Nuestro interés en
esta técnica se basaba en que si las yemas eran
capaces de separarse de la madre bajo una
sonicacion minima, esto indicaria que el tabique
intercelular estaria lo suficientemente formado.

Para determinar ésto, se transformé la cepa
1783 con el plasmido pKGSKM1, que sobreexpresa
en presencia de galactosa la proteina Skm1 en fusion
a GST y como control se utilizd la cepa
transformada con pEG(KG). El procedimiento fue el
siguiente: los transformantes se cultivaron a 28°C
durante dos dias en medio liquido con galactosa para
inducir la formacion de células multigemadas. A
partir de este momento se tomaron muestras y se
procedio a su sonicacion a intensidad muy leve (3
micrones) y a distintos tiempos (desde 0 a 75
segundos). A continuacién se contaba el nimero de
células independientes que se podian observar al
microscopio tras cada sonicacion, y se sembraban
por extension diferentes volimenes del cultivo
sonicado en placas de YPD con el fin de comprobar
si el nimero de células contadas se correspondia con
el nimero de colonias crecidas en cada placa.

La Figura 7A nos muestra en primer lugar el
namero de células con una, dos, tres 0 mas de tres
yemas que encontramos en el cultivo crecido en
galactosa durante dos dias antes de sonicarlo, es
decir, a tiempo cero. Se aprecia la predominancia de
las células con dos yemas, aproximadamente el
doble que las células con tan sélo una yema. Las
células con tres 0 con mas de tres yemas (grupo que
engloba a células con cuatro, cinco, seis, siete e
incluso hasta ocho yemas) aparecen
aproximadamente en la misma proporcion que la de
células con una yema. Al comenzar la sonicacion,
tan sélo a los cinco segundos a intensidad minima ya
se aprecia una brusca bajada de las células con mas
de tres yemas y una disminucion mas ligera de las
células con tres yemas, acompafiadas de un aumento
de las células con una sola yema y una ligera subida
de las células con dos yemas — como consecuencia
de la separacion de yemas de células multigemadas-.
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El proceso se mantiene en esta linea hasta los 15
segundos de sonicacion, momento a partir del cual
las células que se han ido acumulando con dos
yemas, también comienzan a disminuir mientras a
cambio continuan su progresivo aumento las células
con una sola yema. La pérdida de yemas sigue
acumulando células con una sola yema hasta los 60
segundos, ya que a partir de entonces la sonicacion
comienza a separar también esta Unica yema de su
celula madre.

En conjunto se puede apreciar que a tiempos
muy bajos de sonicacién (5, 10 segundos), el
proceso ya afecta a las células gemadas, provocando
facilmente la separacion de las yemas y aumentando
con rapidez el ndmero de células sin yema vy el
namero total de células (Figuras 7B y 7C). Esto
parece indicar que en las células multigemadas el
proceso de septacion entre madre e hija esta
completamente finalizado.

Por otra parte, se sembraron por extension en
placas de medio rico diferentes volimenes de los
cultivos sonicados. ElI nimero de colonias que
crecieron en estas placas al cabo de tres dias de
incubacion a 28°C fue muy inferior al nimero de
células individuales sembradas, lo que hizo pensar
que posiblemente las yemas, al ser separadas de la
madre, no eran capaces de sobrevivir. Para
comprobar que la falta de viabilidad no se debia al
proceso de sonicacion se realizé el siguiente ensayo
de separacion por micromanipulacion.

3.4.2. Micromanipulacién.

Paralelamente al experimento anterior se
procedio a la separacion de las yemas de células
multigemadas mediante micromanipulaciéon. Se
pudo comprobar que esta separacién no presentaba
ninguna dificultad, lo que confirmé que la formacién
del septo estaba completada, pero sin embargo, las
yemas separadas de la madre eran incapaces de
formar una colonia en medio rico, es decir, no eran
viables.
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4. BUSQUEDA DE PROTEINAS QUE INTERACCIONEN CON Skm1 MEDIANTE EL SISTEMA DE
“DOS HIBRIDOS”.

Como orientacion para el estudio del papel
de Skm1 recurrimos a la bdsqueda de proteinas que
interaccionaran fisicamente con ella en la célula.
Para ello se utilizé el sistema conocido como de
“dos hibridos” o “doble hibrido”.

Skm1 ha sido incluida dentro de la familia
de proteinas PAK (ver “Introduccién” vy
“Antecedentes y Objetivos”) por cumplir dos
requisitos: poseer un dominio catalitico serin-
treonin-quinasa que presenta alta homologia con los
de los miembros de esta familia, y contener en su
extremo N-terminal una zona de alta homologia con
el dominio CRIB del resto de proteinas PAK. Este
dominio CRIB (de “Cdc42-Rac-Interactive-
Binding™) es el responsable de que las proteinas de
la familia PAK interaccionen fisicamente con la
GTPasa Cdc42 (y ademas con Rac en mamiferos),
convirtiéndose mediante esta interaccion en posibles
efectores de ésta. Ademas, la sobreexpresion de
Skm1 provoca un fenotipo morfolégico muy similar
al provocado por la sobreexpresion de Cdc42 o de
algunos alelos activados de ésta, lo que parecia
implicar a ambas proteinas en alguna funcién o ruta
comun. Por tanto, el primer objetivo en la basqueda
fue determinar si la proteina PAK Skml
interaccionaba efectivamente con Cdc42 y se podia
considerar, por tanto como un posible efector de la
GTPasa y quiza mediador de alguna de las multiples
funciones de proteina en crecimiento
polarizado, transmision de sefiales u organizacion
del citoesqueleto. En segundo lugar, también se
buscaron otras proteinas que interaccionaran tanto
con el extremo N-terminal de Skm1 como con el C-
terminal, mediante el rastreo de genotecas
especificas del sistema “dos hibridos”.

esta

Se ensayaron en paralelo tres sistemas de
“dos hibridos™” diferentes: un sistema que se basa en
la proteina LexA, y dos sistemas que utilizan el
factor de transcripcion Gal4, el Gltimo de ellos
basado en el apareamiento de dos cepas
hospedadoras (ver “Materiales y Métodos™).
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41.
Cdc42.

Estudio de la interaccion entre Skml y

Cdc42 es una proteina que sufre una prenilacion
en la cisteina del motivo CAAX de su extremo C-
terminal, y esta prenilacion ancla a la GTPasa en la
membrana plasmatica. Esto supone un problema
para la deteccién por “dos hibridos” de interacciones
con Cdc42, ya que el sistema exige que el complejo
de las dos proteinas que interaccionan se transloque
al ndcleo para alli activar la transcripciéon del gen
“reporter”. A pesar de que las fusiones proteicas
contienen sefiales de localizacién nuclear para
facilitar esta translocacion, el hecho de que una de
ellas esté anclada a la membrana puede causar
problemas en la deteccion. Por otra parte, se ha
descrito que las interacciones de las proteinas PAK
con Cdc42 son mucho maés fuertes cuando la
GTPasa se encuentra en su estado activo, unido a
GTP. Para evitar el primer problema, se obtuvo por
PCR un alelo cdc42*“* que ha perdido sus cuatro
altimos aminoacidos, entre ellos la cisteina que se
prenila, con lo que se evita su unién a membrana.
Para solucionar el segundo problema, se obtuvieron
fusiones con el alelo hiperactivo cdc42%™®, que
estabiliza permanentemente la forma de la GTPasa
unida a GTP. Para estudiar la especificidad de la
posible interaccion entre la proteina PAK y la
GTPasa tipo Rho Cdc42 se utilizaron alelos no
prenilables de la GTPasa Rhol y de la GTPasa tipo
Ras Bud1.

Se obtuvieron, por tanto, las fusiones de
diferentes fragmentos de la proteina Skml al
dominio de unién a DNA del factor de transcripcién
de cada uno de los sistemas de “dos hibridos”, LexA
0 Gal4 (Figura 8): la mitad N-terminal de Skml
(aminoécidos 10-248), la mitad C-terminal de Skm1
(aminoacidos 249-585) y un fragmento del extremo
N-terminal restringido al dominio CRIB
(aminoacidos 109-184; el dominio CRIB lo
constituyen los aminoécidos 123-179). Por otra
parte, se consiguieron las fusiones de los distintos

mas
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Figura 8. Obtencidn de las fusiones de distintos fragmentos de SK/MZ1 a los dominios de unién a DNA de
los distintos sistemas de interaccién por “dos hibridos” ensayados.
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Figura 9. Obtencion de las fusiones de distintos genes y alelos mutados de GTPasas a los dominios de
activacion transcripcional de los distintos sistemas de interaccion por “dos hibridos” ensayados.
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alelos de Cdc42 al dominio de activacion
transcripcional del factor de transcripcion utilizado
en cada uno de los sistemas, B42 o Gal4 (Figura 9):
Cdc42 silvestre, el alelo cdc42*“* (no prenilable), el
alelo cdc42%?V2C! (hiperactivo y no prenilable) y los
alelos rho1*“'y bud1*“* (no prenilables)

4.1.1. Sistema basado en LexA.

Utilizando este sistema se observé que, en todos
los casos, incluso en los controles negativos, se
producia un apreciable crecimiento en medio sin
leucina y coloracién azul en presencia de X-Gal, que
variaban en intensidad al repetir el ensayo en los
mismos transformantes. Estos problemas se
achacaron a una elevada transcripcion basal del gen
LEU2 y a que el gen lacZ fuera portado por un
plasmido episdmico, en lugar de encontrarse
integrado en el genoma. La falta de reproducibilidad
en los resultados obligd a cambiar de sistema.

4.1.2. Sistema basado en Gal4.

Este sistema se caracteriza por no ser tan
sensible como el anterior y por solo detectar
interacciones relativamente intensas. El hecho de
que, en este caso, la B-galactosidasa no se expresara
desde un plasmido multicopia hacia confiar mas en
la reproducibilidad de los resultados (Figura 10). La
cepa HF7c fue cotransformada con los plasmidos
que expresan el extremo N-terminal o el dominio
CRIB de Skm1, por un lado, y con los plasmidos
gue expresan cada uno de los alelos de las proteinas
GTPasas. Se utilizaron los plasmidos sin inserto y
los plasmidos con insertos subclonados en la
orientacién inversa como controles negativos. Como
control positivo, se cotransformé la cepa con
plasmidos que expresan las fusiones de Mkk1 y Slit2
al dominio de union a DNA y al dominio activador
transcripcional de Gal4, respectivamente, ya que la
interaccion por “dos hibridos” entre estas dos
proteinas estd bien descrita y es relativamente
intensa (Soler y col., 1995).

El resultado obtenido fue el siguiente (Figura
11): tan s6lo hubo crecimiento en medio sin
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TRP1

GAL4

ADH1
prom.  AD term.

GenY[

1
ADH1 GAL4 TADH] \ /
prom. BD term.

Gen X [

GAL1 lacZ [

UAS.

GAL1 HIS3
HAS.

Transcripcion

GAL4BD

GAL1

UAS UAS

Crecimiento en medio sin histidina Deteccion de B-galactosidasa con X-Gal

Figura 10. Esquema del sistema de “dos
hibridos” basado en el factor de
transcripcion Gal4. “BD” y “AD” significan,
respectivamente,  “binding  domain” vy
“activation domain”. Gall y SV40 representan
las sefiales de localizacion nuclear de Gall y
del virus SV40, respectivamente.

histidina de las cepas que expresaban el fragmento
de Skm1 que contenia el dominio CRIB y cada uno
de los alelos de CDC42, ademas del control positivo
Mkk1-SIt2. De todos estos transformantes se realizd
un ensayo de réplica en filtro con X-Gal,
observandose coloraciéon azulada tan solo en el
control positivo y en la cepa que expresaba el
dominio CRIB y el alelo hiperactivo y no prenilable
cdc42612VACt En el ensayo de valoracién cuantitativa
de B-galactosidasa utilizando ONPG como sustrato
cromogenico, se pudo comprobar que el control
positivo presentaba 11.1 unidades de Miller y la
interaccion  dominio CRIB- cdc42%'?V*“, 3.7
unidades de Miller, es decir, una intensidad tres
veces menor. Los ensayos de deteccion de B-
galactosidasa se realizaron también en la cepa Y526,
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Figura 11. Interaccion detectada mediante el sistema “dos hibridos” del dominio CRIB de Skm1 con
el alelo Cdc42G12VACt. (A) Crecimiento en medio sin histidina de la cepa HF7c transformada con los
plasmidos (en el sentido de las agujas del reloj): pGBNt y pGAC42; pGBNt y pGAC42ACt; pGBNt y
pGAC42G12VACt; pGBMKK1 y pGASLT2; pGBCRIB y pGAC42G12VACt; pGBCRIB y pGAC42ACt;
pGBCRIB y pGAC42. (B) Ensayo de actividad B-galactosidasa por réplica en filtro con X-Gal de la cepa
HF7c¢ transformada con los plasmidos (de arriba a abajo): pPGBMKK1 y pGASLT2; pGBCRIB y pGAC42;
pGBCRIB y pGAC42ACt; pGBCRIB y pGAC42G12VACt. (C) Valoracion cuantitativa de la actividad f3-
galactosidasa sobre el sustrato ONPG de todos los transformantes indicados. Se utiliz6 el transformante
pGBMKK1 pGASLT2 como control positivo de interaccién.

que presenta como gen “reporter” sélo a lacZ,
Ilegandose a resultados similares. En ningln caso se
detect6 interaccion con el resto de GTPasas (Rhol o
Budl), lo que parece indicar una especificidad de
interaccion hacia la GTPasa Cdc42.

Por otra parte, se ha descrito la interaccion de
ciertos dominios PH con el dominio pseudosubstrato
de algunas isoformas de PKC en células de
mamifero (Yao y col., 1997), por lo que presentaba
interés comprobar la posibilidad de interaccién entre
el dominio PH aminoterminal de Skml y Pkcl.
También se ha mostrado que parte del extremo
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aminoterminal de las proteinas PAK, conteniendo el
dominio CRIB, es capaz de interaccionar por el
sistema “dos hibridos” con el dominio quinasa de
éstas, ejerciendose asi una accién autoinhibitoria.

Por tanto, se obtuvieron plasmidos que
permitieran comprobar la posible interaccién de los
extremos N-terminal o C-terminal de Skml con un
fragmento de Pkcl en el que se encuentra el dominio
pseudosubstrato, sin obtenerse resultados positivos.
También se estudi6é la posible interaccién de los
extremos aminoterminal y el dominio CRIB con el
extremo carboxiterminal de Skm1, obteniéndose tan
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solo crecimiento en medio sin histidina, pero no
coloracién azul en presencia de X-Gal.

4.2. Blsqueda de otras proteinas que
interaccionen con Skm1: rastreo de genotecas.

4.2.1. Sistema basado en LexA.

El rastreo de la genoteca pJG4-5.X sufrio
de los problemas ya comentados para este sistema en
cuanto a variabilidad en la expresion de los genes
“reporter”
resultados, lo que motivd de nuevo el cambio de
sistema.

y escasa reproducibilidad de los

4.2.2.  Sistema basado en Gal4.

Se utilizéd como cebo el plasmido que expresa el
extremo N-terminal de Skml (aminoécidos 10-248)
y se rastrearon tres genotecas, subclonadas en los
vectores pGAD.1IR, pGAD.2R y pGAD.3R, que
permiten obtener todas las proteinas de fusion en los
tres marcos de lectura posibles (ver “Materiales y
Métodos”). La cepa elegida fue la HF7c (frente a la
Y526) por la posibilidad de la doble seleccién de los
clones positivos, primero por crecimiento en medio
sin histidina y después, tras un ensayo en filtro con

X-Gal, por coloracion azul (Figura 12). Rastreando
unos 230.000 transformantes de cada genoteca se
obtiene una representacién superior al 95% de cada
una de ellas (Chien y col., 1991).

Se rastrearon 250.000 transformantes de la
primera genoteca, 350.000 de la segunda y 350.000
de la tercera. Se obtuvieron 72 transformantes que
crecian en medio sin histidina y producian color azul
con X-Gal. Para estar seguros de que la coloracién
azulada se debia a una interacciéon y no a un efecto
activador de la fusion proteica procedente de la
genoteca, se sembraron estos transformantes en
medio rico durante varias generaciones para hacerles
perder el plasmido cebo que expresaba el fragmento
de Skml. Una vez comprobada la pérdida de
plasmido, se repitié el ensayo en filtro con X-Gal,
conservando 66 de los transformantes la capacidad
de producir coloracién azulada, por lo que fueron
descartados. De los 6 positivos restantes, se extrajo
el plasmido y se comprobd por restriccion si
contenian algln inserto: dos de ellos no lo contenian,
y al retransformarlos no consiguieron repetir la
coloracion azulada, por lo que también se
descartaron. Los 4 restantes contenian insertos, y al
ser retransformados confirmaban de nuevo la
coloracién azulada, por lo que sus insertos fueron

Genoteca™ | Falsos
pGAD.R1 positivos
Q Siembraen Réplica en < >
medio sin filtro con
Genoteca histidina X-Gal

pGAD.R2

> _> @ _yPerdlda
de pGB-X

I
T
~
o

Genoteca __| L.
pGAD.R3 l Extraccion de
Subclonacion plasmido
; @ para secuenciar Retransformacion
Secuencia | ¢——
YEp352 Recomprobacién

Figura 12. Esquema del rastreo de genotecas de “dos hibridos” en el sistema basado en el factor de
transcripcion Gal4.
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subclonados en el wvector YEp352 para su
secuenciacion. Esta reveld que en los cuatro casos lo
que se hallaba en fase con el dominio de activacién
transcripcional de Gal4 del plasmido no eran mas
que diferentes fragmentos de Gal4, todos ellos
conteniendo su dominio de unién a DNA. Por ello,
se consideraron como falsos positivos.

4.2.3. Sistema de apareamiento basado en Gal4.

El hecho de que la cepa HF7c presentara
problemas de lento crecimiento y floculacién que
provocaban bajos rendimientos de transformacion y
de que las genotecas utilizadas se habian realizado a
partir de una cepa de S. cerevisiae no delecionada en
el gen GAL4, lo que multiplica los falsos positivos
en el rastreo, condujo a escoger un nuevo sistema de
dos hibridos, basado en el apareamiento entre dos

cepas (ver “Materiales y Métodos”). Mediante este
altimo método se realiz6 la bisqueda de proteinas
que interaccionaran con el extremo C-terminal de
Skml (aminoacidos 249-585). Se rastrearon tres
genotecas: Y2HL-C1, Y2HL-C2 e Y2HL-C3, de
nuevo cada una con un marco de lectura diferente,
necesitandose 1.000.000 de transformantes de cada
una para obtener una representacion superior al 95%
(James y col., 1996). Se obtuvieron unos 8 millones
de diploides a partir de la genoteca Y2HCL, 4
millones a partir de la Y2HC2 y 5 millones a partir
de la Y2HC3. Las colonias que crecieron en el
medio sin histidina y 3-amino-triazol (3-AT) 20 mM
fueron muy numerosas, pero al realizarse el ensayo
de sobrecapa con X-Gal, ninguna de ellas presento
coloracién azulada, por lo que no se obtuvieron
positivos.

5. ESTUDIO COMPARADO DE LOS FENOTIPOS DE SOBREEXPRESION DE SKM1Y CDC42EN
DISTINTOS MUTANTES.

Una vez determinada la interaccion por “dos
hibridos” de Cdc42 con el fragmento N-terminal que
contiene el dominio CRIB de Skm1 y, dado que el
fenotipo morfologico de sobreexpresion de ésta
Gltima es similar al descrito para la sobreexpresion
de Cdc42, nos pareci6 de interés realizar una
comparacion de los fenotipos de sobreexpresion de
ambas proteinas, ademas de observar el fenotipo
resultante de la sobreexpresion simultanea de ambas.
Por otra parte, al ser consideradas las proteinas PAK
como efectores de Cdc42, resultaba interesante
comprobar si los efectos fenotipicos causados por la
sobreexpresion de Cdc42 podian aliviarse en
mutantes defectivos en cada una de estas proteinas.
Por ultimo, la alta homologia existente entre las
proteinas PAK nos condujo a investigar el fenotipo
que se observaria al sobreexpresar Skml en estos
mismos mutantes. Nuestros experimentos previos
habian mostrado que la sobreexpresion de Cdc42
subclonado en el plasmido pEG(KG), bajo el control
de un promotor inducible por galactosa, no mostraba
ningdn fenotipo diferenciable del silvestre.
Achacamos ésto al hecho de que sobreexpresar
Cdc42 silvestre no significaba amplificar su funcidn,
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por el hecho de que para ser activa, la GTPasa
necesita de la union a GTP. Por ello, para los
experimentos de sobreexpresion siguientes, se
sobreexpresd el alelo activado constitutivamente
cdc42%?v

Por otra parte, nos parecié interesante observar
el efecto de la sobreexpresion de Skml y de los
dominios quinasas de las otras proteinas PAK en
mutantes termosensibles cdc42-1. La mutacion
cdc42-1 a temperatura restrictiva es letal, y la
sobreexpresion de los dominios quinasas de las PAK
también lo es, pero existia la posibilidad de que, en
ausencia de su supuesto activador, Cdc42, la
sobreexpresion de estos fragmentos de Skml, Clad y
Ste20 no resultara absolutamente letal; al contrario,
quiza la sobreexpresion de éstos efectores de Cdc42
serfa capaz de complementar, aunque ligeramente, la
letalidad del mutante cdc42-1 a 37°C.

Para realizar estos ensayos se dispuso de
mutantes skml, ste20, clad y ste20 cla4, defectivos
en las proteinas PAK; un mutante stell, que sufre la
pérdida de la sefializacion a través de las rutas de
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feromonas, invasividad, SVG y en una de las ramas
de la ruta de respuesta a alta osmolaridad; y de un
mutante cdc42-1, letal a 37°C. Se sobreexpresaron el
gen SKML1, el alelo hiperactivo de Cdc42 cdc42%?Y
y los dominios quinasas de las proteinas PAK desde
los plasmidos pEG(KG) -con marcador de
auxotrofia URA3- y pEG(KGH) —con marcador de
auxotrofia HIS3- dependiendo del marcador que
resultara atil en cada cepa. Como controles se
utilizaron los plasmidos sin inserto, que expresan
GST. Los transformantes se cultivaron en placas
conteniendo galactosa al 2% y rafinosa al 1%
durante 72 horas (la rafinosa no produce el efecto
represor de la glucosa sobre los genes que se
expresan en presencia de galactosa y permite un
crecimiento mas rapido que el que proporciona la

galactosa como Unica fuente de carbono),
observandose los siguientes resultados:
5.1. Sobreexpresién de cdc4F*?V y Skml en

células silvestres.

En las cepas silvestres YPH499, EG123 y
SEY6211, isogénicas de los mutantes utilizados, y
pequefias  diferencias
sobreexpresion de cdc42®'?Y condujo a una
inhibicién muy acusada del crecimiento acompafiada
de un fenotipo morfoldgico en el que predominaban
las células grandes, redondas y multigemadas (tipo
morfologico 1), acompafiadas por otras grandes,
redondas y sin yemas aparentemente muy afectadas
(tipo morfolégico 2) (Figura 13) -ambos fenotipos
morfologicos son similares a los previamente
descritos para la sobreexpresion de Skml completo
y de su dominio quinasa, respectivamente-. La
sobreexpresion de Skm1 en estas cepas condujo a un
fenotipo similar al comentado anteriormente para el
fondo genético 1783 (predominancia del tipo
morfoldgico 1). La cosobreexpresion de cdc42%?V y
SKM1 produjo una completa del
crecimiento, con un fenotipo morfolégico Unico de
células redondas sin yemas y muy afectadas (tipo
morfologico 2), lo que parece indicar un efecto
sumatorio o intensificador del fenotipo causado por
la sobreexpresion de cada proteina por separado
(Figura 14).

salvo individuales, la

inhibicion
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5.2. Sobreexpresiéon de cdc4F*?V y Skml en

mutantes en los genes de las proteinas PAK.

5.2.1. En mutantes ste20.

Como se muestra en la Figura 14, en los
mutantes ste20, el fenotipo de sobreexpresion de
cdc42%%?V parece similar al de su cepa isogénica
silvestre, presentando parecidos fenotipos de
crecimiento y morfolégico (mezcla de los tipos
morfolégicos 1 y 2). Sin embargo, los defectos
morfologicos parecen ligeramente menos drasticos
que en la cepa silvestre: también células grandes,
redondas y multigemadas acompafiadas de grandes
células sin yemas, pero el nimero de ambas parece
ligeramente menor, en especial en el caso de las
células sin yemas. Esto quizd indica que una
pequefia parte del efecto producido por esta
sobreexpresion es mediado por Ste20. La
sobreexpresion de Skml presenté similar fenotipo al
de la célula silvestre (predominancia del tipo
morfolégico 1). No pudo
cosobreexpresién por un problema de marcadores de
auxotrofia.

realizarse la

5.2.2. En mutantes skm1.

En los mutantes skml la sobreexpresion de
cdc42%'?V y la de Skm1 condujo a igual fenotipo que
en la cepa silvestre (Figura 14). Tampoco aqui, por
el mismo motivo, pudo realizarse la
cosobreexpresion.

5.2.3. En mutantes cla4.

En mutantes cla4, que presentan un fenotipo
morfologico de células con yema alargada (Figuras
13 y 14), la sobreexpresién de cdc42°'?¥ condujo a
la casi total parada de crecimiento y a una mezcla de
fenotipos: el tipico de cdc42%™?Y (mezcla de tipos
morfoldgicos 1y 2) y el de clad. La sobreexpresion
de Skm1 en mutantes cla4, sin embargo, condujo a
la casi total desaparicion del fenotipo cla4 de yemas
alargadas y a su sustitucién por el tipico de Skm1 de

células grandes y redondas multigemadas
(predominancia del tipo morfolégico 1). La
cosobreexpresion de Skmil y cdc42%'?Y en estos
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mutantes inhibid el crecimiento por completo,
siendo la morfologia celular mas observada la de las
células redondas, sin yemas y muy afectadas (tipo
morfoldgico 2), con el fenotipo cla4 practicamente
desaparecido (Figuras 13y 14).

Los mutantes hsl7 presentan un fenotipo de
yemas alargadas similar al de cla4 (Figura 13). La
proteina Hsl7 cumple un papel fundamental en el
punto de control o “checkpoint” morfogenético, que,

una vez superado, permite el paso de crecimiento
polarizado a isotropico en la yema. La proteina PAK
Cla4 también se ha relacionado con este proceso
(ver “Introduccion”). Es interesante destacar que la
sobreexpresion de Skml provoca en mutantes hsl7 el
mismo efecto que sobre mutantes cla4, es decir, la
desaparicion del fenotipo de yemas alargadas y su
sustitucion por el que hemos dado en llamar tipo
morfologico 1 de células grandes y multigemadas.

A
Tipo morfologico 1

c

Tipo morfologico 2

—_—5um
B

—_—5um

sobreexpresion de SKM1 como en la de cdc4

ZGIZV

Figura 13. Fenotipos observados en la sobreexpresion de SKM1y cdc4Z'?Y y en los mutantes cdc42-
1, cla4y hsl7. (A) Cepa 1783 transformada con el plasmido pKGSKM1 e incubada a 28°C durante 72 horas
en medio con galactosa para inducir la sobreexpresion de SKM1 (tipo morfol6gico 1) o transformada con el
plasmido pKGC42G12V e incubada en las mismas condiciones para sobreexpresar el alelo cdc42%* (tipo
morfologico 2). Como se indica en el texto, los fenotipos de sobreexpresion 1y 2 se observan tanto en la
, Si bien en la de SKM1 es muy predominante el 1y en la
del alelo cdc42%™? se aprecia una mezcla més igualada de ambos. (B) Morfologia de cepas DITD2-16D
(cdc42-1) a 37°C, HM43 (clad) y FSI1017-01B(A) (hsl7).
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5.2.4. En mutantes ste20 cla4.

La cepa mutante ste20 cla4 utilizada portaba en
un plasmido el alelo termosensible cla4-75, ya que
el doble mutante es letal. A 37°C la sobreexpresion
de cdc42°?V condujo a un fenotipo similar al
obtenido con el mutante cla4 (mezcla del fenotipo
cla4 y los tipos morfolégicos 1 y 2). La
sobreproduccion de Skml, una vez mas, hizo
desaparecer casi completamente el fenotipo de

mutantes cla4 (siendo el tipo morfologico 1 el
predominante), aunque no consiguid evitar la
inhibicion del crecimiento del doble mutante ste20
cla4 a 37°C (Figura 14).

5.3. Sobreexpresién de cdc4F*?V y Skml en
mutantes stell.

En la cepa mutante stell se produjo un
fenémeno parecido al observado con mutantes ste20:

YPH |[YPH |YPH |EGI23 [EGI23 |6211 |6211 FY39 |FY41 |DJTD2-
ste20A | clad4A stell SkmliA | ste20A | ste204 | 16D
URAS3 | LEUZ HIS3 | URA3 | URA3 | cac42-1
cladA
LEU?
+++ |+ +++ /) | +++ +++ +++ | +++ +++ - -
ifellle 4 SIS |33 |3 ®
+ + + + + + +
Cdc42 %O %@ ?% %@ %@ i@ %@ % ?% %o
+ + + ++ + + + + - +
Cdc42 |- - -
+
Skm1 ’ ’ ’
Skmi1-| - - - - - - -
Ct
O @  ®© ©® o © O
Cla4-Ct . . . - .
Ste20-Ct ’ ‘ ’ - ’

6 = fenotipo silvestre C}ﬂ = yema alargada

EgD = tipo morfoldgico 1

. = tipo morfoldgico 2 %) = EgD + . = mezcla de tipos 1y 2

+++, ++, +, - = grado de crecimiento

Figura 14. Grado de crecimiento y morfologia predominante en diversos mutantes que sobreexpresan el
alelo cac4F™®, SKM1 o los dominios quinasas de las tres proteinas PAK. Todos los transformantes se
cultivaron en placas que contenian galactosa a una concentracidn de 2% y rafinosa al 1% durante 72 horas a 28°C
0, en el caso de las cepas termosensibles FY41y DJTD2-16D, a 37°C.
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un ligero alivio del fenotipo de sobreexpresion de
cdc42%'? (mezcla de tipos morfoldgicos 1y 2), con
ligera disminucion del nimero de células grandes y
sin yemas. De nuevo, este resultado parece apuntar a
que la transmision de la sefial a través de las rutas de
respuesta a feromonas, invasividad o SVG vy, quiza
también de la ruta de respuesta a alta osmolaridad
(Stell, al igual que Ste20, esta implicado en una de
sus ramas) cumple algln papel, aunque pequefio, en
la produccidn de este fenotipo. La sobreexpresion de
Skml condujo al fenotipo acostumbrado
(predominancia del tipo morfoldgico 1) (Figura 14).
5.4. Sobreexpresion de cdc4F?
mutante cdc42-1.

y Skm1l en el

En el mutante termosensible cdc42-1, a 37°C la
sobreexpresion de cdc42%'?¥ condujo al fenotipo
tipico (mezcla de tipos morfoldgicos 1y 2) y a una
ligera mejoria en la capacidad de crecimiento de este
mutante. La sobreexpresion de Skm1, curiosamente,
condujo a un fenotipo muy similar (mezcla de tipos
morfoldgicos 1 y 2), incluyendo también una ligera
complementacion que permitié crecer débilmente al
mutante a 37°C (Figura 15), y que nos permite
especular sobre un posible papel de Skml como
efector de Cdc42.

Galactosa 37°C

cac42-1/CcDc42
pP(EG)KG

cac42-1/CDC42
pKGSKM1

cac42-1
P(EG)KG

cac42-1
pKGSKM1

5.5. Sobreexpresion de los dominios quinasas de
las proteinas PAK.

Por ultimo, la sobreexpresion de los dominios
quinasas de las tres proteinas PAK condujo en todos
los mutantes descritos a una inhibicion total del
crecimiento y una morfologia de células grandes,
redondas, sin yemas y muy afectadas (tipo
morfoldgico 2) (Figura 14).

La similitud en la morfologia de las células que
sobreexpresan los dominios quinasas de cada una de
las tres proteinas PAK sugeria que estas quinasas,
desreguladas al haber perdido sus extremos N-
terminales inhibitorios, podrian sufrir una alteracion
en su especificidad de sustrato y estar activando los
mismos efectores. Para comprobar ésto se estudio si
la sobreexpresién inducida por galactosa de la
proteina Skml completa o de su dominio quinasa
eran capaces de complementar el defecto de
apareamiento de una cepa ste204..Como se observa
en la Figura 16A, el alelo truncado de SKM1
restauro la capacidad de apareamiento del mutante,
mientras que SKM1 completo permitié una
complementacion mucho menor. Como se aprecia,
los diploides solo se forman en galactosa, lo que
indica que el apareamiento depende de la

Glucosa 24°C

r

plasmido centromérico pRS315CDCA42.

Figura 15. Efecto de la sobreexpresién de SKM1 en el crecimiento de un mutante cdc42-1. Crecimento
de diluciones decimales seriadas a partir de suspensiones celulares (2 x 10° células/ml) obtenidas de cultivos
de la cepa DJTD2-16D (cdc42-1) sobreexpresando GST o GST-SKM1 en galactosa a 37°C (izquierda) y sin
sobreexpresar en glucosa a 24°C (derecha). Se utilizé como “silvestre” la misma cepa transformada con el
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sobreexpresion de los alelos de SKM1. Para evitar el
efecto letal de la sobreexpresion del dominio quinasa
de Skml, se limité el periodo de tiempo de
apareamiento en galactosa. También se realizd un
ensayo cuantitativo para comparar la capacidad de
apareamiento de estos transformantes (Figura 16B):

mientras que el mutante ste20 transformado con el
plasmido control no produce diploides y el mutante
transformado con el alelo completo SKM1 presenta
una muy baja eficiencia de apareamiento, el alelo
truncado incrementa la frecuencia de apareamiento
mas de 300 veces.

A B
Cepa Pldasmido Expresa | Eficiencia de
Vector Skml Skml-Ct apareamiento
YPH499 1.1x 107
(wt)
Glucosa ,
HM36 < 10°
(ste204)
HM36 pPKIN2 Skm1l <10
(ste204)
Galactosa HM36 | pKGHSKM1 GST- 1.8 x 107
(ste204) Skm1l
HM36 | pGSTK7H18 GST- 6.1 x10°
(ste204) SkmilCt

Figura 16. La sobreexpresion del dominio quinasa de Skm1 complementa el defecto en apareamiento
de un mutante ste20A. (A) Ensayo de apareamiento de una cepa ste204 transformada con los plasmidos
pPEG(KGH) (vector), pKGHSKM1 (Skml) y pGSTK7H18 (Skm1-Ct), que en presencia de galactosa
sobreexpresan, respectivamente, GST, Skm1 en fusién a GST y el dominio carboxilo catalitico de Skm1l en
fusion a GST. Se sembraban “patches” de los transformantes que, tras dos dias de incubacién a 28°C, eran
replicados en placas de medio con glucosa o galactosa, previamente sembradas con un césped de células
silvestres de tipo sexual opuesto (cepa 1784). Las placas se incubaban a 28°C durante 20 horas (no mas, para
evitar la letalidad de la sobreexpresion del dominio quinasa de Skml) y a continuacién se replicaban a
placas con medio selectivo para diploides (medio minimo sin uracilo ni histidina) que se incubaban 48 horas
a 28°C. (B) Ensayo cuantitativo de apareamiento segin Sprague (1991), con las siguientes variaciones:
cuando se necesitaba induccion por galactosa los transformantes fueron previamente incubados en medio
con este azucar durante 3 horas; el apareamiento se realizd en medio con galactosa como fuente de carbono
y el tiempo de apareamiento fue de 7 horas. La eficiencia de apareamiento se calcula dividiendo el nimero
de diploides obtenidos entre el nimero de células haploides a.

6. ESTUDIO DE LOS FENOTIPOS RESULTANTES DE LA ACTIVACION DE Cdc42 POR
ELIMINACION DE SUS PROTEINAS GAP Rgal, Rga2 Y Bem3

La GTPasa Cdc42 ve modulada su
actividad por proteinas GEFs, GAPs y GDlIs (ver
“Introduccién™). Se ha descrito que Rgal, Rga2 y
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Bem3 son proteinas con posible actividad GAP
sobre Cdc42. La pérdida de alguna de ellas (en los
casos de Rgal y Bem3 esta comprobado) provoca
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una mayor actividad de la GTPasa que, en principio, alelo hiperactivo cdc42%™®. Sin embargo, la

deberia manifestarse en un fenotipo morfologico morfologia que presentan los mutantes en los genes

relativamente similar al de la sobreexpresion del de las distintas GAP de Cdc42 es bastante diferente.
A

B Sobreexpresién de GST-Skm1
en rga2 bem3

Sobreexpresiéon de GST-
Skm1K406A en rga2 bem3

= S5um

Figura 17. Fenotipo morfolégico de los mutantes en los genes de las proteinas GAP de Cdc42. Efecto
de la sobreexpresién de Skml o Skm1K406A en estos mutantes. (A) Morfologia de mutantes en los
genes RGA1, RGA2 y BEM3 y del cuadruple mutante rgal rga2 bem3 ste7, crecidos en YPD a 28°C. (B)
Morfologia de células rga2 bem3 transformadas con los vectores pKGSKM1 o pKGSKM1-KD vy crecidas
en galactosa durante 72 horas a 28°C para inducir la sobreexpresion de los alelos correspondientes de SKM1.
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6.1. Fenotipo de mutantes en los genes RGAI,
RGA2y BEMS3.

Los mutantes rgal muestran
morfologia alargada, que recuerda vagamente a la
forma de células que comienzan a pseudofilamentar;
los mutantes rga2 no parecen mostrar morfologia
aberrante; sin embargo, en los mutantes bem3
aparece un pequefio porcentaje de células con yemas
alargadas. En los dobles y triples mutantes, resultado
de la combinacion de las mutaciones anteriores, los
fenotipos se intensifican y se vuelven aberrantes: los
mutantes rgal rga2 siguen mostrando la morfologia
tipica de los mutantes rgal, quizd mas agudizada;
las células rgal bem3 aparecen aln mas afectadas,
exhibiendo morfologias alargadas y piriformes; las
rga2 bem3 de nuevo parecen emitir yemas
alargadas, si bien parecen mas afectadas que las
bem3; y los mutantes rgal rga2 bem3 exhiben la
morfologia més afectada, mostrando una mezcla de
todos los fenotipos indicados (Figura 17).

una

Parece claro que la activacion de Cdc42 que
provocan estas mutaciones desemboca en un tipo de
crecimiento que parece implicar a las rutas de
pseudofilamentacion/invasividad y a la ruta de
respuesta a feromonas. Para confirmar ésto, todas las
cepas descritas fueron interrumpidas en el gen STE7
—utilizando para ello el plasmido integrativo
pNC113, linearizado con la enzima de restriccion

Sacl antes de ser transformado en las cepas
correspondientes-, con el fin de eliminar la
transmision a través de las rutas de

feromonas/invasividad. Tras observar la morfologia

de estos nuevos mutantes, se comprobd que, en
todos, la mutacion ste7 conducia a una morfologia
idéntica a la de las células silvestres. Sobre estos
mutantes y sus efectos sobre las rutas de
transduccion de sefiales se hablard extensamente
mas adelante, pero es de destacar la gran diferencia
en la morfologia de estos mutantes y de células
sobreexpresando el alelo cdc42%2".

6.2. Sobreexpresion de Skml y Skm1K406A en
mutantes rgaZ bems3.

Previamente se ha mostrado el efecto
aditivo de la sobreexpresién de cdc42°?V y la de
Skm1l. La diferencia de fenotipo mostrado por los
mutantes en los genes de las proteinas GAP condujo
a indagar acerca del efecto de la sobreexpresion de
Skm1l en estos mutantes. Se eligioé el mutante rga2
bem3 por presentar un fenotipo mas intenso y a la
vez permitir ser transformado, por razon de
marcadores de auxotrofia, con la construccion
pKGSKML.

La sobreexpresion de SKML1 sustituy6 el
fenotipo de mutantes rga2 bem3 por el tipico de
sobreexpresion de esta PAK (células grandes,
redondas y  multigemadas). Cuando el
sobreexpresado fue el alelo inactivo skm1¥“®* no
aparecio ninguna morfologia aberrante y las células
fueron similares a las silvestres (Figura 17). Estos
resultados parecen indicar que la sobreexpresién de
Skml o Skm1K406A conduce a un secuestro de
Cdc42 que quizd lo desvia de sus sustratos
fisiologicos en los mutantes rga2 bem3.

7. BUSQUEDA DE GENES RELACIONADOS CON SKM1Y CDC42MEDIANTE ESTRATEGIAS
GENETICAS.

Con el fin de encontrar genes implicados en la
regulacién de Cdc42 y Skml o relacionados con su
funcioén se procedi6 a los siguientes ensayos:

7.1. Rastreo de genes que eliminen la
letalidad de la sobreexpresion del dominio
quinasa de Skml o del alelo hiperactivo
cdcqdZF,
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Se transformo la cepa SEY6211 con el vector
pGSTK7H18 —marcador HIS3-, que en presencia de
galactosa sobreexpresa en fusion a GST los
aminoacidos 249-655 de Skml, que contienen su
dominio quinasa. (como se ha descrito previamente,
el fenotipo causado por esta sobreexpresion es letal)
y a continuacién se procedi6 a una nueva
transformacion con una genoteca de sobreexpresion
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(cedida por E. Herrero) subclonada en pYES2
(marcador URAS; los fragmentos se encuentrar bajo
el control del promotor del gen GAL1). Esta
genoteca queda representada por unos 40.000
transformantes. Se obtuvieron 600.000, de los cuales
ninguno fue capaz de crecer en galactosa.

Procediendo de forma similar, se transformo la
misma cepa SEY 6211 con el vector pKGC42G12V,
que contiene en fusion a GST el alelo hiperactivo
cdc42%'®. Tras comprobar que en galactosa la
sobreexpresion resultaba letal se procedid al rastreo
de la misma genoteca. Se obtuvieron 700.000
transformantes, sin que ninguno fuera capaz de
crecer en galactosa.

Estos ensayos parecen poner de manifiesto que
los efectos causados por los alelos indicados son
demasiado pleiotrdpicos como para eliminarse por la
accion de un solo gen.

7.2. Busqueda de mutantes supresores de la
letalidad de la sobreexpresion del dominio
quinasa de Skml y del alelo hiperactivo
cdc4FV.

Paralelamente, y con el mismo objetivo
indicado previamente, la cepa 1783 transformada,
por un lado, con pKGC42G12V vy, por otro, con
pGSTK7 se sometié a un proceso de mutagénesis
por irradiacion de luz ultravioleta de 240 nm durante
30 segundos a una intensidad de 4 erg/mm/s, - que
permitia obtener un 40% de supervivencia- y fue
sembrada por extension en medio con galactosa. Se
obtuvieron en cada caso siete colonias que eran
capaces de crecer en este medio. Estos mutantes
perdieron el plasmido y fueron transformados con el
plasmido pPHO4 (gen PHO4 subclonado en pYES2)
que expresa la enzima fosfatasa 4cida, para
comprobar que la mutacion no se habia producido en
el sistema de induccion por galactosa. Tras descartar
esta posibilidad, los mutantes se retransformaron con
los plasmidos de sobreexpresién, pero esta vez
fueron incapaces de crecer como colonias aisladas,
por lo que se descartaron.
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De nuevo parece ocurrir que los efectos de la
sobreexpresion de estos alelos son demasiado
numerosos (afectan a diversas rutas) para poder
suprimirlos por mutagénesis.

7.3.
Skmi1.

Posible relacion entre Essl y Pinl con

La proteina Essl es una peptidil-prolil-
isomerasa  recientemente  implicada en el
procesamiento de RNA mensajero y la regulacién de
la mitosis (Hani y col., 1999; Wu vy col., 2000). El
fenotipo morfoldgico de multigemacion del mutante
ess1 inicialmente descrito por Hanes y col. (1989) es
muy similar al de sobreexpresion de Skml. Esto
condujo a la idea de que quiza la sobreexpresion de
Essl en células sobreexpresando Skml podria
eliminar este fenotipo. Por ello se cotransformd la
cepa 1783 con plasmidos de sobreexpresion de
Skml y Essl, por un lado, y de Skml y Pinl
(homoélogo humano de Essl) por otro. La
cosobreexpresién de ambos genes, en todos los
casos, condujo a un fenotipo similar al de
sobreexpresion de Skml.

7.4. Busqueda de mutaciones letales en un
fondo delecionado en SKM1: método del 4cido 5-
Fluoroordético (5-FOA).

En un nuevo intento de encontrar genes
relacionados funcionalmente con SKM1 se procedid
a un rastreo de letalidad sintética. Para ello se utiliz6
el método conocido usualmente como del &cido 5-
fluoroorético (5-FOA). Un mutante delecionado en
SKML1 en el fondo DBY746 se transformd con el
plasmido con marcador URA3 YEp352SKML1. Este
transformante se crecié hasta fase exponencial y se
sembro en placas de YPD (aproximadamente 2500
células por placa) sobre las que se realizd una
mutagénesis con luz ultravioleta de 240 nm durante
60 segundos a una intensidad de 4 erg/mm/s y que
después se incubaron a 24 °C hasta aparicion de
colonias.  Este  tratamiento  permiti6  una
supervivencia del 17% de las  células
(aproximadamente 400 por placa). Las colonias que
crecieron se replicaron a placas con 5-FOA (0.75
mg/ml) que se incubaron a 24°C durante 5 dias con
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el fin de que pudieran crecer Gnicamente las colonias
ura (-), es decir, las que hubiesen perdido el
plasmido YEp352SKM1, con marcador URA3.

El objetivo final de la técnica es seleccionar
aquellas colonias incapaces de crecer en 5-FOA, es
decir, aquellas para las que resulta letal la pérdida
del plasmido que contiene el gen SKML1. Estas
colonias portaran, por tanto, una mutacién no letal

pero que resulta mortal en combinacién con la
mutacion skm1l.

Se estudié el comportamiento en 5-FOA de
10.000 posibles mutantes que sobrevivieron a la
irradiacion ultravioleta, observandose que todos
ellos, en mayor o menor grado, eran capaces de
crecer en este medio, por lo que no presentaban
mutaciones letales en combinacion con la del gen
SKML1.

8. MECANISMOS REGULADORES DE LA SENALIZACION EN LA RUTA DE LA MAP QUINASA
Slt2.

En nuestro laboratorio estamos también
interesados en el estudio de los mecanismos que
modulan la actividad de la MAP quinasa Slt2. La
ruta mediada por Pkcl es una de las rutas de
transduccion de sefiales que actlan en
Saccharomyces cerevisiae controlando su biologia
celular. Esta ruta es esencial para el mantenimiento
de la integridad celular frente a diferentes
condiciones ambientales y durante sucesos
morfogenéticos, mediante el control de la dinamica
de la pared celular y del citoesqueleto de actina
(Heinisch y col., 1999; Schmidt y Hall, 1998). La
llamada ruta de integridad celular se induce en
periodos de crecimiento polarizado, durante la
gemacion y el apareamiento (Zarzov y col., 1996), y
en respuesta a determinadas condiciones ambientales
que alteran la estabilidad de la pared celular, como
la alta temperatura (Kamada y col., 1995), el choque
hipoténico (Davenport y col., 1995) o las
interferencias con la sintesis de la pared celular
(Ketela y col., 1999; De Nobel y col., 2000). De
acuerdo con esto, la pérdida de la funcionalidad de
esta ruta conduce a la lisis celular cuando las células
son expuestas a los estimulos activadores, lisis que
puede evitarse por estabilizacion osmatica del medio
(Torres y col., 1991; Levin y Bartlett-Heubusch,
1992). Este hecho indica el papel de esta ruta en el
mantenimiento de una estructura funcional en la
pared celular.

Para estudiar estimulos y mutaciones capaces de
influir en la activacion de Slt2, decidimos utilizar la
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técnica del “Western blotting”. El anticuerpo
primario que ha sido utilizado reconoce el péptido
TEY doblemente fosforilado, en la treonina 202 y la
tirosina 204, de la MAP quinasa p44/p42 de
mamifero, lo que nos ha permitido usarlo para
detectar la fosforilaciéon del motivo TEY de SIt2 en
la treonina 190 y la tirosina 192 (Figura 18). La
actividad catalitica de esta familia de MAP quinasas
depende de la fosforilacion en estos residuos
conservados (Cobb y Goldsmith, 1995), y por ello
este anticuerpo puede utilizarse para detectar el
estado activo de Slt2. En estos ensayos, para mostrar
que los niveles de Slt2 se mantenian
aproximadamente constantes durante el
experimento, las membranas tratadas con este
anticuerpo eran deshibridadas y de nuevo
rehibridadas con un nuevo anticuerpo primario
obtenido frente a la proteina de fusién GST-SIt2
(Martin 'y col,, 1993). Con el mismo fin, en
ocasiones se transferian geles en paralelo con los
mismos  extractos,
anticuerpo frente al motivo TEY fosforilado y en el
otro el anticuerpo anti-SIt2.

utilizando en un caso el

Este anticuerpo primario frente al péptido TEY
doblemente fosforilado permite también la deteccion
en S. cerevisiae, como mas adelante se comprobara,
de la activacion de otras dos MAP quinasas que son
fosforiladas, de igual forma y en un dominio
idéntico, en respuesta a sus respectivos estimulos:
Fus3, en presencia de feromonas, y Kssl durante el
crecimiento pseudofilamentoso o invasivo.



RESULTADOS

8.1. Utilidad de los anticuerpos frente a la
MAP quinasa p44/p42 fosforilada para analizar
la activacion de SIt2.

En primer lugar, comprobamos si determinados
estimulos conocidos como activadores de SIt2 eran
capaces, efectivamente, de provocar un incremento
en la fosforilacién en el motivo TEY. Una vez
demostrado esto, se podria afirmar que Ia
fosforilacion detectada por estos anticuerpos se
corrrespondia con una activacion proporcional de la
actividad catalitica de la MAP quinasa. El choque
térmico es un conocido estimulo activador de la ruta
de Pkcl, y de acuerdo con esto el paso de las células
a una temperatura de crecimiento de 39°C durante 1

Inactivo

24°C 39°C 24°C 39°C
Sorb.1M Sorb.1M

e el P-SIt2

— e | SIt2

Alta temperatura
Baja osmolaridad
Crecimiento polarizado

Cafeina
Dafo en la pared celular

hora provoca un fuerte incremento en la intensidad
de la sefial de SIt2 fosforilado (Figura 18). La
estabilizacion osmética del medio con sorbitol a
concentracién 1M evita la hiperfosforilacion de Slt2
a 39°C e incluso conduce a una disminucion de la
fosforilacion basal a 24°C. Este nivel basal es debido
a la activacion periddica que sufre la MAP quinasa
en cada una de las células que en ese momento se
encuentran iniciando la gemacién (Zarzov y col.,
1996).

Para confirmar que el uso de este anticuerpo
detecta la sefializacion a través de la ruta de Pkcl,
procedimos a comprobar si la hiperactivacion de
Bckl, componente que se encuentra por debajo de

Activo

wt  bcki-20 bcki-20
Sorb.1M

P-Slt2

—— | S]t2

Figura 18. Deteccion de Slt2 fosforilado en treonina y tirosina bajo algunos estimulos activadores
conocidos de la ruta de integridad celular. Arriba, “Western blots” realizados con un anticuerpo
reconocedor del péptido TEY fosforilado en treonina y tirosina - “anti-phospho-p42/44-MAP kinase” (New
England Biolabs) - a partir de extractos de la cepa SEY6211 crecida hasta fase exponencial a 24°C y
después incubada 1 hora a 39°C (panel izquierdo), o bien de la misma cepa transformada con el plasmido
pRS316BCK1-20, portador del alelo hiperactivo bck1-20 (panel derecho), todo ello en ausencia o presencia
de sorbitol 1M como estabilizador osmatico. Abajo, “Western blots” realizados a partir de las membranas
anteriores, que fueron deshibridadas y rehibridadas de nuevo con anticuerpos frente a GST-SIt2 para
confirmar que las cantidades de proteina eran similares (ver “Materiales y Métodos”).
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Pkcl en la ruta, desembocaba en un incremento de la
fosforilacion de Slt2. Células expresando el alelo
hiperactivo  bck1-20  desde el  plasmido
pRS316BCK1-20 sufren un importante incremento
de la fosforilacion de esta MAP quinasa que, en este
caso, no es remediable por la adicién al medio del
estabilizador osmotico sorbitol 1M (Figura 18).

Estos resultados estdn de acuerdo con el
modelo aceptado en el que la estabilizacion osmotica
evita la activacion de Slt2 en presencia del estimulo
porque previene el estiramiento de la membrana
plasméatica en ausencia de una pared estable
(Kamada y col., 1995). Por tanto, es incapaz de
prevenir una activacion de Slt2 provocada no por
defectos en la pared sino por una hiperactivacion de
un componente previo a la MAP quinasa en la
cascada de fosforilacion.

8.2. Influencia de las proteinas PAK en la
activacion de Slt2.

Entre las funciones bien estudiadas que
cumplen las proteinas PAK en células de mamifero
se encuentran dos: la primera, servir de mediadores
entre Cdc42 y el citoesqueleto de actina para
controlar los procesos de crecimiento polarizado; y
la segunda, el activar, mediante su capacidad serin-
treonin-quinasa, cascadas de fosforilacion que
desembocan en la activacion de distintas MAP
quinasas. En S. cerevisiae, la primera funcién parece
implicar a las proteinas PAK Cla4 y Ste20, si bien
esta Ultima también desarrolla un papel en
sefializacion, actuando a través de las rutas de
respuesta a feromonas y de crecimiento
pseudofilamentoso/invasivo. El interés de nuestro
laboratorio en la ruta de transduccion de sefiales que
desemboca en la MAP quinasa de integridad celular
Slt2, nos llevd a estudiar con méas detenimiento el
posible papel de estas proteinas PAK, en especial de
la que es objeto de este estudio, Skml, en la
activacion de esta ruta.

8.2.1. Pérdida de las proteinas PAK: Ste20, Clad y
Skm1.
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La primera pregunta surgida fue qué efecto
tendria sobre la fosforilacion basal de Slt2 la pérdida
de cada una de estas proteinas PAK (Figura 19A).
Para ello comparamos el grado de activacion a 24°C
de mutantes ste20, cla4 y skml. No se encontraron
diferencias notables entre los mutantes skml y cla4
y la cepa isogénica silvestre. En el caso del mutante
ste20, se pudo apreciar una muy ligera disminucion
del grado de fosforilacion de SIt2 en el fondo
genético SEY6211, aunque este resultado no se
considero suficientemente significativo, ya que no se
repitié en otros fondos genéticos ensayados, como el
SY2002 (Figura 19B).

8.2.2. Sobreexpresion de los dominios quinasas de
las proteinas PAK.

El siguiente paso fue mostrar el efecto de la
sobreexpresion de estas proteinas en la actividad de
SIt2. Nuestra intencién era observar el efecto
causado por un incremento en la actividad de estas
proteinas y, como se ha descrito y en este trabajo se
ha mostrado que el extremo N-terminal de las
proteinas PAK ejerce una funcidn inhibitoria sobre
el dominio quinasa C-terminal, procedimos a la
sobreexpresion de alelos truncados en el extremo
aminoterminal. La adicion de galactosa a un cultivo
crecido en un medio con rafinosa como Unica fuente
de carbono y la posterior incubacién a 24°C durante
7 horas condujo a una hiperfosforilacion de SIt2 y a
la aparicion de dos nuevas bandas que fueron
identificadas como correspondientes a las MAP
quinasas fosforiladas Kssl y Fus3 (Figura 19C).
Mientras que la sobreexpresion del dominio quinasa
de Skm1 y Ste20 conducia a la hiperfosforilacion de
las tres bandas, en el caso de Cla4, Kssl y Fus3
también sufrian una gran fosforilacién, pero el
aumento en la activacion de Slt2 no era tan elevado.
Para descartar la posibilidad de que la activacion de
Slt2 fuera sélo respuesta a un dafio en la pared
causado por la sobreexpresién de estos dominios
quinasas, los experimentos de sobreexpresion se
repitieron en presencia del estabilizador osmético
sorbitol 1M, obteniéndose los mismos resultados que
en ausencia de estabilizacién (datos no mostrados).
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Figura 19. Influencia de las proteinas PAK en la activacion de las MAP quinasas Slt2, Fus3 y
Kss1. (A) Fosforilacion basal de Slt2 en la cepa SEY6211 (silvestre) y las mutantes isogénicas HM28
(skml A), HM37 (ste20 A4) y HM50 (clad A) crecidas a 24°C. (B) Idem en las cepas SY2002 (silvestre)
y la mutante isogénica YTX25 (ste20 A). (C) Efecto en la fosforilacion de Slt2, Fus3 y Kssl de la
sobreexpresion de los dominios carboxilos quinasas de las proteinas PAK: Skml-Ct (plasmido
pGSTKY7), Cla4-Ct (plasmido pSCLA) y Ste20-Ct (plasmido pSTE20) en la cepa 1783. Las células se
crecieron a 24°C en rafinosa hasta fase exponencial y a continuacion se afiadid galactosa al medio de
cultivo hasta concentracién final de 2% para inducir la sobreexpresién durante 7 horas. (D)
Fosforilacién de las tres MAP quinasas provocada por la sobreexpresion del dominio carboxilo quinasa
de Skm1 (Skm1Ct, plasmido pGSTK7) en las condiciones indicadas en C en la cepa YPH499 (silvestre)
y las mutantes isogénicas JTY2556 (ste7), JTY2519 (fus3), JTY2520 (kss1) y JTY2516 (fus3 kssl).Los
anticuerpos utilizados son los descritos en la Figura 18.
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Estos datos parecen apoyar la importancia
de Ste20 y Skm1 para la sefializacién hacia Slt2 y el
menor papel de Cla4 en este proceso y podrian estar
en concordancia con el hecho descrito (Jacoby y
col., 1998) de que la expresion en multicopia de
STE20 es capaz de complementar el fenotipo de
sensibilidad a cafeina de mutantes hcs77, afectados
en la sefializacion a través de la ruta de Slt2. A la
vista de los resultados obtenidos nos preguntamos si
la expresién en multicopia —desde el plasmido
YEp352SKM1 - o la sobreexpresién —desde el
plasmido pKGSKM1- de SKM1 serian capaces de
aliviar la incapacidad de crecimiento en cafeina
12mM del mutante hcs77. Sin embargo, el resultado
fue negativo.

8.2.3. Implicacion de componentes de las rutas de
feromonas, invasividad y SVG en la activacion de
SIt2 debida a las proteinas PAK.

Para responder a la cuestion de si componentes
de alguna de estas rutas serian necesarios para
transmitir la seflal hacia SIt2, procedimos a
sobreexpresar el dominio quinasa de Skml en
mutantes ste7, fus3, kss1 y fus3 kssl en condiciones
de incubacidn de 24°C y de 7 horas de induccion en
galactosa.  El resultado obtenido fue que en
mutantes ste7 desaparecia, como era de esperar, la
activacion de Fus3 y Kssl, pero no ocurria asi con la
de SIt2 (Figura 19D). En mutantes fus3 y kssl
seguian apareciendo las bandas de Kssl y Fus3,
respectivamente, y de nuevo la de Slt2. Y en el
doble mutante fus3 kssl solo se mantenia la
activacion de Slt2. Asi pues, esta ruta no parecia
necesaria para la activacion de Slt2 debida a la
sobreexpresion de las PAK.

Curiosamente, los mutantes ste7 y kssl, pero
no fus3, presentaban una elevacién de la activacion
basal de Slt2 en las condiciones ensayadas: es decir,
creciendo a 24 °C en rafinosa a concentracién 1%
hasta fase exponencial, afiadiendo galactosa al
cultivo para alcanzar una concentracion final del 2%
e incubando las células siete horas (Figura 19D).
Para estudiar més detenidamente este hecho se
procedié a analizar la activacién de Slt2 de estos
mutantes en medio minimo con distintas fuentes de
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carbono: galactosa, glucosa o rafinosa/galactosa. Los
resultados mostraron que en la cepa silvestre
YPH499 la activacion de la ruta de Slt2 es mayor
cuando se utiliza galactosa como fuente de carbono,
algo menor cuando es glucosa y menor ain en el
caso de rafinosa/galactosa (Figura 20). Cuando las
células se han cultivado en galactosa no se aprecian
diferencias en la activacion de Slt2 en los distintos
mutantes del fondo YPH499, aunque los mutantes
ste7 y kssl en el fondo SEY6211 muestran una
ligera disminucion de esta activacién; en el caso de
utilizar glucosa, los mutantes ste7 parecen mostrar
una activacién ligeramente superior que la cepa
silvestre y en cultivos con rafinosa/galactosa la
diferencia entre mutantes ste7 y cepa silvestre
comienza a ser realmente apreciable, ain mas en el
fondo SEY6211.

La significacion de estos resultados no esta
clara, pero el hecho de que mutantes afectados en
Ste7 y Kssl presenten una mayor fosforilacién de
Slt2 y que Ste7 y Kssl formen parte de la
recientemente descrita ruta SVG (de mantenimiento
de la integridad celular en crecimiento vegetativo)
parece apuntar a que Slt2 estd activandose para
compensar algun tipo de defecto en la pared causado
por estos mutantes. Se volvera a ello mas adelante.

8.3. Influencia de las GTPasas tipo Rho en la
activacion de Slt2: el papel de Cdc42.

En mamiferos existe un esquema clasico en el
que las GTPasas tipo Rho se coordinan en una
activacion secuencial de Cdc42, Racl y RhoA para
controlar las reorganizaciones del citoesqueleto de
actina durante el movimiento celular (Chant y
Stowers, 1995). En S. cerevisiae no existen GTPasas
tipo Rac, pero las funciones descritas para las
GTPasas Budl (seleccién del sitio de gemacion),
Cdc42 (polarizacion de la maquinaria biosintética
hacia ese punto - emergencia de la yema o de la
proyeccién de apareamiento) y Rhol
(mantenimiento de la integridad de la pared en la
yema 0 en la proyeccion de apareamiento crecientes)
durante los procesos de crecimiento polarizado
parecen indicar un esquema similar de activacion
secuencial.
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Por otro lado, se ha descrito que la MAP
quinasa Slt2 se activa en periodos de crecimiento
polarizado (Zarzov y col., 1996). Cdc42, la GTPasa
necesaria para el inicio del crecimiento polarizado
en el lugar marcado para la emergencia de la yema o
para la emision del “shmoo”, podria ejercer algin
tipo de regulacién sobre esta MAP quinasa. El hecho
de que las proteinas PAK parezcan cumplir un papel
en la sefializacion hacia esta MAP quinasa, y el de
que éstas sean sustratos de Cdc42 nos condujo a

investigar el posible papel de la GTPasa en la
activacion de la MAP quinasa de integridad celular.

8.3.1. Pérdida de Cdc42.

Al ser CDC42 un gen esencial, el ensayo se
mutante termosensible cdc42-1
(Adams y col., 1990), utilizandose como cepa
isogénica “silvestre” al mismo mutante transformado
con el plasmido centromérico pRS315CDC42. Para

realiz6 con el

A
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Gluc. Galactosa Gluc. Galactosa
wit wt ste7  fus3 kssI fus3 wt wt ste7  kssi
Kkss1
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B
Fondo genético YPH499 Fondo genético SEY6211
wt ste7 wt ste7
Gluc Raf/Gal Gluc Raf/Gal Gluc Raf/Gal Gluc Raf/Gal
P-Slt2
SIt2

utilizados son los descritos en la Figura 18.

Figura 20. Influencia de la fuente de carbono en la activacion de SIt2 en mutantes en la ruta SVG. (A)
Fosforilacion de Slt2 y Kss1 en células cultivadas en medio minimo con glucosa o galactosa como fuente de
carbono a 24 °C: en la cepa silvestre YPH499 y las mutantes isogénicas JTY2556 (ste7), JTY2519 (fus3),
JTY2520 (kssl) y JTY2516 (fus3 kssl); en la cepa silvestre SEY6211 y las mutantes isogénicas YTX40
(ste7) y HM51 (kssl). (B) Fosforilacion de Slt2 en células cultivadas a 24 °C en medio minimo con glucosa
como fuente de carbono o bien en rafinosa hasta fase exponencial, afiadiendo a continuacién galactosa al
medio de cultivo a una concentracién final de 2%: en la cepa silvestre YPH499 y la mutante isogénica
JTY2556 (ste7); en la cepa silvestre SEY6211 y la mutante isogénica YTX40 (ste7). Los anticuerpos
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que la mutacion se manifieste es necesario incubar
las células a la temperatura restrictiva de 37°C. Esto
supuso un problema, ya que la MAP quinasa SIt2
sufre una intensa fosforilacion a esa temperatura.
Este efecto colateral del choque térmico podria
enmascarar el efecto que la pérdida de Cdc42
pudiera tener sobre la fosforilacién de Slt2. Para
evitar en la medida de lo posible este efecto no
deseado las células fueron incubadas a temperaturas
crecientes, desde la que provoca una activacién
basal de SIt2 hasta la temperatura restrictiva de
37°C. En concreto, las temperaturas ensayadas
fueron 24°C, 28°C, 32°C y 37°C, y el tiempo de
incubacién a cada temperatura siempre 1 hora. El
resultado obtenido fue que ya a partir de 32°C se
producia un incremento en la fosforilacién de Slt2
mayor en los mutantes cdc42 que en los respectivos
transformados con pRS315CDC42 (Figura 21A).
Para comprobar si este efecto se debia a una
activacion de SIt2 provocada por una posible
desestabilizacion de la pared causada por la
mutacion cdc42, se incubaron las células a 37°C en
presencia de sorbitol 1M. La estabilizacion osmética
provocd una ligera disminucién de la fosforilacion
de SIt2 debida a la mutacion cdc42-1, pero no
consiguio rebajarla al nivel de la cepa silvestre. Las
MAP quinasas Fus3 y Kss1 no mostraron alteracion
en su grado basal de fosforilacién en este mutante.

El clasico mutante cdc42-1 ha sido utilizado ya
en multitud de estudios anteriores que han aportado
mucha informacion acerca de la funcién de Cdc42
en la célula. Sin embargo, en un estudio en
profundidad de las mutaciones del alelo cdc42-1
(Miller y Johnson, 1997) se ha descrito que éste no
solo porta mutaciones que convierten a la proteina
en no funcional a temperaturas restrictivas, sino
ademas mutaciones en su zona promotora que
provocan una relativa disminucién de su expresion
basal. Con el fin de solucionar este problema, y de
obtener un mutante termosensible “puro”, estos
autores desarrollaron la mutacién cdc42V*®, en la
gue tan solo estd afectado un aminoéacido, la zona
promotora del gen esta libre de alteraciones y el
comportamiento de la cepa es también
termosensible. Se repitié el experimento anterior con
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este nuevo mutante llegandose a idénticos
resultados.
8.3.2.  Sobreexpresion de Cdc42 y de su proteina

GEF, Cdc24.

A continuacion, nos propusimos averiguar si la
sobreexpresion del alelo hiperactivo cdc42?V o
bien la activacién de Cdc42 por accion de su
proteina GEF Cdc24 influian de alguna forma en la
fosforilacion de SIt2. Para ello se subcloné el gen
CDC24 en el plasmido multicopia YEp352, y se
subclond el alelo hiperactivo cdc42°*?V en el mismo
plasmido YEp352 bajo el control de su propio
promotor y en pEG(KG), bajo el control del
promotor de GAL1, para poder sobreexpresarlo en
presencia de galactosa. Todas las construcciones se
transformaron en la cepa 1783. La expresiéon en
multicopia de la GEF Cdc24, que supuestamente
conduce a la activacién de Cdc42, no provocé
ninguna variacién en los niveles de fosforilacién de
Slt2 (Figura 21B), y el mismo efecto se obtuvo al
expresar en multicopia y al sobreexpresar el alelo
hiperactivo cdc42°'?Y. Tampoco se vieron afectados
los niveles basales de las MAP quinasas Fus3 y
Kssl. Por altimo, utilizando como herramienta el
vector pHPS100 (Kirchrath y col., 2000) - que
expresa la fusion LexA-RIml, y que porta la
construccion génica lexA-lacZ, lo que provoca
expresion de p-galactosidasa cuando RIm1 es
fosforilado y, consecuentemente,activado -,
comprobamos definitivamente que la sobreexpresién
de Cdc24 y la del alelo hiperactivo cdc42%'?Y no
inducia un aumento de sefializacion en la ruta de
Slt2. Asi pues, en un primer momento, parecia que
el aumento de actividad de Cdc42 en la célula no
afectaba a los niveles de fosforilacion de la MAP
quinasa de integridad celular (ni a los de Fus3 y
Kssl).

8.3.3. Pérdida de las proteinas GAP de Cdc42:
Rgal, Rga2 y Bem3.

Como se expuso previamente, el fenotipo
morfoldgico de sobreexpresion del alelo cdc42%*?
es muy distinto del que muestran los mutantes en los
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Figura 21. Influencia de la GTPasa Cdc42 y sus reguladores GEFs y GAPs sobre la activacién de Slt2.
(A) Fosforilacion de Slt2 a temperaturas crecientes y en ausencia o presencia de sorbitol 1M como
estabilizador osmotico en la cepa DJTD2-16D (cdc42-1, alelo termosensible de CDC42), utilizando como
silvestre la misma cepa transformada con el vector centromérico pRS315CDC42. (B) Efecto en la fosforilacion
de SIt2 de la expresién en multicopia de CDC24 y el alelo hiperactivo cdc42%*?V (plasmidos YEp352CDC24 y
YEp352C42G12V, respectivamente) y de la sobreexpresion inducida por galactosa de este alelo hiperactivo
(plasmido pKGC42G12V; la sobreexpresion se indujo por la adicidn al cultivo crecido en rafinosa de galactosa
hasta concentracion final del 2% y crecimiento en este medio a 24°C durante 7 horas) en la cepa 1783. (C)
Efecto en la fosforilacion de Slt2 de la progresiva eliminacién de las proteinas GAP de Cdc42: cepas SY 2002
(silvestre), YGS2 (rgal), YGS7 (rga2), YGS50 (bem3), YGS72 (rgal rga2), YGS51 (rgal bem3), YGS56
(rga2 bem3) y YGS57 (rgal rga2 bem3) crecidas a 24°C. Los anticuerpos utilizados son los descritos en la
Figura 18.
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genes que codifican sus proteinas GAP. Esto nos
condujo, por ultimo, a estudiar el efecto de la
pérdida de los reguladores negativos de Cdc42 o
GAPs Rgal, Rga2 y Bem3 en la activacion de Slt2.
Curiosamente, la progresiva pérdida de una, dos o
las tres proteinas GAP (Figura 21C) desembocd en
un paralelo aumento de la fosforilacion de SIt2 y, en
menor medida, de Kssl y Fus3. La intensidad de
este efecto resultd mayor en los dobles y el triple
mutante. Estas activaciones se observaron también
en presencia de sorbitol 1M como estabilizador
osmotico (datos no mostrados), lo que parece
eliminar como causa a un posible defecto en la pared
celular de estos mutantes. Llama la atencién que
ninguna de estas bandas adicionales (Kssl y Fus3)
apareciera cuando se expresaba el activador CDC24
0 se sobreexpresaba el alelo hiperactivo cdc42%*?",
Esto, efectivamente, entronca con el hecho de que el
fenotipo de sobreexpresion del alelo cdc42%?V s
muy diferente del de los mutantes en los genes de
estas proteinas GAP. Nos preguntamos qué efecto
tendria sobre la fosforilacion de estas tres MAP
quinasas la sobreexpresion del alelo hiperactivo
cdc42%'? en el triple mutante rgal rga2 bem3 desde
el plasmido multicopia YEp352C42G12V, pero este
efecto no resultd ser mayor del causado ya por la
triple mutacion (datos no mostrados).

ea

8.3.4. Implicacion de la ruta de feromonas/

invasividad en la activacién de SIt2 debida a Cdc42.

La activacion de Cdc42 producida por la
pérdida de sus reguladores negativos conduce, por
tanto, a la activacion de Kssl, Fus3 (en menor
medida) y de Slt2. Parece clara la cascada de
activaciones que une a Cdc42 con Fus3 o Kss1, pero
no tanto la conexion de Cdc42 con SIt2. Se ha
propuesto que SIt2 se activa en respuesta a
feromonas, pero sigue sin estar clara la conexién
entre ambas rutas: se ha descrito que Ste20 es
necesario, pero no Stell o Stel2 (Zarzov y col.,
1996), sugiriendo un cruce de rutas a nivel de Ste20
y Bck1; pero también se ha indicado en otro trabajo
gue Stel2 es necesario para esta activacion (Buehrer
y Errede, 1997). La primera pregunta que surgid, por
tanto, fue si esta activacion es dependiente de la ruta
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Ste20-Stel1-Ste7-Fus3 o Kssl, o bien sigue un
mecanismo diferente.

8.3.4.1. Papel de la MAPKK Ste7 en la transmisién
de la sefial hacia Slt2.

Para aclarar esta cuestion se interrumpio el gen
STE7 en cada uno de los mutantes defectivos en las
proteinas GAP. Para ello se utilizé el plasmido
pNC113 (Company y Errede, 1988), linearizado
mediante la enzima de restriccién Sacl, previamente
a su transformacion en las cepas correspondientes.
Se eligié en primer lugar Ste7 para interrumpir la
sefializacion de la ruta porque es una proteina
especifica de las rutas de feromonas, invasividad y
SVG, mientras que Ste20 y Stell también estan
implicadas en la ruta de respuesta a alta osmolaridad
de la MAP quinasa Hogl. El resultado fue que en
todos los mutantes sencillos, dobles o triples en las
proteinas GAP, si se afiadia la mutacion ste7 la
activacion de Fus3 y Kssl desaparecia (como era de
esperar) y la de SIt2 se reducia a niveles similares a
los de la cepa isogénica silvestre. Se muestra
(Figura 22A) el efecto de la mutacién ste7 en los
mutantes dobles y en el triple, que manifiestan una
mayor y mas repetitiva activacion de SIt2.

8.3.4.2. Papel de las proteinas PAK Ste20 y Skm1 en
la transmision de la sefial hacia Slt2.

A continuacion nos preguntamos por el papel
que podrian jugar los efectores PAK de Cdc42,
Ste20 y Skm1, en la transmisién de esta sefial. Para
resolver ésto, procedimos a la delecién de STE20 y
SKM1 en la cepa mutante rga2 bem3, mediante los
plasmidos p34S2U y pT18U (Martin y col., 1997),
linearizados mediante restriccion con las enzimas
EcoRI-Kpnl y Hindlll-Sphl, respectivamente, como
paso previo a su transformacion en el mutante. El
efecto obtenido fue que, aparentemente, la practica
totalidad de la sefial es transmitida por Ste20, como
demuestra el hecho de que en mutantes rga2 bem3
ste20 desaparezcan por completo las bandas
correspondientes a Fus3 y Kssl y disminuya la
intensidad de la banda de Slt2 hasta niveles similares
a los obtenidos en la cepa silvestre (Figura 22B).
Los mutantes rga2 bem3 skm1 no mostraron
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| MEMBRANA PLASMATICA |

A
wt ste7 1,2 12 1,3 13 23 23 123 123
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Figura 22. La activacion de SlIt2 debida a Cdc42 depende de la ruta de feromonas/invasividad, y en concreto
de Ste20, pero no de Skml. (A) Fosforilacion de SIt2 en las cepas YTX10 (ste7), YTX21 (rgal rga2 ste7),
YTX22 (rgal bem3 ste7), YTX23 (rga2 bem3 ste7) y YTX24 (rgal rga2 bem3 ste7) en comparacién con sus
respectivas cepas isogénicas silvestres para STE7 SY2002, YGS72, YGS51, YGS56 y YGS57. (B) Fosforilacién
de Slt2 en las cepas YTX25 (ste20) y YTX26 (rga2 bem3 ste20) en comparacion con sus respectivas cepas
isogenicas silvestres para STE20 SY2002 y YGS56. (C) Fosforilacion de Slt2 en las cepas YTX29 (skml) y
YTX30 (rga2 bem3 skm1) en comparacion con sus respectivas cepas isogénicas silvestres para SKM1 SY2002 y
YGS56.Los anticuerpos utilizados son los descritos en la Figura 18.
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diferencia alguna frente a los rga2 bem3 en la
activacion de las tres MAP quinasas, lo que parece
eliminar la posibilidad de un papel para Skml en la
transmision de la sefial (Figura 22C).

Estas cepas mutantes en los genes que codifican
las proteinas GAP de Cdc42 portan integrada en su
genoma la construccion génica FUS1::HIS3, que
permite detectar la transduccion de sefial a través de
las rutas de feromonas y SVG por el mayor o menor
grado de crecimiento en medio sin histidina.

ste7

rgal
rga2
bem3
ste7

rgal
rga2
bem3

ste20

skml

rgaz
bem3
skmli

rga2 bems3 ste7

rga2 bems3 ste20

Figura 23 . Transcripciéon de FUSI-HIS3en
distintos mutantes. (A) Crecimiento en medio
sin histidina de las cepas YTX10 (ste7) y
YTX24 (rgal rga2 bem3 ste7) en comparacion
con sus respectivas isogénicas silvestres para
STE7 SY2002 y YGS57. (B) Crecimiento en
medio sin histidina de las cepas YTX10 (ste7),
YTX25 (ste20) y YTX29 (skml) en
comparacién con su isogénica silvestre
SY2002, y de YTX23 (rga2 bem3 ste7),
YTX26 (rga2 bem3 ste20) y YTX30 (rga2
bem3 skml) en comparacién con la YGS56
(rga2 bems3).
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Utilizando este gen “reporter” se comprobd que el
efecto activador de Cdc42 causado por la pérdida de
las tres proteinas GAP se canaliza totalmente a
través de Ste7 — mutantes rgal rga2 bem3 ste7 no
crecen en medio sin histidina (Figura 23)-. El
analisis de la transcripcion de FUS1 en los mutantes
rga2 bem3 ste20 y rga2 bem3 skml en medio sin
histidina confirmd que tan sdlo Ste20 esta implicado
en esta sefializacion (Figura 23).

8.3.4.3. Papel de las MAPK Fus3 y Kssl en la
transmision de la sefial hacia Slt2.

Por (ltimo, quedaba por aclarar si la sefial
activadora de SIt2 procedente de Cdc42 vy
dependiente de Ste7 era transmitida por Fus3 o
Kssl. Para responder a esta cuestion, se obtuvieron
los mutantes rga2 bem3 kss1, rga2 bem3 fus3 y rga2
bem3 fus3 kss1 por delecion de KSS1y FUS3 en las
cepas correspondientes mediante los plasmidos
pBC65 y pYEE98, linearizados mediante restriccion

por las enzimas EcoRI-Sphl y Nhel-Hindlll,
respectivamente, como paso previo a su
transformacion. Los resultados de la

inmunodeteccion revelaron que la eliminacion de
cada una de las MAP quinasas suponia una
disminucion de la fosforilacion de Slt2, pero tan s6lo
la eliminacion de ambas conducia a unos niveles
similares a los de la cepa silvestre, indicando que
ambas MAP quinasas son capaces de transmitir la
sefial desde Cdc42 hacia Slt2 (Figura 24).

8.4. Influencia de las GTPasas tipo Rho en la
activacion de SIt2: el papel de Rhol.

Una vez demostrada la capacidad de Cdc42
para modular la fosforilacién de SlIt2 a través de
componentes de las rutas de feromonas, invasividad
y SVG, nos propusimos estudiar la accion sobre esta
MAP quinasa del Gltimo componente en la
hipotética cascada de activacion secuencial de
GTPasas que conduce al crecimiento polarizado: la
GTPasa Rhol. Hasta ese momento tan solo se habia
descrito que Rhol era capaz de unirse a Pkcl y
activarlo (Nonaka y col., 1995; Kamada y col.,
1996).
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| MEMBRANA PLASMATICA |

A C
wt fus3 23 23 wt kssI 23 23 wt fus3 23 23
fus3 kss1 kss1 fus3
kssl
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Figura 24. La activacion de Slt2 debida a Cdc42 depende de Fus3 y Kssl. (A) Fosforilacion de Slt2 en
las cepas YTX31 (fus3) y YTX32 (rga2 bem3 fus3) en comparacién con sus respectivas cepas isogénicas
silvestres para FUS3 SY2002 y YGS56. (B) Fosforilacion de Slt2 en las cepas YTX27 (kssl) y YTX28
(rga2 bem3 kss1) en comparacion con sus respectivas cepas isogénicas silvestres para KSS1 SY2002 y
YGS56. (C) Fosforilacion de SlIt2 en las cepas YTX33 (fus3 kssl) y YTX34 (rga2 bem3 fus3 kssl) en
comparacién con sus respectivas cepas isogénicas silvestres para FUS3 y KSS1 SY2002 y YGS56. Los
anticuerpos utilizados son los descritos en la Figura 18.

8.4.1. Pérdida de Rho1.

Utilizamos, en primer lugar, la cepa silvestre
OHNY vy su isogénica HNY21 portadora de un alelo
mutante termosensible rhol-104. Al ser RHO1 un
gen esencial, la temperatura de 39°C es restrictiva
para el crecimiento de los mutantes rhol-104.
Pudimos comprobar que, mientras el choque térmico
a 39°C, como era de esperar, incrementaba la
fosforilacion en la cepa silvestre, en el mutante
rho1-104 la activacion de la ruta por choque térmico
esta completamente bloqueada: el nivel de
fosforilacion de Slt2 a 39°C en el mutante es incluso
menor que el nivel basal de la cepa silvestre a 24°C
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(Figura 25A). Aunque los ensayos que se muestran
se realizaron exponiendo las células a 39°C durante
45 minutos, 10 minutos son suficientes para
bloquear la fosforilacion de SIt2 en estos mutantes
(datos no mostrados). Tras una hora de incubacion a
39°C, el 75% de las células mutantes rhol-104
seguian siendo viables (como se comprobd por
tincion con yoduro de propidio y observacion al
microscopio de fluorescencia), lo que indica que la
pérdida de fosforilacion de Slt2 no se debe a la
muerte celular, sino al bloqueo de la sefializacion a
través de la ruta.
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8.4.2. Sobreexpresion de Rhol.

Para confirmar mejor el papel fundamental que
cumple Rhol en la sefializacion hacia Slt2 nos
preguntamos por el efecto que causaria en la
fosforilacion de la MAP quinasa la sobrexpresion
del gen RHO1 subclonado en el plasmido multicopia
YEplac181. El resultado obtenido complementa al
anterior: si la pérdida de Rhol inhibe la sefializacion
en la ruta, su expresién en multicopia conduce a un
aumento de la fosforilacién basal de Slt2 en
condiciones de incubacion de 24 °C (Figura 25B).

8.4.3. Pérdida de las proteinas GAPs de Rhol:
Bem2, Sac7 y Bag?.

Por otra parte, aunque se conocia la
importancia de Rom2, proteina GEF de Rhol, para
el control de la actividad de la GTPasa en respuesta
a alteraciones de la pared (Bickle y col., 1998), no se
conocia demasiado sobre la posible modulacion de
la actividad de la ruta de Slt2 por los reguladores
negativos de Rhol, sus proteinas GAP. En principio,
cabria esperar que la pérdida de estas proteinas
estabilizadoras de la forma inactiva de la GTPasa
condujera a un incremento de su actividad, y que
éste se viera reflejado en un aumento de la
sefializacion a través de la ruta de integridad celular.

A
MEMBRANA PLASMATICA wt 1h01-101
24°C 39°C 24 °C 39°C
2 e P-SIt2
B C D
24°C 30°C
YEplac181 YEplac181
RHO1 Wt sac7  bag7 wt bem? wt bem?
P-SIit2 | — —

Figura 25. Influencia de la GTPasa Rhol y sus reguladores negativos (GAPs) sobre la activacion de
SIt2. (A) Fosforilacion de Slt2 en las cepas OHNY (silvestre) y HNY21 (rhol-101, alelo termosensible de
RHO1) cultivadas a 24 °C y tras ser incubadas a la temperatura de 39°C durante 45 minutos. (B) Efecto
sobre la fosforilacion de SlIt2 de la expresion en multicopia de RHO1 desde el plasmido YEplac181RHO1
en la cepa BJ5464 cultivada a 24°C. (C) Fosforilacion de SIt2 en las cepas TB50a (Silvestre), AS171-3a
(sac7A4) y AS169-2a (bag74) cultivadas a 24°C. (D) Fosforilacion de SIt2 en cepas Y806 (silvestre) y Y807
(bem2A) crecidas a 24 y 30°C. Los anticuerpos utilizados son los descritos en la Figura 18.
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Bem2 y Sac7 se han identificado como GAPs de
Rhol (Peterson y col., 1994; Schmidt y col., 1997).
Ademaés, Bag7 muestra una alta homologia con Sac7
y contiene también un dominio GAP para proteinas
tipo Rho (Schmidt y col., 1997). Por tanto, se
procedio al estudio de la fosforilacion de Slt2 en
mutantes que no poseian estas proteinas.

En condiciones de incubacion a 24°C se pudo
observar que Unicamente la pérdida de Sac7
conducia al esperado incremento del nivel de Slt2
fosforilado (Figura 25C). Sin embargo, cuando la

incubacion se realizaba a 30°C la pérdida de Bem2
también conducia a un aumento en la activacién de
la MAP quinasa (Figura 25D). En ningun caso se
pudo demostrar efecto alguno de la pérdida de la
supuesta GAP de Rhol Bag7 en la activacion de la
ruta.

8.5. Conexion entre Cdc42 y las quinasas PAK y
la ruta de integridad celular.

Una vez mostrado el papel activador de Cdc42 y
Rhol sobre SlIt2, nos propusimos comprobar la

| MEMBRANA PLASMATICA

A B
24°C 39°C 24°C 39°C
rhol1-104 rgal bem3 rhol-104 rgal bem3 wt rhol-104 wt rhol-104 .
rhol-104 rhol-104 Vector Skmi1Ct Vector Skm1Ct Vector Skm1Ct Vector Skm1Ct

Figura 26. La activacion de Slt2 debida a Cdc42 o a la sobreexpresion de las proteinas PAK no
depende de Rhol. (A) Fosforilacion de Slt2 en cepas HM54 (rhol-104) y HM55 (rgal bem3 rhol-104),
cultivadas a 24 °C y tras ser incubadas a la temperatura restrictiva de 39°C durante 1 hora. (B) Efecto de la
sobreexpresion del dominio carboxilo quinasa de Skm1 desde el plasmido pGSTK?7 en la fosforilacion de
Slt2 en la cepa HNY21 (rhol-104) y su isogénica silvestre OHNY a 24°C y a la temperatura restrictiva de
39°C. Las células se crecieron a 24°C en rafinosa hasta fase exponencial y a continuacion se afiadio
galactosa al medio de cultivo hasta concentracién final de 2% para inducir la sobreexpresion durante 7
horas. Los anticuerpos utilizados son los descritos en la Figura 18.
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hipotesis de la cascada secuencial de GTPasas que
conduce al crecimiento polarizado. En otras
palabras, ¢la activacion de Slt2 debida a Cdc42 —que
necesita de las rutas de feromonas-invasividad-SVG-
es mediada por Rhol o los mecanismos que
modulan a SIt2 son distintos para cada GTPasa?
También nos preguntamos si la accion activadora de
las proteinas PAK sobre SIt2 que, a diferencia del
caso anterior, no depende de las rutas de feromonas,
invasividad o SVG, dependia de la GTPasa Rhol.

8.5.1. Papel de la GTPasa Rhol en la activacién de
SIt2 debida a Cdc42.

Para resolver esta cuestion se recurrio al
mutante rgal bem3 rhol-104, obtenido mediante
genética clasica por el Dr. Martin en nuestro
laboratorio a partir del mutante rgal bem3 (MATa) y
la cepa HMb54, rhol-104 (MATa). La elevada
activacion de Slt2 en el triple mutante es similar a
24°C (temperatura permisiva para la mutacién rhol-
104) y a 39°C (temperatura restrictiva) (Figura
26A), lo que permite afirmar que, incluso en
mutantes rhol, Cdc42 activo es capaz de provocar la
activacion de Slt2.

Como comprobacion adicional de que la
elevada fosforilacion de SlIt2 en el mutante rgal
bem3 rhol-104 se debia efectivamente a la
activacion de Cdc42, se procedié a la obtencion del
cuddruple mutante rgal bem3 rhol-104 ste7,
mediante la interrupcion del gen STE7 con el
plasmido integrativo pNC113 (procedimiento

descrito previamente). La eliminacion de la
transmision de la sefial a través de las rutas de
feromonas, invasividad y SVG deberia reducir los
niveles de fosforilacion del mutante a su nivel basal.
Sin embargo, tras analizar 60 transformantes con el
plasmido integrativo pNC113, ninguno de ellos
resultd estar interrumpido en el gen STE7, lo que
hace pensar que el cuddruple mutante sea inviable.

8.5.2. Papel de la GTPasa Rhol en la activacion de
SIt2 debida a las proteinas PAK.

A diferencia de lo que ocurria en los mutantes
en las proteinas GAP, en los que la activacién de
Slt2 desaparecia al eliminar la transmision a través
de Ste7, la activacion debida a la sobreexpresion del
dominio quinasa de Skm1 no desaparece al eliminar
este componente. Esto hace pensar que quiza se esté
produciendo un cruce de rutas: la sobreexpresion del
extremo C-terminal de Skml y de las otras PAK
produciria un efecto mdltiple sobre varias rutas.
Quizé ese dominio quinasa se comportaria como una
MAPKKKK inespecifica que activaria a cualquier
otra MAPKKK, aunque no correspondiera a su ruta.
Para confirmar si realmente se estaba produciendo
un cruce entre rutas y que la sefial no venia
transmitida a través de la GTPasa Rhol, se procedio
a sobreexpresar el extremo quinasa de Skml en un
mutante rhol-104. La
hiperfosforilacion de SlIt2 se mantenia incluso a la
temperatura restrictiva (Figura 26B), lo que indica
que, efectivamente, no depende de Rhol.

termosensible

9. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A ROJO CONGO DE DIVERSOS MUTANTES.

A lo largo de los estudios de activacion de la
MAP quinasa SIt2 en distintos mutantes y bajo
diversas condiciones, parece claro que la sucesiva
eliminacién de las proteinas GAP —inactivadoras- de
Cdc42 se corresponde con un progresivo aumento en
la fosforilacion de la MAP quinasa. También se ha
observado que la fosforilacion basal de SIt2 en
mutantes ste7 y kss1 varia dependiendo de la fuente
de carbono. La activacion de Slt2 se produce en
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momentos de crecimiento polarizado, pero también
como respuesta a dafios en la pared celular. En este
altimo caso tiene lugar el denominado “mecanismo
compensatorio”, por el que la ruta se activa para
inducir la transcripcion de genes que colaboran al
reforzamiento de la pared celular en respuesta al
dafio producido. Por esto, nos parecié de interés
observar la sensibilidad de estos mutantes a una
sustancia que causa dafios en la pared celular, como
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es el rojo Congo, y en presencia de distintas fuentes
de carbono, como son la glucosa y la galactosa.

9.1. Mutantes defectivos en las proteinas
GAP de Cdc42.

Se sembraron en placas de medio minimo con
rojo Congo a concentracion de 150 pg/ml diluciones
decimales seriadas de cultivos de las cepas mutantes
rgal, rga2, bem3, rgal rga2, rgal bem3, rga2 bem3
y rgal rga2 bem3, junto con su cepa isogénica
silvestre. Tras cuatro dias de incubacion a 24°C, el
resultado fue que todos los mutantes presentaban la
misma sensibilidad a rojo Congo que la cepa
silvestre, excepto el triple mutante, que presentaba
una ligera sensibilidad.

Esto parecia indicar que este mutante podria
presentar alteraciones en la pared celular, por lo que
fue estudiado mas detenidamente: se realizd este
mismo experimento pero esta vez tan sélo con el
triple mutante en las proteinas GAP vy el cuadruple
mutante rgal rga2 bem3 ste7, con el fin de
comprobar si la hiperactivacion de las rutas de
feromonas, invasividad y SVG era la causante de
esta sensibilidad. A la vista de la importancia que

Rojo Congo

presenta la fuente de carbono para la activacion de
Slt2, el experimento se realiz6 también en galactosa.
El resultado obtenido (Figura 27) fue que la
sensibilidad a rojo Congo del triple mutante en las
GAP era eliminada por la mutaciéon ste7. Sin
embargo, en galactosa se producia un efecto curioso:
el triple mutante rgal rga2 bem3 mostraba mayor
resistencia que la cepa silvestre, y si se le afiadia la
mutacion ste7, la sensibilidad era mas acusada que
en el caso de la cepa silvestre.

9.2. Mutantes en las rutas de feromonas,
invasividad y SVG.

Se repitio el ensayo anterior de sensibilidad a
rojo Congo en los mutantes ste7, kssl y fus3 kssi,
todos ellos procedentes del fondo genético YPH499,
en el que se habian observado en un primer
momento las diferencias en la activacion basal de
Slt2. El resultado (Figura 28) muestra un
crecimiento ligeramente mayor de los mutantes fus3
y fus3 kss1 en glucosa. Sin embargo, estos mismos
mutantes manifiestan mayor sensibilidad a rojo
Congo en galactosa y son los mutantes ste7 y kssl
los que muestran mayor resistencia en esta fuente de
carbono. Es de destacar que, una vez mas, que el
cambio de la fuente de carbono invierte Ia

MM Glucosa

MM Galactosa

Figura 27. Sensibilidad del mutante rgal rga2 bem3 a rojo Congo en distintas fuentes de carbono.
Crecimiento en medio minimo con glucosa o galactosa y rojo Congo a concentracion 150 pug/mly en YPD
de diluciones decimales seriadas de cultivos de las cepas YTX10 (ste7), YGS57 (rgal rga2 bem3) y YTX24
(rgal rga2 bem3 ste7) frente a su isogénica silvestre SY2002 (wt). El resto de mutantes defectivos en las
proteinas GAP mostraron el mismo comportamiento en rojo Congo que la cepa silvestre.
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sensibilidad de los mutantes a rojo Congo.

Se realiz6 el mismo ensayo pero utilizando un
nuevo fondo genético, el SEY6211: se estudid la
sensibilidad a rojo Congo de mutantes implicados en
la ruta SVG y en la de integridad celular: ste7, kss1,
slt2, kss1 slt2, ste20, ste20 skml, la cepa isogénica
silvestre para todos ellos y esta misma cepa
transformada con un plasmido portador del alelo
hiperactivo bck1-20.

El crecimiento a 24 °C durante cuatro dias
permiti6 las siguientes observaciones (Figura 29):
los mutantes ste20, ste20 skm1 y kss1 mostraron una
sensibilidad idéntica a la de la cepa silvestre. Sin
embargo, el mutante ste7, a pesar de manifestar un
crecimiento mas lento en YPD, mostré en glucosa
un importante aumento en la resistencia a rojo
Congo, mientras que el mutante slt2 mostré un
aumento moderado, idéntico al del doble kss1 slt2 y
la hiperactivacion de la ruta de Slt2 causada por el
transformante con el alelo hiperactivo bck1-20 no se
correspondi6 con un aumento en la resistencia a rojo
congo. Hay que resefiar que los mutantes slt2 son
habitualmente muy sensibles a rojo Congo (Figura
30), y que la resistencia que presentan en este fondo
genético parece un caso excepcional. Una vez mas,

Rojo Congo

el patron de sensibilidad a rojo Congo se vio
invertido en galactosa: mutantes ste7 y slt2 son mas
sensibles, aunque es de destacar que el doble kssl
slt2 no lo es.

Por azar, a partir de una amplificacion
mediante PCR del ORF del gen KSS1 realizada
sobre DNA genomico de la cepa SEY6211 por un
integrante de nuestro Departamento, pudimos
comprobar que esta cepa muestra una mutacién en
dicho ORF que causa un cambio en el marco de
lectura y la produccion de una proteina Kssl no
funcional. Para comprobar si esta ausencia de Kssl
influia en la elevada resistencia que mostraban los
mutantes ste7 en este fondo genético, se transformo
dicho mutante con el plasmido multicopia
YEp352KSS1, que expresa el gen de esta MAP
quinasa desde su propio promotor. Efectivamente, el
mutante ste7 en el fondo SEY6211 con la mutacién
kssl complementada por este plasmido mostro
similar sensibilidad a rojo Congo que la cepa
silvestre (Figura 29C). Esto ponia de manifiesto que
las mutaciones ste7 y kss1 por separado no conferian
resistencia a rojo Congo a esta cepa, pero si la
combinacién de ambas. De nuevo, en galactosa el
patron de sensibilidad a rojo Congo se invirtio.

MM Glucosa

MM Galactosa

Figura 28. Sensibilidad a rojo Congo de mutantes en la ruta de feromonas y de pseudofilamentacion
en distintas fuentes de carbono. Crecimiento en medio minimo con glucosa o galactosa y rojo Congo a
concentracion 150 ug/ml y en YPD de diluciones decimales seriadas de cultivos de las cepas JTY2556
(ste7), JTY2519 (fus3), JTY2520 (kss1) y JTY2516 (fus3 kss1) frente a su isogénica silvestre YPH499 (wt).
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ste20 skm1
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isogénica silvestre SEY6211 (wt).

Figura 29. Sensibilidad a rojo Congo de diversos mutantes en las rutas SVG y de integridad celular
en el fondo genético SEY6211 en distintas fuentes de carbono. (A) Crecimiento en medio minimo con
glucosa o galactosa y rojo Congo a concentracion 150 pug/mly en YPD de diluciones decimales seriadas
de cultivos de las cepas YTX40 (ste7), HM51 (kssl), HM52 (slt2), HM53 (kssl slt2) y silvestre
transformada con el plasmido pRS316BCK1-20, todas frente a su isogénica silvestre SEY6211 (wt). (B)
Idem con las cepas HM37 (ste20), HM38 (ste20 skml), YTX40 (ste7) y HM51 (kssl) frente a la cepa
isogénica silvestre SEY6211 (wt). (C) Idem con las cepas YTX50 (ste7), y las cepas silvestre y YTX50
transformadas con el plasmido YEp352KSS1 (KSS1 y ste7 KSS1, respectivamente) frente a la cepa
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Rojo Congo
MM Glucosa MM Galactosa

Figura 30. Sensibilidad a rojo Congo y en distintas fuentes de carbono de mutantes s/£2en diferentes
fondos genéticos. Crecimiento en medio minimo con glucosa o galactosa y rojo Congo a concentracion 150
ug/mly en YPD de diluciones decimales seriadas de cultivos de las cepas (1) BJ5464-DK (slt2) y su isogénica
silvestre BJ5464, (2) DL454 (slt2) y su isogénica silvestre 1783, y (3) FY67928C-DK (slt2) y su isogénica
silvestre FY67928C.
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1. POSIBLE FUNCION BIOLOGICA DE Skmd1.

1.1. Ausencia de fenotipo detectable en mutantes
skm1.

En “Antecedentes y Objetivos” se
comentaban diversos ensayos a los que fueron
sometidos los mutantes skml con el fin de aportar
alguna luz sobre su posible papel en la fisiologia
celular. Ninguno de esos estudios permitio observar
diferencias en el comportamiento de las cepas
mutantes 'y correspondientes  isogénicas
silvestres. En esta memoria se han resefiado algunos
ensayos fenotipicos adicionales realizados sobre
mutantes skml1 y, en algunos casos, también sobre
mutantes ste20 y cla4. Estos estudios han conducido
a similar resultado: concretamente, Skm1 no parece
estar implicado en la estructura y composicion de la
pared celular, la respuesta a estrés oxidativo, la
fisiologia del calcio o en funciones relacionadas con
el crecimiento (tan sélo el mutante cla4, y no skm1 o
ste20, mostr6 una cierta ralentizacion en el
crecimiento).

Sus

El estudio de la expresion de SKM1
mediante las técnicas de “Northern blotting” vy
“Western blotting” eliminé la duda de que en
realidad estuviéramos estudiando un gen que no se
transcribia y ello fuera la causa de la ausencia de un
fenotipo detectable. Estos ensayos permitieron,
ademas, comprobar que la expresion de este gen es
relativamente baja, aunque variable segun las cepas,
y que ni la presencia de feromona ni la activacion de
la GTPasa Cdc42, con la que se ha mostrado su
interaccion mediante el sistema “dos hibridos”,
influian en su transcripcion.

Por tanto, ni los ensayos fenotipicos ni los
de expresién aportaron ninguna pista importante
acerca de la funcién de Skml. Para apuntar una
posible hipdtesis acerca de la ausencia de fenotipo
de estos mutantes es necesario contemplar el alto
grado de homologia que presentan las proteinas
PAK entre si, y que posiblemente permite el
solapamiento de funciones y, si llega el caso, la casi
completa sustitucion de una proteina por otra. El
mutante ste20, aparte de presentar un fenotipo de
esterilidad, presenta un crecimiento y morfologia
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normales; el mutante cla4, como hemos descrito,
presenta un ligero enlentecimiento del crecimiento y
ademas, algunos defectos morfolégicos (yemas
alargadas, cuellos engrosados), pero también es
perfectamente viable; sin embargo, la doble
mutacion ste20 cla4 resulta letal (Cvrckova y col.,
1995) y provoca graves defectos en la polarizacion
del citoesqueleto de actina (Holly y Blumer, 1999).
Resulta Ilamativo que ambas mutaciones por
separado presenten ligeros defectos en aspectos
morfologicos o de crecimiento (cla4) o en ninguno
de ellos (ste20), y que la combinacién de ambas
produzca células completamente inviables. Parece
claro, por tanto, que ambas proteinas PAK estan a
cargo de funciones esenciales para la célula, como
son el control del citoesqueleto de actina durante el
crecimento polarizado y el paso de crecimiento
apical de la yema a isotrépico durante la gemacion
(Holly y Blumer, 1999; Johnson, 1999), pero que
cada una de ellas es capaz de reeemplazar a la otra
cuando esta ausente. También es cierto que este
reemplazo no es total: Cla4 podria estar
compensando  totalmente  cualquier  defecto
morfogenético que ocasionara la pérdida de Ste20,
aunque es incapaz de restaurar el defecto en
apareamiento que esta pérdida supone. Por ello éste
altimo seria el Unico fenotipo distinguible en
mutantes ste20. Por otra parte, Ste20 es capaz de
mantener el crecimiento de un cultivo de células
cla4, si bien este crecimiento es ligeramente mas
lento y algunas de las células muestran el fenotipo
tipico del defecto en el paso de crecimiento apical a
isotrépico (yemas alargadas).

¢Y Skml? Esta tercera proteina PAK
presenta alta homologia con el resto de la familia, en
especial con Cla4 (ambas poseen un dominio PH
que no presenta Ste20). La pérdida de Skml no
parece causar fenotipo morfologico alguno, ni
tampoco en crecimiento, al igual que ocurre con
Ste20. Sin embargo, no parece, como ésta Ultima,
estar implicada en la ruta de apareamiento (ver
“Antecedentes y Objetivos”), y los mutantes skml
ste20 y skm1 cla4 no muestran diferencias respecto a
los mutantes sencillos ste20 y cla4. Es posible que la
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funcién de Skml esté relacionada también con la
polarizacion del citoesqueleto de actina y el
desarrollo de la yema, como ocurre con sus
homélogas en levadura (y también en mamiferos),
pero su pérdida pueda ser compensada por la
presencia de una sola de las otras dos proteinas
PAK. La Unica manera de comprobar esta hipétesis
seria obtener el triple mutante skm1l ste20 cla4, pero
el doble ste20 cla4 ya es inviable. Todo esto parece
indicar que, o bien la funcién de Skm1 es similar a
la de sus homdlogas, pero en mucho menor grado de
importancia en comparacion con Ste20 y Cla4 por
separado, o bien su funcién es distinta a pesar de su
alta homologia con ellas, siendo necesaria en
condiciones no ensayadas. El hecho de no encontrar
mutaciones letales en un fondo delecionado en
SKM1 mediante un rastreo utilizando 5-FOA sigue
apuntando a un posible solapamiento de funciones
con las otras dos proteinas PAK.

1.2. El fenotipo de sobreexpresion de Skml es
similar al de sobreexpresion de Cdc42 activo.

Otro abordaje experimental para la
biusqueda de la funcion de Skml fue su
sobreexpresion bajo el control de un promotor
inducible por galactosa. La células grandes,
redondas, multigemadas y multinucleadas que se
obtuvieron parecian poner de manifiesto que la
polaridad se habia alterado en estas células
(aparecian grandes y redondas), que la célula madre
era capaz de acometer sucesivos ciclos celulares sin
haberse desprendido ain de las yemas generadas
anteriormente (multiples yemas, multiples ndcleos
en la célula madre), y que estas yemas, ademas,
parecian detenidas en G1, lo que apuntaba hacia un
posible defecto asimétrico entre la madre y las hijas.
Este fenotipo parecia relacionar a Skml con la
generacion de la polaridad en el crecimiento, con la
seleccidn del sitio de gemacién (las yemas a menudo
aparecen al azar), con la formacion de la yema vy, si
bien no con la mitosis (las yemas poseen todas
nlcleo y la septacion se ha completado), si con el
proceso de separacion de las yemas de la célula
madre. El fenotipo morfol6gico de multigemacién se
ha descrito en mutantes defectivos en genes
relacionados con la membrana o la pared celular:
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mutantes en el gen de la ATPasa de membrana Pmal
(McCusker y col., 1987), la quitin-sintasa | Chsl
(Bulawa y col., 1986) o la GTPasa implicada en
secrecion Yptl (Schmitt y col., 1986). Pero quiza lo
mas interesante es que la sobreexpresion de Cdc42
activado produce un fenotipo similar de células
multigemadas con gemacion al azar (Ziman y col.,
1991; Zhao y col., 1995), si bien en este trabajo
hemos comprobado que este fenotipo aparece
mezclado con el de células grandes, redondas,
multinucleadas y sin yemas. Esto, unido a la
interaccion fisica mostrada entre Cdc42 y Skml,
podria situar a ambas proteinas en una misma ruta en
la que Skm1 seria un efector de esta GTPasa.

La hiperactivacion de algunas rutas de
MAP quinasas en S. cerevisiae provoca fenotipos
que se asemejan al de sobreexpresion de Skml: la
sobrexpresion de un alelo hiperactivo de Mkkl
induce la formacién de células multigemadas
(Watanabe y col., 1995); la sobreexpresién de Stel2
0 de un alelo hiperactivo de Stell provoca la
formacion de células grandes y redondeadas (Dolan
y Fields, 1990; Stevenson y col., 1992). Por otra
parte, la sobreexpresion de diferentes fragmentos de
Skm1 y de un alelo cataliticamente inactivo de éste
condujo a la conclusion de que era la actividad
quinasa de la proteina la causante de su fenotipo. Era
una hipotesis interesante suponer que entre los
posibles sustratos fosforilables por Skml podrian
encontrarse algunos componentes de las rutas de
MAP quinasas cuya hiperactivacién conduce a
fenotipos similares al de multigemacion. Sin
embargo, pudimos comprobar que la sobreexpresion
de Skml en cepas mutantes en las que se habia
eliminado la transmision de la sefial a través de las
rutas de integridad celular, de respuesta a feromonas
0 de respuesta a alta osmolaridad, conducia al
mismo fenotipo, indicando que la multigemacién no
se debia a la hiperactivacion de alguna de estas
rutas, al menos individualmente.

¢Qué puede estar ocurriendo cuando se
sobreexpresa Skm1? El hecho de que el fenotipo de
sobreexpresion de Skml sea similar, al menos en
parte, al de Cdc42 activado nos da una pista. Si
Skml es realmente un efector de Cdc42 activo,
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como parece apuntar su homologia con miembros de
la familia PAK vy, especialmente, la interaccion de su
dominio CRIB con la GTPasa mediante el sistema
de “dos hibridos”, su sobreexpresion puede estar
provocando efectos similares a la de Cdc42 en
estado activado. El papel esencial de Cdc42 en el
establecimiento del crecimiento polarizado provoca
gue su sobreexpresion cause una polarizacion del
crecimiento en todas direcciones que conduce a las
células grandes y redondeadas, a una seleccién
multiple y al azar de los sitios de gemacién que
conduce a la formacién de mdltiples yemas y, por
alguna causa desconocida, a un defecto en la
separacion de estas yemas — quizd la continua
formacién de yemas sobrepone la emergencia de la
nueva a la separacién de la anterior, cuyo ciclo
quedaria paralizado en G1 -. Estos efectos se
corresponden perfectamente con los observados en
la sobreexpresion de Skml. Por otra parte, el hecho
de que las yemas, a pesar de poseer nucleo y haber
finalizado el proceso de septacion (son separadas
facilmente de la madre por
micromanipulacion), no sean viables, indica que
algin mecanismo importante ha fallado en su
generacion. Quiza la sobreexpresion de Skm1 induce
una gemacion brusca y desacoplada de otros eventos
no morfogenéticos pero igualmente importantes para
la futura viabilidad de las células hijas aisladas de la
madre.

sonicacion o

Los efectos morfogenéticos de esta
sobreexpresion, y el hecho de que dependan de la
actividad quinasa de Skm1, sugieren que quiza esta
proteina estd fosforilando a algin efector
relacionado con el citoesqueleto de actina. Clad y
Ste20 son capaces de fosforilar “in vitro” a las
miosinas Myo3 y Myo5 (Wu y col., 1997), por lo
que estas miosinas aparecen como posibles efectores
para Skml y mediadoras para la produccion de su
fenotipo de sobreexpresion.

1.3. Funcion regulatoria del extremo N-terminal
de Skm1.

El extremo N-terminal de Skml parece
estar cumpliendo una funcién inhibidora sobre la
PAK, tal y como se ha descrito previamente en

93

mamiferos (Zhao y col, 1998). Esto pudo
comprobarse mediante la sobreexpresion del
dominio quinasa de Skml, que produjo un efecto
mucho mas drastico que el de la proteina completa:
células grandes, redondeadas, sin yemas, y ausencia
de crecimiento. Apoyando la hipotesis de una misma
ruta para Cdc42 y Skml, este fenotipo también se
observa, mezclado con el de multigemacion, en la
sobreexpresion del alelo activado de la GTPasa. La
eliminacion del extremo N-terminal regulatorio de
Skml quiza tiene un efecto hiperactivador de las
funciones de la proteina, y su sobreexpresion, en
este caso, provoca una polarizacién del crecimiento
en todas direcciones que agudiza el fenotipo de
células grandes y redondeadas, y que oculta, por
tanto, el posible efecto polarizador —unidireccional-
de la proteina en condiciones fisiolégicas normales.
Es posible que la célula quede paralizada en este
paso morfogenético y, por ello, ademas quede
impedida la subsiguiente gemacion.

El hecho de que la sobreexpresién de este
alelo truncado de SKML1, y no el gen completo, sea
capaz de complementar el defecto en apareamiento
de un mutante ste20, parece dar a este extremo N-
terminal de las proteinas PAK un papel no sélo en la
regulacion de su actividad quinasa, sino también en
la determinacion de la especificidad de sus sustratos.

1.4. Skm1l interacciona con Cdc42 mediante el
sistema “dos hibridos”.

La inclusién de Skml dentro de la familia
de proteinas PAK presuponia la posibilidad de una
interaccion fisica entre ésta y la GTPasa Cdc42.
Todas las proteinas PAK (a excepcion de Pak4, en
mamiferos) poseen un dominio CRIB en su extremo
N-terminal que posibilita, en teoria, esta interaccion.

Para comprobar esta posible interaccion y
para buscar otras proteinas que interaccionasen
fisicamente con Skm1 in vivo se recurrié al sistema
de “dos hibridos”. En los sistemas utilizados se
emplean dos genes “reporter” para detectar la
interaccion: un gen que permite el crecimiento de la
cepa en un medio para el que es auxétrofa (LEU2,
HIS3) y el gen lacZ. Habitualmente, se considera
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que existe interaccion entre dos proteinas cuando se
produce transcripcién de ambos genes “reporter”. En
el estudio de la posible interaccion entre Skml y
Cdc42 se pudo comprobar que sélo el fragmento que
comprendia los aminoacidos 109-184 de Skm1 (que
incluye el dominio CRIB y secuencias flanqueantes,
pero no incluye parte del dominio PH o el dominio
quinasa) era capaz de permitir el crecimiento en
medio sin histidina en presencia de todos los alelos
ensayados de Cdc42, y tan sélo en el caso del alelo
activo constitutivamente y no prenilable de la
GTPasa se produjo ademas expresion de B-
galactosidasa. Hay que destacar que no se detectd
interaccion alguna, ni siquiera crecimiento en medio
sin histidina, con los alelos ensayados de las
GTPasas Rhol y Budl, lo que muestra la
especificidad de esta interaccién.

Asi pues, se habia detectado una interaccion
por dos hibridos entre Skml y Cdc42, si bien esta
interaccion parecia Unicamente observable en
condiciones muy restringidas: tan sélo un pequefio
fragmento de Skml y un alelo hiperactivo e
imposibilitado para su unién a membrana de Cdc42.
¢ Es este resultado significativo?

En primer lugar hay que resaltar la
dificultad intrinseca del sistema “dos hibridos” para
detectar interacciones con proteinas asociadas a
membranas. Para que el sistema funcione es
necesario que el complejo formado por ambas
proteinas ensayadas se transloque al nucleo para alli
activar la transcripcion de los correspondientes
genes “reporter”. Habitualmente, las proteinas que
se estudian son fusionadas a sefiales de localizacion
nuclear que permiten este paso, pero en el caso de
proteinas ancladas en membranas, como las
GTPasas, esta sefial de localizacion nuclear se revela
insuficiente para conseguir la translocacién, con la
consiguiente imposibilidad de transcripcion y de
deteccion del resultado positivo. Por otra parte, si
repasamos los estudios de interaccién mediante el
sistema de “dos hibridos” entre la GTPasa Cdc42 y
las otras proteinas PAK, Ste20 y Cla4, encontramos
lo siguiente: en Simon y col. (1995) se describe la
interaccion entre un fragmento que comprende los
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aminodcidos 319-496 de Ste20 (que incluyen el
dominio CRIB vy secuencias flanqueantes, pero
ningn otro dominio de funcién conocida) y
distintos alelos de Cdc42: silvestre, no prenilable, y
dos alelos activados y no prenilables (entre ellos el
alelo cdc42®?VA% ytilizado en este trabajo). Los
autores detectan expresion de B-galactosidasa en
todos los casos, si bien en el caso del alelo no
prenilable la interaccion es tres veces mas intensa
que con el alelo silvestre, y con los alelos
hiperactivos y no prenilables es entre 6 y 7 veces
mas intensa. Cvrckova y col. (1995), muestran la
interaccion entre Cdc42 y Clad: la proteina PAK
completa tan so6lo produce expresion de B-
galactosidasa junto al alelo hiperactivo y no
prenilable de Cdc42; sin embargo, el fragmento que
comprende los aminoacidos 174-294 de Cla4 (que
incluye, una vez mas, el dominio CRIB y secuencias
flanqueantes, pero no otros dominios funcionales)
muestra ligera interaccidn con el alelo silvestre de
Cdc42 e interacciones 30 veces y 80 veces mas
intensas frente a los alelos no prenilable y el
hiperactivo y no prenilable, respectivamente. Es
necesario destacar que estos resultados fueron
obtenidos utilizando un sistema de “dos hibridos”
basado en la proteina LexA, mas sensible que los
basados en el factor de transcripcién Gal4 y, de
hecho, nuestra primera eleccién para realizar los
ensayos, pero que en nuestras manos no dio buen
resultado. Asi pues, parece deducirse que la
interaccion mas potente se produce en todos los
casos entre un fragmento N-terminal de las proteinas
PAK que incluye el dominio CRIB vy el alelo no
prenilable e hiperactivo de Cdc42, resultado
comparable al obtenido para Skml, si bien la
interaccion de esta PAK con Cdc42 parece mas débil
que las de Cla4 o Ste20.

Posteriormente a nuestro estudio, Richman
y col. (1999), utilizando de nuevo un sistema basado
en LexA, han comparado las interacciones de las tres
PAK con la GTPasa, obteniendo una interaccion
débil (4.3 unidades de Miller) para Skm1l con Cdc42
no prenilado, que aumenta diez veces (43.3 unidades
de Miller) para el caso del alelo hiperactivo y no
prenilable de Cdc42. Es interesante que estos autores
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detectan una interaccion 60 veces mayor que la de
Skm1 con Cla4 y el alelo no prenilable de Cdc42, y
que en el caso de Ste20, la interaccion es 100 veces
mayor. Asi pues, parece claro que la interaccion
entre Skm1l y Cdc42 es débil, mas débil que la de las
demas proteinas PAK, que implica a la zona que
contiene el dominio CRIB de Skml y que
practicamente s6lo se manifiesta cuando Cdc42 se
encuentra en su estado activo. Skml, por tanto,
podria comportarse como efector de Cdc42 activado.

Para confirmar la teoria de que las proteinas
PAK poseen un dominio de autoinhibicion de su
actividad quinasa solapado con su dominio CRIB, se
procedio al estudio de la posible interaccion entre el
dominio CRIB de Skml y su dominio catalitico
mediante el sistema de “dos hibridos”. Se obtuvo
crecimiento en medio sin histidina, pero no
producciéon de B-galactosidasa, por lo que se
concluyd que la interaccion, de haberla, era muy
débil o implicaba a una region muy concreta del
dominio quinasa.

También se rastrearon genotecas a la
basqueda de posibles proteinas que interaccionaran
con los extremos N-terminal o C-terminal
(catalitico) de Skml, pero no se obtuvieron
resultados positivos. Esto parece indicar que las
interacciones de Skml con otras proteinas son
débiles y se necesita estudiar regiones mas pequefias
y concretas de la proteina. Tratandose de una
proteina que se asocia a Cdc42, tampoco se puede
descartar la posibilidad de interaccién de Skml con
otras proteinas asociadas a membrana, y que estas
interacciones no se hayan observado por los
problemas que plantean estas proteinas para su
deteccion mediante el sistema “dos hibridos” y que
han sido previamente comentados.

1.5. Diversos efectos de la sobreexpresion de
Cdc42 activo y Skm1.

El efecto de la sobreexpresion del alelo
hiperactivo cdc42%'2¥, como se ha descrito, condujo
a un fenotipo mezcla de dos tipos morfoldgicos:
células grandes, redondas y multigemadas (tipico de
la sobreexpresion de Skml), y células grandes y
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redondas sin yemas, con ausencia de crecimiento
(tipico de la sobreexpresion del dominio quinasa de
Skm1l). Es interesante resaltar que este segundo tipo
morfolégico es muy similar al que exhiben los
mutantes cdc42-1 a 37°C, en los que se produce una
completa pérdida de la polarizacion en el
crecimiento. Parece, por tanto, que la sobreexpresién
de cdc42%'? es capaz de activar, entre sus varios
efectores, a Skml, provocando la mezcla de
fenotipos tipicos de Skm1 completo o de su dominio
catalitico. La intensidad del fenotipo letal de
cosobreexpresion de cdc42®'? y Skmil parece
apuntar a un efecto aditivo de ambas
sobreexpresiones en la misma direccion y, de nuevo,
a que Skm1l actla como efector de la GTPasa. Esta
ltima hipétesis viene apoyada, ademas, por el
hecho de que la sobreexpresion de Skml permite un
ligero crecimiento de los mutantes termosensibles
cdc42-1 a 37°C.

Las mutaciones en los genes de las
proteinas PAK no lograron eliminar el fenotipo de
sobreexpresion de cdc42%*? | lo que conduce a la
conclusién de que este fenotipo es producido a
través de multiples efectores de Cdc42, o que a
Cdc42 le basta con una sola de las proteinas PAK
para provocarlo. Mutantes ste20 y stell, sin
embargo, mostraron un leve alivio del fenotipo de
sobreexpresion de cdc42%?V, lo que parece indicar
que, al menos en una pequefia parte, el efecto es
conducido a través de la ruta de feromonas o de
invasividad. Recordemos que la sobreexpresion de
Stel2 o de un alelo hiperactivo de Stell conduce a
la formacion de células grandes y redondeadas
(Dolan y Fields, 1990; Stevenson y col., 1992). Que
el efecto letal de la sobreexpresion de cdc42%'?Y o
del dominio quinasa de Skml sea imposible de
eliminar mediante la sobreexpresién de otros genes o
recurriendo a procesos de mutagénesis pone
claramente de manifiesto los efectos pleiotropicos de
estas sobreexpresiones. EI mismo resultado negativo
se obtiene, por ejemplo, al intentar eliminar la
letalidad de la sobreexpresion de un alelo activado
de Pkcl (Soler, 1997), proteina implicada en
diversas rutas.
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Es de destacar que la sobreexpresion de
Skm1 sea capaz de suprimir el fenotipo de mutantes
clad 'y “sustituirlo” por su fenotipo de
sobreexpresion, lo que parece indicar un posible
efecto epistatico en la funcidn, si bien parcial, ya que
la sobreexpresion de Skml no alivia la letalidad de
un doble mutante ste20 cla4. En esta linea se incluye
el hecho de que la sobreexpresion de Skml también
“sustituya” el fenotipo de un mutante hsl7 por el
suyo propio de sobreexpresion. La implicacion de
Clad4 y Hsl7 en el punto de control morfogenético
que permite el paso de crecimiento apical a
isotropico de la yema (Altman y Kellog, 1997,
Tjandra y col., 1998; Barral y col., 1999; Shulewitz
y col., 1999) y el hecho de que la sobreexpresion de
Skm1l pueda “sustituir” los defectos morfol6gicos
causados por la pérdida de estas proteinas parecen
relacionar levemente a ésta PAK con este proceso.

1.6. La activacion de Cdc42 por eliminaciéon de
sus proteinas GAP conduce a efectos diferentes
de la sobreexpresion de cac4F*?.

La progresiva pérdida de las proteinas GAP
de Cdc42 conduce a morfologias alargadas,
piriformes y que recuerdan a células comenzando a
pseudofilamentar o a formar “shmoos”. Estos
fenotipos parecian reflejar la activacion de las rutas
de feromonas e invasividad, lo que quedd de
manifiesto cuando las mutaciones en los genes que
codifican estas proteinas GAP se combinaron con
una mutacién ste7, y el fenotipo morfol6gico de las
células volvié a ser similar al silvestre. Resulta
llamativa la diferencia entre estos fenotipos de
células exhibiendo un crecimiento claramente
polarizado hacia un punto y las células que
sobreexpresan el alelo cdc42%'?, con morfologias
grandes y redondeadas. Como se ha descrito antes,
es posible que, en este dltimo caso, la
sobreexpresion esté produciendo una polarizacion
del crecimiento en todas direcciones debida al
exceso de GTPasa producida y repartida por toda la
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membrana plasmatica. En este caso, los fenotipos
morfoldgicos aparentemente diferentes de los
mutantes en los genes de las proteinas GAP y de
sobreexpresion de cdc42™V no serian més que dos
grados diferentes de intensidad del mismo efecto.
Esto viene apoyado por el hecho de que los mutantes
rgal rga2 bem3 son viables, mientras que la
sobreexpresion de cdc42%™V es letal. Sin embargo,
existe la posibilidad de que los efectos causados por
la sobreexpresién de este alelo sigan un mecanismo
diferente al provocado por la eliminacién de las
GAP, y por ello, mientras que un mutante rgal rga2
bem3 ste7 presenta una morfologia silvestre, la
sobreexpresion de cdc42%™V sélo se ve ligeramente
aliviada por la mutacién stell. A favor de esta
altima hipdtesis estd el hecho de que Ia
sobreexpresion de este alelo no provoque un
incremento de la fosforilacién en Fus3, Kssl y Slt2,
que si es provocado por la eliminacion de las
proteinas GAP. Quiza la presencia o ausencia de
estas proteinas, Rgal, Rga2 y Bem3, sea
determinante para, ademas de la activacién de
Cdc42, su eleccién de sustratos. Esta Gltima
hip6tesis explicaria que, tanto en el caso de los
mutantes GAP como el de cdc42%'?Y, Cdc42 se
encuentre igualmente activo, pero sus efectos sean
diferentes.

La sobreexpresion en mutantes rga2 bem3
del alelo inactivo Skm1K406A elimina los defectos
morfolégicos de estos mutantes, ejerciendo, por
tanto, un efecto similar al de la adicion de la
mutacion ste7. Esto hace pensar en un secuestro de
Cdc42 activo por parte de Skm1K406A, que lo
separaria de Ste20 y evitaria asi una hiperactivacién
de las rutas de feromonas e invasividad, y de paso,
es una prueba mas de que Skm1 puede ser un efector
de Cdc42 en estado activo.
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2. INFLUENCIA DE LA PROTEINAS PAK Y Cdc42 EN LA ACTIVACION DE LAS MAP QUINASAS
Slt2, Kssly Fus3.

Las proteinas PAK de levadura participan,
como las PAK de células de mamifero, en dos tipos
de funciones: morfogénesis y sefializacion a través
de rutas de MAP quinasas. Ste20 y Cla4 colaboran
en el control de la morfogénesis durante el
crecimiento polarizado a través del citoesqueleto de
actina, y ademas, Ste20 estd implicado en la
sefializacion de diversas rutas. La sobreexpresion de
Skm1l y su relacion con Cdc42 parece implicarlo en
morfogénesis, pero su participacion en sefializacion
no parece tan clara.

2.1. La sobreexpresion de los dominios quinasas
de proteinas PAK conduce a la
hiperactivacion de SIt2, Kss1y Fus3.

las

Es interesante el hecho de que, en algunas
cepas, la pérdida de Ste20, pero no de Cla4 o Skm1l
provoque una ligera disminucién de la fosforilacion
de SIt2 a 24°C, pero que este efecto no sea
reproducible en otras cepas. Se ha descrito que la
presencia de feromonas activa a la ruta de Slt2, y
que para ello se necesita Ste20, si bien los autores no
se ponen de acuerdo en si es necesario para ello el
resto de la ruta de feromonas (Buehrer y Errede,
1997) o no lo es, dandose un posible cruce entre
ambas rutas a la altura de Ste20 y Bckl (Zarzov y
col., 1996). En cualquier caso, Ste20 parece
relacionado en éste proceso de activacion de la ruta
de integridad celular, lo cual explicaria que en
algunas cepas su pérdida desemboque en una cierta
disminucion de la activacion de Slt2. Pero quizé esta
implicacion sélo tenga importancia en presencia de
feromonas, por lo que en otras cepas, la pérdida de
Ste20 en crecimiento vegetativo no produce efecto
alguno en la fosforilacion de Slt2.

Por otra parte, la sobreexpresion de los
dominios quinasas de estas proteinas (la eliminacién
de los extremos N-terminales inhibitorios tenia
como objetivo obtener fragmentos activos
cataliticamente de estas proteinas, y asi incrementar
su posible efecto) condujo, como se ha descrito, a
una intensa fosforilacion de Fus3 y Kss1. En el caso
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de Skml y Ste20 se produjo, ademas, una gran
activacion de Slt2, siendo el efecto de Cla4 sobre
SIt2 menos intenso. El gran efecto provocado sobre
Fus3 y Kssl podria indicar un papel para Skml y
Cla4, ademas de Ste20, en la sefializacion a través de
las rutas de apareamiento, invasividad y SVG. Sin
embargo, la sobreexpresion de Skml completo no
provoca aumento de fosforilacion en ninguna de las
tres MAP quinasas (datos no mostrados). Esto
sugiere que el efecto provocado por la
sobreexpresion de los dominios quinasas de las tres
PAK no es mas que un reflejo de la posible
capacidad de discriminacion entre sustratos del
extremo N-terminal de estas quinasas y del alto
grado de homologia de sus dominios cataliticos, que
son capaces de sustituir la funcién sefializadora de
Ste20 cuando son desregulados por eliminacion de
su extremo autoinhibitorio. La elevada fosforilacion
de Fus3 observada al sobreexpresar el alelo truncado
de Skml parece ser la explicacién de que esta
sobreexpresion complemente los defectos en
apareamiento de un mutante ste20, previamente
comentados. Sin embargo, quizé no todos los efectos
observados en estas sobreexpresiones puedan
achacarse a la desregulacién de estas quinasas y a la
pérdida en su especificidad de sustratos: si el grado
de homologia es tan elevado entre ellas, ¢por qué tan
s6lo Ste20 y Skml son capaces de activar
fuertemente a Slt2, mientras que Cla4 sélo lo hace
levemente? En el caso de Ste20, quiza aqui estemos
observando un efecto complementario al del
experimento anterior, en el que en algunas cepas el
mutante ste20 presenta menor fosforilacion basal de
SlIt2. Pero en el caso de Skm1l no es asi: la mutacion
skm1 no disminuye la activacion basal de Slt2.

El hecho de que las tres proteinas PAK
influyeran de forma similar en la activacion de Fus3
y Kssl, pero diferente en la de Slt2 ya hacia pensar
que la activacion sobre esta Ultima se podria deber a
un cruce entre rutas. La activacion de SlIt2 que
provocé la sobreexpresion del dominio quinasa de
Skml en mutantes ste7, fus3 y kssl, indicaba que,
probablemente, esta quinasa desregulada debia
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actuar directamente sobre algiin componente de la
ruta de Slt2. Es decir, la eliminacion del extremo N-
terminal regulatorio parecia provocar pérdida en la
especificidad de sustrato para la quinasa, que era
capaz, quiza, de fosforilar a otra MAPKKK de una
ruta diferente. El hecho de que los resultados fueran
idénticos en presencia del estabilizador osmético
sorbitol 1M eliminaba la posibilidad de que la
activacion de SlIt2 se debiera a una estimulacion
provocada por un defecto en la pared celular
causado por la sobreexpresion de estos dominios
quinasas.

2.2. Cdc42 modula la actividad de SIt2 a través de
Ste20, Ste7, Fus3 y Kssl.

¢Cémo influyen las GTPasas Cdc42 y
Rhol, directoras del crecimiento polarizado, en la
actividad de la MAP quinasa Slt2, que se activa en
los periodos en que dicho crecimiento tiene lugar?
¢Es secuencial y en cascada la activacion de estas
GTPasas, siguiendo un esquema paralelo al
propuesto en mamiferos para Cdc42, Racl y RhoA
durante el movimiento celular (Chant y Stowers,
1995)?. El hecho de que las proteinas PAK, sustratos
de Cdc42, manifestaran cierta influencia en la
fosforilacion de Slt2 parecia apoyar una posible
modulacién de la activacion de SIt2 por esta
GTPasa.

La activacion de Slt2 que se produce por la
pérdida de Cdc42 tiene dos posibles explicaciones:
la primera, apoyada por el hecho de que el sorbitol
1M no evite completamente esta activacion, es que
la ausencia de Cdc42 esté provocando un efecto
interno a la célula que desemboca en la activacion de
SIt2. Las caracteristicas de este efecto sélo se
pueden suponer: por ejemplo, la despolarizacion del
citoesqueleto de actina en estos mutantes podria
intentar ser compensada por la GTPasa Rhol a
través de su efecto polarizador mediado por la ruta
de Pkcl y Slt2. Delley y Hall (1999) han descrito
coémo Rhol puede polarizar y despolarizar la actina
a través de Pkcl, pero el primer efecto solo a través
de la ruta de integridad celular. Otra explicacion a la
activacion de Slt2 en estos mutantes es que los
defectos en pared que sufren sean tan intensos que el
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sorbitol 1M no pueda compensar totalmente la
activacion de Slt2 que provocan.

Por otra parte, ni la sobreexpresion de
Cdc24 ni la de cdc425?V condujo a alteracion
alguna en la fosforilacién basal de SIt2, ni tampoco
de las MAP quinasas Fus3 o Kssl. Este resultado
parecia extrafio, ya que, aunque la relacion de Cdc42
con la ruta de respuesta a feromonas aln no estaba
completamente discernida, si estaba bien establecida
la relacion de Cdc42 con la ruta de invasividad, vy,
por ello, al menos Kssl deberia sufrir fosforilacion
en células con Cdc42 activado. Ademas, parecia
claro que, efectivamente, el alelo cdc42™V se
estaba sobreexpresando, ya que el fenotipo
morfoldgico de las células era similar al descrito
previamente (Ziman y col., 1991; Zhao y col., 1995)
y al comprobado anteriormente en este mismo
trabajo. Contrariamente, la progresiva eliminacion
de una, dos o tres proteinas GAP de Cdc42 provoc6
una paralela activacién de las tres MAP quinasas,
Slt2, Kssl y Fus3. Que la activacion de Cdc42
desembocara en fosforilacion de Kssl era un dato
esperable, pero no asi la activacion de SIt2 y, en
menor medida, de Fus3, que sufrian estos mutantes.
Asi pues, el debate acerca de la implicacion de
Cdc42 en la ruta de feromonas parece inclinarse
hacia el resultado de que Cdc42 activo si es capaz
de influir en la ruta de feromonas y activar a su
MAP quinasa Fus3. Por ultimo, recientemente, y
apoyando la hipétesis de la influencia de Cdc42
sobre SlIt2 se ha mostrado, mediante el uso de
“micro-arrays” de DNA, que la sobreexpresion de
CDC42 hajo el control del promotor de tetO induce
la transcripcién de determinados genes, algunos de
ellos regulados por la ruta de integridad celular, y
entre ellos el propio SLT2 (Hughes y col., 2000). A
qué se deben las diferencias que produce la
sobreexpresion de cdc42%™ y la eliminacién de sus
GAP es un problema dificil de responder. Es posible
que, como se comenté previamente, las proteinas
GAP, ademas de ejercer su funcion inactivadora de
la actividad GTPasica de Cdc42 sean capaces, al
unirse a él, de secuestrarlo y de dirigirlo hacia o
separarlo de determinados efectores.
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¢Este control de Cdc42 sobre SIt2 se ejerce
de forma directa por la GTPasa sobre la ruta de
integridad celular o es indirecto, a través de alguna
de las rutas de feromonas, invasividad o SVG?
Responder a esta pregunta podria arrojar luz también
sobre otra de las controversias actuales: si la
activacion de Slt2 causada por feromonas necesita
de toda la ruta de apareamiento o es capaz de
provocar un cruce de rutas al nivel de Ste20. La
eliminacién de Ste7 en los mutantes en los genes de
las proteinas GAP permitié comprobar que Cdc42
activo inducia la fosforilacion de Slt2 a través de
Ste7 y, por tanto, de alguna de las rutas en las que
esta MAPKK esté integrada.

Por otra parte, la utilizacion del gen
“reporter” para la ruta de apareamiento FUS1::HIS3
portado por estas cepas mutantes, mostré que Skml
no parece desarrollar ningin papel
sefializacion, mientras que la pérdida de Ste20
conduce a un efecto similar al de la pérdida de Ste7.
Asi pues, a pesar de los resultados obtenidos en la
sobreexpresion del dominio quinasa de Skml, que
desembocaba en la hiperfosforilacion de las tres
MAP quinasas, estos Ultimos resultados ponen de
manifiesto que, en condiciones fisioldgicas, Skml
no parece cumplir ningin papel en sefializacion a
través de estas No obstante, muy
recientemente se ha mostrado que la proteina
mutante Cdc42146M, que suprime el crecimiento
invasivo y pseudohifal, manifiesta una interaccion
cinco veces menor con Skml mediante el sistema
“dos hibridos”. También exhibe, sin embargo, menor
intensidad en la interaccion con otros efectores,
como Gicl, Gic2 y Cla4, pero no con Ste20 (Mdsch
y col., 2001). Esto podria indicar un cierto papel de
Skm1 en la transmision de la sefial hacia Kss1.

en esta

rutas.

Por altimo, la influencia activadora de
Cdc42 sobre Slt2 depende las dos MAP quinasas de
las rutas de feromonas y de invasividad/SVG, Fus3 'y
Kssl, respectivamente. La pérdida de cada una de
ellas disminuye parcialmente la fosforilacion de
SIt2, pero sélo la eliminacion de ambas la reduce
totalmente al nivel basal, indicando el papel
parcialmente redundante en esta funcion que
desarrollan ambas MAP quinasas. Asi  pues, la
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GTPasa Cdc42, principal orquestadora del
crecimento polarizado, ejerce un control claro sobre
la MAP quinasa Slt2, que se activa durante este tipo
de crecimiento, y esta influencia es mediada a través
de la ruta Ste20-Ste11-Ste7 y de las MAP quinasas
Fus3 y Kssl, sin que Skml sea necesario para el
proceso. Esta afirmacidn podria, quiza, aplicarse a
todos los procesos de crecimiento polarizado: en
presencia de feromonas, en la gemacion e incluso en
la invasividad y pseudofilamentacién, aunque aln
han de realizarse experimentos adicionales para
comprobar esta hipotesis.

2.3. Rhol controla la actividad de SIt2.

Rhol es el ultimo componente en la
hipotética cascada de GTPasas que controla el
crecimiento polarizado. El hecho de que la pérdida
de Rhol desembocara en una fuerte disminucién de
la activacion de Slt2, hasta niveles incluso inferiores
a los basales y que la sobreexpresion de Rhol desde
un plésmido multicopia produjera el efecto
contrario, una elevacion de los niveles de
fosforilacion de SIt2, apunta hacia una clara
modulacién de Slt2 por Rhol. Es de destacar que, en
el caso de esta GTPasa, su sobreexpresion en
multicopia fuera capaz de provocar este efecto,
mientras que en el caso de Cdc42, ni la
sobreexpresion de su regulador positivo Cdc24, ni
siquiera la del alelo hiperactivo cdc42%'?
provocaran este efecto. Sin embargo, la eliminacién
de las proteinas GAP de Rhol, Sac7 y Bem2,
condujo a una activacion de Rhol que se manifesto
en un incremento de la fosforilacion de Slt2, de
forma similar a la provocada por la eliminacién de
las proteinas GAP de Cdc42. Es de destacar que, en
el caso de Sac7, este efecto se mostrara a
temperaturas inferiores que en el caso de Bem2,
cuyo efecto no se manifestd hasta los 30°C. Esto
enlaza con el hecho de que los mutantes sac7 (Dunn
y Shortle, 1990) presenten un fenotipo de
sensibilidad al frio y, sin embargo, el de los
mutantes bem2 (Bender y Pringle, 1991; Cid y col.,
1998) sea de intensificacion del fenotipo
morfolégico a altas temperaturas. Por tanto, esto
sugeriria la actuacion de Sac7 en un rango de
temperaturas mas amplio, mientras que la funcién de
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Bem2 seria necesaria a temperaturas superiores.
Bag7 no muestra ningun efecto sobre la ruta de
integridad celular, lo que hace dudar de que
realmente sea una GAP de Rhol o bien, si lo es,
dirige a la GTPasa hacia otras funciones diferentes
de la activacion de la ruta de integridad celular.

2.4. La activacion de Slt2 debida a Cdc42 y la
sobreexpresién del dominio quinasa de Skml es
independiente de Rhol.

¢El efecto de Cdc42 y las proteinas PAK
sobre la activacion de Slt2 es mediado por Rhol? De
ser asi se apoyaria la hipotesis de la activacién
secuencial en cascada de las GTPasas durante el
crecimiento polarizado, por un lado, mientras que se
podria descartar el posible cruce de rutas que
realizarian las proteinas PAK en ausencia de su
extremo N-terminal regulatorio. Sin embargo, los
resultados muestran que ambos efectos son
independientes de Rhol. El efecto causado por el
dominio catalitico de Skm1l parece, efectivamente,
ser debido a un cruce de rutas. Aln quedaria por
estudiar a qué nivel de la ruta de integridad celular
se produce la conexién con el alelo truncado de
Skm1: a través de Pkcl, de la MAPKKK Bckl, de
las MAPKK Mkk1l y Mkk2 o incluso de Slt2. El
caso de la activacion de Slt2 por Cdc42 activo es
diferente. En primer lugar, no se puede descartar la
posibilidad de que la ausencia de Rhol sea
complementada por otra GTPasa tipo Rho
especialmente homologa, como podria ser Rho2. Sin
embargo, se ha descrito que esta GTPasa puede

complementar a mutantes rhol U(nicamente en
sobreexpresion (Ozaki y col., 1996). Otras GTPasas
homélogas, como Rho3 y Rho4, parecen implicadas
en otros procesos, como la secrecion (Matsui y Toh-
e, 1992; Imai y col., 1996), por lo que tampoco
parecen candidatas para sustituir a Rhol. En
segundo lugar, y como comprobacién adicional de
que la elevada fosforilacion de Slt2 en el mutante
rgal bem3 rhol-104 se debia a la activacién de
Cdc42, se intent6 interumpir STE7 en este mutante,
pero no fue posible, probablemente debido a que la
combinacion de las mutaciones resulte letal. Queda
por estudiar, por supuesto, el nivel de la ruta de SIt2
al que se introduce el impulso activador de Cdc42,
pero también, y ésto es mas complejo, qué proteina o
proteinas se hacen cargo de transmitir esta sefial
desde Fus3 y Kssl hasta la ruta de integridad
celular. Quiza se trate de las propias MAP quinasas
Fus3 y Kss1. Pero si seguimos el modelo de Buehrer
y Errede (1997), en el que Stel2 es necesario para la
activacion de Slt2 por feromonas, habria que pensar,
por tanto, que la activacion de Cdc42 desembocaria
en una induccion de la transcripcion de genes
provocada por Fus3 y Kssl y que alguno de los
productos génicos seria el encargado de activar a
algiin componente de la ruta de integridad celular
por debajo de Rhol. En este punto, por el momento,
s6lo se puede especular, pero, en cualquier caso,
parece ser que no existe una activacion secuencial en
cascada entre Cdc42 y Rhol, es decir, la primera no
condiciona a la activacion de la segunda, sino que
ambas modulan a Slt2 de manera independiente.

3. SENSIBILIDAD A ROJO CONGO DE DIVERSOS MUTANTES

3.1. La activacion de Fus3 y Kssl induce
sensibilidad a rojo Congo en glucosa y resistencia
en galactosa.

Se ha descrito que la proteina antiflngica
producida por la planta de tadbaco y conocida como
osmotina induce la muerte en células de S.
cerevisiae dafiando la pared y la membrana
plasmaética. Para ello se sirve de modificaciones de
la pared celular inducidas por la activacion de las
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rutas de feromonas e invasividad; la eliminacion de
la transmision de la sefial a través de estas rutas
induce resistencia a osmotina (Yun y col., 1998).
Estos datos concuerdan con la sensibilidad a rojo
Congo que provoca la eliminacién de las tres
proteinas GAP de Cdc42 y con la eliminacion de
esta sensibilidad en el cuadruple mutante rgal rga2
bem3 ste7, apuntando ademas hacia un papel
importante de estas rutas en el mantenimiento de la
integridad celular. Es probable que estos resultados
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reflejen la implicacion de la ruta SVG en la
estabilidad de la pared celular. Esta ruta se mantiene
activada en mutantes defectivos en manosilacion y
glicosilacion de proteinas (Lee y Elion, 1999; Cullen
y col., 2000), funcionando, quiza, en paralelo con la
ruta de de la MAP quinasa Slt2 para mantener la
integridad celular.

Es interesante el hecho de que si el
experimento se repite utilizando, en lugar de la usual
glucosa como fuente de carbono, el azlcar galactosa,
la sensibilidad y resistencia de los mutantes se
invierte: el triple mutante en los genes de las
proteinas GAP es ahora mas resistente que la cepa
isogénica silvestre, y el cuadruple mutante rgal
rga2 bem3 ste7 es ahora incluso algo mas sensible
que la cepa silvestre. ;Qué estd ocurriendo? Al
parecer, el cambio en la fuente de carbono
probablemente esté provocando cambio
importante en la composicion de la pared celular, y
esto se refleje en diferente sensibilidad hacia el rojo
Congo. Pero lo interesante es que las celulas que
poseen esta nueva pared son mas resistentes a rojo
Congo si presentan rutas de feromonas, invasividad
y SVG activadas constitutivamente. Quiza en estas
condiciones se pone especialmente de manifiesto la
actividad de la ruta SVG de mantenimiento de la
integridad celular en paralelo con la de Slt2. La
MAP quinasa descrita para la ruta SVG es Kssl, y
en estos mutantes Kssl estd activada de forma
constitutiva, lo que quizd supone una desventaja
cuando las células crecen en glucosa, pero es
beneficioso si la fuente de carbono disponible es
galactosa. El hecho de que en galactosa mutantes
rgal rga2 bem3 ste7 sean mas sensibles aln que la
cepa isogénica silvestre a rojo Congo parece indicar
que, efectivamente, en estas condiciones, la ruta
SVG es necesaria.

un

3.2. Influencia de la fuente de carbono en la
activacion de Slt2. Sensibilidad a rojo Congo de
mutantes SVG.

Se ha podido comprobar que la fuente de
carbono presente en el medio influye de manera
importante en la fosforilacion de Slt2, reflejando,
probablemente y como ya se ha comentado, la
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diferente composicion de la pared celular en un
medio u otro. En determinadas condiciones de
crecimiento utilizadas en este trabajo para inducir la
sobreexpresion de genes desde plasmidos regulables
por galactosa (concretamente, crecimiento en medio
minimo con rafinosa 1.5% hasta fase exponencial,
con posterior adicion de galactosa hasta
concentracion final de 2% e incubacion a 24°C
durante 7 horas), los mutantes ste7 y kss1 mostraban
una elevacion basal de la fosforilacion de Slt2. Ste7
y Kssl son la MAPKK y la MAPK,
respectivamente, de la ruta SVG, implicada en el
mantenimiento de la integridad de la pared celular.
Por ello, el hecho de que mutantes ste7 y kssl
mantuvieran elevados niveles de fosforilacion de
Slt2 podia estar demostrando que esos mutantes
sufrian dafios en la pared celular que tenian que ser
compensados con una activacién adicional de Slt2.

El rojo Congo nos sirvié como herramienta
para detectar estos posibles dafios en la pared
celular. Los interesantes  se
obtuvieron en el fondo genético SEY6211. La gran
resistencia a rojo Congo en presencia de glucosa
como fuente de carbono mostrada por los mutantes
ste7 recordaba de nuevo a los efectos descritos en
presencia de osmotina. Esta resistencia, una vez
mas, se torno sensibilidad cuando el medio contenia
galactosa. La mayor resistencia en glucosa no pudo
deberse a una activacion de Slt2 provocada por el
mecanismo compensatorio en mutantes ste7 con un
hipotético dafio en la pared, puesto que la cepa
SEY6211 portadora de un pldsmido que expresa el
alelo hiperactivado bck1-20 no muestra mayor
resistencia a rojo Congo que la cepa silvestre. El
efecto resultaba dificil de explicar, pues tampoco
podia achacarse a la pérdida de la transduccién de la
sefial a través de la ruta SVG, ya que el mutante kss1
mostraba el mismo patrén de sensibilidad que la
cepa silvestre. El azar nos proporcion6 una posible
respuesta al descubrirse en nuestro laboratorio que
esta cepa portaba un alelo mutado no funcional de
Kssl, y se pudo comprobar que el mutante ste7
transformado con un plasmido portador del gen
KSS1 mostraba una sensibilidad similar a la de la
cepa silvestre. Por tanto, en este fondo genético,
mutantes kssl, que presentan una eliminacion de la

resultados mas
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sefializacion a través de la ruta SVG, no son mas
resistentes a rojo Congo; tampoco lo son los
mutantes ste7 que, en teoria sufren del mismo
problema de sefializacion. Sin embargo, la pérdida
de ambas proteinas, provoca resistencia a rojo
Congo. Estos resultados parecen indicar que,
ademéas de en la transmision de la sefial, los

componentes de esta ruta SVG podrian estar
implicados en otros mecanismos (formacion de
complejos que permitieran la interaccion fisica de
Ste7, Kssl o de ambas con otras proteinas) que
contribuirian, junto a la
mantenimiento de la integridad de la pared celular.

sefializacion, al

4. MODELO DE ACCION DE LAS PROTEINAS PAK Y LAS GTPasas TIPO Rho DURANTE EL
CICLO CELULAR.

A partir de los resultados experimentales
expuestos y los datos publicados por otros autores,
puede sugerirse un modelo de accion para las
proteinas PAK y las GTPasas Cdc42 y Rhol
(Figura 1).

Durante el crecimiento en tamafio de la
célula, Cdc42 permaneceria, en su mayor parte,
inactivado por la unién a sus proteinas GAP Rgal,
Rga2 y Bem3. Una pequefia cantidad de esta
GTPasa permaneceria activa por su union a Cdc24
para controlar al citoesqueleto de actina a través de
las proteinas PAK, mediante la fosforilacion de
Myo3 y Myo5 por Ste20, Cla4 y, quiza, Skml. Rhol
permaneceria inactiva por unidn a sus proteinas
GAP Sac7 y Bem2, en ausencia de estimulos
externos que pusieran en peligro la integridad de la
pared celular. De la misma forma, la ruta SVG se
mantendria inactiva o con una activacion basal en
ausencia de dafios en la pared de la célula. Para que
se inicie el crecimiento polarizado (gemacién o
formacién de “shmoo™) es necesario que Cdc42 se
separe de sus proteinas inactivadoras y que Cdc24
salga del nucleo para unirse a ella y estabilizarla en
su forma activa. Las proteinas PAK aumentarian sus
funciones: mientras Cla4 y Skml permanecerian
encargadas fundamentalmente del mantenimiento
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del citoesqueleto de actina mediante fosforilacion de
las miosinas 3 y 5, Ste20 transmitiria la sefial
activadora de Cdc42 a través de la ruta que
desemboca en las MAP quinasas Fus3 y Kss1. Estas,
siguiendo el modelo de Buehrer y Errede (1997),
provocarian a través de Stel2 la transcripcion de
determinados genes, y entre sus productos se
encontraria X, capaz de activar a la ruta de Slt2 por
debajo de Rhol, permaneciendo esta GTPasa aln
inactiva. La activacion de Slt2 controlada por Cdc42
permitiria el mantenimiento de la integridad de la
pared en el momento del surgimiento de la yema. A
continuacioén, para realizar el cambio de crecimiento
apical a isotrépico es necesario que Cdc42 active a
Cla4, mientras que serian Ste20 y Skml las que
controlarian al citoesqueleto de
fosforilacion de las miosinas. El estrés causado en la
pared celular por el debilitamiento de ciertas zonas y
la insercién en ellas de nuevo material, procesos que
posibilitaran el crecimiento de la célula hija,
provocaria que Rhol se activara por separacion de
sus proteinas GAP y unién a sus GEF Roml y
Rom2, con la consiguiente activacion de la ruta de
Slt2 para mantener la integridad de la pared durante
el crecimiento de la yema.

actina  via
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Figura 1. Modelo de accién de las proteinas PAK y las GTPasas tipo Rho durante el ciclo celular.
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El fenotipo morfoldgico de sobreexpresion de
SKMZ1, similar al del alelo cdc42*", relaciona
a la proteina PAK con los procesos
morfogenéticos dependientes de esta GTPasa.

El fragmento constituido por los aminoéacidos
109-184 de Skmil, que contiene su dominio
CRIB y secuencias flanqueantes, interacciona
mediante el sistema de “dos hibridos” con un
alelo hiperactivo e imposibilitado en su unién a
membrana plasmatica de Cdc42, hecho que
apoya la conclusién anterior.

La sobreexpresion de un alelo de SKM1
truncado en su extremo N-terminal conduce a
un fenotipo morfolégico mas agudizado y a la
hiperactivacion de las MAP quinasas Slt2,
Kssl y Fus3, siendo este uUltimo fenémeno
independiente de la GTPasa Rhol. Estos
efectos apoyan el papel regulatorio
autoinhibitorio del dominio N-terminal de
Skm1 sobre su actividad catalitica, y apuntan
hacia una posible influencia de este dominio en
la especificidad de sustrato de la quinasa.

La activacion de Cdc42 provocada por la
eliminacién de las proteinas GAP Rgal, Rga2
y Bem3 conduce a la activacion de Kssl, Fus3
y Slt2, lo que indica la influencia de la GTPasa
activada sobre las tres MAP quinasas.
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La influencia de Cdc42 sobre la activacién de
Slt2 es ejercida a través de la proteina PAK
Ste20, la MAPKK Ste7 y las MAP quinasas
Fus3y Kssl.

La sobreexpresion de Rhol y la eliminacion de
las proteinas GAP Sac7 y Bem2 conduce a la
activacion de Slt2, lo que confirma la
influencia de esta GTPasa en la sefializacion
hacia la ruta de integridad celular, asi como el
papel de Sac7 y Bem2 como GAPs de Rhol.

La activacion de Cdc42 por eliminacién de sus
proteinas GAP conduce a una activacion de
SIt2 independiente de Rhol.

La sefalizacion a través de las rutas de
respuesta a feromonas, invasividad o SVG
influye en la funcion protectora de la pared
celular en condiciones en la que ésta se ve
afectada.
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