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INTRODUCCION

La levadura Saccharomyces cerevisiae desperté temprano interés debido a su utilidad
en la produccion de vino y cerveza. A comienzos de este siglo, el hallazgo de que para la
fermentacion alcohélica era suficiente con un extracto de este microorganismo, lo que en
definitiva condujo al descubrimiento de las enzimas, revoluciono la utilizacion de esta levadura
y la lanzé como modelo de organismo experimental, hecho que se vio favorecido por su
sencillo manejo y el interés derivado de poseer una organizacion celular eucariotica.

Con el paso de los afios, fueron apareciendo otros organismos con cualidades mas
atractivas para los investigadores; asi, se comenz0 a trabajar con Candida debido a su caracter
patégeno, o con Pichia debido a las ventajas que presenta a la hora de producir proteinas
heterdlogas de interés. Pero, la reciente secuenciacion del genoma completo de S. cerevisiae,
coloca de nuevo a este microorganismo en el centro de atencion como modelo de investigacion
basica (Botstein y col., 1997).

En nuestro laboratorio, estamos interesados en diferentes aspectos del ciclo celular y la
morfogénesis de la célula eucaniotica. Atendiendo a las razones anteriores, Saccharoniyces
cerevisiae se presenta como’el organismo apropiado para el desarrollo de nuestros estudios.

1. CICLO BIOLOGICO DE S. cerevisiae.

.Saccharomyces dispone de dos posibilidades a la hora de abordar su ciclo biolégico:
primero, presenta un ciclo de reproduccién vegetativo, a través del cual una célula se divide
dando lugar a dos células iguales y, segundo, un ciclo sexual, por ¢l cual dos células haploides
de tipo sexual opuesto se conjugan dando lugar a una célula diploide, que entra de nuevo en un
ciclo de division vegetativo. El ciclo bioldgico se cierra cuando, bajo determinadas condiciones
tales como el ayuno de nitrogeno, las células diploides llevan a cabo un proceso meidtico que
origina la aparicion de cuatro esporas haploides.

A un ciclo biolégico como el descrito se le conoce como ciclo heterotalico, siendo
caracteristico de las cepas comiinmente usadas en los laboratorios. Sin embargo, en la
naturaleza, las cepas de Saccharomyces habitualmente poseen un ciclo bioldgico denominado
homotalico, gracias al cual una célula haploide puede cambiar su tipo sexual, facilitando el
proceso de conjugacién y determinando que, generalmente, em el ambiente natural
encontremos cepas diploides o poliploides (Nasmyth, 1983; Amon, 1996).

1.1. CICLO VEGETATIVO.

Saccharomyces, a diferencia de la mayoria de los organismos eucaridticos, se divide
por gemacion (Glotzer, 1997); es decir, a partir de una célula madre comienza a desarrollarse
una célula hija o yema, que va creciendo hasta alcanzar un tamafio similar al de la madre. En
este momento tiene lugar la septacidén y separacion celular. Este progreso morfologico de la
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yema estd acompaiiado por una serie de acontecimientos nucleares de suma importancia que
van a determinar la duplicacion y segregacién del material genético.

El ciclo celular se puede dividir en dos grandes etapas (figura 1): la interfase y la
mitosis.

- La mitosis, donde tiene lugar la division del material genético, se compone de cuatro
etapas: profase, metafase, anafase y telofase, concluyendo con la formacion de un
tabique o septo entre la célula madre y la hija que materializa la division y posterior
separacion celular. Saccharonyces presenta diferencias importantes con respecto a la
mitosis de otras células cucarioticas: no desorganiza la doble membrana nuclear
favoreciendo la escasa condensacion de sus cromosomas y permitiendo que, al contrario
que en otras células eucaridticas, éstos sean invisibles,

- En la interfase se distinguen, a su vez, varias fases: existen dos etapas de aparente
transicion llamadas G1 y (G2, separadas por una fase S o de sintesis, en la que tiene lugar
la duplicacion del material genético, requisito previo para la division celular. En las fases
G1 y G2 ocurren procesos trascendentales para la célula como son: el incremento en
tamafio, la generacion de toda la maquinaria subcelular, etc., pero entre ellos, cabe
remarcar un proceso llamado punto START. El punto START es un punto de control del
ciclo celular que acontece en los iltimos estadios de la fase G1. Una vez superado dicho
punto de control, la célula se ve irremisiblemente abocada a realizar un ciclo completo de
division mitotica. Cuando el ciclo celular discurre a través del punto STAR7, tiene lugar
la duplicacion del cuerpo polar del huso SPB (analogo al centrosoma en eucariotas
superiores) y se inicia la emergencia de la célula hija, que continuara creciendo a lo largo
de toda la fase S.

1.2. CICLO SEXUAL.

Saccharomyces presenta dos tipos celulares sexualmente opuestos a y o, determinados
por la expresion de los genes del locus MAT. Las células de cada tipo sexual son capaces de
secretar al medio un pequefio polipéptido llamado factor a y factor o, respectivamente.
Cuando las células de cada tipo sexual detectan en el medio la presencia del factor del tipo
sexual opuesto manifiestan las siguientes reacciones:

- Una que afecta al ciclo celular, provocando su detencion en la fase G1, previamente al
punto START.

- La otra afecta a la morfologia celular, ya que se desencadenan una serie de respuestas
morfogenéticas que originan €l crecimiento de la célula hacia la fuente de la feromona,
Todo este proceso morfogenético se materializa en la transformacion de las células
ovaladas en células con forma de pera, cominmente conocidas como sinoos. Cuando, a
través de las prolongaciones recién formadas, dos shmoos se ponen en contacto, tiene
lugar la fusion celular y la cariogénesis, hecho que determina la aparicion de un nicleo
diploide, el cual se coloca en la yema que comienza a crecer en el istmo entre las células
conjugativas. Cuando la yema se independiza, comienza una nueva serie de ciclos
celulares, pero ya con un micleo diploide.
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El mecanismo molecular que determina el desarrollo de las respuestas, tanto
morfogenéticas como de parada del ciclo celular, ha sido profundamente estudiado. Existen
receptores transmembranales codificados por los genes STE2 en cepas MATa y STE3 en cepas
MATo, que al unir la feromona, sufren un cambio conformacional, posibilitando la interaccion
con una proteina G heterotrimérica (Whiteway y col, 1994; Whiteway y col., 1995),
disociandola y permitiendo la asociacion de las subunidades Py con las proteinas Ste20p y
Ste5p, lo que determina su activacion (Leberer y col,, 1997). SteSp actia como molécula
aglutinadora de un conjunto de proteinas que conforman una ruta de transduccion de sefiales
conocida como ruta de apareamiento o de mating (Printen y Sprague, 1994: Elion, 1995;
Leberer y col., 1997) e integrada por Stellp (MPKKK), Ste7p (MPKK) y las MAP quinasas,
parcialmente redundantes, Fus3p y Ksslp (Courscherne y col., 1989; Elion y col., 1990; Crews
y col., 1992), que a través del factor transcripcional Stel2p (Elion y col, 1993; Printen y
Sprague, 1994), son responsables de la activacion de la transcripcion de genes implicados en la
respuesta morfogenética de mating. Fus3p también es capaz de activar a Farlp (Peter y col.,
1993), responsable de la detencion del ciclo celular en G1, por inactivacién del complejo
Cdc28p unido a ciclinas de la fase G1.

‘ Ste20p, quinasa de la familia PAK, cuando esta activada, ademas de con Cdcd2p, es
capaz de interaccionar con Bemlp (Leeuw y col, 1995). Bemip interacciona con el
citoesqueleto de actina, lo que la implica en la polarizacion del crecimiento celular hacia el
lugar de recepcion de la seiial responsable del desencadenamiento de la cascada. Para la
polarizacion del crecimiento y la consiguiente formacién del shmoo, también es esencial la
proteina SpaZp (Gehrung y Snyder, 1990), aunque se desconoce su mecanismo de acciodn.

1.3. DESARROLLO PSEUDOHIFAL EN Saccharomyces.

Algunas cepas diploides de Saccharomyces, bajo condiciones de ayuno de nitrégeno en
medio solido, pueden desarrollar una transiciéon dimérfica y mostrar un patron pseudohifal de
crecimiento (Gimeno y col, 1992). En cepas haploides se ha descrito un fendémeno paralelo
denominado crecimiento invasivo. En ambos fendmenos se hallan implicados parte de los
componentes de la ruta de mating (Cdc42p, Ste20p, Stellp, Ste7p, Stel2p), recientemente,
han aparecido trabajos que indican que la MAP quinasa implicada puede ser Ksslp (Madhani y
col., 1997). Sin embargo, Ia proteina aglutinante que actuaria en lugar de SteSp, permanece sin
ser determinada (Roberts y Fink, 1994; Leberer y col., 1997).

El crecimiento invasivo de las cepas haploides y el desarrollo pseudohifal de las cepas
diploides, presentan multiples similitudes como son: Ia capacidad de penetrar en el agar, la
maquinaria bioquimica y la dependencia de las sefiales de polaridad. También muestran algunas
diferencias como: la capacidad de formar filamentos en medio rico por parte de las cepas
haploides, o la diferente morfologia tanto colonial como celular; las células de las cepas
. haploides cuando filamentan mantienen su forma ovalada, mientras que las diploides sufren un
alargamiento. Ademas, las cepas diploides extienden sus filamentos alrededor de las colonias,
mientras las haploides presentan el desarrollo filamentoso por debajo de Ia colonia (Radclyffe y
Fink, 1994). Estos autores, principalmente debido a que ambos procesos comparten la misma
maquinaria bioquimica, explican el crecimiento pseudohifal y el crecimiento invasivo como
diferentes manifestaciones de un mismo proceso (Radclyffe y Fink, 1994).
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1.4. MUTANTES DE CICLO CELULAR O MUTANTES cdc (Cell Division
Cycle). :

Los mutantes cdc de S. cerevisiae fueron aislados por Hartwell (Culotti y Hartwell,
1971; Hartwell, 1971a; 1971b). Bajo esta denominacion se recoge a todas aquellas estirpes
mutantes que manifiestan defectos en algin estadio especifico del ciclo celular (Hartwell,
1974). La mutacién cdc suele afectar a una funcion esencial para la progresion a través del
ciclo, por lo que la mayoria de los mutantes cdc estudiados muestran un bloqueo total de éste
(Pringle y Hartwell, 1981). La parada caracteristica del ciclo celular que manifiestan los
mutantes cde, les convierte en una valiosa herramienta para el estudio del ciclo celular. En
total, se dispone de unos cincuenta mutantes de ciclo celular, cuyos puntos de parada se
encuentran repartidos a lo largo de todo el ciclo (Pringle y Hartwell, 1981).

1.5. REGULACION DEL CICLO CELULAR EN 8. cerevisiae.

El ciclo celular se halla finamente regulado, tanto en su progresion como en el control
de su correcto desarrollo. La importancia de la regulacion del ciclo celular es indiscutible
cuando se piensa en los procesos que determina: la division y segregacion del genoma, la
coordinacion de la division celular con el ciclo nuclear, la decision celular de comenzar un
proceso proliferativo o un proceso conjugativo, etc.

Otro elemento a resaltar, en cuanto a la regulacion del ciclo celular, es la importancia
de la coordinacion que ha de existir entre éste y los diferentes eventos morfogenéticos, ya que
esta coordinacion es esencial para la correcta conclusion del ciclo bioldgico de cualquier
Organismo,

1.5.1. Progresion a través del ciclo celular.

El maximo responsable de la progresion del ciclo celular en Saccharomyces cerevisiae
es la proteina quinasa Cdc28p (Johnston y col., 1977; Lérincz y Reed, 1984), la cual, a su vez,
es regulada por la interaccion con una serie de proteinas de expresién ciclica llamadas ciclinas
(Wittenberg y Reed, 1988). Cdc28p, unido a las diferentes ciclinas, es capaz de fosforilar
sustratos especificos en cada periodo del ciclo celular (Reed, 1992), determinando los procesos
caracteristicos de cada etapa.

Las ciclinas se dividen en dos grandes grupos, de acuerdo con el momento del ciclo en
que se expresan: ciclinas G1 (Clulp, Cin2p, Clu3p, Clb5p, Clb6p, Hcs26p) (Cross, 1988; Nash
y col., 1988; Hadwiger y col., 1989; Epstein y Cross, 1992; Ogas y col., 1991; Kiihne y
Linder, 1993) y ciclinas G2 (Clbip, CIb2p, Clb3p, Clbdp) (Ghiara y col., 1991; Surana y col.,
1991; Fich y col., 1992).

La hipétesis propuesta para el mecanismo de accion de las ciclinas G1 (Clnlp, Cln2p y
Cln3p), la encontramos en la esencialidad de la interaccion de éstas con Cdc28p para superar el
punto START (Lew y Reed, 1992; Cross, 1995; Nasmyth, 1996). Ademas, la activacién de
Cdc28p al unirse a las ciclinas Clnl, 2 y 3p determina un importante aumento en la expresion
de las mismas (Cross y Tinkelenberg, 1991; Dirick y col., 1991). CLN3, a diferencia del resto,
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se expresa a lo largo de todo el ciclo y, a su producto se le atribuye la responsabilidad, al
menos en la célula madre, de catalizar el proceso de activacion del complejo quinasa cuando la
célula esta dispuesta para-acometer el punto START (Lew y Reed, 1992). Sin embargo, en la
célula hija las responsables parecen ser Clnlp y Cln2p (Lew y col., 1992; Lew y Reed, 1992;
Cross, 1995). La activacion de Cdc28p por las ciclinas en G1 determina, por un lado, la
polarizacion del citoesqueleto de actina en el lugar de emergencia de la yema (Lew y Reed,
1993), estadio previo a la emergencia de la misma; por otro lado, determina la division del
cuerpo polar del huso (SPB}) y el inicio de la replicacion del genoma. También esta descrito,
que dicha interaccidén, es capaz de activar la proteina quinasa Pkclp (Gray y col, 1997)
implicada, entre otros procesos, en el crecimiento polarizado que determina la emergencia de
la yema (Zarzov y col., 1996; Gray y col., 1997).

Dentro de las ciclinas B se pueden distinguir dos subgrupos, de acuerdo con el
momento del ciclo celular en que actian:

- Clb5p y Clb6p son imprescindibles para [a progresion a través de la fase S del ciclo
celular (Bueno y col., 1991; Lew y Reed, 1992; Cross, 1995).

- Clblp y Clb2p aparecen en la fase S y tienen su mayor expresion transcripcional en la
fase G2/M; ambas se unen a Cdc28p activandola y permitiendo el paso a través de la fase
M (Ghiara y col,, 1991; Surana y col.,, 1991). Para completar los Gltimos estadios de la
mitosis y mas concretamente el paso de la anafase a la telofase, es necesario que se
desacople el complejo Cdc28p-Clb2p (Surana y col., 1993); lo cual, ademas, determina
la polarizacion del citoesqueleto de actina a la zona del futuro septo, proceso necesario

para que se lleve a cabo la septacion y separacidén celular con la que concluye el ciclo
celular (Lew y Reed, 1993).

La descripcion del funcionamiento de la ciclinas, realizada anteriormente, puede hacer
pensar que la actuacion de cada uno de sus grupos se encuentra circunscrita a momentos
discretos a lo largo del ciclo celular; sin embargo, existen evidencias sobre la influencia que
unos tipos de ciclinas ejercen sobre la actuacion de los otros. Asi, la transcripcion de las
ciclinas G2 depende de la activacion de las ciclinas G1 (Epstein y Cross, 1992); las ciclinas G1,
cuando estin unidas a Cdc28p, determinan la inactivacion de Siclp, que es un inhibidor de la
actividad quinasa de Cdc28p-Clb5p y Cdc28-Clb6p y, por tanto, se produce la entrada y
progresion por la fase S (Schwob y col., 1994; Schaeider y col., 1996). También esta descrito
que la actividad Cdc28p-Clb2p mhibe la transcripcion de los genes CLNI y CLN2 e induce la
degradacion de sus productos por ubiquitinacion (Amon y col., 1993; Blondel y Maun, 1996).

1.5.2. El final de la mitosis.

Saccharonyces cerevisiae utiliza una significativa parte de su ciclo celular en la salida

de la anafase. La explicacidn que se ha propuesto a este hecho es que las células, antes de salir
~ de la mitosis y abordar un nuevo ciclo celular, han de comprobar la fidelidad de todos los
procesos recientemente realizados.

Clasicamente se ha involucrado a la desactivacion del complejo Cdc28p-Clb2p, como
determinante para la salida de la metafase y en la entrada en la anafase del ciclo celular
(Murray y Kirschner, 1989); seguidamente se determiné que la nactivacion del complejo era
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precisa en la anafase y no en la salida de la metafase (Surana y col., 1993), como postulaban
los anteriores autores. En estos trabajos, (Surana y col., 1993), se atribuyo a la proteina
quinasa Cdcl5p la responsabilidad en la fosforilacion del complejo Cdc28p-Clb2p y su
consiguiente desactivacion y salida del ciclo (figuras 2 y 3).

Posteriormente se clon6 y describi6 a Siclp como un inhibidor de la actividad Cdc28p-
Clb2p (Schwob y col., 1994), el cual, ademés de la funcién ya mencionada en la fase G1 del
ciclo, desarrolla su funcién inhibidora sobre el complejo Cdc28p-Clb2p en la anafase mitdtica.
La mutacion en el gen SIC/ es sintética letal con la mutacién en el gen DBF2, gen esencial
junto con DBF20 para la salida de mitosis (Toyn y col., 1996), lo que, a juicio de estos
autores, podria explicarse si Dbf2p y Siclp se encuentran en mecanismos paralelos, destinados
a producir la desactivacion de Cdc28p-Clb2p y la salida de la anafase (figuras 2 y 3).

Recientemente se ha relacionado la salida de la anafase con la funcién de una serie de
proteinas que conforman el llamado ciclosoma o APC (4raphase Promoting Complex),
compuesto por, al menos, siete proteinas eutre las que se encuentran: Cdcl6p, Cdc23p,
Cdc26p, Cdc27p, Apclp y Cselp (Zachariae y col.,, 1996). Este complejo multiproteico es
capaz de reconocer una secuencia caracteristica del extremo amino terminal de las ciclinas B,
denominada destruction box, marcandolas para su ubiquitinacion (Glotzer y col, 1991)
(figuras 2 y 3).

Existen evidencias que indican que el ciclosoma podria ser dirigido hacia el complejo
Cdc28p-Clb2p gracias a proteinas como Hotlp (Schwab y col., 1997). Estos mismos autores
postulan que otra proteina, Cdc20p, con elevada similitud estructural con Hcetlp, podria
realizar la misma funcién, pero con diferente especificidad, marcando para su ubiquitinacion y
posterior degradacion a otros sustratos inhibidores de la progresién del ciclo a través de la fase

‘M, tales como Pdslp. Estos datos se encuentran avalados por el hecho de que los genes HCT/
y CDC20 no son esenciales, pero si sintéticos letales. Esto, aiiadido a que las mutaciones en las
proteinas que configuran el ciclosoma producen la detencion del ciclo, lo que implica que su
actuacion ha de estar mediada por otras proteinas ademés de por Hetlp (Schwab y col., 1997,
Hoyt, 1997),

En la figura 2 se muestra un esquema de los mecanismos implicados en la progresion
del ciclo celular y en la figura 3 se ilustran las diferentes hipotesis propuestas y mencionadas en
los parrafos anteriores, sobre la inactivacién del complejo Cdc28p-Clb2p vy la progresion a
través de la anafase.
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1.5.3. Mecanismps de control del ciclo celular.

Como hemos visto hasta ahora, el ciclo celular se compone de una coleccion de
procesos, altamente ordenados y regulados, cuyo resultado es la duplicacion de la célula. El
enfoque actual en la investigacion del ciclo celular, se organiza en torno al conocimiento de la
coordinacion de todo el conjunto de procesos que lo integran. La perfecta coordinacion de
todos los eventos del ciclo permite que, cada uno de ellos, pueda realizarse en el momento y
orden precisos.

Clasicamente se atribuia el orden del ciclo celular a un “reloj bioldgico” intriuseco a las
células (Hartwell, 1971a; Hartwell y col, 1974), encargado de determinar el momento del
inicio de cada proceso del ciclo. Actualmente, esta idea se ha depurado significativamente,
llegandose hasta la propuesta de un ciclo celular secuencial, en el cual, para que un proceso
concreto tenga lugar, previamente ha de concluirse apropiadamente el anterior (Hartwell y
Weinert, 1989; Elledge, 1996). En este razonamiento se halla implicita la idea de checkpoint o
punto de coutrol del ciclo celular, el cual podriamos definir como: “mecanismo bioquimico
encargado de asegurar el acontecimiento de un proceso, a la correcta consecucién de otro
previo en el ciclo celular” (Elledge, 1996). De acuerdo con los precedentes expuestos, un
‘checkpoint es un mecanismo capaz de detectar una disfuncién en un proceso trascendental para
la célula y detener el ciclo celular, procurando el tiempo necesario para que €sta sea subsanada
por los sistemas de reparacion celular, De este planteamiento se deduce que los checkpoints se
componen de tres partes (Murray, 1995):

- Sistema detector del defecto.

- Sistema transmisor de la sefial, desde el detector hasta la maquinaria de progresion del
ciclo.

- Sistema efector: encargado de detener el ciclo celular y de la transcripcion de genes
destinados a reparar la disfuncion detectada.

La detencion del ciclo celular determinada por un checkpoint puede ser definitiva -hasta
que se solucione la anomalia responsable de la activacion- o puede, simplemente, determinar
un retraso en el acontecimiento del siguiente proceso (Hartwell y Weinert, 1989; Toczyski y
col., 1997), lo que implica un paulatino decaimiento en la efectividad de la maquinaria del
checkpoint encargada de la detencion del ciclo.

En §. cerevisiae se han descrito y caracterizado en profundidad tres puntos de control
del ciclo celular, que estan encargados de sefializar: la presencia de dafio fisico en el DNA
duraute la replicacién, la incorrecta duplicacién del cuerpo polar del huso y la incorrecta
duplicacién del DNA. Recientemente, han aparecido trabajos que proponen la existencia de
otros checkpoints encargados de controlar el proceso de emergencia de la yema (Lew y Reed,

- 1995) y el inicio de la replicacién del DNA (Toyn y col., 1995). Sin embargo, los mecanismos
bioquimicos implicados en estos dos iltimos controles no se encuentran, en la actualidad, tan
bien definidos y descritos como en los tres primeros.

Segun Murray (1995} pedrian existir otros puntos de control, ya que, en algunos casos,
la parada del ciclo celular determinada por una mutacién cde puede enmascarar un checkpoint.
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Esta aseveracion se basa en que la parada del ciclo celular causada por un mutante cdec puede
deberse a tres causas: (i) la mutacion cdec produce una lesion que es detectada por un
checkpoint que detiene el ciclo celular, (ii) la mutacién cdc puede activar constitutivamente a
un checkpoint y (iii) la mutacion cde inactiva un proceso esencial para la progresion del ciclo
celular. En los dos primeros casos la mutacién cdc esta enmascarando a un checkpoint como
responsable de la detencion del ciclo celular. Elledge (1996) participa de este punto de vista,
puesto que él implica a mecanismos celulares de tipo checkpoint en procesos tales como: la
deteccion de células de tipo sexual opuesto, la coordinacion del ciclo celular con el tamaiio de
la célula, la restriccion de la duplicacion del DNA a una vez por ciclo, y la correlacién de la
division del nicleo al proceso de gemacion.

1.5.3.1. Checkpoint de dafio en el DNA y de replicacion del DNA

En respuesta a un DNA daiiado o deficientemente replicado, las células de los distintos
organismos inducen una serie de respuestas destinadas a reparar los desperfectos. Entre ellas
cabe destacar la parada del ciclo celular en G, S o G2, asi como el incremento en la
transcripcion de genes implicados en funciones de reparacion y replicacion del DNA (Hartwell

y Weinert, 1989).

El gen CDC13 codifica una proteina que se une a los telomeros de los cromosocinas,
llevando a cabo una fimcion protectora de los mismos, de modo que un mutante cdcl3
termosensible acumula DNA monocatenario en los telomeros de sus cromosomas, deteniendo
el ciclo celular en la fase G2 (Garbik y col., 1995). Se han encontrado cuatro genes (RAD9,
RAD17, RAD24, MECI) necesarios para la parada del ciclo celular en G2 de los mutantes
cdci3 (Weinert y col., 1994; Lydall y Weinert, 1995). Radl7p presenta homologia con
exonucleasas, lo cual hace pensar que puede estar involucrada en modificar el daiio producido
en el DNA para generar la sefial del checkpoint {Lydall y Weinert, 1995). Rad24p presenta
similitud con proteinas que se unen a DNA monocatenario, lo que la implica en el
reconocimiento de la lesion (Griffiths y col., 1995). Pol2p (subunidad & de la DNA polimerasa)
es la responsable de detectar las anomalias en la replicacion del DNA durante la fase S (Navas
y col., 1995).

En el sistema de transduccion de la seiial de daifio fisico en el DNA y de deficiente
replicacion del mismo, se hallan implicadas las proteinas Meclp y Rad53p. Meclp es una
proteina de la familia de las fosfoinositido quinasas, Rad53p es otra quinasa, que es fosforilada
y activada en respuesta a dafio fisico en el DNA. La activacion de Rad53p es dependiente de
Pol2p, Rad9p y Meclp, lo que la coloca por debajo de todas ellas en la ruta de transduccion de
la seiial (Navas y col., 1996; Sanchez, 1996; Sun y col., 1996).

Los efectores de la ruta han de desempefiar una doble funcién: desencadenar la
transcripcion de genes implicados en la reparacion de DNA y detener la progresion del ciclo
celular. Existe un activador transcripcional lamado Dunlp, que sufre un incremento notable en
su actividad, de manera dependiente de Rad53p y de Meclp, cuando existe una lesion en el
DNA. Dunlp, junto con otros activadores transcripcionales similares, activa la transcripcion de
numerosos genes, cuyos productos son requeridos para la reparacion del DNA (Navas y col.,
1996). El mejor candidato para ejecutar la parada del ciclo en la fase G2 del ciclo celular es la
proteina Pdslp, ya que los mutantes en el gen PDS/ no detienen el ciclo celular en respuesta a
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Ja radiacién Y o a la presencia de mutaciones cdc/3 (Yamamoto y col., 1996), si bien el
mecanismo por el cual Pdslp detiene el ciclo celular permanece sin ser determinado.

En la levadura de fision Schizosaccharomyces pombe, el mecanismo de estos dos
checkpoints es paralelo al exhibido por §. cerevisiae. Sin embargo, al contrario que en S.
cerevisiae, en S. pombe se encuentra perfectamente definido que la detencion del ciclo celular,
se lleva a cabo a través de la inactivacion de Cdc2p (Murray, 1995; Elledge, 1996, Nurse,
1997), homologa de la proteina Cdc28p de S. cerevisiae.

1.5.3.2. Checkpoint del cuerpo polar del huso.

El cuerpo polar del huso, equivalente al centrosoma en eucariotas superiores, coinienza
a duplicarse al final de la fase G1, cuando la célula supera el punto START. Estos cuerpos
polares emiten unas fibras microtubulares a las que, a través del cinetocoro, se anclan los
centromeros de los cromosomas. Cuando los cromosomas se hallan dispuestos en la placa
metafasica, el sistema del cuerpo polar del huso se encarga de transportar una cromatida de
cada cromosoma a cada una de las células.

- Existe un checkpoint encargado de prevenir la entrada en la anafase hasta que todos los
procesos descritos anteriormente hayan sido llevados a cabo de forma correcta (Elledge,
1996). Este mecanismo, se supone, que es capaz de detectar diferentes fendmenos como: la
concentracion de tubulina libre en el citoplasma, la unién de los microtabulos al cinetocoro y la
tension de los microtibulos en el cinetocoro. Cualquiera de ellos puede aportar informacion

acerca de anomalias en el funcionamiento del proceso de la segregacion cromosomica (Elledge,
1996).

- Las protenas Madlip, Mad2p, Mad3p, (Mitosis Arrest Deffecty (Hereford, 1974) y
Bublp, Bub2p y Bub3p (Budding Uninhibited by Benomyl) (Hoyt y col, 1991) no son
esenciales, pero su ausencia, cuando las células estian en presencia de inhibidores de los
microtubulos, produce aberraciones en la mitosis y muerte celular. Estas proteinas, junto con
Mpslp (Winey y col., 1991), son precisas para que se retrase la anafase en células que portan
cromosomas con los centrémeros mutados. Existen resultados que indican que Bublp, Bub3p,
Mad2p y Mpslp podrian formar un complejo proteico en el cinetocoro y ser las responsables
de seiializar cualquier anomalia en su funcionamiento (Rudner y Murray, 1996). El complejo se
fosforila como resultado de anomalias en ¢l cinetocoro, activando por fosforilacion a Mad lp
que, a su vez, activa a Mad3p y Bub2p. (Rudner y Murray, 1996).

Se postula que Cdc28p-Clb2p puede verse involucrada en el mecanismo a través del
cual se detiene el ciclo celular en la metafase. Asi, la activacion del checkpoint actuaria sobre el
complejo Cde28p-Clb2p, a través de un mecanismo en el que se propone al inhibidor del ciclo
celular Pdslp, como el responsable de la actuacién sobre Cdc28p-Clb2p y la consecuente
parada del ciclo celular al final de la metafase (Rudner y Murray, 1996).



INTRODUCCION 5

N Anomalias cn la Defectos en el cucrpo
Daiio cn ¢l DNA duplicacion det DNA polar del huso.
Rad9p
Radi7p Pol2p
‘Rad24p
Mec3
celp Mpslp, Bublp,
Bub3p, Mad2p
Y
Meclp
Madlp
Dunlp
& -+ v
Mad3p, Bub2p

Rad53p

' Cdc28p-Clb2p
mlp Pdslp

Gl —>» 5 — 3 GM > G2/M ——» Anafasc




16 INTRODUCCION

2. MORFOGENESIS Y POLARIDAD DE S. cerevisiae.

P

2.1. LA PARED CELULAR.

Las células de S. cerevisiae se encuentran cubiertas por una superficie rigida llamada
pared celular. La pared celular, ademis de conferir proteccion a las células frente a las
variaciones de las condiciones del medio, determina la forma celular, lo que le hace ser una
pieza clave en la morfogénesis de este organisino.

La pared celular, a pesar de ser una estructura rigida, ha de permitir que ocurran
procesos tales como: la emergencia y crecimiento de la yema, la formacion de las
prolongaciones del proceso de conjugacion o shmoos, la separacion celular, etc. La clave para
resolver esta aparente paradoja hay que buscarla en la fina regulacion que presentan los

mecanismos biosintéticos y degradativos en cada uno de los procesos en que la pared se ve
implicada (Cabib y col., 1997).

2.1.1. Composicion y arquitectura de la pared celular.

La pared celular de S. cerevisiae se encuentra formada, basicamente, por tres tipos de
polimeros: B-glucano, quitina y manano. El componente mayoritario de la pared celular es el
glucano, que forma un entramado donde se anclan las manoproteinas. La quitina es el
componente mas escaso, hallindose restringido, casi exclusivamente, al anillo que rodea la
zona de septacion y a la cicatriz de gemacion que deja este proceso en la pared de la célula
madre (Horisberger y Volanthen, 1977; Bulawa, 1993; Cid y col., 1995).

El glucano esta formado por largas cadenas de moléculas de glucosa unidas por enfaces
de tipo B-1,3-O-glucosidico. El B-1,3-glucano se caracteriza por su solubilidad en medio
alcalino. Hay una pequeiia proporcion de glucano insoluble en alcali, pero soluble en una
solucion de acido acético, formado por cadenas de moléculas de glucosa unidas por enlaces de
tipo B-1,6-0O-glucosidico. Existe un tercer tipo de glucano, insoluble tanto en soluciones de
acido acético como en soluciones alcalinas, que se encuentra formado por cadenas de glucosa
unidas por enlaces [3-1,3-O-glucosidicos, cuyo extremo no reductor se une, a través de un
enlace -1,4, al extremo reductor de una cadena de quitina (Kollar y col., 1997).

La quitina esta compuesta por monomeros de [-1,4-N-acetilglucosamina, las cadenas

de este compuesto se asocian unas con otras a través de puentes de hidrogeno, formando
microfibrillas.

El manano es un polimero compuesto por unidades de manosa, unidas covalentemente
a diversas proteinas a través de enlaces O- o N-glicosidicos, También se ha descrito que, a
traves de una molécula de GPI (glicosil-fosfatidil-inositol), diferentes manoproteinas se pueden
unir, por su extremo carboxilo terminal, a la membrana plasmatica (Ferguson, 1991).

En cuanto a la arquitectura, la pared celular se dispone en diferentes capas, una exterior
con aspecto fibroso y rica en manoproteinas y otra interior, menos organizada y dividida a su
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vez en dos zonas: la mas interna y proxima a la membrana celular es rica en proteinas, mientras
que la mas externa y en contacto con la capa rica en manano, se caracteriza por poseer una
elevada proporcion de p-1,6-glucano (Klis, 1994; Orlean, 1997). El glucano es el responsable
de crear un entramado en el cual se embeben las diferentes manoproteinas, que se encargan no
tanto del mantenimiento de la forma de la pared, como de funciones encaminadas hacia el
dinamismo y la morfogénesis de la misma.

De acuerdo con la idea de dinamismo de la pared celular es previsible encountrar
variaciones importantes en su composicion, por ejemplo en el desarrollo de la yema, la cual
carece casi completamente de quitina y cuya composicion de manoproteinas es diferente a la de
las células maduras, permitiendo que tengan lugar la gran cantidad de fendmenos dinamicos
precisos para la emergencia y desarrollo de la misma (De Nobel y col,, 1991). Otro ejemplo lo
encontramos en. las proyecciones caracteristicas del proceso de apareamiento que, ademas de
presentar diferente composicion de manoproteinas, poseen un glucano con elevada proporcion
de enlaces B-1,6 y una cantidad de quitina tres veces superior a la de las células vegetativas
(Fleet, 1991; Cid y col., 1995).

La responsabilidad de las variaciones en la pared celular debemos buscarla en la
. regulacion de las enzimas tanto biosintéticas come hidroliticas de la misma. Sin dniimo de
realizar un analisis exhaustivo, entre las enzimas biosintéticas encontramos: Chslp, Chs2p,
Chs3p, Chsdp y Chs5p responsables de la sintesis de la quitina. Chs3p requiere de la actividad
de Chsdp y ChsSp para la sintesis de la quitina del anillo de la base de la yema y la proyeccion
del proceso conjugativo y, por su parte, Chs2p parece implicado en la sintesis de quitina en la
formacion del septo primario. Entre las enzimas implicadas en la sintesis del 3-1,3-glucano
encontramos a Fkslp y Fks2p (Foor y col., 1994; Castro y col,, 1995) y en la del 3-1,6-
glucano a los productos de los genes KRE 1,5,6,9,11 (Boone y col, 1990; Brown y col.,
1993). Entre las enzimas hidroliticas estin las glucanasas (endo y exoglucanasas), que actian
sobre el esqueleto del B-glucano en los procesos de gemacion, conjugacion y crecimiento de la
pared (Nombela y col., 1988; Fleet, 1991; Larriba y col., 1995; Orlean, 1997). Existe también
en la pared una actividad quitinasa, fundamental para la separacion de la célula hija tras la
septacion {Kuranda y Robbins, 1991).

2.1.2. Mutantes liticos.

Para abordar el estudio de la pared celular se ban utilizado numerosas aproximaciones
experimentales, tales como: el empleo de antibioticos especificos frente a algin componente de
la pared, el estudio de mutantes hipersensibles al blanco de calcofliior y por tanto afectados en
la sintesis de la quitina, el estudio de mutantes resistentes a la toxina kifler y por tanto
afectados en la sintesis del B-glucano (Brown y col, 1993) y el aislamiento y estudio de
productos de secrecion de protoplastos (Parde y col.,, 1998). Sin embargo, la aproximacion
més clasica para el estudio de la pared ha sido el analisis de aquellos mutantes cuya
caracteristica fenotipica es producir la lisis de las células. En cuanto al fenémeneo litico, se
pueden distinguir dos tipos de mutantes: aquellos en los que el defecto litico es
complementable mediante la estabilizacion osmotica del medio de cultivo y aquellos en los que
la estabilizacion osmotica no remedia el defecto litico (Torres y col., 1991). El que un mutante
litico sea osmorremediable se puede explicar gracias a que la funcion protectora de una pared
defectuosa es compensada por una mayor presidn osmotica del medio; éste es el caso del
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miitante litico /y£2 (mutacion en el gen SLT2 que codifica una proteina quinasa de la familia
MAP) (Totres y col., 1991), asi como de todos los mutantes de esta ruta de transduccion de
seiiales requerida para la integridad celular a elevada temperatura (Martin y col., 1993; Errede
y col., 1995). Existe otro grupo de mutantes liticos cuyo defecto no es suprimido por la
presencia de estabilizadores osmoticos, lo que indica que la mutacion afecta a algun proceso
celular distinto de la integridad de la pared, pero, como efecto secundario, ésta se ve atectada.
Por tanto, la causa primaria de la lisis en estos mutantes no hay que buscarla en una
determinada disfuncion de la capacidad protectora de la pared, este es el caso del mutante fyt/
(Molero y col., 1993).

2.2. MORFOGENESIS DE S. cerevisiae.

Un amplio campo de estudio, con profundos interrogantes, a pesar de los significativos
avances que se estan logrando, es el referido al conocimiento de la forma de S. cerevisice:
como se determina, como se genera, los diferentes patrones de desarrollo y las caracteristicas
gue éstos confieren a la célula. Basicamente disponemos de dos tipos de herramientas para el
estudio de la morfologia de un organismo: la primera es la observacion del desairollo normal
del organismo a lo largo de su ciclo vital y la segunda se basa en el estudio de aquellos
mutantes que muestran una morfologia diferente a la habitual (Harold, 1995).

2.2.1. Coordinacién de la morfogénesis con el ciclo nuclear.

Conjuntando las dos técnicas de estudio enumeradas anteriormente, se ha pretendido
conocer ¢como las modificaciones que sufre la morfologia de una célula de S. cerevisiae, es
decir, su ciclo morfogenético, estd determinado por, o coordinado con el ciclo nuclear,

El abordaje de esta cuestion nos lleva, una vez mas, a la proteina quinasa Cdc28p, la
cual, ademas de dirigir la progresion a través del ciclo celular, es la responsable de disparar el
imicio de numerosos fenomenos morfogenéticos, coordinandolos con el correspondiente
estadio del ciclo celular (Lew y Reed, 1993).

El mecanismo de accidn propuesto para esta proteina quinasa se basa en la distinta
especificidad que manifiesta, en los distintos momentos del ciclo celular, por las diferentes
ciclinas. Asi, para la emergencia de la yema al final de la fase G1, es necesario que Cdc28p se
encuentre activado por la union de las ciclinas Clnlp, Cln2p y Clu3p (Lew y Reed, 1993; Gray
y col., 1997). Del mismo modo, es necesario que Cdc28p esté unido a las ciclinas ClbSp y
Cln6p para que ocurra la despolarizacion del crecimiento de la yema y €sta crezca de modo
isotropico. Por ultimo, al final de la mitosis es necesario que el complejo Cde28p-Clb2p se
inactive, para que se produzca la polarizacion del crecimiento en la zona del septo (Lew y
Reed, 1993).

El mecanismo central de coordinacion se encuentra apoyado, ademdis, por otros
dispositivos encargados de asegurar que todos los procesos ocurran de manera ordenada y
correcta. A estos mecanismos se les conoce por el nombre de checkpoints (ver apartado 1.5.3.
de este capitulo). Otra ayuda al sistema principal de control se manifiesta por la existencia de
proteinas inhibidoras de la actividad de Cdc28p, tales como Farlp, Pdslp y Siclp que, sin
duda, contribuyen a la perfecta coordinacion de los ciclos morfogenético y nuclear.
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Una pequeila correlacion de los eventos de ambos ciclos se muestra en la tabla 1.

Tabla 1: Sincronizacion del ciclo nuclear y morfogenético.

FASE DEL CICLO EVENTOS EVENTOS MORFOGENETICOS
NUCLEARES
FINAL DE G1 -Division del SPB. | -Ensamblaje de las septinas en el punto de
(START) gemacion.
-Polarizacion de la actina hacia el punto de
Cdc28p unido a Clnl, gemacion.
Cln2p y Cln3p.
-Emergencia de la yema y crecimiento
polarizado de la misma.
FASE S -Separacion del -Crecimiento isotropico de la yema.

Cdc28p unido a Clb5p y

SPB.

Clbop. -Replicacion del
DNA.
- FASE G2 -Despolarizacion de la actina.
FASEM -Segregacion de las
cromatidas.
Cdec28p
Clb2p. | Anafase -Division del nicleo
y migracion a la
yema,
Inactivacion -Polarizacion de la actina en la region del
Cdc28p. septo.
-Formacion del septo.
| -Separacion celular.
FASE G1 -Migracion del SPB [ -Crecimiento de la célula hija.
(TEMPRANA) frente al proximo

punto de polaridad.

-Seleccion del siguiente punto de
polaridad.
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2.3. LA POLARIDAD CELULAR.

Las células de . cerevisiae, a pesar del aspecto oval y aparentemente sencillo que
presentan, se encuentran polarizadas, es decir, disponen de una orientacion o, mis
graficamente, presentan una disposicion asimétrica (Chant, 1996b). S. cerevisiae manifiesta su
asimetria o su polaridad, en dos momentos del ciclo celular: durante el proceso de
conjugacion, con la formacion de las proyecciones de apareamiento o shmoos y en el proceso
de gemacion, con la aparicién de la yema, siguiendo un patron determinado y constante.

La gemacién es una division celular asimétrica, donde la yema crece y la célula madre
no. Las células, antes de ]a emergencia de la yema, sufren un intenso proceso de polarizacion,
gracias al cual, se focalizan todos los componentes de la maquinaria biosintética necesarios
para la emergencia y crecimiento de la yema, en un lugar concreto de la superficie de la célula
madre. El lugar hacia el que se polariza la maquinaria celular no se elige al azar, sino que
existen patrones internos que determinan el lugar preciso donde se ha de dirigir la polaridad
celular. En Saccharomyces existen dos patrones de polaridad diferentes (Chant y Pringle,
1995):

- Patron axtal. Caracteristico de las células haploides de ambos tipos sexuales,
determina que la nueva yema emerja contigua a la cicatriz producida por la gemacion de
la anterior ronda de division celular o, en el caso de tratarse del primer proceso de
gemacion que realiza esa célula, la emergencia de la yema sera de forma coantigua a su
cicatriz de nacimiento.

- Patron bipolar. Caracteristico de cepas diploides, obedece a seilales permanentes que
marcan los polos de las células y determina que la célula hija geme de forma distal a su
cicatriz de nacimiento, mientras que la célula madre puede elegir, bien el polo distal a su
ultima gemacion o bien el proximal Esta eleccion depende del tiempo que la célula
madre haya tardado en abordar el nuevo proceso de gemacion y es debido al caracter
transitorio de las seiiales que marcan el polo proximal. Asi pues, células que hayan sido
soinetidas a ayuno, lo que les hace detener el ciclo en la fase G1, eligen para la nueva
gemacion el polo distal (Roemer y col., 1996).

En el proceso de conjugacion, la polarizacion de las células no es generada por un
patron interno, como en el caso de la gemacion, sino que el eje de polaridad es orientado hacia
un lugar de la superficie celular, a través del cual, se recogen las sefiales que indican la
proximidad de una célula de tipo sexual opuesto.

Los diferentes patrones de polaridad celular exhibidos por S. cerevisiae, se
esquematizan en la figura 5.
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AXIAL: haploides, BIPOLAR: diploides CONJUGACION

En torno a la polaridad celular hay dos cuestiones clave, alrededor de las cuales se
desatrolla gran parte del trabajo en este campo: jcomo genera la célula un eje de polaridad de
una forma rapida, precisa y programada?, jcomo elige la célula la orientacion del eje de
polaridad? (Chant, 1994). Las respuestas, si bien en numerosos aspectos permanecen sii
aclarar, las intentaremos abordar a continuacion.

2.3.1. ; Como se elige el ¢je de polaridad celular en el proceso de gemacion?

Es decir, jcomo se determina el punto hacia el que se ha de dirigir la polaridad celular
para generar la nueva gemacion? Se han encontrado mutantes que son incapaces de orientar la
gemacion de acuerdo con los patrones previamente descritos, siendo éste el uuico proceso
afectado ya que el resto de funciones celulares son totalmente nonmales (Chant, 1994). Este
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hallazgo implica a los genes mutados en la eleccion del correcto sitio de gemacion. Entre ellos
existen diferentes grupos:

- Grupo 1: en él se recoge a todos aquellos mutantes que presentan un patrén de
gemacion al azar, son los mutantes en los genes BUDI/RSRI, BUD2 Y BUDS (Bender y
Pringle, 1989; Chant y Herskowitz, 1991; Chant y col., 1991; Chant, 1994; Roemer y
col,, 1996).

.~ Grupo 2: mutantes que tienen afectado el patron de polaridad axial, desplazando ésta
hacia las sefiales permanentes de polaridad que residen en los polos, son fos mutantes en
los genes BUD3, BUD4, BUDIWAXL2 y AXLI (Chant y Herskowitz, 1991; Sanders y
Herskowitz, 1996; Halime y col., 1996; Roemer y col., 1996).

- Grupol3: mutantes que presentan alteraciones en el patron de gemacion bipolar, pero
no en el axial, son los mutantes en los genes BUDG6, BUD7, BUD8 y BUDS9. (Zalmer y
col., 1996).

BUDI codifica una proteina con actividad GTPasa, de pequefio tamaiio, perteneciente
a la familia de las proteinas Ras (Bender y Pringle, 1989). Se localiza en la membrana
- plasmatica y se propone que es activada en el lugar donde va a emerger la yema. La activacion
se produce gracias a la union a GTP, determinada por la acciéon de Bud5p (Michelitch y Chant,
1996), la cual act@ia como proteina intercambiadora de GDP por GTP (GEF) (Chant y col.,
[991). El ciclo lo cierra Bud2p, que es una proteina GAP, por tante, capaz de promover la
capacidad GTPasa de Budip, inactivandola (Park y col, 1993). A este grupo de proteinas,
debido a la funcion crucial en la deternunacion del lugar de gemacion, se le conoce como el
sistema general de polaridad.

El gen BUD3 codifica una proteina que se expresa tanto en células haploides como en
diploides, su funcién es esencial para el establecimiento del patron axial y totalmente
prescindible para el bipolar (Chant, y col., 1995). Por ensayos de inmunofluorescencia, se ha
determinado que colocaliza con el doble anillo de septinas en el cuello entre la célula madre y
la hija (Chant, y col., 1995), si bien su ubicacion, al contrario que las septinas que se ensamblan
antes de la emergencia de la yema, no ocurre hasta bien avanzado el crecimiento de la misma
(Chant, 1996b). Se ha propuesto que Bud3p participa en la determinacion del patron axial de
gemacion atrayendo hacia el lugar elegido al sistema general de seleccion de la polaridad,
integrado por las proteinas Budip, Bud2p, y Bud5p (Chant, y col, 1995). No obstante, el
detalle molecular de la seleccién del patron axial de gemacion permanece sin esclarecer.

Otras proteinas esenciales para el desarrollo del patrén axial son Bud4p, que colocaliza
espacial y temporalmente con Bud3p y Bud10p/Ax12p, proteina transmembranal que colocaliza
espacialmente con las dos anteriores, pero aparece previamente y de forma paralela a las
septinas {Sanders y Herskowitz, 1996; Halme y col., 1996).

La propuesta actual para el mecanismo de accion de las proteinas Bud3p, Buddp y
Bud10p se basa en que podrian estar involucradas en marcar el sitio para el ensamblaje de las
septinas en el siguiente ciclo de division, dirigiéndolas a una localizacion contigua a ellas, lo
que, en definitiva, determina el patrén de polaridad axial y, por ello, la hueva gemacion tendria
lugar en un emplazamiento contiguo al anterior.
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Cabe preguntarse: ;por qué en las células diploides no se determina el patréon de
polaridad axial a pesar de que Bud3p, Bud4p y BudlOp se expresan y se localizan
correctamente? La respuesta podriamos encontraria en la proteina Axllp, que tnicamente se
expresa en haploides y es imprescindible para que aparezca el patron axial. Axllp es una
proteasa implicada en la degradacion de las feromonas del proceso de conjugacion (Adames y
col,, 1995} y, se supone, que podria estar implicada, bien en la activacion por proteolisis de
algin componente necesario para la polaridad axial, o bien, ser la responsable de la
degradacion de un supresor del patrén axial, lo que enmascararia este patron en células
diploides {Chant, 1996b).

Se ha propuesto que el patrén bipolar tipico de células diploides depende de seiiales
permanentes que marcan los polos de las células, es decir, de sefiales que marcan la region de
la dGltima gemacion y el extremo opuesto. Se han buscado mutantes que tengan afectado el
patron bipolar de gemacion, pero no el axial, intentando localizar genes implicados
exclusivamente en el marcaje de los polos y el patron bipolar. La mutagénesis fue realizada
sobre una cepa haploide bud3, seleccionandose aquelios mutantes que presentaban un patrén
de gemacion al azar. Para eliminar los mutantes que tuviesen afectadas las funciones del
sistema general de polaridad, es decir, los genes BUD/, BUD2 y BUDS, se transformaron los
mutantes con el gen BUD3 y se seleccionaron aquellos que mostraban un patron axial. Los
‘mutantes asi generados resultaron estar afectados en los siguientes genes:

- BUD2 y BUDS. Esto puede querer indicar que los nuevos alelos mutantes generados
estan afectados, imicamente, en lo referente a la interaccion con las seiiales de polaridad
bipolares y no con las axiales. Este hallazgo confiere un interesante caracter modular al
sistema general de polaridad, destinado a diferenciar las sefiales bipolares de las axiales
(Zahner y col., 1996).

- SPA2 y BNI!. Las mutaciones en ambos genes confieren la pérdida del patron bipolar,
sin afectar el axial, pero no se dispone de explicacion para este hecho.

- Por ultimo, se aislaron un grupo de mutantes afectados en cuatro genes no
caracterizados: BUDG, BUD7, BUDS8 y BUD9. Estudios preliminares indican que Bud8p
podria estar implicado en marcar el polo distal, ya que cepas bud8 geman por el polo
proximal. Bud9p podria estar implicado en marcar el polo distal especificamente en la
célula hija (Zahner y col., 1996). Bud6p interacciona con actina y los mutantes budo,
ademas de las alteraciones en el patron bipolar, presentan otros defectos en la separacion
nuclear y en la citoquinesis (Amberg y col., 1997).

El estudio del patron bipolar de gemacidn, a pesar de los estudios preliminares que se
estan realizando, permanece aim fuera de nuestro conocimiento, e incluso los resultados aqui
mostrados son puestos en tela de juicio por sus autores, aduciendo la mmposibilidad de
descartar que el defecto observado en el patron bipolar no sea sino un efecto secundario de la

mutacion (Zahner y col., 1996).
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2.3.2. ; Como se instaura el eje de polaridad?

La segunda pregunta que nos planteabamos al comenzar este apartado hace referencia
a como, una vez elegido el lugar en el que se va a realizar la gemacion, se dirige a aquella zona
toda la maquinaria celular destinada a realizar el proceso de gemacion o de proyeccion de la
estructura de conjugacion. En definitiva, como se genera y mantiene el eje de polaridad dentro
de la célula.

Esta descrita la interaccion de Budlp activo, es decir, unido a GTP, con Cdc24p (Park
y col., 1997}, la cual, ademas, actha como factor intercambiador de GDP por GTP (GEF) de la
proteina GTPasa de pequefio tamaiio Cdc42p (Zheng y col, 1993). Las mutaciones en los
genes CDC42 y CDC24 eliminan la capacidad de gemar, y por tanto las células crecen de
forma isodiamétrica, lo cual implica a Cdc24p y Cdc42p como responsables de la generacion
del gje de polaridad. También esta descrita la capacidad de Cdc24p y de Cdc42p activado de
interaccionar con la proteina Bemlp (Chenevert y col,, 1992), la cual puede unirse con los
filamentos de actina, postulandose que pudiera ser el eslabon que une los filamentos de actina a
la maquinaria de instauracion de la polaridad (Chenervert y col., 1992; Leeuw y col., 1995).

Con todos estos antecedentes, la hipotesis actual acerca de la instauracion de la
polaridad podria resumirse del siguiente modo (figura 6): Budlp, a pesar de su localizacion a
lo largo de toda la superficie de la zona interna de la membrana celular, seria activado
unicamente en un punto concreto por la accion de la maquinaria encargada de la eleccion de la
polaridad (Michelitch y Chant, 1996). Esta activacién le permitiria interaccionar y reclutar al
sitio de polaridad a Cdc24p, que es Ia GEF de Cde42p, la cual, en su forma activa, interacciona
~ con Bemlp que, a su vez, dirige hacia ese punto a los filamentos de actina. Cdc42p también
interacciona con el moédulo PAK, formado por Ste20p (Cvrckova y col., 1995) implicado,
igualmente, en la interaccion con el citoesqueleto de actina.

Para el mantenimiento del crecimiento polarizado, se ha observado la esencialidad de
otras GTPasas de pequefio tamafio, conocidas como Rhol-4p, las cuales podrian ser activadas
por Cdc42p (Matsui y Toh-e, 1992; Yamochi y col., 1994; Chant y Stowers, 1995).

Un esquema de todo el proceso de eleccion del eje de polaridad, asi como de su
nstauracion, por la accion de la cascada de activacion de las distintas GTPasas enumeradas
anteriormente, se muestra en el figura 6.
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Hasta abora hemos descrito lo que s¢ conoce sobre la maquinaria cncargada del
establecimiento de la polaridad en el proceso de gemacion, pero existe otro momento ¢n el
ciclo vital de la levadura én el que se requiere una nueva polarizacion de la célula: el proceso
de conjugacion.

A diferencia de la gemacion, en la conjugacion, la sefial que desencadena el proceso es
externa y esta vinculada a un gradiente de concentracion de feromonas del tipo sexual opuesto
en ¢l medio (Dorer y col., 1995). La respuesta celular a estos estimulos ya la hemos descrito en
cl apartado 1.2. del presente capitulo de introduccion. Sin embargo, en este moiniento hay que
aiiadir al proceso de parada del ciclo celular y expresion de genes implicados en el proceso de
conjugacion, descrito previamente, todos los procesos morfogenéticos y de polaridad que
determinan la aparicion de la proyeccion conjugativa.
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El primer problema que ha de solucionar la célula, reside en la modificacion del patron
de polaridad que ocurre en el proceso de apareamiento. Es decir, las células han de obviar las
sefiales de polaridad axial para dirigir €sta hacia el gradiente de feromonas. En este proceso
parece implicada la proteina Farlp, la cual, ademas de estar encargada de detener el ciclo
celular en la fase G1, actia en el proceso morfogenético de la formacion del shmoo, ya que su
ausencia impide que las células orienten las proyecciones conjugativas adecuadamente (Valtz y
col., 1995; Roemer y col., 1996). También se ha determinado que, cuando las células se
encuentran en presencia de feromonas, la expresion de BUDIO y de BUD4 esta muy
disminuida (Roemer y col., 1996; Holme y col., 1996).

Se postula que la unidn de la feromona al receptor, ademas de desencadenar la cascada
de respuesta descrita, sirve para marcar el lugar de polaridad al que el citoesqueleto ha de
reorganizarse (Roemer y col., 1996). Recientemente se ha descrito la interaccion de Cdc24p
con las subunidades By de la proteina G heterotrimérica, responsables de la activacion de la
cascada de conjugacion (Leberer y col., 1997; Nem y Arkowitz, 1998). Cdc24p es capaz de
activar a Cdc42p y de unirse a Bemlp (Park y col., 1997), determinando la polarizacion del
citoesqueleto de actina hacia el punto de recepcion de las feromonas.

2.3.3. Localizacion del lugar de septacion: las septinas.

Como ya hemos expuesto, las células de S. cerevisice tienen genéticamente
determinado un patron para la eleccion del punto de gemacion, hacia el que polarizan la
maquinaria biosintética y donde crece una yema hasta que presenta un tamaiio similar al de la
célula madre. Logicamente, las células también han de tener determinado donde y cuando
construir el septo que las separe e independice. La regulacidn temporal parece estar
desencadenada por la desactivacion del complejo Cdc28p-Clb2p (Lew y Reed, 1993), mientras
que el regulador espacial se cree que pudiera estar formado por una estructura en forma de
doble anillo, de 10 nm de espesor (Byers y Goetsch, 1976), que se encuentra en Ja constriccion
o cuello que existe entre la célula madre y la célula hija. El anillo de 10 nin esta formado por
fibrillas, compuestas por cuatro proteinas llamadas septinas (Cdc3p, CdclOp, Cdcllp,
Cdel2p) (Kim y col, 1991; Longtine y col., 1996; Chant, 1996a). Las cuatro proteinas son
estructuralmente similares (Flescher y col., 1993), sin embargo, el defecto en cualquiera de
ellas determina una septacion deficiente (Cid, 1996) y la ausencia de citoquinesis (Hartwell,
1971a).

El anillo de septinas se ensambla en la fase G1, aproximadamente quince minutos antes
de la emergencia de la yema. Su ubicacion, a través de un mecanismo no definido, esta
relacionada con las seiiales de polaridad celular, ya que el anillo se ensambla en el lugar donde
se va a producir la emergencia de la nueva yema. La yema naciente brota atravesando el anillo
de septinas, el cual no se desensambla y permanece en dicha localizacion hasta la conclusion de
la septacion.

Se piensa que la estructura de septinas sirve como molde para el ensamblaje de
diferentes proteinas encaminadas a desarrollar, entre otros procesos, funciones relacionadas
con la determinacion del patron de polaridad. Se ha descrito que junto a la estructura de
septinas aparecen proteinas como:
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- Bud3p que se localiza en la estructura de septinas instantes antes de la septacion
(Chant y col., 1995).

- Bud4p también se colocaliza con las septinas, ensamblandose a la vez que Bud3p,
siendo esencial la ubicacion de esta ultima para que Bud4p se localice (Halme y col.,
1996).

- Bud10p que se colocaliza con las septinas desde estadios tempranos de G1 (Sanders y
Herskowitz, 1996).

La localizacion de la estructura de septinas, asi como el estudio del fenotipo de los
mutantes de las mismas, hace suponer que dicha estructura también sirve de sopotte a
elementos del mecanismo implicado en determinar y en ubicar temporalmente el proceso de
septacion; es decir, en virtud de mecanismos aim desconocidos, se cree que la estructura
generada por las septinas recibe sefiales de la maquinaria responsable de la progresion y control
del ciclo celular, destinadas a la coordinacion del proceso de septacion con el resto de eventos
celulares (Chant, 1996a), lo que determina la polarizacion del citoesqueleto de actina y con él
toda la maquinaria biosintética, hacia la zona donde se generara el septo.

Las septinas estan implicadas, a su vez, en la biosintesis del septo, ya que, los mutantes
en las septinas sintetizan perfectamente la quitina pero no son capaces de localizarla de forma
correcta en la zona del septo (Longtine y col., 1996). Se ha descrito la interaccion de Cdc10p
con Chs4p (integrante del complejo encargado de sintetizar la quitina del septo) a través de
una proteina intermediaria lamada Buidp, definiéndose, al menos en parte, el detalle molecular
de la implicacion de las septinas en la sintesis del septo (de Marini y col., 1997).

- Las septinas también participan en la formacién de la proyeccion de apareamiento,
debido a que aparecen en la base del shmoo y a que su mutacion hace disminuir la capacidad de
apareamiento de las células (Kim y col., 1991; Ford y Pringle, 1991). Apoyando la implicacion
de las septinas en el proceso de apareamiento, se ha determinado la interacciéon de la septina
Cdc12p con la proteina Afrlp, que se expresa solo durante la conjugacion y es esencial para la
formacion de la prolongacion conjugativa (Konopka y col., 1995). Otro argumento mads, que
muestra la implicacion de las septinas en el proceso de apareamiento, lo encontramos en el
hecho de que los mutantes en las septinas no son capaces de localizar correctamente la quitina
en la base del shmoo (Longtine y col., 1996).

Ademas de estas cuatro septinas, recientemente se han encontrado otras dos, Spr3p y
Spr28p, que son especificas del proceso de esporulacion, si bien en dicho proceso tambien se
ha detectado una elevada expresion de Cdc10p (Longtine y col., 1996).

2.3.4. Implicacion del citoesqueleto en la morfogénensis.

La actina mayoritaria, codificada por el gen AC7/ (Novick y Botstein, 1985), se
organiza dando lugar a dos tipos de estructuras: filamentos y “parches”. Los parches son
acimulos de actina, de estructura desconocida, que se concentran en los sitios de crecimiento
de la superficie celular durante los procesos de conjugacion y de gemaciéon. Se cree que los
parches de actina estan anclados a invaginaciones de la membrana plasmatica (Mulholland y
col., 1994); si bien, contradiciendo el estatismo que supone esta hipotesis, se ha descrito la
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rapidez con que estos parches se mueven a lo largo de toda la levadura (Waddle y col., 1996;
Doyle y Botstein, 1996), durante en desarrollo de la misma. Los filamentos de actina,
formados por monomeros de Actlp, se dirigen a los parches en las zonas de crecimiento
polarizado.

El citoesqueleto de actina estd involucrado en la secrecion polarizada de todos los
componentes necesarios para el crecimiento de la superficie celular. En este ambito se han
descrito dos proteinas Myo2p y Myo4p (miosinas de clase V) como esenciales para el proceso
de secrecion y se piensa que estin implicadas en promover el transporte de vesiculas a través
de los filamentos de actina, hasta el sitio de crecimiento polarizado (Govindan y col., 1995).

Para la secrecion polarizada también es necesaria la proteina Secdp, capaz de unir GTP
y que se localiza en los sitios de crecimiento polarizado (Novick y Brennwald, 1993). Secdp
forma un complejo en la membrana con Sec8p y Secl5p, siendo responsables de la exocitosis
de las vesiculas secretoras (Brewster y col.,, 1993; Novick y Brennwald, 1993), indispensable
para la salida al espacio periplasmico de los precursores de la pared celular.

Otro elemento involucrado en la secrecion de la quitina de la pared celular es la
~ tropomiosina, codificada por el gen 7PM/ (Liu y Brestcher, 1992).

En cuanto al citoesqueleto microtubular, hay resultados que lo excluyen de la secrecion
de vesiculas (células tratadas con nocodazol, inhibidor de la formacién de microtabulos, asi
como mutantes en el gen de la tubulina, conjugan y geman perfectamente) (Huffaker y col,
1988; Jacobs y col., 1988). Sin embargo, no se puede olvidar que es necesaria la orientacion
del SPB hacia los lugares de crecimiento polarizado (Madden y col., 1992; Hyman y Stearns,
1992) lo cual sugiere que, tal vez, el citoesqueleto microtubular participe junto al citoesqueleto
de actina, pero dejando el papel predominante a este tltimo (Cid y col., 1995; Orlean, 1997).

2.3.5. Otros componentes esenciales para la morfogénesis de S. cerevisiae.

Existen gran cantidad de proteinas relacionadas con la polaridad y la morfogénesis de
S. cerevisiae, si bien su funcién o los procesos en que intervienen no estin totalmente
esclarecidos. Merecen mencion especial un grupo de proteinas que se localizan en el lugar de la
yemna incipiente y se mantienen polarizadas en la parte distal de la yema a lo largo de todo el
proceso de desarrollo de la misma. Entre ellas, encontramos a SpaZp (Snyder y col., 1991),
cuya ausencia parece no tener efecto en el crecimiento, aunque recientes estudios la involucran
en el mantenimiento del patron de gemacion bipolar (Zahuer y col.,1996). Spa2p, sin embargo,
parece desarrollar una funcién importante en el proceso de conjugacion, ya que se localiza en
la zona apical de la proyeccidn conjugativa y las cepas mutantes spa2 presentan una capacidad
disminuida para conjugar (Snyder y col., 1991). También encontramos en csta ubicacion a la
calmodutina (Brockerhoff y Davis, 1992) y a proteinas relacionadas con el citoesqueleto de
actina, tales como Myo2p (Lillic y Brown, 1994), Abplp (dctin Binding Protein) (Drubin y
col., 1988) y Cap2p (Capping-Actin Protein) (Amatruda y Cooper, 1992).
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3. EL. MUTANTE lytl DE S.cerevisiae.

Los mutantes /y fueron aislados en una busqueda destinada a localizar genes cuyo
defecto confiriera un fenotipo litico termosensible a las células (Cabib y Duran, 1975). Estos
autores sometieron a la cepa S288C de Saccharomyces cerevisiae a tratamiento con el agente
mutagénico etil-metanosulfonato (EMS), crecieron las células a 25°C y posteriormente las
replicaron en placas que contenian p-nitrofenilfosfato, incubandolas a 37°C. Seleccionaron
aquellos clones capaces de crecer a 25°C, pero que a 37°C mostraban un fenotipo litico, el cual
se ponia de manifiesto debido a que la lisis de las células produce Ia liberacion de la fosfatasa
alcalina, enzima estrictamente intracelular, capaz de hidrolizar el p-nitrofenilfosfato
produciendo p-nitrofenol, que a pH alcalino confiere coloracion amarilla al medio de cultivo
adyacente a la colonia de células lisadas. De este modo se aislaron diferentes mutantes, entre
los que se encuentran los mutantes /yt/ y lyt2 estudiados en nuestro laboratorio.

Se establecio que el mutante /y¢2 porta una mutacion en el gen SLT2/MPK (Torres y
col, 1991; Martin y col., 1993; Lee y col.,1993). La proteina Slt2p es una quinasa de la familia
MAP, pieza clave, por tanto, de una ruta de transduccion de seiiales encabezada por la también

_quinasa Pkclp. Esta tltima puede recibir el estimulo activador tanto del ciclo celular a través
del complejo Cdc28p-Clnl, 2 y 3p (Zarzov y col, 1996; Gray y col., 1997), como de un
supuesto receptor de la membrana plasmatica llamado Hes77p (Gray y col., 1997). Se postula
que Hes77p es capaz de detectar los cambios fisicos que sufre la membrana cuando la célula es
sometida a elevadas temperaturas o a condiciones hipoosméticas de presion (Gray y col.,
1997). Asi pues, esta ruta estd implicada, por una parte en el mantenimiento de la integridad
celular a elevadas temperaturas y por otra, en la morfogénesis de la yema en la fase G1/S del
ciclo celular.

En cuanto al mutante /y¢/, en un primer intento por clonar el gen cuyo defecto es
responsable del fenotipo litico, se obtuvo el gen SPO/2, previamente clonado por Malavasic y
Elder (1990) debido a su implicacion en el ciclo meidtico. Sin embargo, estudios posteriores
confirmaron que SPOI2 es un gen supresor en multicopia del fenotipo litico del mutante yt/
(Molero y col., 1993). Estudios del fenotipo del mutante lyt/ desvelaron, ademas de la lisis, la

pérdida del patron axial de polaridad, tipico de las cepas haploides de S. cerevisiae (Molero y
col.,, 1993). :

En estudios posteriores, realizados en nuestro laboratorio, se demostrd que el mutante
fyt] se encuentra afectado en el gen CDC/35; a esta conclusion se llegod gracias a ensayos de
complementacion llevados a cabo con una genoteca de S. cerevisiae construida en el vector
centromérico YCp50 (Rose y col., 1987), clonindose el gen CDC/5 como responsable de la
complementacion de todos los defectos fenotipicos del mutante Ily¢/. Este resultado se
encuentra avalado por el hecho de que una cepa diploide cdcl5-7/lyt] muestra un caricter
litico similar al de una cepa Iyt/ (Yuste, 1995; Jiménez y col., 1998).

El mutante cdc!5 se caracteriza por la detencion del ciclo celular con la yema del
tamaiio de la célula madre y los micleos divididos (Culotti y Hartwell, 1971); si bien el aparato
microtubular no se encuentra desensamblado, lo que indica que las células han detenido el ciclo
celular en la anafase mitotica (Surana y col., 1993). La mutacion edc/5-1 ha sido, y es, muy
utilizada como herramienta para realizar la sincronizacién de cultivos de S. cerevisiae, ya que,
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a 37°C se consigue la detencion de las células en la anafase mitotica, el retorno a temperatura
permisiva devuelve la capacidad para seguir el ciclo normalmente, pero ya, de una forma
sincronica. :

El gen CDC/5 es un gen esencial que codifica una proteina quinasa de 974
aminoacidos (Schweitzer y Philippssen, 1991), con una estructura que podriamos calificar de
andmala, ya que, las proteinas quinasas, de modo general, presentan el dominio catalitico en el
extremo carboxilo terminal, mientras que Cdcl5p dispone los once dominios caracteristicos de
las proteinas quinasas en el extremo amino terminal.

El homologo en Schizosaccharomyces pombe es el producto del gen cde7’, que
muestra una elevada similitud en el dominio quinasa, pero no en el resto de la secuencia
(Fankhauser y Simanis, 1994). El producto del gen cdc7" es esencial para el proceso de
septacion en la levadura de fision. Su sobreexpresion determina la aparicion de numerosas
rondas de septacion sin division nuclear y es capaz de complementar en un plasmido
multicopia, aunque muy pobremente, a un mutante cdel5-7 de S. cerevisiae (Fankhauser y
Simanis, 1994). También se ha intentado clonar, sin éxito hasta el momento, el homoélogo en la
levadura Candida albicans, ya que nos encontramos ante un gen esencial que podria, por
tanto, tener utilidad como diana para el disefio de antifingicos (San José, comunicacion
‘personal).

La funcion de la proteina Cdcl5p permanece sin determinar, aunque hay estudios que
la implican, directa o indirectamente, en la desorganizacion del huso mitético y separacion de
la membrana celular (Copeland y Snyder, 1993), basindose en que mutantes cde/5, incubados
a temperatura restrictiva, detienen el ciclo nuclear con el huso mitdtico ensamblado y las
. membranas nucleares sin dividir. Estudios posteriores relacionan a Cdcl5p con la
desactivacion del complejo Cdc28p-Clb2p, responsable de la salida de la anafase mitotica, ya
que los mutantes cdc/5-1 detienen el ciclo celular en la anafase, presentando una elevada
actividad de la quinasa Cdc28p-Clb2p (Surana y col., 1993). Estos mismos autores, hipotetizan
sobre la posibilidad de que la parada del ciclo celular no sea debida al papel de Cdcl5p en la
desactivacion del complejo director del ciclo celular, sino que sea la expresion de un
mecanismo de control del ciclo celular (checkpoinf), que detectaria las anormalidades
conferidas por la mutacion del gen CDC/5 y detendria el ciclo. Esta posibilidad es también
compartida por Murray (1995), autor que defiende la hipotesis de la existencia de numerosos
checkpoints enmascarados bajo la apariencia de paradas de ciclo en los mutantes cdc.

En el laboratorio del Dr. Toh-¢ se clono el gen TEM/ (Shirayama y col., 1994b), como
supresor en multicopia de la sensibilidad a bajas temperaturas de un mutante en el gen L7TE/,
gen esencial para la terminacion de la fase M (Shirayama y col, 1994a). Los mutantes
condicionales en el gen TEM/ detienen el ciclo celular al final de la mitosis y son suprimidos
por una elevada dosis del gen CDC135. Ademas, la proteina Cdcl5p activada constitutivamente
por el cambio de] residuo de alanina 163 por una isoleucina, es capaz de suprimir, en
~ monocopia, el defecto de una cepa fem/, pero no el de una cepa delecionada en el gen TEM/
(Shirayama y col., 1994b). Temlp es una proteina capaz de unir GTP y, segln estos autores,
CDC15 presenta similitud significativa con diferentes MAPKKK tales como Stellp, byr2
(S. pombe) y Beklp; la conjuncion de los datos anteriores llevo a estos autores a hipotetizar
sobre la existencia de una nueva ruta de transduccion de sefiales, encabezada por Temlp, y en
la que estarian implicadas otras proteinas precisas para la consecucion de la salida de la mitosis
como Dbf2p, Dbf20p, CdceSp, Cdcldp, Spol2p y CdelSp.
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Otra interesante aproximacion hacia la clarificacion de la funcion de Cdcl5p, fue
llevada a cabo en el laboratorio de la Dra. Castaiion, donde se clond, como supresor en
multicopia del defecto de una cepa cdel5, un gen de Xenopus que codifica una proteina de la
familia Ras (Spevak y col., 1993). Raslp y Ras2p de S. cerevisiae, al contrario que sus
homoélogos en mamiferos, activan la adenilato ciclasa, enzima encargada de producir cAMP a
particr de ATP (Beckner y col., 1985). El grupo de la Dra. Castaiion encontrdé que, para
suprimir el defecto de la mutacion cdc/5, es suficiente con reducir los niveles de cAMP de la
célula, ya que tanto la sobreexpresion del gen PDE2 -gen que codifica una fosfodiesterasa
encargada de hidrolizar el cAMP-, como el doble mutante cde/5 ras2 que presenta
disminuidos los niveles de cAMP, no manifiestan el fenotipo de parada en mitosis caracteristico
de los mutantes cde/5. Ademas, encontraron que un mutante cdel5 detiene su ciclo celular
con niveles incrementados de cAMP y observaron una ligera disminucion de la cantidad de
cAMP, al final de la mitosis, dependiente de la actividad de Cdcl5p. Todos estos resultados
hacen pensar que Cdc15p se halla relacionado, de alguna manera todavia sin determinar, con la
dinamica del cAMP en la célula. Estos mismos autores explican la supresion por parte del gen
de Xenopus, en virtud de la union no cooperativa, del producto de éste con la adenilato ciclasa
de la levadura, impidiendo su normal activacion por Raslp y Ras2p.

En esta misma linea aparecid otro trabajo en el que se involucra a Raslp, Ras2p y
Budlp en la terminacion de la mitosis, pero de forma independiente del cAMP (Morishita y
col., 1995). Estos autores llegaron a esta conclusion estudiande el comportamiento del
cuadruple mutante ras/ ras2 budl cyrl (el gen CYR/ codifica la adenilato ciclasa). Afiadiendo
cAMP exogeno (con lo que eliminan Ia influencia de la ruta de cAMP mediada por Ras),
encontraron que, a elevada temperatura, detenian el ciclo celular al final de Ia mitosis con los
~ nicleos separados. Este defecto lo suprimieron con la sobreexpresion de los genes CDC/5 y
CDC5. Este trabajo parece contradecir la influencia del cAMP en la terminacion de la mitosis
descrita por la Dra. Castaiion; sin embargo, se encuentra en sintonia con la hipotesis de Ia
existencia de una ruta de transduccion de sefiales propuesta por el grupo del Dr. Toh-e,

El grupo de la Dra. Castaiién, en su busqueda de supresores del defecto del gen
CDC15 con la genoteca de Xenopus, también clono un gen que codifica una proteina que
posee motivos [B-transducina (Spevak y col., 1993) y que es similar a Cdc20p, otro supresor
del fenotipo edel5 (Amon y col, 1992), relacionado con la dinamica microtubular en la

metafase y posiblemente con la regulacion de la progresion del ciclo a través de la mitosis
(Schwab y col., 1997).

Ademas la mutacion cdcl5 es suprimida por:

- La expresion en multicopia del gen SPO/2 (Molero y col., 1993). El producto
del gen SPO!2 esta descrito que actila como regulador de la actividad de las
quinasas Dbf2p y Dbf20p (Toyn y Johnston, 1993), necesarias para la salida de la
anafase (Toyn y Johnston, 1994).

- La sobreexpresion del gen SIC/ (Toyn y col., 1996), que codifica un inhibidor
del complejo Cdc28p-Clb2p, el cual ademas es sintético letal con el gen DBF2
(Toyn y col., 1996). Estos autores sugieren la posibilidad de que existan dos
mecanismos paralelos para la inactivacion del complejo Cdc28p-Clb2p, uno
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integrado por el inhibidor Siclp y el otro por la supuesta ruta de quinasas: Dbf2p,
Dbf20p, Cdcl5p, Cdc5p, Temlp, Ltelp y la proteina reguladora Spol2p. Del
mismo modo, opinan que la contribucion mas importante a la inactivacion del
complejo Cdc28p-Clb2p es la aportada por las quinasas, ya que su defecto detiene
el ciclo en ese punto, mientras que la funcion de Siclp no es esencial para la célula.

- Multiples copias de CDCS5 (Kitada y col., 1993). Cdc5p es una quinasa que
también suprime a los mutantes cdc20 y dbf2.

- Una sola copia del gen CDC /4, que codifica una proteina fosfatasa, si bien, la
actividad fosfatasica no es precisa para la supresion (Shirayama y col., 1996).

- Elevado nimero de copias del gen de Candida albicans CLTI (San José,
comunicacion personal). Este gen codifica una proteina capaz de unir GTP, que
también es capaz de suprimir a la mutacion fem/-3. Estos autores sugieren que
podria tratarse del homologo funcional en C. albicans del gen TEMI de
S. cerevisiae.

. Por su parte el gen CDC/5 es capaz de suprimir:

- Al mutante femi-3, cuando se encuentra en elevado numero de copias
(Shirayama y col., 1994b).

- Al mutante cdc3-1, cuando se encuentra en elevado niimero de copias {Kitada
y col., 1993).

. Como puede observarse, el sistema de interacciones entre las proteinas implicadas en la
salida de la anafase mitotica es muy complicado y el esclarecimiento de la funcién de cada una

de ellas, asi como el mecanismo general que integran, parece mantenerse, aim, alejado de
nuestra comprension.
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OBJETIVOS.

- 1. Rescate alélico y secuenciacion de la mutacién /yt/ de Saccharomyces cerevisiae.

- 2. Caracterizacion y estudio fenotipico de los mutantes en el gen CDCIS5 de S. cerevisiae y
- en especial de los que portan el alelo mutante cde/5-iyt].

- 3. Estudio del mecanismo molecular en que se encuentra involucrado el producto del gen

CDC15. Estudio de la relacion de Cdcl5p. con otras proteinas implicadas en el final de la
mitosis.
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MATERIALES Y METODOS.

1. CEPAS UTILIZADAS.

1.1. CEPAS DE LEVADURA.

Las cepas de la levadura Saccharomyces cerevisine empleadas en este trabajo, asi
cOmo sus caracteristicas genotipicas mas relevantes, se muestran en la tabla 2.

1.2. CEPAS DE Escherichia coli.

La cepa de E. coli utilizada en las técnicas de biologia molecular fue DHSo [K-
12A(lacZYA-argF)ies supE44 thi-1 recAl endAl hsdl7 gyrA reldl ($80lacZAM 1 5)].

1.3. CONSERVACION DE LAS CEPAS.

Las cepas de E.coli, portadoras de los diferentes plasmidos, se almacenaron a -20°C en
una solucion de glicerol al 50% (v/v).

_ Las cepas de S. cerevisae se almacenaron a -70°C en una solucion de glicerol al 15%
(viv). -

2. PLASMIDOS Y GENOTECAS.

2.1. PLASMIDOS.

Las caracteristicas de los plasmidos empleados en este trabajo figuran en la tabla 3.

2.2. GENOTECAS.

Las genotecas empleadas para los ensayos de dos hibridos y la clonacion del homologo
del gen CDC14 de C. albicans se detallan en la tabla 4.
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Tabla 2: Cepas de S. cerevisiae.

Nombre Genotipo Origen
1783 |MATa, wra3-52, leu2-3,112, trpi-1, Dr., D. Levin, (Univ. John Hopkins,
| hisd, can’”. USA).
1784 |MATo, wra3-52, leu2-3,112, #rpi-1, Dr. D. Levin, (Univ. John Hopkins,
hisd, can’. USA).
TD28 (MATa, ura3-52, inol-131, car'. Dr. H. Martin, (Este departamento).

YPH499 |MATa, Leu2, ade2, ura3, his3, trp3, Dr. M. Gustin, { Univ. Rice, USA).

lys2.

L2C24d | MAT«, cdel5-iytl, ura3-52. Dr. G. Molero, (Este departamento).
4dA |(MATa, cdeis-lytl, leu2, his3. Dr. G. Molero, (Este departamento).
DU3  |MATw/a, cdel5-lytl/edel5-Ivtl, ura3- Dr. G. Molero, (Este departamento).

S52/ura3-52.
RH210 |MATa, cdci5-1, ade2-1, his4, leu2- Dr. Kuhre, (Biozentrum, Suiza),
' 3,112, pl-1, ural.
MY1 |MATa/c, cdcl3-1/ededS-lyt], wra3- Dr. M. Yuste, (Este departamento).
52/ural.
L119-7d | MATw, dbf2, ura3-52, trpl-1,2, adel. Dr. Johnston, (National Institute for
. Medical Research, UK).
EO156 |MATa, temi-3, ura3-32, leu2-3,112, Dr. A. Toh-e, (Univ. Tokyo, Japon).
‘ his3, trpl-1.
RAY-3a | [sogénica silvestre de EQ156. Dr. A. Toh-¢, (Univ. Tokyo, Japon).
VCY1 [MATa, cdci0-11, ura3-52, leu2-3,112, Dr. V.J. Cid, (Este departamento).
trpi-1, his4, can'.
Y882 | MATo, cdcl0::URA3, ura3-52, lys2- Dr. M. Snyder, (Univ. Yale, USA).
801, ade2-101, his3A200, rplA.
VCY242 |cdcl0-11, cdciS-1, wura3-52, leu2- Dr. V.J. Cid, (Este departamento).
d 3,112
JC223 {MATo, budl::URA'3, leu2-3,112, Dr. ). Chant, (Univ. Harvard, USA).
ura3-52.
JIY1 |budi::URA3, cdcl5-1. Este trabajo.
DR1 |MATa/o, edel5-1/edei5-1, ade2/ade2. Este trabajo.

RH1779 |MATa, cdcid, ade2, his4, leu2. Dr. Kuhre, (Biozentrum, Suiza).

HF7¢ |MATa, wra3-52, his3, lys2, ade2, trpl, Clontech.
leu2, gald, gal80, LYS2::GALI-HIS3,
URA3::(GAL4 17-mers)s- CYCI-LacZ.

CDCU |cdcl4, ura3-52. Este trabajo.
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Tabla 3: Plasmidos empleados en este trabajo.

Nombre Caracteristicas Origen
Bluescript KSy |ori, lacZ, amp”. Stratagene.
SK
- YIp5 ori, URA3, amp". Strubl y col., 1979.
YCp50 ori, ARSI, CEN4, URA3, amp’.  Jonhston y Davis, 1984.
pHR70 ori, ARSI, CEN4, URA3, lacZ, M. Mazon, (1.1.B., Madrid).
amp’. '
pBS9 ori, ARSI, CEN4, URA3, Schweitzer y Philipssen, 1991.
CDCIS, amp’.
pYEURA3 ori, ARSI, URA3, lacZ, amp'. Clontech.
YEpLacl81 ori, ARSI, 2u, LEU2, amp’. Gietz y Sugino, 1988.
YEp352 ori, ARSI, URA3, lacZ, amp’. Hill y col., 1986.
pGBT9 ori, 2u, TRPI, GAL4(1-147), Clontech.
: amp”.
pIR2 ori, ARS 1,2, CaURA3, CaEXG1 1. Rios, (Este departamento).
pGAD.R ori, i, LEU2, GAL4 (768-881) Clontech.
amp'.
YCpl111CDC10 |ori, ARSI, CENI!, LEU2 Dr. V.. Cid (Este departamento).
CDC10, amp'.
pJWecl00 ori, ARSI, URA3, CDC14, lacZ, Dr. A. Carmen, (Univ. Califomia,
amp” USA).
‘pLA10 ori, ARS4, URA3, CDC10-GFP, L. Adamikova, (Este
amp’”. departamento).
p6al2 ori, ARSI, URA3, PDE2 lacZ, Dr. M. Castaiion, (Boehringer
amp'. Institute, Austria).
pT7Blue T ori, lacZ, amp”. Novagen.
YCA48B ori, ARSI, LEU2,CDCi4, lacZ, Este trabajo.
amp’”.
pdJ1 ori, ARSI, URA3, CDCIS5, lacZ, Este trabajo.

amp'”.

Tabla 4; Genotecas empleadas.

Genoteca

Vector

Origen

Gendmica de C. albicans.

De promotores de C. albicas.
Gendmica de S. cerevisine unida al
dominio de activacion del gen GAL4

pIR2
pGAD.R

pYEURA3 Dr. J. Pla, (Este departamento)

L. Rios, (Este departamento).
Clontech.
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3. MEDIOS DE CULTIVO

3.1. MEDIOS DE CULTIVO GENERALLES.

La composicion de los medios de cultivo utilizados se detalla en la tabla 5. Los
diferentes medios se han usado en estado liquido o solido mediante la adicion de agar-agar
(Difco) a una concentracion del 2% (p/v). La esterilizacion se realizé mediante autoclavado
(Selecta 437P y presoclave 75) bajo las siguientes condiciones: 121°C de temperatura, 2.1
atmosferas de presion y durante 20 minutos.

Tabla 5: Medios de cultivo generales.

Medio de cultivo Utilidad Composicion
LB Crecimiento de E. coli 10 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura,
10 g/l NaCl.
YEPD Crecimiento de S. cerevisiae 20 g/l glucosa, 10 g/l extracto de
‘ levadura, 20 g/l peptona.
YED Crecimiento de S. cerevisiae 20 g/l glucosa, 10 g/l extracto de
. levadura.
MPE Medio de Preesporulacion 10 g/l extracto de levadura, 30 g/l
de S. cerevisiae extracto de came, 50 g/l glucosa.
ME Medio de Esporulacion de 10 g/l Acetato potasico, 1 g/l extracto de
S, cerevisiae levadura, 0.25 g/l glucosa.

Los diferentes componentes, enumerados anteriormente, fueron suministrados por
Pronadisa.

La composicion del medio minimo para el crecimiento selectivo de las distintas cepas
de S. cerevisiae fue: 20 g/l de glucosa, 5 g/l de Acetato amonico y 1.6 g/l de YNB (Yeast
Nitrogen Base) de Difco. Al medio minimo asi confeccionado se le afiadieron los diferentes
aminoacidos y bases nitrogenadas requeridas a una concentracion de 20 mg/l, exceptuando la
leucina que se suplemento a 30 mg/l, todos ellos fueron suministrados por Merck.

3.2. MEDIOS DE CULTIVO ESPECIALES PARA E. coli.

La seleccion y el crecimiento de clones transformantes de £. coli se realizé siempre por
su capacidad de crecimiento en medio LB suplementado con ampicilina (Britapen, SKB)
disuelta en agua, a una concentracion final de 100 pg/ml y afiadida posteriormente al
autoclavado del medio.

La seleccion blanco-azul conferida por la presencia del gen lacZ en los diferentes
plasmidos se llevé a cabo en medio LB con 100 pg/ml de ampicilina, al que fue afiadida una
concentracion de 80 pg/ml de X-gal, sustrato cromogénico de la B-galactosidasa (suministrado
por Boeliringer-Mannheim), disuelto en N,N-dimetiiformanida (Merck) y 50 pg/inl de IPTG



MATERIALES Y METODOS 41

(Bochringer-Mannheim); ambos esterilizados por filtracién (filtros de 0.45 wm de diametro de
poro, suministrados por Millipore) y adicionados posteriormente al autoclavado del inedio.

3.3. MEDIOS ESPECIALES PARA S. cerevisiae.

La seleccion de clones liticos se realizé colorimétricamente, aiiadiéndose a los medios
solidos apropiados, después del autoclavado, una concentracion 40 pg/ml de BCIP
(Boehringer-Manuheim), sustrato de la fosfatasa alcalina, enzima estrictamente intracelular,
que al lisarse las células se pone en contacto con el BCIP, hidrolizAndolo y tmtando de color
azul verdoso el medio de cultivo circundante a la colonia.

La seleccion de clones que han perdido el marcador {/RA3 se realizé por crecitiento
en placas de medio minimo suplementadas con todos los aminoacidos y bases nitrogenadas y
una concentracion 0.7 pg/ml de acido 5-Fluoroordtico (5-FOA) (Sigma). El 5-F OA es
utilizado por las células que disponen de la ruta de sintesis de uracilo intacta, produciendo un
intermedio toxico que impide crecer a las células; asi pues, en este medio Unicamente son
capaces de crecer aquellas células auxotrofas para el uracilo.

4. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR Y MICROSCOPIA.

4.1. TECNICAS DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA Y CONTRASTE
DE FASES.

" Los microscopios que se utilizaron fueron: un microscopio directo Nikon Optiphot,
acoplado a una lampara halogena de luz ultravioleta y un microscopio invertido Nikon
Diaphot, acoplado a una limpara ultravioleta de mercurio. El registro fotografico se realizo
con una camara Nikon FX 35-A, la pelicula empleada fue Ilford HP5, con una sensibilidad de
400ASA.

4.1.1. Lisis celular.

La lisis celular se puso de manifiesto y se cuantifico mediante la resuspension de las
células a valorar en una solucién de yoduro de propidio (Sigma) en tampon PBS, a una
concentracion 0.005% (p/v). Este compuesto, que solo entra en las células cuando éstas han
perdido la permeabilidad selectiva, se une a los 4cidos nucleicos de doble cadena y al ser
irradiado con luz ultravioleta emite luz roja.

4.1.2. Tincion de quitina,

La tincion de este compuesto de la pared celular se llevo a cabo gracias a la capacidad
que presenta el blanco de calcoflior (Sigma) de unirse a la quitina y emitir Juz azulada cuando
es excitado con luz ultravioleta. Se recogieron las células, se lavaron con PBS y se
resuspendieron en una solucién 10 pg/mi de calcoflior en tampon PBS.
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4.1.3. Tincidén de actina,

Las células se crecieron en un bafio con agitacion (200 rpm), a 24°C durante 16 horas,
en un matraz con 50 ml de YPD, se elevo la temperatura de incubacion a 37°C y se mantuvo
durante 6 horas. Se procedio a la fijacion de las células mediante la adicion al medio de cultivo
de una solucién de p-formaldehido al 8% (p/v), hasta una concentracion total de fijador del
4%. Tras una hora a temperatura ambiente, se recogieron las células y se lavaron tres veces
con PBS, seguidamente se resuspendieron en 200 pul de PBS, al que se aiiadio fluoresceina
conjugada con faloidina {Sigma), hasta una concentracion 0.5 uM, desde una solucion madre
3.3 mM en metanol. Se incub6 a temperatura ambiente y en oscuridad, durante una hora, tras
lo que se lavaron las células cinco veces con PBS y se resuspendieron en una solucion de
montaje compuesta por 70% glicerol (v/v) en PBS y 2-4% n-propilgalato (Sigma), destinada a
reducir el autoapagamiento o bleaching que sufre la fluorescencia de la fluoresceina.

4,1.4, Tincion de nacleos.

. -Se crecieron las células en un baiio con agitacién (200 rpm) a 24°C durante 16 horas,

en un matraz con 50 mi de YPD, se elevo la temperatura de incubacion a 37°C y se mantuvo
durante 6 horas. Se recogieron 10 ml de células y se fijaron resuspendiéndolas en 1 ml de una
solucion de etanol al 70% (v/v) e incubandolas durante 5 minutos a 4°C. Se lavaron las células |
con 1 ml de PBS, se resuspendieron en 100 pl de PBS y se aiiadieron 200 pl de una solucién
de RNasa A 10 mg/ml, se incubd- durante 1 hora a 37°C con agitacion, se recogieron las
células, se resuspendieron en una solucion de yoduro de propidio 0.005% (p/v) en PBS y se
. montaron en un portacbjetos para su observacién en el microscopio de fluorescencia.

4.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

Por un filtro Millipore de 13 mm de diametro y 0.2 pum de tamaiio de poro,
previamente lavado, primero con 2 ml de metanol y después con 1 ml de cacodilato sédico
0.2 M (Sigma), se paso 1 ml de la muestra y s¢ introdujo el filiro en una funda cilindrica de
papel de filtro, sumergiéndola en una solucion de cacodilato sodico 0.2 M durante una hora.
Después se procedio a la deshidratacion de la muestra, mediante la inmersién sucesiva y
durante diez minutos, en soluciones de etanol al 25, 50, 70, 90 y 100%. Inmediatamente se
paso a acetona, donde se mantuvo hasta el momento de desecarlo en un desecador de punto
critico. La observacion se llevé a cabo en el Servicio de Microscopia de Electronica de la
Universidad de Salamanca.



MATERIALES ¥ METODOS 43

4.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Las células se prefijaron por incubacion durante 24 horas a 4°C con p-formaldehido al
2% (p/v) y glutaraldehido al 1.5% (v/v), ambos en una solucion de cacodilato sodico 0.005 M
y pH: 7.2. Las células se lavaron con PBS y se fijaron con permanganato potasico 1% (p/v)
durante 90 minutos a 4°C, tras lo que se lavaron varias veces con agua. Las muestras se
deshidrataron por inmersion durante 15 minutos en sucesivas soluciones de acetona al 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 y 100% en agua. La inclusion en la resina se realizd siguiendo el protocolo
recomendado en el Enmbed-812 Embedding kit (Electron Microscopy Sciences). El corte de las
muestras se realizo en el Servicio de Microscopia Electronica de la Universidad Complutense
de Madrid, y la observacion en el Servicio de Microscopia Electronica de la Universidad de
Salamanca.

4.4, MICROSCOPIA CONFOCAL.

Las muestras y tinciones se prepararon del mismo modo que para la microscopia de

fluorescencia y la observacion se llevo a cabo en el Servicio de Citometria de Flujo y

" Microscopia Confocal de la Universidad Complutense de Madrid, en un microscopio Olimpus
IMT-2 acoplado a un sistema confocal MRC1000 de Biorad.

5. TECNICAS DE GENETICA CLASICA.

5.1, CRUCES Y OBTENCION DE DIPLOIDES.

Las cepas haploides de tipo sexual opuesto se crecieron en medio rico solido YPD
durante 16 horas, se juntaron ambas cepas en medio solido YPD vy se incubaron a 24°C durante
5 horas. La seleccion de los zigotos generados se hizo mediante seleccion auxotréfica o
aislamiento en un microscopio Wild Heerbrugg que dispone de un micromanipulador Leitz.

5.2. SEGREGACION MEIOTICA.

La esporulacion de las cepas diploides se realizo creciendo las células durante 16 horas
a 24°C en medio rico MPE, tras lo cual se¢ les indujo la entrada en el ciclo meidtico por
incubacion en medio ME sélido, pobre en fuente de carbono y nitrégeno a 24°C durante 5-10
dias. Una vez esporulado el cultivo, se resuspendieron las células en agua, se afiadieron 4 pl de
glusulasa (Dupont), complejo hidrolitico destinado a romper la pared de las ascas y facilitar la
liberacion de las ascosporas. Las células se incubaron con la glusulasa durante 20 minutos, a
_ temperatura ambiente, y se micromanipuld como se explica en el apartado anterior,
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6. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

Las técnicas basicas de biologia molecular se realizaron siguiendo los protocolos
recogidos en los manuales de biologia molecular de Sambrook y de Ausubel (Sambrook y col.,
1989; Ausubel y col., 1993).

Las enzimas de restriccion, la T4 DNA ligasa, la fosfatasa alcalina, la Taq polimerasa y
la RNasa A, asi como todos los tampones y nucledtidos fueron de Boehringer-Mannhein.

La purificacion de fragmentos de DNA, a partir de geles de agarosa, se realizd
utilizando el “%it” comercial Sephaglass Bandprep Kit de Pharmacia.

La transformacion de £. coli y la preparacion de células competentes se realizo por el
método de Hanahan (1983) o bien por electroporacion en un electroporador BTX600, las
condiciones usadas fueron 2.50 kVy 129 Q.

Las amplificaciones por PCR se realizaron en un termociclador Perkin Elmer Cetus
DNA Thermal Cycler. Los diferentes oligoenucleotidos utilizados en este trabajo se enumeran a
continuacion:

- Oligonucleotidos usados en el rescate del alelo cdcl5-lyt/ (tabla 6).

- Oligonucleodtidos empleados para la secuenciacion del gen CDCJ/4 de C. albicans
(tabla 7y 9).

=~ Oligonucleétidos utilizados para construir la fusion del extremo 3'del gen. CDC/5 con
el dominio de union al DNA del gen G4L4 para el rastreo de Dos Hibridos (tabla 8).

Tabla 6: Oligonucleotidos rescate del alelo cdel5-/yii.

Nombre Secuencia (5— 3")
1A GTACTTCACCAAGCTTT
1B GGGAAGCTTAAGACTGTGCCACTGC
2A GGAGGCTCGAGGAAGGA
2B CAGCGATGTTCTCGAGGG
3A GGGAAGCTTTTCAGTGTTTGCT
3B GGGAAGCTTGTACTGTAAGGTAAC

Tabla 7. Oligonucleotidos secuenciacion CDC14 C. albicans.
Nombre Secuencia (5> 3)
CDC14CT | GTATCGCGTACATGAGAATGATC
CDC14NT |ATATAAATGCCCAATGTTCAAAG
CDCI4NTC |ATTCAAATCTTACCCGATTCAGC




MATERIALES Y METODOS 45

Tabla 8: Oligonucleotidos para la fusion en los ensayos de dos hibridos.
Nombre | Secuencia (5'— 3')
2HA |CCCGGGTCTAGAGGTCGACAAGTCCA

2HB2 | CCCGGGTCTAGAGTCGACAAGACTGTGCC
ACTG

Tabla 9: Oligonucleodtidos para clonar el fragmento 3'de CaCDC /4.
Nombre | Secuencia 5'— 3°

ARS3 |CGGAATTCATTTATGGCTTTCCCACT
X0G1 |[CGGAATTCAACCACCCAAATTGACA

La sintesis de los oligonucleotidos, asi como la secuenciacion automatica del DNA, fue
realizada por el Servicio de Secuenciacion de DNA de la Universidad Complutense de Madrid.
- La purificacion del DNA para su secuenciacion se llevd a cabo mediante el “kif”
comercializado por Qiagen.

6.1. VALORACION DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA EN
COLONIAS DE LEVADURA.

_ Se crecieron las células a valorar en medio sélido durante 2 dias, se replicaron a un
papel Watman n°3, permeabilizandose por inmersion durante 10 segundos en nitrogeno
liquido. Paralelamente, en una placa petri vacia, se dispuso un disco de papel de filtro con la
forma y dimensiones de la misma y se impregno con 1.8 ml de la siguiente solucién:

- 33.4 W de 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosido (X-Gal), suministrado por
Sigma y a una concentracion 20 mg/ml disuelto en N,N-dimetilformamida.

- 5.4 pl de B-mercaptoetanol.

- Y el resto, hasta 1.8 ml, de tampon Z (Na,HPO, 7H;O 16.1 g/l, NaH,PO, H;O 5.5
g/l, KC10.75 g/l, MgSO, 7H;0 0.246 g/l. Ajustado a pH: 7.0).

El filtro de papel Watman se colocd con las células permeabilizadas sobre el disco de
papel de filtro impregnado con la solucion de X-Gal y se incub6 a 28°C durante 1-24 horas.

6.2. ANALISIS RAPIDO DE COLONIAS DE E.coli “MINILISIS”.

En cada eppendoif se repartieron 40 pl de solucion de lisis compuesta por: 5% (v/v) de
mezcla madre de lisis [(Tris/CIH 10 mM pH:8.0, EDTA 10 mM pH:8.0, NaOH 100 mM, SDS
1% (p/v)], 10% (v/v) NaOH 1 N y 10% (v/v) SDS 10% (p/v) en agua. Se recogieron con
palillos las colonias de E. coli y se resuspendieron en los eppendorf con la solucion de lisis, se
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dejaron 15 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 3 plde HCl 1 My 5 pl de tampon de
carga de electroforesis, (cuando la mezcla no quedd de un color azulado se aiiadio mezcla de
lisis hasta que tomo dicha coloracion), se incub6 20 minutos a -70°C, se centrifugo 5 minutos a
elevada velocidad y se analizé todo el lisado en un gel de agarosa como describe (Sambrook y
col.,1989).

6.3. METODO RAPIDO DE TRANSFORMACION DE LEVADURAS.

Las células a transformar se crecieron hasta una densidad éptica a 600 nmn de 0.5-1, se
recogieron 10 ml eliminandose completamente el medio. Se resuspendieron las células en
0.1 ml de una solucion de acetato de litio 0.2 M en polietilenglicol (M,, 4000) al 40% (p/v) que
se preparé en el momento a partir de las soluciones madre de acetato de litio 1 M vy
polietilenglicol 50% (p/v), ambas en tampon TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH: 7.0).
Para mejorar la eficiencia de la transformacion es conveniente afiadir B-mercaptoetanol a una
concentracion final del 0.1% (v/v). A esta mezcla se le afadio el DNA que se deseaba
transformar y se incub6 10 minutos a temperatura ambiente, tras los cuales se afiadieron 5 pl
de DNA carrier (10 mg/ml), procedente de esperma de salmon o timo de ternera (Boheringer
_ Mannheim), previamente hervido durante 15 minutos. Se incubé 5 minutos a temperatura
ambiente y se introdujo durante 30 minutos a 45°C, agitandose fuertemente cada 5 minutos.
Por uitimo, la mezcla se extendié directamente sobre placas con medio de cultivo apropiado
para la seleccion.

6.4. EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE LEVADURAS.

- Se crecieron las células en matraces con YPD liquido hasta fase estacionaria, se
recogieron 10 ml de células, elimindndose el sobrenadante y resuspendiendo las células en el
medio de cultivo remanente. Se afiadieron 200 pl de tampon de lisis (Triton X-100 2% (v/v),
SDS 1% (p/v), NaCl 100 mM, Tris 10 mM pH: 8.0, EDTA 1 mM), 200 pl de la mezcla fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico en proporcion 50-48-2 (v/v) y 0.3 g de bolitas de vidrio de
0.45 mm de diametro (B. Braum Biotech SA). Se agité con vortex durante 5 minutos para
romper las células por cizallamiento, se centrifugd durante 5 minutos a maxima velocidad, se
recogio la fase acuosa, se afiadié un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico y se centrifugo de
nuevo eligiéndose la fase acuosa que se precipito aiiadiéndose dos voliunenes de ctanol
absoluto y un 10% (v/v) de una solucion de acetato soddico 3 M. Se centrifugé durante 2
minutos a maxima velocidad y el precipitado se resuspendiéo en 0.4 ml de agua al que se
afiadieron 30 pg de RNasa A, se incubo 10 minutos a 37°C y se precipité el DNA aiiadiéndose
dos volimenes de etanol absoluto y 10% (v/v) de una solucion de acetato sodico 3 M. Se
centifugd durante 2 minutos y el precipitado, después de secarlo al ambiente, se disolvio en
50 ul de agua.

6.5. EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO DE LEVADURAS.

Se crecieron las células, hasta fase estacionaria, en matraces con medio minimo liquido
suplementado con todos los aminoacidos, excepto el del marcador del plasmido, se recogieron
10 ml de células, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las células en el medio de
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cultivo remanente. Se afiadieron 200 pL de tampodn de lisis (Triton X-100 2% (v/v), SDS 1%
(p/v), NaCl 100 mM, Tris 10 mM pH: 8.0, EDTA 1 mM), 200 ul de la mezcla fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico en proporcion 50-48-2 (v/v) y 0.3 g de bolitas de vidrio de
0.45 um de diametro (B. Braum Biotech SA). Se agitd con vortex durante 5 minutos para
romper las células por cizallamiento, se centrifugd durante 5 minutos a maxima velocidad y se
recogio la fase acuosa. De la fase acuosa se tomaron 4 pl que se transformaron por el método
de Hanahan (1983) en E. coli para amplificarlo.

7. ANALISIS DEL CONTENIDO DE DNA POR CITOMETRIA DE
FLUJO.

Se crecieron las células en un bafio con agitacion (200 rpm), a 24°C durante 16 horas,
en un matraz con 50 ml de YPD, se elevo la temperatura de incubacion a 37°C y se mantuvo
duraute 6 horas. Se recogieron 10 ml de células y se fijaron resuspendiéndolas en 1 ml de una
solucion de etanol al 70% (v/v) donde se incubaron durante 5 minutos a 4°C. Se lavaron las
células con | ml de PBS, se resuspendieron en 100 pl de PBS y se ailadieron 200 pl de una
solucion de RNasa A 10 mg/ml, se incubaron durante 1 hora a 37°C con agitacton, se
- recogieron las células y se resuspendieron en 0.5 ml de una solucion de yoduro de propidio
0.005% (p/v) en PBS. El avalisis del contenido de DNA de las células, por fluorescencia del
yoduro de propidio, se realizo6 en un FACSCAN (Becton-Dickinson) en el Centro de
Citometria de Flujo y Confocal de la Universidad Complutense de Madrid.

8. ENSAYOS DE SEGUIMIENTO DEL CICLO CELULAR
" (ENSAYOS DE TIMING).

Para los ensayos de seguimiento del ciclo celular se crecid la cepa a estudiar, y su cepa
control, a 24°C durante 16 horas, en placas con el medio de cultivo apropiado en cada caso,
pero sicmpre idéntico para cada cepa y su cepa control. Se tomdé con un asa de siembra parte
de las células y se resuspendieron en 200 pl de YPD, se dispusieron 2 pul de esta suspension de
células en el portaobjetos sobre una laminilla de medio YPD sélido de 1 mm de espesor
(construida afiadiendo, a YPD liquido, agarosa ultrapura a una concentracion del 2% {(p/v), se
fundio al mechero y se permitié solidificar en el molde adecuado). Se permitio, durante 5
minutos, que la suspension de células fuera absorbida por la laminilla de medio de cultivo, se
coloco el cubreobjetos y se sellaron los bordes con aceite de parafina para evitar la desecacion
del medio de cultivo. La estructura asi construida, se coloco en un microscopio de contraste de
fases que dispone de una pletina termostatizada (Linkam C0102), que posibilita mantener las
células a la temperatura deseada y observar el crecimiento de las mismas.

9. HOMOLOGIAS Y COMPARACION DE SECUENCIAS.

Todas las homologias y comparacion de secuencias de DNA llevadas a cabo en este
trabajo se realizaron a través de /nternet, en los bancos de datos de la EMBL empleando el
programa de busqueda y comparacion BLAST SEARCH.
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RESULTADOS

1. RESCATE ALELICO DE LA MUTACION iyt] DE Saccharomyces
cerevisiae.

La mutacion lyt! fue aislada por Cabib y Duran gracias a su capacidad de conferir
fenotipo autolitico termosensible a cepas de la levadura §. cerevisiae (Cabib y Duran, 1975).

Resultados de complementacion fenotipica indican que la mutacion /y¢/ se encuentra en
el gen CDC/5 (Yuste, 1995). La localizacién de la mutacion en el gen CDCIS5 se encuentra
avalada por el hecho de que el diploide heterocigético cdci5-i/lytl, presenta defectos
fenotipicos similares al mutante fyt/ (Yuste, 1995). Sin embargo, la prueba definitiva para
demostrar esta afirmacion la hemos de encontrar en el rescate y secuenciacion de la mutacion

. Iytl y su posterior sustitucion en una cepa silvestre. .

El conocimiento de la localizacion de la mutacion lyf/ dentro del gen CDC/5 puede
revelar informacion acerca de la topologia de la proteina CdclSp, que podria permitir la
definicion de un dominio funcional o estructuralmente importante para dicha proteina; y en
definitiva, aportaria valiosa informacion, determinante para el esclarecimiento del mecanismo
molecular en que se encuentra involucrado el producto del gen CDCJ35.

1.1. ESTRATEGIA DEL RESCATE ALELICO.

1.1.1. Recuperacion del alelo mutado mediante la integracion del alelo silvestre con
el plasmido YIpS.

La presente estrategia consiste en introducir, por recombinacion homologa, un alelo
silvestre del gen CDCI5 a través del vector integrativo YIp5. La recuperacion del alelo
mutado se realizara obteniendo el DNA gendémico y cortindolo con una enzima de restriccion
apropiada, de modo que, al religarlo, los Unicos fragmentos capaces de conferir resistencia a
ampicilina, después de ser transformados en £. cofi, seran aquellos que porten el vector Ylp5
junto con el alelo mutante deseado (figura 9).

El gen CDC15 se encuentra contenido en el fragmento Pvull/Pvull de 4 kb que resulta
de cortar el plasmido pBS89 con esta enzima de restriccion (Schweitzer y Philippssen, 1991). El
fragmento en cuestion, se introdujo en el punto Arul del plasmido Ylp5 eligiéndose la
orientacion adecuada. La construccion se linearizoé por Hpall, diana de corte interna en el gen
CDC/5. Se transformo la construccion linearizada en la cepa L2C24d. Se obtuvieron colonias
capaces de crecer en medio sin uracilo, lo que indica que han integrade la construccion. Se
extrajo el DNA genomico y se digirié con Sphl y con Pvull, como se detalla en la figura 9, se
ligaron y transformaren en la cepa DH5¢ de E. coli. Pero ninguno de los plasmidos rescatados
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mediante esta aproximacion contenia la construccion deseada, lo cual nos obligo a buscar una
nueva estrategia para el abordaje del rescate alélico.

DS

Pvull/Nrul (4045)  Hpdll (2780) Pvall/Nrul (0)

Linearizacion con Hpal

Hpal(2780) P/N (4045) P/N (0) Ilpal(2780)
,/,f// 77 Ui ORI _AMP 000

ecombinacion
homdéloga, cepa L2C24d

Poull (0) Hpall (2780) Pyvull (40435)

Sphl Pyull(0) P/N (4045) PIN (0} Hpall(2780)
Hpall(2780) Pl  Sphl Prull(4045)
Digestién con Sph 1 Digestion con Pyull
Religacion Religacion
Rescate de 1a zona 3"del Rescate de Ja zona §5"del

alelo cdcl5-lptl alelo cdcl 5-lytl
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1.1.2. Recuperacion del alelo mutado por PCR.

El gen CDC15 es un gen de tamaifio relativamente elevado, en torno a 4 kb. Teniendo en
cuenta las limitaciones que presenta la técnica de amplificacion por PCR, se decidié abordar la
amplificacion del alelo mutado del gen CDC/5 en tres partes (figura 10}.

Primero, se amplificd la zona 3° del gen, para lo cual se disefid un oligonucleotido
(oligonucleétido 1B de materiales y métodos) en la secuencia terminadora del gen, a 3635
pares de bases del inicio del fragmento que conmtiene cl gen; en este oligonucleotido se
introdujo un punto de corte HindlllL El otro oligonucledtido se disefié conteniendo ¢l punto de
corte Hindlll que se encuentra a 2340 pares de bases del inicio del fragmento que contiene al
gen (oligonucledtido 1A). La amplificacion se realizé sobre DNA genémico de la cepa
1L2C24d, obteniéndose una banda de 1.3 kb que corresponde con el tamaiio esperado. El
amplificado se corté con HindIll y se introdujo en el vector pBS9 y pJJ1 (YEp352 con el
inserto Pvull/Pvull de 4 kb en el punto Nrul), los cuales contienen el gen COCI5 y en los que,
previamente, se habia eliminado el fragmento Hindlll/Hindlll equivalente al amplificado. De
este modo se obtuvieron nuevos plasmidos que poseen el gen CDCI5 completo, pero cuya

~zona 3’es un amplificado de PCR del alelo /yz/.-Con estos plasmidos se transformé la cepa

L2C24d. Ambos fueron capaces de complementar perfectamente el fenotipo litico
termosensible caracteristico de los mutantes de la estirpe /yt/, indicando que la mutacion
buscada no se encuentra en el fragmento HindlIl/HindllI de la zona 3” del gen.

El siguiente fragmento que se amplifico corresponde a la zona 5°del gen CDC/5. En este
caso los oligonucledtidos disefiados contienen la diana de corte para la enzima Xhol, que se
~encuentra a 354 pares de bases del inicio de la secuencia que contiene al gen (oligonucleotido
2A) y el punto Xhol, que se encuentra a 1494 pares de bases del inicio (oligonucleotido 2B).
Se logrd un amplificado de 1.1 kb que se decidio secuenciar debido a la imposibilidad de
realizar un gen hibrido con él, habida cuenta de la existencia de otro punto Xhol en Ia
secuencia del gen CDC/5. El amplificado se clond en ¢l vector pT7Blue. Para poder abordar
su secuenciacion, se dividid en dos fragmentos mas pequefios mediante tratamiento con las
enzimas Xhol/Sacl, ambos fragmentos de 0.4 y 0.7 kb, se introdujeron en el vector pBluescript
SK. Fl analisis de la secuencia no reveld ningiin cambio con respecto a la secuencia del
amplificado de la cepa silvestre control, que fue secuenciada en paralelo, ni con la secuencia
publicada del gen CDC/5. '

Para amplificar la zona interna que resta, se disefiaron dos nuevos oligonucledtidos, el
primero de los cuales (oligonucleétido 3B), incluye una diana para la enzima Hindlll que se
encuentra a 2340 pares de bases del inicio. Se disefié de modo que cubriese al oligonucleétido
1A usado para la amplificacion del extremo 3’ del gen. El segundo (oligonucleotido 3A) se
disefid cubriendo al oligonucledtido 2B y se introdujo en €l una diana HindIll, la cual nos
permitié clonar el amplificado, de entorno a 0.9 kb, en el vector pBluescript SK y abordar su
secuenciacion. La secuenciacién reveld una tnica mutacién puntual, el cambio de una G en la
posicion 1639 por una A. Esta mutacion responde al mecanismo de accidn descrito para el
etilmetanosulfonato que metila la G haciéndola aparear erréneamente con una T, en lugar de
con una C (Strather, 1981).

Para eliminar la posibilidad de que esta mutacion haya sido incorporada por la polimerasa
en la PCR se secuenciaron clones provenientes de tres reacciones distintas de PCR, en todos
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los casos aparecio el cambio G/A en la base 1639 descrito anteriormente. Para comprobar que
no se trata de un error en la secuencia publicadada del gen CDC1i35, se llevdo a cabo una
amplificacion por PCR a partir del DNA genomico de una cepa silvestre YPH499, con los
oligonucledtidos 3A y 3B. La secuenciacion del fragmento amplificado de la cepa YPH499
desvelo una G en la posicion 1639, eliminando la posibilidad de un error en la secuencia
publicada.

Analizando el mapa de restriccion del gen CDC/5, se observd que la posible mutacion
hallada se encuentra en un punto de corte para la enzima de restriccion EcoRl. Asi pues, se
tomaron los amplificados que se obtuvieron usando como molde la cepa mutante 1.2C24d y
como control el amplificado de la cepa silvestre YPH499, todos ellos clonados en el vector
pBluescript SK, y se digirieron con EcoRI. El producto de la reaccion se analizd
electroforéticamente en un gel de agarosa. El resultado se muestra en la figura 11, donde
puede observarse la desaparicion de un punto de corte EcoRI en los amplificados de la cepa
mutante, pero no en el amplificado de la cepa silvestre.
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1.2. ESTUDIO DE LA MUTACION RESCATADA.

La unica mutacion encontrada en el gen CDC/5 define un nuevo alelo mutante de este
gen, que fue denominado cdc!5-lyti. El producto del nuevo alelo mutante exhibe un residuo
de glutimico en la posicion 410, en lugar de la glicocola que presenta la proteina silvestre. La
mutacion esta localizada en la zona no quinasa de la proteina Cdc15p. Cabe reseiiar que todos
los alelos mutantes termosensibles del gen CDC15, descritos hasta el momento, presentan las
mutacioues en el dominio quinasa (Philippsen, comunicacion: personal; Shirayama y col.,
1996).

La peculiaridad en la localizacion de la mutacion nos animé a realizar una busqueda en
las bases de datos para determinar si existe alguna secuencia homodloga con la zona en que se
localiza la mutacion /yt/. La base de datos usada es la base de datos del EMBL, a través del
programa de bisqueda Blast Search. Unicamente se encontré una secuencia homéloga, que
corresponde al gen ede7” de Schizosaccharomyces pombe, gen clonado y descrito por el Dr.
Simanis y posible homélogo del gen CDC135 en S. pontbe (Fankhauser y Simanis, 1994).

Los genes CDCJ5 y cde7" presentan elevada similitud en su zona 5° (46% de residuos
“idénticos y 66% de residuos similares estructuralmente); es decir, las proteinas que codifican
poseen similitud en su dominio quinasa. Sin embargo, dentro de sus dominios no quinasa,
unicamente presentan similitud en la region donde se halla la mutacion del alelo cde/5-lyt]
(figura 12). Este resultado implica a esta pequeiia zona conservada, al menos, en el
mantenimiento de [a estructura activa de ambas proteinas.
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1.3. SUSTITUCION DEL ALELO cdcl5-lyt] EN UNA CEPA SILVESTRE.

Para comprobar que la mutacion rescatada es la responsable del fenotipo de los mutantes
de la estitpe /yz/, intentaremos sustituir, en una cepa silvestre, el alelo funcional del gen
CDC15 por el alelo cdcl5-Iyt] 'y comprobar que la cepa silvestre con el alelo mutante adquiere
el fenotipo autolitico termosensible caracteristico de las cepas de la estirpe /yt/.

1.3.1. Estrategia para Ia sustitucion del alelo silvestre por el alelo mutante cdci5-
Iytl. |

La estrategia general que se ha empleado consiste en la integracion del alelo mutante por
recombinacion homologa, a través del vector integrative YIp5. Seguidamente, se fuerza la
pérdida del marcador del plasmido y se seleccionan aquellos clones que, junto al marcador del
plasmido y debido a una nueva recombinacion, hayan eliminado el alelo silvestre.

No disponemos del alelo cdel5-fyt! completo, debido a que el rescate del mismo se
realizo0 mediante varias amplificaciones por PCR, como se detalla anteriormente. Asi pues,
“antes de abordar la sustitucion alélica fue necesario reconstruir el alelo mutante completo. Para
ello, en el gen silvestre se sustituyo la zona en que se encuentra la mutacion, por un fragmento
amplificado por PCR que porta dicha mutacién &t/

Con este objetivo se disefié un par de oligonucledtidos, uno intemo al gen CDC/S
(oligonucledtido 2hA) que contiene el punto de corte para la enzima de restriccién Safl (1248
~de la secuencia del gen). El otro oligonucleétido fue disefiado en la zona del terminador del
gen y en él se introdujo una diana para la enzima Sa/l. Se obtuvo un amplificado de PCR de
2.4 kb, que se clond en el vector pT7Blue. Se dispone del gen CDC/5 introducido en el
plasmido YIpS en la orientacion apropiada. Se cortaron ambos plasmidos con Sa/l y el
fragmento de 2.4 kb, que porta la mutacién /yt/, se intercambid por el proveniente del gen
sitvestre y se introdujo en el vector YIp5 que posee el resto del gen CDC/5. Se selecciond la
orientacion adecuada. La construccion fue linearizada mediante el tratamiento con la enzima de
restriccion SnaBl, la cual produce un (mico corte intermo al gen CDC/5. Con la construccion
asi conseguida se transformo la cepa 1783 de S. cerevisiae.

Previamente, se comprobo la fidelidad de la amplificacion por PCR. Para ello, el
fragmento amplificado que porta la mutacion se digirié con la enzima HindlIl, obteniéndose un
fragmento de 1.3 kb, que fue intercambiado por su equivalente del gen silvestre en el plasmido
pBS9. La quimera se transformé en la cepa mutante L2C24d, mostrando capacidad para
complementar la termosensibilidad, lo cual indica que, si existiera algim error en la secuencia,
éste no manifiesta implicaciones funcionales y por tanto el DNA amplificado es valido para
nuestros propositos. El fragmento que no fue comprobado mediante la quimera se obtuvo
tratando el fragmento amplificado con Sa/l y Hindlll; el fragmento de 1.1 kb asi obtenido se
* introdujo en el vector pBluescript SK para su secuenciacion, ratificindose la mutacion del alelo
cdel5-lyt] y asegurandonos la ausencia de otros cambios en la secuencia nucleotidica, respecto
de la secuencia del gen CDC15 publicada, como consecuencia de la reaccion de amplificacion.

La estrategia de la sustitucion alélica, asi como la comprobacion de la fidelidad de la
amplificacién, se encuentran detalladas en la figura 13.
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Las células de la cepa 1783 capaces de dar lugar a una colonia en un medio de cultivo sin
uracilo han incorporado en su genoma la construccion linearizada del vector Ylp5 con el alelo
cdcl5-lyti. Estas células poseen los dos alelos del gen CDC/5, uno silvestre y otro portador
de la mutacion /y¢/. Para terminar la construccion de la cepa sustituida, se obligo a las células a
expulsar la copia silvestre del gen, permitiendo crecer a los distintos transformantes en medio
sin seleccion auxotrofica durante dos turnos de 48 horas, seguidamente, se sembraron por
estria en medio minimo, al que se afiadieron todas las auxotrofias de la cepa junto con acido 5-
fluoroorotico (5-FOA), un analogo estructural del uracilo. El 5-FOA puede ser metabolizado
por las células que tienen intacta la ruta de sintesis de uracilo, dando lugar a un producto
intermediario toxico que evita su crecimiento. Por tanto, dicho medio de cultivo es selectivo
para las células deficientes en la ruta de sintesis de uracilo y, en nuestro caso, es selectivo para
aquellas células que han expulsado, por recombinacion, uno de los alelos del gen CDC/3 junto
con el gen URA3 del Ylp5.

Los clones que son capaces de crecer en 5-FOA, se pusieron a 37°C y todos ellos fueron
capaces de crecer mostrando un fenotipo silvestre, idéntico a la cepa original, lo que indica que
en niguno de los casos se ha producido la sustitucion del alelo silvestre del gen CDC/S5 por el
alelo cdci5-Iytl.
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2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS MUTANTES
cdcl5-lytl. :

2.1. MORFOLOGIA A 37°C DE LOS MUTANTES cdcl5-lyt] DE S. cerevisiae.

Los mutantes cdcl5-Iyt] se caracterizan por presentar fenotipo litico cuando son
incubados a 37°C (Cabib y Duran, 1975; Molero y col., 1993).

Con el fin de estudiar la morfologia celular de los mutantes cdcl5-Iyt1, se crecio la cepa
L2C24d, portadora de dicha mutacion, a 24°C en medio liquido YPD durante 16 horas,
seguidamente se incub6é a 37°C durante 6 horas. El fenotipo hallado se muestra en la figura 14.
En ella, ademas de la lisis celular, puesta de manifiesto por la tincion de las células con yoduro
de propidio, se observa una morfologia celular aberrante, consistente en células con
protuberancias apicales y forma similar a los simoos propios del proceso de apareamiento.
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Para completar la caracterizacion morfologica de los mutantes cdcl5-Iytl, se realizaron
estudios de microscopia electronica de barrido. Con este objetivo, se crecio un cultivo de la
cepa L2C24d durante 16 horas a 24°C, seguidas de 6 horas de incubacion a 37°C. Tras la
incubacion a temperatura restrictiva, se prepararon las células para su observacion al
microscopio electronico de barrido, siguiendo el protocolo que se detalla en el capitulo de
materiales y métodos. Los resultados aparecen en la figura 15.
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2.2, POLARIDAD EN EL. MUTANTE cdcl5-lytl A 37°C.

La levadura S. cerevisiae posee una pauta morfogenética de polaridad que determina el
lugar de aparicion de la yema incipiente. En general, las cepas haploides de este organisino
orientan la gemacion segim un patron de polaridad axial, es decir, la nueva yema emerge de
forma contigua a la anterior gemacién en el caso de la célula madre y contigua a la cicatriz de
nacimiento en el caso de la célula hija (Chant, 1994; Chant y Pringle, 1995). Por el contrario,
las cepas diploides desarrollan un patron de polaridad bipolar; es decir, la célula hija gema por
el polo opuesto a su cicatriz de nacimiento (Chant, 1994; Chant y Pringle, 1995), mientras que
la célula madre puede abordar la nueva gemacion de forma distal o contigua a su ultima
gemacion, dependiendo del tiempo que haya invertido en superar la fase G1 (Roemer y col,,
1996).

2.2.1 Estudio de la polaridad en una cepa haploide de 8. cerevisiae con la mutacién
Iytl.

Como puede observarse en la figuras 14 y 15, la cepa L2C24d cuando crece a 24°C

“posee un patron de polaridad axial, propio de su condicion de haploide. Sin embargo, cuando

el crecimiento ocurre a 37°C, el patron de desarrollo, aparentemente, se torna distal en una de
las células, mientras que la otra pierde la capacidad de gemar.

Para determinar qué célula -madre o hija- .desarrolla la estructura apical aberrante
descrita en el apartade anterior y qué célula pierde la capacidad de gemar; se crecid un cultivo
- de la cepa 1.2C24d a 24°C, disponiéndose las células sobre una lamina de YPD solido de | mm
de espesor que fue colocada entre un portaobjetos y un cubreobjetos y sellada con parafina
liquida para evitar la deshidratacion. Esta estructura se mantuvo a 37°C por medio de una
pletina termostatizada acoplada a un microscopio de contraste de fases. De este modo se

observo el desarrollo, a temperatura restrictiva, de células individuales de la cepa mutante
L2C244d.

Los resultados obtenidos se ilustran en la figura 16, donde la secuencia fotografica indica
que es la célula hija la que genera la estructura apical aberrante, mientras que es la célula madre
la que pierde la capacidad de producir una nueva yema. Estos estudios se llevaron a cabo en un
total de 37 células, exhibiendo todas ellas idéntico comportamiento.

En la dltima imagen de la serie fotografica de la figura 16, puede observarse como el
final del proceso es la lisis celular, como fue descrito por Molero y colaboradores (1993).

Como prueba para respaldar las observaciones presentadas sobre la polaridad de las
estructuras apicales aberrantes, se incubo, en idénticas condiciones, un cultivo de la cepa
L2C244d, las células se tifieron con blanco de calcofluor poniéndose de manifiesto las cicatrices
" de gemacion. El resultado que se obtuvo fue que de 35 células observadas, inicamente en una
coincidieron en la misma célula las cicatrices de gemacion y la estructura apical aberrante
objeto de estudio, mientras que en el resto, la célula que genera la estructura apical anormal no
presentd cicatrices de gemacion. No hay que olvidar que las cicatrices de gemacion aparecen
Umicamente en la célula madre, por tanto la célula recién generada (célula hija) ha de carecer de
ellas {Chant y Pringle, 1995).
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2.2.2. Estudio de la polaridad en una cepa diploide con ambos alelos del gen
CDC15 mutados.

Se utilizo la cepa diploide MY (cdcl5-Iyti/edci5-1) para llevar a cabo el ensayo
descrito en el apartado anterior. Los resultados aparecen en la figura 16. En ella se ilustra
como la célula hija, de acuerdo con el patron general de polaridad de las cepas diploides, gema
de forma distal. Del mismo modo, la célula madre lleva a cabo la gemacioén siempre de forma
distal. . Sin embargo, contrariamente a lo descrito, la gemacion de la célula hija es
cronologicamente anterior a la gemacion de la célula madre (Roemer y col., 1996). El patron
siempre distal de la célula madre, asi como la alteracion en el orden de gemacion, indican la
posible existencia de un retraso en el ciclo celular de la célula madre.

Resulta notorio en la figura 16 que, al menos-la cepa diploide MY 1, presenta problemas
en el proceso de separacion celular, ya que las células permanecen encadenadas con forna
arrosariada, fendmeno que sera estudiado con mayor detalle en apartados posteriores.

2.3. LISIS EN UN MUTANTE CDC15-lytl DE 8. cerevisiae.

Se encuentra descrito en la bibliografia (Molero y col., 1993) que la incubacion a la
temperatura restrictiva de 37°C determina la lisis celular de los mutantes cde/S-lytl. En la
figura 17 se muestra la cinética de dicho proceso. Para ello, se crecio la cepa 1.2C24d durante
16 horas en un matraz con 100 ml de YPD, el cultivo se dividio en dos alicuotas que se
wcubaron a 37 y 24°C respectivamente. Se extrajeron muestras a diferentes tiempos de
- incubacion valorindose, primero la densidad optica del cultivo a A=600 nm y segundo, el
porcentaje de lisis celular imediante la tmcion con yoduro de propidio.

% lisis

DO 800nm

DO 37¢C
DO 24°C
~-=% lisis 37°C
—8— % lisis 24°C

tiempo {horas)
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2.3.1. Determinacion del lugar por donde se produce la lisis de los mutantes
cdcl5-lytl.

Nos propusimos determinar el lugar fisico por el cual se produce la lisis de los mutantes
cdel5-Iytl, ya que, en el caso de tratarse de un punto discreto, podria aportarnos informacion

sobre los mecanismos implicados en la integridad celular que se ven afectados en estos
mutantes.

Para ello se crecio, en medio liquido, un cultivo de la cepa L2C24d durante 16 horas a
24°C, para después someterlo, durante 4 horas, a incubacion a 37°C. Se tifieron la células con
yoduro de propidio y se observaron en un microscopio de fluorescencia y contraste de fases.
En algunas de las células de la preparacion se observo la liberacion del contenido celular, que
se pone de manifiesto por la tincion de los acidos nucleicos con el yoduro de propidio. Se
observo, ademas, la pérdida de la permeabilidad selectiva para el yoduro de propidio por parte
de estas células, que aparecen, por consiguiente, teflidas también en su interior, resultado
indicativo de la lisis celular. Como puede observarse en la figura 18, la liberacion del material
citoplasmico, y por tanto la pérdida de la integridad celular, tiene lugar por la estructura
aberrante descrita anteriormente, area que, de acuerdo con nuestros resultados anteriores, se
~corresponde con el polo distal de la célula hija.
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2.4, EFECTOS DE LA ESTAB]LIZACI()N OSM()TICA DEL MEDIO DE
CULTIVO EN EL MUTANTE cdci5-lytl Y EN OTROS MUTANTES EN EL GEN
CDC15 DE 8. cerevisiae.

La adicion al medio de cultive de estabilizadores osméticos es capaz de proteger de la
autolisis a aquellos mutantes cuyo defecto primario radica en una deficiente organizacion de la
pared celular o en alguna funcion directamente relacionada con ella (Torres y col., 1991).

De los resultados presentados en el apartado anterior se desprende que una pequeiia
variacion en la presion osmotica del medio, como puede ser el montaje de las células en la
solucion de yoduro de propidio desde el YPD en que se encuentran creciendo, puede
determinar su lisis. Gracias a esta pequefia variacion osmotica a que fueron sometidas las
células se pudo observar el fendmeno litico in situ, ya que si la lisis hubiese sido previa,
durante la incubacion en el medio de cultivo, dificilmente se podria haber observado el material
citoplasmico liberado por la zona donde la célula pierde la integridad.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos dispusimos a determinar cual es el efecto,
sobre el mutante cdcl5-lyti creciendo a 37°C, de un estabilizador osmotico en el medio de
“cultivo como es el sorbitol a una concentracion 1 M.

-

2.4.1. Efecto del sorbitol 1 M.

Para estudiar el efecto de la estabilizacion osmotica sobre nuestro conjunto de mutantes,

y como ensayo previo, se realizo una cinética de crecimiento a temperatura restrictiva en
" medio con y sin sorbitol 1 M. Para ello, se crecieron las distintas cepas durante 16 horas en un
matraz con 50 ml de YPD con o sin sorbitol 1 M. Seguidamente se incubaron a 37°C,
extrayéndose muestras a diferentes tiempos y analizandose su densidad optica (A= 600 nm) y la
proporcion de células lisadas por tincién con yoduro de propidio. Los resultados se muestran
en la figura 19.

14 T 100
]

1.2 4+
1 4
OD YPD
éE: 08 4 o |Z=30D YPD+sorh
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En la figura 20 se muestran imagenes de contraste de fases de la cepa L2C24d, después
de ser incubada durante 6 horas a 37°C en presencia y en ausencia del estabilizador osmético.
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De los resultados presentados en las figuras 19 y 20 se desprende que la estabilizacion
osmotica del medio con sorbitol 1 M no es capaz de suprimir la termosensibilidad de la cepa
L2C24d. Sin embargo, .la estabilizacién osmodtica permite que la lisis celular se retrase
ligeramente, lo que determina la aparicion de un fenotipo similar, aunque mas pronunciado, al
observado cuando las células son crecidas sin sorbitol: aparecen estructuras apicales de tamaiio
mias elevado y mayor proporcion de células encadenadas. También nos llama la atencidn el
hecho de que la estabilizacion osmética del medio de cultivo permita que un significativo
porcentaje de células, de las cepas haploides, se comporte de forma similar a como lo hacen las
cepas diploides y den lugar a células encadenadas a modo de rosario. Idénticos resultados se
obtuvieron en los diferentes fondos genéticos analizados y con los diferentes alelos de que se
dispuso.

Con el fin de documentar en mayor profundidad la influencia del sorbitol 1 M sobie las
cepas con el gen CDC/5 mutado, decidimos realizar un estudio fenotipico cuantitative. Para
ello se crecieron las distintas cepas en YPD y YPD mas sorbitol 1 M durante 16 horas a 24°C,
seguidamente se incubaron durante 6 horas a 37°C y se observaron al microscopio de contraste
de fases. La cuantificacion de las distintas estructuras celulares observadas se muestra en la
tabla 10. De ella cabe destacar que el efecto . del sorbitol en la formacion de estructuras
anormales en estos mutantes, no es solo cualitativo sino también cuantitativo. Asi pues, la
- proporcion de células que muestran aberraciones apicales es muy superior en presencia del
estabilizador osmotico.
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Tabla 10:

CEPA MEDIO DE
CULTIVO
L2C24d (cdci5-lytD) YPD 19% (50 cels) 79% (208 cels) 2% (6 cels)
L.2C24d YPD+Sorbitol | 9% (44 cels)  55% (260 cels) 26% (171 cels)
RH210 (cdci5-1) YPD 80% (466 cels) 18% (109 cels) 2% (10 cels)
RH210 YPD+Sorbitol | 8% (26 cels)  43% (133 cels) 49% (152 cels)
MY 1(cdel3-1/cdel5-lytl) YPD 27% (70 cels)  45% (118 cels) 28% (74 cels)
MY1 YPD+Sorbitol| 3% (8 cels) 27% (86 cels) 70% (224 cels)
DU3 (yti/iytl) YPD 56% (217 cels) 29% (112 cels) 15% (56 cels)
DU3 YPD+Sorbitol | 12% (25 cels)  60% (125 cels) 28% (58 cels)
DR1{(cdci5-1/cdcl5-1) YPD 89% (225 cels) 11% (27 cels) -—-- (1 cel)
DR1 YPD+Sorbitol | 45% (25 cels) 38% (21 cels)  16% (9 cels)

2.4.2. Efecto de otro estabilizador osmético CVaCl 0.2 M).

Para asegurarnos de que los efectos que produce la adicion al medio de cultivo de
sorbitol 1 M mostrados en la tabla anterior, se deben a un aumento de la osmolaridad del
medio y no a posibles interferencias del sorbitol con otros procesos celulares, se repitieron
estos ensayos empleando como estabilizador osmotico NaCl a una concentracion 0.2 M,
concentracion que confiere al medio una osmolaridad similar a la generada por el sorbitol 1 M.

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 11.
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Tabla 11:

CEPA MEDIO DE
CULTIVO
1.2C24d (Iytl) YPD 21% (40 cels)  76% (147 cels) 3% (6 cels)
L2C24d YPD +NaCl 10% (20 cels)  59% (119 cels) 31% (64 cels)
RH 210 (cdcl5-1) YPD 86% (143 cels) 11% (18 cels) 3% (5 cels)
"RH 210 YPD +NaCl 18% (15 cels)  29% (25 cels) 53% (45 cels)

Como puede observarse, el efecto de la adicion de NaCl 0.2 M al medio de cultivo es
comparable al obtenido cuando el medio se estabilizd con sorbitol 1 M, indicando que los
resultados conseguidos se deben a las caracteristicas osmoticas que confieren estos solutos al
medio de cultivo y, a su vez, excluyen la posibilidad de la interferencia del sorbitol con otros
procesos celulares.

2.5. NATURALEZA DE LAS ESTRUCTURAS APICALES ABERRANTES DE
LOS MUTANTES EN EL GEN CDCI5.

Los resultados logrados hasta ahora muestran que la mutacion en el gen CDCI5
determina, a temperatura restrictiva, la aparicion de unas estructuras polar vy
morfogenéticamente anomalas en la zona apical de la célula hija, por las que acontece la lisis
celular.

El gen BUDI, también conocido como RSR/, codifica una GTPasa pequefa de la familia
de las proteinas Ras (Bender y Pringle, 1989; Chant y Herskowitz, 1991). Los mutantes en
este gen presentan un patron de gemacion al azar. Asi pues, al producto del gen BUDI se le ha
implicado en la determinacion del lugar por el que ha de producirse la nueva gemacion, es
decir, es el responsable de la orientacion de la polaridad celular hacia un punto concreto de la
c€lula. Del mismo modo, es responsable de la activacion de otra GTPasa llamada Cdc42p, que
se encarga de dirigir, hacia el punto marcado por Budlp, el citoesqueleto de actina y con él,
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toda la maquinaria morfogenética que se precisa para el crecimiento de la yema (Chant, 1994;
Chant y Stowers, 1995; Park y col., 1997).

Con los ensayos que se describen a continuacion, nos propusimos determinar si las
estructuras apicales aberrantes caracteristicas de los mutantes en el gen CDC15 corresponden
a un intento de gemacion polarmente erroneo. Si esta fuese la explicacion, la localizacion de las
estructuras aberrantes deberia ser dependiente de las sefiales generales de polaridad celular
determinadas por Budlp.

La aproximacion elegida consistio en estudiar, a temperatura restrictiva, la polaridad de
un mutante en el gen CDC/5 en un fondo mutante del gen BUD]. Para ello se cruzoé la cepa
RH210 (MATa, cdci5-1, ura3-52) con la cepa JC223 (MATa, budl::URA3, ura3-52), cedida
amablemente por el Dr. John Chant de la Universidad de Harvard. Los diploides se obtuvieron
por micromanipulacion del cruzamiento, se dispusieron en un medio pobre en nitrogeno para
permitir su esporulacion. Se micromanipularon las ascas producidas, seleccionandose aquellas
que eran capaces de crecer en medio sin uracilo y presentaban el fenotipo termosensible
caracteristico de los mutantes cdc5-Iyt1.

De ese modo, se escogieron cuatro dobles mutantes cdcl5 budl, que se crecieron en un
matraz de YPD durante 16 horas, tras las cuales se incubaron 6 horas a 37°C. Seguidamente se
procedid al anlisis de la polaridad de dichos dobles mutantes por microscopia de contraste de
fases. Como cepa control se empled un segregante producto de la misma micromanipulacion,
que porta Unicamente la mutacion cdcl5-1. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla
12. )

Tabla 12:

CEPA
PROYECCION PROYECCIONNO AUSENCIA DE
APICAL APICAL GEMACION
RH210 (cdcl5-1) 64% (110 cels.) 4% (6 cels.) 32% (56 cels.)
JIY1
27% (109 cels.) 44% (180 cels.) 29% (118 cels.)
(cdcl5-1 budl::URA3)
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De los resultados mostrados en la tabla 12 se deduce que el doble mutante cdc/5, bud/
deslocaliza el lugar de aparicion de la estructura aberrante caracteristica de la mutacion en el
gen CDCI5. El resultado que se ha obtenido es indicativo de que la estructura apical aberrante
objeto de estudio, responde a las seiiales generales que rigen la polaridad celular, lo que nos

hace pensar que podriamos encontramos ante un nuevo intento de gemacion por parte de la
célula hija.

Otro aspecto remarcable reside en que, al igual que en el mutante sencillo cdc/3-7, en el
doble mutante cdc/5 budl la célula madre pierde la capacidad de gemar, con lo que la
gemacion anormal y con localizacion al azar tiene lugar, (micamente, en la célula hija.

2.6. TINCION DE ACTINA DE MUTANTES edcl5-lpt1.

El crecimiento polarizado de las células de levadura precisa de la polarizacion del
citoesqueleto subcortical de actina, la cual determina la secrecién de precursores de la pared
celular, y por tanto marca las zonas de crecimiento celular.

Al final de la anafase, momento de parada descrito para los mutantes en el gen CDC/S
(Schweitzer y Philippsen, 1991; Surana y col., 1993), la actina, en las células silvestres, se

encuentra polarizada en la zona del septo para producir el crecimiento del mismo (Lew y Reed,
1993).

Desedabamos conocer como se encuentra dispuesto el citoesqueleto de actina en los
_ mutantes cdecl5-lytl a temperatura restrictiva. Para ello se mantuvieron las células durante 6
horas a 37°C. Tras fijarlas, se tifieron con faloidina conjugada con fluoresceina. La observacion
en el microscopio de fluorescencia revela que el citoesqueleto de actina se halla polarizado en
las estructuras apicales del polo distal, lo cual resulta predecible si se piensa que es la zona
donde se esta produciendo el crecimiento. Sin embargo, no se observa polarizacién de la actina
en la zona del septo. Este resultado indica que los mutantes en el gen CDC/5 no inician, y por
tanto no llevan a cabo, la polarizacion de la actina a la zona del septo. El gen CDC/5 parece,
pues, esencial para la correcta orientacion del citoesqueleto de actina en el momento de la
septacion.

En la figura 21 se ilustran los resultados detallados anteriormente. Las imagenes,
obtenidas por microscopia confocal, muestran como el citoesqueleto de actina, tefiide con
faloidina conjugada con fluoresceina, en un mutante cdc/3-lytl tras 6 horas de incubacion a
temperatura restrictiva, se halla polarizado en la zona apical de la estructura de gemacién
aberrante que muestra la célula hija.
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2.7. ESTUDIO DE LA SEPTACION DE LOS MUTANTES EN EL GEN CDCI5 A
TEMPERATURA RESTRICTIVA.

En el apartado anterior se han descrito disfunciones de la morfogénesis en el area del
septo de los mutantes en el gen CDC/5 cuando son incubados a temperatura restrictiva. Para
estudiar mas profundamente el desarrollo del proceso de septacion se decidio llevar a cabo
estudios de microscopia electronica de transmision de estos mutantes.

En la figura 22 se muestran fotografias de secciones de células de las cepas L2C24d y
MY 1, después de ser sometidas a incubacion a 37°C durante 6 horas. En todas ellas se observa
como el proceso de septacion ni siquiera ha sido iniciado. Asi pues, parece claro que los
mutantes en el gen CDC/5 son incapaces de iniciar, y por tanto de llevar a cabo, el proceso de
septacion.

El defecto en el inicio del proceso de septacion es facilmente explicable, dado que los
mutantes en el gen CDC15 no son capaces de polarizar la actina en la zona del septo, proceso
previo indispensable para cualquier fenomeno de crecimiento celular.
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2.7.1. Disposicion de las septinas en los mutantes cdcl5.

A la vista de los resultados anteriores, donde se muestra el defecto en el proceso de
septacion que presentan los mutantes en el gen CDC/5, se decidio estudiar cOmo se encuentra
la estructura de septinas en estos mutantes. Dicha estructura es esencial, entre otras funciones,
para la correcta consecucion del proceso de septacion (Longtine y col., 1996), y su ausencia
produce la formacion de septos anomalos y deslocalizados (Cid y col., 1998).

La estrategia que se empleo para revelar el anillo de septinas fue la fusion, por el extremo
carboxilo terminal de una de ellas, Cdc10p, a la proteina verde (Niedenthal y col., 1996). Esta

construccion, en el plasmido pLA10, fue cedida amablemente por la Dra. Molina (este
departamento).

Se transform6 la cepa mutante 1.2C24d (cdclS5-Iytl) con el plasmido pLAIO, se
crecieron distintos transformantes a 24°C durante 16 horas en matraces con YPD,
seguidamente se incubaron a 37°C durante 6 horas para permitir la expresion del fenotipo
tipico de los mutantes en el gen CDC/5. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 23.
En ella podemos observar como el anillo de septinas se encuentra, aparentemente bien
ensamblado, en la constriccion entre la célula madre y la hija, sin embargo, en ningun caso

aparece en el cuello entre la célula hija y el intento de gemacion apical aberrante que presenta
ésta.
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2.8. TINCION DE NUCLEOS.,

En la bibliografia se encuentra descrito que los mutantes en el gen CDC/5 son incapaces
de superar la anafase mitotica, deteniendo su ciclo celular con la yema del tamafio de la célula
madre (Culotti y Hartwell, 1971; Schweitzer y Philippsen, 1991; Molero y col., 1993; Surana y
col., 1993). Sin embargo, los resultados que hemos expuesto hasta el momento, indican que
los mutantes objeto de estudio, si bien presentan una parada en el ciclo celular al final de la
anafase, son capaces de superarla abordando una nueva fase S (tabla 12), y por tanto un nuevo
proceso de gemacidn, que, como se expuso anteriormente, ¢s polarmente anormal (en cepas
haploides) y morfogenéticamente erroneo, por lo que en ultima instancia determinara la lisis
celular.

La superacion de la parada en el ciclo morfogenético se encuentra documentada en los
resultados anteriormente presentados. Sin embargo, con los resultados mostrados hasta el
momento, no podemos discernir si, el ciclo nuclear supera la parada en anafase paralelamente a
como lo hace el ciclo morfogenético o si, simplemente, estamos asistiendo a un
desacoplamiento entre ambos ciclos.

Estos antecedentes nos llevaron a realizar un .estudio preliminar de la dindmica del ciclo
nuclear de los mutantes en el gen CDC/5. Para ello, se crecieron las células durante 16 horas a
24°C y se dejaron expresar el fenotipo durante 6 horas a 37°C. Inmediatamente se fijaron y
tiiieron los nicleos con yoduro de propidio. El resultado se muestra en la figura 25. En ella s¢
observa como, al menos en la cepa diploide MY, que a temperatura restrictiva da lugar a
células encadenadas, el ciclo nuclear no se halla detenido, sino que se desarrolla paralelamente
~ al morfogenético, lo que determina la aparicion de un niicleo en cada una de las células unidas
sin septar. En cuanto a la cepa haploide analizada, el nicleo de la célula que produce la
estructura erronea, se encuentra en el cuello entre la célula hija y la estructura aberrante, lo que
indica que, posiblemente, se encuentre en estadios iniciales de su separacion, hecho que no se
observa debido a la lisis que sufre la célula en ese momento.

Estos resultados indican que, contrariamente a lo descrito, tanto el ciclo nuclear como el
morfogenético, son capaces de superar el punto de detencion del ciclo en la anafase mitotica, al
menos en las cepas diploides.
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2.9. CICLO NUCLEAR EN LOS MUTANTES DE LA ESTIRPE fyz1.

En las cepas diploides, como indican las tinciones de nucleos mostradas anteriormente,
los ciclos morfogenético y nuclear discurren de forma paralela. Sin embargo, en las cepas
haploides esta aproximacion no es valida, ya que la lisis celular tiene lugar antes de que las
células inicien una nueva division nuclear.

Para dilucidar si el niicleo de las células haploides ha comenzado una nueva fase S, o por
el contrario, no ha superado el punto de parada del ciclo nuclear descrito al final de la mitosis,
se realizaron estudios de citometria de flujo en los que se pretendié valorar la cantidad de
material génico que poseen las células de las cepas mutantes en el gen CDCI5, tras ser
incubadas a temperatura restrictiva. Para ello se tifié el material génico con yoduro de
propidio, previa eliminacion del RNA por tratamiento con RNasa.

Se crecieron las células en un matraz de YPD durante 16 horas a 24°C, tras lo cual se
incubaron a 37°C durante diferentes tiempos. Las células se permeabilizaron por tratamiento
con etanol al 70%. El RNA se elimin6 por incubacion en presencia de RNasa. Se tifieron las
células con yoduro de propidio y se analizé, mediante citometria de flujo, la fluorescencia que
“produce este compuesto al interaccionar con el DNA. Los resultados aparecen en la figura 25.
En las graficas mostradas se observa como cuando la cepa mutante crece a 24°C (tiempo 0)
aparecen dos picos correspondientes a las poblaciones de células en fase G, y G,. A las 2.5
horas de incubacion a 37°C, se comienza a observar varios efectos que se van acentuando
segun avanza el tiempo de incubacion a 37°C:

- Primero, de acuerdo a lo esperado para un mutante que detiene su ciclo celular al
final de la mitosis, el pico de fluorescencia caracteristico de la células en la fase Gl
comienza a disminuir hasta casi desaparecer.

- Segundo, aparece una poblacion de células con un contenido de DNA superior al
de las células paradas en G2, que puede ser debido a la pequeiia proporcion de células
que han sido capaces de replicar el DNA antes de lisar, presentando varias células unidas,
cada una con su nicleo, fenomeno ya mostrado en la tabla 10.

- Tercero, el pico de fluorescencia caracteristico de la poblacion de células en la
fase G2 sufre un desplazamiento progresivo hacia zonas de mayor intensidad de
fluorescencia, lo que indica que las células poseen una cantidad de DNA superior a las
células paradas en G2/M. Este resultado indica que el micleo podria haber comenzado
una nueva fase de sintesis de DNA o fase S, y por tanto, indica que las células habrian
superado ¢l punto de parada del ciclo celular del final de la mitosis.

También se sometid a este ensayo a la cepa diploide MY 1, los resultados obtemidos son
similares a los conseguidos con las cepas haploides y aparecen representados en la figura 26.
En ella se pone de manifiesto la aparicion de poblaciones de estructuras celulares que poseen
una cantidad de DNA muy superior a la de las células en fase G2 y, por tanto, la fluorescencia
de estas células aparece desplazada hacia zonas de mayor intensidad. Estos resultados son
congruentes con los mostrados en la figura 24, donde se observa como las cepas diploides dan
lugar a células encadenadas sin septar, conteniendo un niicleo cada una de ellas.
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2.9.1. Ensayos de citometria en medio estabilizado con sorbitol 1 M.

La estabilizacién osmotica del medio con sorbitol 1 M permite a las cepas mutantes en el
gen CDC15 retrasar ligeramente el proceso litico (ver apartado 2.4. del presente capitulo), lo
que determina que los ciclos celulares dispongan de mas tiempo para progresar antes de que
ocuira el fendmeno litico.

Este fenomeno, en los ensayos de citometria, deberia permitir la observacion del ciclo
nuclear con mayor claridad. Se crecieron las cepas a 24°C durante 16 horas en YPD
conteniendo sorbitol a una concentracion 1 M, se incubaron a 37°C durante diferentes tiempos
y se trataron del mismo modo que en ocasiones anteriores. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 27, donde se observa la paulatina aparicién de una poblacién de células
que exhibe una intensidad de fluorescencia elevada, de forma similar, pero mas acentuada, a la
que se encuentra cuando no se estabiliza osmoticamente el medio.

Graficas con el desarrollo mostrado en las figuras 25, 26 y 27 se pueden explicar por la
aparicion de estructuras celulares con mas de dos niicleos.
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2.10. ;EL FENOTIPO Iyt ES DEPENDIENTE DE ALELO?

Como se muestra en los apartados anteriores (tabla 10), la expresion fenotipica del
defecto en el gen CDC/5 es diferente dependiendo de la cepa que se utilice. Asi, la cepa
RH210 (cdci5-1), cuando se incuba a 37°C, detiene su ciclo celular con la célula hija de un
tamaiio comparable al de la célula madre, pero no desarroila las estructuras apicales ni
manifiesta la lisis celular, tipicas de la cepa 1.2C24d (cdci5-lytl).

Nos planteamos determinar si la formacion de las estructuras apicales que desencadenan
la lisis celular en la cepa L2C24d es especifica de la mutacion /yt/ o si, por el contrario, se
debe a un efecto del fondo genético. Para discernirlo se cruzo la cepa RH210 con la cepa
silvestre 1784, el posterior estudio de los segregantes haploides que portaban el alelo cde/5-1
mostro un fenotipo con aberraciones apicales y un elevado porcentaje de lisis celular en todos
ellos, lo cual indica que la expresion del fenotipo que hemos descrito es independiente del alelo
mutante,

En un intento por determinar si el caracter litico y morfologicamente aberrante depende

de algin factor determinado y sencillo del fondo genético, se cruzé la cepa RH210 (cdci5-7)
~con la cepa L2C24d (cdcl3-lytl), el estudio de los segregantes mostrd que todos ellos eran
capaces de desarrollar la morfologia aberrante y sufrir el proceso litico. Este resultado indica
que el fenotipo litico no depende de un vinico factor del fondo genético que pueda ser
genéticamente analizable de forma sencilla.

‘ 2.11. OTROS MUTANTES QUE MANIFIESTAN CARACTERISTICAS
FENOTIPICAS SIMILARES. ‘

Existen bastantes genes relacionados con el gen CDC/5, con funcion necesaria para las
células al final de 1a mitosis y cuya mutacidn confiere a las células un fenotipo similar al de los
mutantes en el gen CDC/3. Entre estos mutantes se han estudiado: (i) el mutante en el gen
DBF2, que codifica una proteina quinasa (Johuston y col., 1990; Toyn y Johnston, 1994) que
se supone implicada en la desactivacion del complejo Cdc28p-Clb2p al final de la mitosis
(Toyn y col., 1996), (ii) el mutante en el gen CDC14, que codifica una proteina fosfatasa (Wan
y col., 1992) y (iii) el mutante en el gen TEM, que codifica una proteina GTPasa de pequeiio
tamaiio de la familia de las proteinas Ras (Shirayama y col., 1994b).

Las cepas mutantes en estos genes se crecieron a 24°C durante 16 horas en matraces con
medio YPD, tras lo cual se diluyeron hasta densidad optica 0.2 (A=600 nm), se incubaron
durante 6 horas a 37°C y se observaron en el microscopio de contraste de fases. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 28. En todas las células se observa la pérdida del patron de
polaridad axial, asi como el crecimiento anormalmente alargado de la yema emergente, lo que
determina la lisis celular. Todos estos rasgos fenotipicos son caracteristicos de los mutantes en
el gen CDC135, como se describe a lo largo del presente capitulo de resultados.
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3. DESARROLLO DEL CICLO CELULAR EN MUTANTES EN EL
GEN CDC15 Y OTROS FUNCIONALMENTE RELACIONADOS.

En el apartado segundo del capitulo de resultados se documenta como los mutantes en el
gen CDC15 son capaces de superar el punto de parada del ciclo celular para ellos descrito.
Resulta facil deducir que, tanto en las cepas haploides como diploides de los mutantes en el
gen CDC15, el ciclo celular continia mas alla de la parada al final de la mitosis y aborda una
nueva fase S. Este dato, ademas, esta avalado por el hecho de que el ciclo nuclear de estos
mutantes progresa de forma paralela al ciclo morfogenético, es decir, no existe
descoordinacion entre ellos (ver apartado 2.8. y 2.9. del presente capitulo).

Partiendo de estos antecedentes, nuestra hipodtesis de trabajo fue la siguiente: los
mutantes en ¢l gen CDCI5, a temperatura restrictiva, presentan deficiencias al final de la
mitosis que les impiden iniciar el proceso de septacion y citoquinesis. Las disfunciones en el
inicio del proceso de septacion podrian ser las responsables de la activacion de un mecanismo
de control del ciclo celular, que obligaria a detener la progresion del ciclo al final de la anafase.
El objeto de la detencion del ciclo seria proporcionar tiempo a la célula para subsanar las
anomalias conferidas por la mutacion. La superacion del supuesto punto de control sin
solucionar los problemas en la septacion, ocasionados por la mutacion, tendria como
consecuencia la pérdida del patron de polaridad vy 1a lisis celular descrita en el presente trabajo.

Esta hipotesis de trabajo implica la existencia de un mecanismo de control del ciclo
celular o “checkpoint” que se activaria como respuesta a la deficiencia en algin proceso
celular mediado por el gen CDC/5 al final de la mitosis.

La existencia de un checkpoint en un determinado momento del ciclo celular se pone de
manifiesto por una parada del ciclo en ese punto. La parada puede ser definitiva o
momentanea, lo que redunda en un ciclo celular mas largo que el de las células silvestres
(Hartwell y Weinert, 1989; Lew y Reed, 1995; Carr, 1996; Elledge, 1996, Yang y col., 1997;
Toczysky y col., 1997).

Para verificar nuestra hipotesis tenemos qli'e demostrar que el ciclo celular de los
mutantes en el gen CDC/5, a temperatura restrictiva, se encuentra retrasado debido a la parada
en la anafase mitotica. La aproximacion experimental que se eligié consiste en medir €l tiempo
que transcurre desde que una célula (célula madre) aborda su primera gemacion (que se
convertira en la célula hija) hasta que la célula hija inicia una nueva gemacion; la cual es
anormalmente apical, como se describe en el apartado segundo del presente capitulo de
resultados. El valor de tiempo obtenido se comparara con el tiempo invertido en el mismo

proceso por la célula hija de una cepa control apropiada. Dicha aproximacion se detalla en la
figura 29,

Para llevar a cabo el ensayo de progresion del ciclo celular o “fiming” descrito
-anteriormente, se crecieron las cepas objeto de estudio y sus cepas control, en idénticas
condiciones, durante 16 horas a 24°C. Las células se colocaron sobre una lamina de YPD de
1 mm de espesor, que se situd entre un porta y un cubreobjetos. La observacion se realizd en
un microscopio de contraste de fases dotado con una pletina termostatizada, que mantiene las
células a la temperatura deseada. Para mas detalle ver el capitulo de materiales y métodos.
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3.1 ENSAYOS DE “TIMING”.

3.1.1. Ensayos de timing con la cepa L2C24d (cdci5-lytl).

Se creci6 la cepa mutante L2C24d, durante 16 horas a 24°C, en una placa de medio
minimo suplementada con todos los aminoacidos y bases nitrogenadas necesarias para su
crecimiento. Las células se inocularon en una laminilla de YPD y se dispusieron sobre la pletina
termostatizada, previamente calentada hasta 39.5°C, (ensayos previos indican que es ésta la
temperatura Optima para la expresion del fenotipo en estas condiciones de ensayo). Como cepa
control se empleo la misma cepa L2C24d transformada con el plasmido centromérico pBS9
que porta el gen COC/5 y que se comporta como una cepa silvestre a temperatura restrictiva.
La cepa control se creci6 del mismo modo que la cepa mutante, en una placa de medio minimo
suplementada con todos los aminoicidos y bases nitrogenadas necesarias excepto uracilo, ya
que éste es el marcador auxotrofico del plasmido.

El tiempo de gemacion se midio en diferentes células y en distintos ensayos con el fin de
minimizar el error. Como se detalla en la tabla 13, 'se encontré un retraso de alrededor de 45

~minutos en la gemacion de las células de la cepa mutante respecto de las células de la cepa
transformada con el plasmido que porta el gen silvestre.

Tabla 13:

Cepa Tiempo de gemacion Tiemfm de gemacion  Retraso
a 37°C del control a 37°C

L2C24d (cdcl5-lytI) 130.8 min (32 cels.) 85.7 min (25 cels.) 45 min.
EO156 (femi-3) 116.3 min (23 cels.) 91.4 min (10 cels.} 25 min.
VCY1 (cdci0-11) 91.1 min (22 cels.) 83.2 min (11 cels.) 8 min.
VCY242d (cdcl0-11 cdcl5-1)|  83.7 min (25 cels.) 77.4 min (26 cels.) 6 min.

VCY242d + CDCI5 81.1 min (27 cels.) 83.7 min (25 cels.) —
VCY242d + CDCI0 119.2 min (40 cels.) 83.7 min (25 cels.) 36 min.

Es necesario un nuevo control para asegurar que la responsable del retraso es la
mutacion en el gen CDC/5, que porta la cepa L2C24d, y descartar que la expresion del gen
silvestre desde el plasmido pBS9, con el que se construyoé la cepa control, pudiera interferir en
el ciclo celular y posibilitar a la cepa transformada progresar mas rapidamente en el ciclo. Para
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realizar este control, se repitio el experimento en idénticas condiciones, pero a la temperatura
permisiva de 28°C. El resultado recogido indica que la cepa control es valida para los ensayos
de timing, ya que no se observa retraso alguno en el ciclo celular de ninguna de las dos cepas a
temperatura permisiva (tabla 14).

Tabla 14:

Cepa Tiempo de gemacién Tiempo de gemacion  Retraso
a 28°C del control a 28°C

L.2C24d (cdci5-lytl) 98.9 min (24 cels.) 97.6 min (25 cels.} 1 min.
EQ156 (teml1-3) 96.3 min (21 cels.) 97.4 min (18 cels.) -~ min.

VCY1 (cdcl0-11) 103,9 min (20 cels.) 102.5 min (24 cels.) 1 min.

‘ VCYi42d (cdcl0-11 cdecl5-1)| 95.6 min (16 cels.) 95.2 min (20 cels.) 0 min.
VCY242d + CDCI5 94.5 min (14 cels.) 95.6 min {16 cels.)  ----- min.
VCY242d + CDC10 94.6 min (14 cels.) 95.6 min (16 cels..) --~— min.

3.1.2. Ensayos de fiming en un mutante en el gen TEMI.

Disponemos de la cepa mutante EQ156 (femli-3) y su isogénica silvestre RAY-3a,
cedidas amablemente por el Dr. Akio Toh-e de la Universidad de Tokio.

El gen TEM1 se encuentra relacionado funcionalmente con el gen CDC15. Asi lo indican
los resultados de complementacion en multicopia del gen CDCI5 sobre la cepa mutante
EO156 (Shirayama y col., 1994b). También hay que tener en cuenta que ¢l fenotipo terminal
de la cepa mutante EO156 es indistinguible del fenotipo de las cepas mutantes en el gen
CDC15, como se muestra en la figura 28.

Con estos antecedentes se decidio llevar a cabo los estudios de timing de la cepa EQ156,
empleandose como control la cepa isogénica silvestre RAY-3a. El ensayo se realizd en las
condiciones estandarizadas y descritas anteriormente.

El resultado se muestra en la tabla 13. Se observa un retraso de alrededor de 25 minutos
de la cepa mutante respecto de la cepa isogénica silvestre, lo que supone un 30% de aumento
del tiempo empleado en la consecucion del ciclo celular, a temperatura restrictiva, por parte de
la cepa mutante en el gen 7EM/ respecto de su cepa isogénica silvestre. Este resultado es
similar al que se encontré en la cepa L2C24d (cdcl5-iytl), lo que parece indicar que el retraso
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del ciclo no es un efecto atribuible exclusivamente al defecto en el gen CDC/ 5, sino que podria
deberse a un mecanismo celular encargado de dar cuenta de la correcta consecucion de las
ultimas fases de la mitosis, independientemente del gen afectado.

3.1.3. Ensayos de timing en un mutante en el gen CDC/0.

El gen CDC/{0 pertenece a un grupo de genes que codifican unas proteinas estructurales
llamadas septinas, las cuales se localizan en la constriccion entre la célula madre y la yema a lo
largo de todo el proceso de gemacion (Hartwell, 1971a; Flescher y col., 1993). Los mutantes
en el gen CDC/0 son incapaces de llevar a cabo, de forma correcta, el proceso de septacion. A
diferencia de los mutantes en el gen CDCI5, éstos son capaces de iniciar el proceso de
septacion, pero no localizan el septo de forma correcta y éste presenta un desarrollo anémalo.
Manifiestan una morfologia con yemas en forma tubular, determinada por la hiperpolarizacion
apical del citoesqueleto de actina (Cid, 1996).

El papel que desempeiia Cdc10p en el proceso de septacion nos indujo a realizar ensayos

de timing, con el animo de determinar si la deficiencia en el proceso de septacion es la

responsable de activar el mecanismo de control que detiene el ciclo celular y por tanto
 determina el retraso observado en las cepas defectivas en los genes CDC15 y TEMI.

Disponemos de la cépa VCY1, que porta la mutacion cdci0-11, y la cepa 1783,
isogénica silvestre de la anterior (Cid, 1996).

Los ensayos de timing se realizaron en las condiciones estandarizadas y descritas
anteriormente. Los resultados se detallan en la tabla 13. Contrariamente a lo esperado, los
tiempos de gemacion que se encontraron en las células de la cepa mutante, respecto de su
isogénica silvestre, son muy similares. Los escasos 8 minutos de diferencia observados, podrian
ser consecuencia del desarrollo anormal de las yemas en la cepa mutante, las cuales, ya desde
su emergencia, presentan una morfologia alargada y tubular anormal. El desarrollo, a
temperatura permisiva, tampoco reveld diferencia alguna entre las dos cepas, como se detalla
en la tabla 14,

Este resultado, nos sugirié dos posibles explicaciones:

- Primero, el defecto en el proceso de septacion no es el responsable de activar el
mecanismo de control celular, lo que indicaria que éste seria disparado por algun proceso
previo en el que se hallarian implicadas las proteinas Cdc15p y Temlp.

- Segundo, la septina Cdc10p (o la estructura de proteinas de la que forma paite)
se encuentra directamente implicada en la maquinaria seiializadora del mecanismo de
control celular, asi, una defectuosa estructura en el anillo de septinas anularia el
mecanismo de control celular.

Para discernir entre las dos hipotesis, se decidié estudiar el #ming de una cepa doble
mutante en los genes CDCI0 y CDCI5. Como controles se utilizaron: la cepa doble mutante
transformada con el gen silvestre CDCI0 en el plasmido centromérico YEp111, la cepa doble
mutante transformada con el gen silvestre CDC/5 en el plismido centromérico pBS9 y la cepa
doble mutante transformada con ambos plasmidos.
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3.1.4. Ensayos de timing en el doble mutante cdcl¢ cdcl$.,

Disponemos de la cepa VCY242d, doble mutante cdcl0-11 cdel5-1, obtenida por el
cruce y posterior esporulaciéon y micromanipulacion de las cepas VCY1 (cdei0-11) y RH210
(cdcl5-1) (Cid, 1996).

Los resultados obtenidos en los ensayos de #iming con la cepa VCY242d aparecen en la
tabla 13, donde se muestra como la cepa doble mutante VCY242d transformada con el gen
CDC10, es decir, defectuosa en el gen CDC/5, presenta un retraso de 36 minutos respecto de
la cepa control (cepa doble mutante transformada con los dos plasmidos); resultado similar al
obtenido previamente con la cepa L2C24d (cdc/5-iyt1).

Cuando se realizd el ensayo de f#iming con la cepa doble mutante VCY242d
transformada con el gen CDC/3, es decir, defectuosa en el gen CDCJ0, se encontr6é un valor
de tiempo de gemacion idéntico al de la cepa control (cepa doble mutante transformada con los
dos plasmidos); resultado analogo al obtenido con la cepa VCY1 (cdcl0-11).

El tiempo de gemacion de la cepa doble mutante cdc/0 cdc!5 es idéntico al de la misma
“cepa transformada con los dos genes silvestres. Es decir, un mutante cdc/5, en un fondo
mutante cdcl0, no presenta retraso en el proceso de gemacion. O lo que es lo mismo, los
mutantes en ¢l gen CDC/0 no dispondrian del mecanismo de control del ciclo celular objeto de
estudio. Este resultado apoya la segunda de las hipotesis planteadas en el apartado anterior,
segun la cual, la estructura de septinas, en la que se encuentra integrada la proteina Cdc10p,
formaria parte del sistema de seflalizacion encargado de comprobar que se han llevado a cabo
~ correctamente todos los procesos del ciclo celular en el final de la mitosis.

Como en los ensayos anteriores, se analizé el tiempo de gemacion a temperatura
permisiva de la cepa doble mutante VCY242d, asi como de las cepas transformadas con cada
uno de los plasmidos portadores de los genes silvestres y la cepa transformada con los dos.
Los resultados se muestran en la tabla 14. En todas ellas el tiempo de gemacion es comparable,
lo que indica que las diferencias observadas no son un artefacto debido a la presencia de los
distintos plasmidos.

3.1.5. Ensayos de timing con la cepa diploide MY1 (cdci5-lytl/cdcl5-1).

En todas las cepas estudiadas se ha observado un retraso en la gemacion de la célula hija,
mientras que la célula madre pierde la capacidad de gemar. Sin embargo, como se muestra en
la figura 16, en las cepas diploides la célula madre si es capaz de comenzar una nueva ronda de
gemacion, aunque inicia el proceso proliferativo posteriormente a la gemacion de la célula hija,
lo que ya supone un retraso en el ciclo celular de la célula madre respecto del ciclo celular de la

célula hija.

La cepa elegida para este ensayo fue la MY1, debido a que es la cepa diploide que
muestra el fenotipo con mayor intensidad. No obstante, la cepa MY presenta un
inconveniente derivado de poseer los alelos wura3-52/URA3 y wrai/URAi. Este rasgo
genotipico nos imposibilitd transformarla con el vector pBS9, que porta el gen CDC/5
silvestre. Asi pues, para lograr la cepa control, se transformé la cepa haploide L.2C24d con el
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plasmido pBS9 y un transformante asi logrado se cruzé con la cepa RH210. De este modo, se
cousiguio una nueva cepa diploide, idéntica a la MY 1, pero que porta el plasmido con el gen
CDC15 y que, por tanto, se comporta como una cepa silvestre a temperatura restrictiva,

Los resultados obtenidos en los ensayos de timing con la cepa MY se muestran en la
tabla 15. En ella se ilustra el anomalo retraso que sufre la célula madre en su nueva gemacion
respecto de la célula hija, asi como el retraso que ambas células, madre e hija, presentan
respecto de las células madre e hija de la cepa control. Nos llama la atenciéu la notoria
disminucion del retraso en la gemacion que manifiesta la célula hija de la cepa diploide respecto
al retraso que muestra la célula hija de las cepas haploides (17 minutos la célula hija de la cepa
diploide frente a 45 minutos la célula hija de la cepa haploide).

Tabla 15:

Tiempo cepa MY1 Tiempo cepa control Retraso

37°C) 37°C)
Célula madre 100.4 min. (38 cels.) 63.1 min. (18 cels.) 37 min.
Célula hija 84.4 min. (38 cels.) 67.6 min. (18 cels.) 17 min,

Como en los casos anteriores, se llevo a cabo de forma paralela un control de las cepas,
realizindose los ensayos de timing a temperatura permisiva. De este meodo, se pretendio
asegurar que las diferencias observadas no son debidas a la diferente expresion del gen CDC/5
desde el plasmido pBS9 (tabla 16).

Tabla 16:
Tiempo cepa MY1 Tiempo cepa control Retraso
(28°C) (28°C)
Célula madre 85.6 min. (18 cels.) 84.9 min. (18 cels.) 0.7 min.

Célula hija 99.3 min. (18 cels.) 98.3 min. (18 cels.) 1 min.
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3.2. EXPRESION DEL FENOTIPO DE LOS MUTANTES EN EL GEN CDCI5.

Los resultados obtenidos indican que el producto del gen CDCI5 se encuentra
involucrado en el inicio del proceso de septacion, cuyo defecto origina la parada del ciclo
celular en la anafase mitotica. También hemos observado que las células pertenecientes a estas
cepas mutantes son capaces de superar la parada descrita del ciclo celular, abordando una
nueva fase S sin haber subsanado los problemas de septacion del ciclo celular anterior, lo que
determina las disfunciones morfogenéticas y de polaridad que exhiben los mutantes en el gen
CDC15 a temperatura restrictiva.

Observaciones previas nos advirtieron sobre la heterogénea expresion del fenotipo, en lo
referente a la Superacion de la parada del cicle celalar, Este fendmeno ocurre no sélo en las
distintas cepas, sino también en los diferentes experimentos realizados en cada cepa. Por ello, .
se decidio llevar a cabo estudios para determinar la relacion entre las condiciones del cultivo y
la expreston del fenotipo.

La importancia de estos estudios se centra en la dependencia que existe entre la
proporcion de células que supera la parada del ciclo celular con algunos factores que se
“desconocen. Con estos ensayos se pretende clarificar ¢ identificar los factores que determinan
la variabilidad fenotipica y, en definitiva, aportar informacion sobre la naturaleza de la parada
del ciclo celular ya que, no hay que olvidar, que son las células que superan la parada del ciclo
celular las que muestran el desarrollo anormal, en cuanto a su polaridad y morfogénesis se

refiere.

3.2.1. Influencia de la adicion de medio de cultivo fresco en el momento de
comenzar la incubacién a 37°C. ‘

Observaciones en el laboratorio nos alertaron sobre la diferente expresion fenotipica de
la mutacién cuando, después de crecer un cultivo de una cepa mutante en el gen CDC/5 a
24°C y previamente a la incubacion a temperatura restrictiva, se renuevaa el cultivo aiiadiendo
YPD fiesco al medio de cultivo anterior.

Para documentar esta observacion se decidieron realizar el siguiente ensayo: se crecieron
las células en un matraz con 100 ml de YPD durante 16 horas a 24°C; se dividio el cultivo en
dos matraces, a uno de los cuales se afiadio 50 ml de YPD fresco, ambos matraces fueron
incubados a 37°C durante 6 horas. Los resuitados obtenidos sobre la expresion del fenotipo en
estas condiciones se exponen en la tabla 17.
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Tabla 17:

CEPA Condiciones

L2C24d (cdci5-iyt1) No renovado | 23% (47 cels.) 73% (148 cels.) 4% (7 cels.)

L2C24d Renovado 11% (20 cels.) 81% (142 cels.) 8% (13 cels.)
RH210 (cdci5-1) No renovado |96% (258 cels.) 2% (5 cels.) 1% (3 cels.)
RH210 Renovado | 23% (35 cels.) 66% (102 cels.) 11% (18 cels.)

MY1 (cdel5-1/cdels-Iyt]) | No renovado | 29% (75 cels.) 43% (110 cels.) 28% (70 cels.)
MY1 Renovado 3% (8 cels.) 48% (106 cels.) 49% (108cels)
DU3 (cdels-yti/edels-Ipt]) | No renovado | 36% (81 cels.) 40% (88 cels.) 24% (54 cels.)

DU3 Renovado 23% (39 cels.) 54% (92 cels.)  23% (40 cels.)

Para profundizar mas en el fendmeno anteriormente descrito se crecié un nuevo cultivo
de la cepa RH210 durante 16 horas a 24°C, tras lo cual se incubo durante 4 horas a 37°C: nos
cercioramos de que las células se encontraban detenidas en el punto de parada descrito para
este mutante (con la yema del tamafio de la célula madre, pero sin desarrollar las estructuras
aberrantes caracteristicas del soslayo de la parada del ciclo celular). En este momento se
renovo la mitad del cultivo con medio de cultivo fresco y atemperado, la otra mitad se empleo
como control sin renovar. Se incubaron ambos cultivos durante 6 horas a 37°C, los resultados
de la expresion fenotipica se muestran en la figura 30.
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% Estructuras erroneas

Condiciones

Al igual que ocurre cuando se estabiliza el medio con sorbitol 1 M (ver apartado 2.4. del
capitulo de resultados), el efecto de la adicion de medio fresco sobre el fenotipo no es sdlo
cuantitativo, sino que el fenotipo de las estructuras aberrantes sufre un agudizamiento.
Fotografias de contraste de fases en las que se ilustra este resultado se muestran en la figura
31

Este resultado abre diversas posibilidades sobre los fenomenos que pueden causar el
efecto fenotipico observado al renovar el medio de cultivo:

- La variacion en la concentracion de glucosa u otros nutrientes al renovar el medio
podria inducir el efecto observado.

- La variacion de pH al renovar el medio podria ser la responsable del efecto.

- La existencia de algim compuesto capaz de inducir la diferente expresion
fenotipica al renovar el cultivo.

- La existencia de algim compuesto capaz de inhibir la expresion del fenotipo,
sustancia que se dilniria por debajo de su umbral de actuacion al renovar el medio de
cultivo.
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3.2.2. Influencia de la concentracion de glucosa en el medio sobre la expresion del
fenotipo.

Al renovar el medio de cultive, previamente a la incubacion a 37°C, ocurre un
incremento en la concentracion de nutrientes y en especial de la glucosa. Deseabamos analizar
la posibilidad de que el aumento en la concentracion de glucosa fuera el responsable de la
variacion en la expresion fenotipica.

Para determinar la influencia de la concentracion de glucosa se prepard medio de cultivo
YPD que contenia diferentes concentraciones de glucosa (2%, 1%, 0.5%, 0.2% y 0.1%).

Se crecio la cepa RH210 (cdc/5-1), elegida por ser la que presenta el efecto objeto de
estudio con mayor intensidad, en YPD durante 16 horas a 24°C y seguidamente se renovo con
YPD que contenia las diferentes concentraciones de glucosa. Los resultados obtenidos tras una
incubacién de 6 horas a 37°C se muestran en la figura 32. La variacion en la concentracion de
glucosa parece no ejercer efecto alguno, ni como fuente de carbono ni como osmolito, sobre la
expresion fenotipica.
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De modo analogo se analizo la influencia de otros nutrientes, realizindose idénticos
ensayos, afiadiendo al medio de cultivo un complejo vitaminico y de cofactores (Nurse, 1975)
sin obtener diferencias fenotipicas, lo cual nos indicé que no debia tratarse de un factor
nutricional.

3.2.3. Influencia de la variaciéon de pH al renovar el medio.

Se han descrito genes requeridos para fenomenos morfogenéticos que se encuentran
regulados por variaciones de pH (Saporito-Irwin y col, 1995). Para verificar si nos
encontramos ante un fenoémeno similar, en el cual la ligera variacién de pH que pudiera ocurrir
al renovar el medio de cultivo con YPD fresco fuera la responsable de la diferente expresion
fenotipica, se preparo YPD tamponado con tampon fosfato 0.1 M, ajustado a diferentes
valores de pH. Se creci6 la cepa RH210 en YPD durante 16 horas a 24°C y seguidamente se
renovo con YPD tamponado. Como controles se emplearon: un cultivo sin renovar y otro
renovado en YPD sin tamponar. Ademas, se midio el pH de todos los cultivos antes y después
de las 6 horas de incubacion a 37°C, encontrando los valores detallados en la tabla 18.

Tabla 18:
pH del tampén 7.5 6.5 5 4 YPD YPD sin
renovar
pﬁ inicial 7.0 6.4 58 5.3 6.6 6.6
pH final (6 h) 6.9 6.2 5.6 “ 5.2 6.0 5.7

Con los valores de pH elegidos se cubrio el intervalo de variacion pH que ocurre al
renovar el medio con YPD fresco. En la figura 33 se detallan los resultados obtenidos, en ellos
no se observa ninguna variacion respecto a los resultados previamente mencionados; lo que
excluye a la variacion del pH de las diferencias en la expresion del fenotipo.
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3.2.4. Existencia de alguna sustancia inductora de la expresion del fenotipo.

Dada la naturaleza compleja del YPD, que contiene extracto de levadura y un
hidrolizado proteico, nos dispusimos a analizar si en el YPD fresco existe algun compuesto
capaz de mducir la expresion del fenotipo cuando se refresca el cultivo y que es eliminado con
el crecimiento de las células a 24°C.

Para aclarar este punto, se renovo el cultivo de la cepa RH210 con YPD, en el que
previamente, se crecid un cultive de la misma cepa a 24°C durante 16 horas y se filtré dos
veces con el fin de eliminar todas la células. De este modo, se renovo un cultivo de la cepa
RH210 tras ser crecido a 24°C, empleando un YPD ya usado y filtrado, carente, por tanto, de
la supuesta sustancia inductora. Sin embargo los resultados que se obtuvieron no revelaron
diferencia alguna entre renovar los cultivos con medio fresco o con medio usado, lo cual
compromete la hipdtesis de la existencia de una sustancia inductora del fenotipo en el YPD

fresco.
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En otra aproximacion paralela, se repitieron los ensayos sustituyendo el YPD como
medio de cultive por medio minimo (eliminando asi la posible influencia de un medio tan
complejo como el YPD) suplementado con todos los aminoacidos necesarios. El resultado es
similar al obtenido con YPD, sin embargo, cabe sefialar, que en medio minimo la expresion
fenotipica es menor que en YPD, como se observa en la figura 34,
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3.2.5. Existencia de alguna sustancia inhibidora de la expresion del fenotipo.

Esta descrito, sobre todo en organismos procarioticos y en hongos filamentosos, la
existencia de sustancias o factores secretados por las células al medio de cultivo, destinados a
modificar o dirigir los patrones de desarrollo morfogenéticos.

La secrecion por parte de las células, cuando crecen a 24°C, de algin factor capaz de
inhibir la nueva entrada en fase S sin haber terminado correctamente el anterior ciclo celular,
podria ser una nueva explicacion a la diferente expresion fenotipica obtenida al renovar el
medio de cultivo. Esta nueva hipétesis de trabajo implica que dicha sustancia, para ser
funcional, tendria que encontrarse a una concentracion adecuada. Asi pues, la dilucion del
supuesto factor inhibidor del ciclo al renovar el medio de cultivo con medio fresco, posibilitaria
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que una mayor proporcion de células continuaran con el ciclo celular, produciendo las
aberraciones morfologicas descritas.

Para estudiar esta nueva hipotesis, se crecio: un cultivo de la cepa RH210 durante 16
horas a 24°C, se eliminaron las células por filtracion, lograndose un medio de cultivo filtrado,
que supuestamente contendria el factor mhibidor. El medio de cultive asi obtenido se liofilizo.

Se crecio un nuevo cultivo de la cepa RH210 a 24°C, al cual, ademas de renovarse con
YPD fresco, se le afiadio una cantidad de liofilizado equivalente al volumen de medio de
cultivo que se utilizd para renovar el cultivo; seguidamente, se incubo a 37°C durante 6 horas,
De este modo se pretendia evitar el efecto conferido por la dilucion del medio de cultivo en lo
referente a la hipotética sustancia inhibidora.

Como control, ademas del habitual en el que s‘_e refrescan las células sin aiiadir liofilizado,
se incluyé otro en el que se refrescaron las células con medio de cultivo preparado a una
concentracion doble, de este modo, se pretendid tener en consideracion el aumento de
nutrientes y osmolitos provenientes del liofilizado. Los resultados se muestran en la figura 35.
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Como puede observarse en la grafica de la figura 34, no se encuentra diferencia alguna si
al diluir el medio de cultivo se afiade un liofilizado de medio de cultivo en el que previamente
se ha crecido otro cultivo de la misma cepa a temperatura permisiva. Estos resultados
cuestionan la hipétesis que planteabamos acerca de la existencia de una sustancia inhibidora del
ciclo celular secretada por las células al medio de cultivo.
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4. DETERMINACION DE PROTEiNAS QUE INTERACCIONAN
CON Cdcl5p. '

A pesar de los numerosos intentos realizados, el detalle molecular de la funcion de la
proteina Cdcl5p permanece sin determinar (Surana y col, 1993; Spevak y col, 1993;
Shirayama y col., 1994b; Toyn y col., 1996). Para definir los procesos en que Cdci5p estd
implicada seria de innegable ayuda el conocimiento de la interaccion fisica, no solo genética, de
Cdc15p con otras proteinas.

Para abordar esta cuestion se decidio intentar clonar genes, cuyos productos
interaccionaran con Cdcl5p, utilizando el sistema de dos hibridos (Fields y Song, 1989). Esta
técnica permite determinar y clonar genes, cuyos productos, unidos al dominio de activacion
del DNA del producto del gen GAL4, son capaces de interaccionar fisicainente con uno dado
que se usa como “cebo” y que se coloca en fase con el dominio de union al DNA de dicho
activador transcripcional. En nuestro caso se empled como cebo la mitad carboxilo terminal de
la proteina Cdc15p ya que se trata del dominio no protein-quinasa y por tanto suponemos que
especifico o regulatorio de la funcién quinasa de la proteina.

Se disefiaron dos oligonucleodtidos, el primero (2HA), contiene el punto de corte Sa/l
(1249) y la secuencia contigua hacia 3" del gen CDCIS5, al que se afiadieron, ademas,
secuencias de corte para las enzimas Smal y Xbal para poder clonarlo en fase con el dominio
de union al DNA del gen GAL4. El segundo oligonucleotido (2HB2), se diseiio en el
terminador del gen CDC/5 (hacia 5° de la posicion 3631) y se le introdujo una secuencia de
corte para las siguientes enzimas: Sall, Xbal y Smal. Se amplifico por PCR, usando los
- oligonucleotidos detallados y como DNA molde el gen CDC/5 en el plasmido pBS9. El
fragmento amplificado, de 2.4 kb, se cortd con Sall y se intercambid por el fragmento
resultante de cortar el plasmido pBS9 con Sal/l. Este nuevo plasmido (pBS9a), que porta el
gen CDC1)5, pero cuya mitad 3° proviene de un amplificado por PCR, se transformé en una
cepa mutante fyt/. Se eligio aquel plasmido que era capaz de complementar el fenotipo litico,
lo que indica que la reaccion de polimerizacion de la PCR no ha cometido ningun error
fenotipicamente detectable.

El plasmido pBS9a se cortd con Smal obteniendo un fragmento de 2.4 kb, que se clond
en el punto Smal del plasmido pGBT9 (ver capitulo de materiales y métodos). Para comprobar
que se mantenia la fase de lectura entre el dominio de union al DNA del gen GALS y el
fragmento cebo del gen CDCI35, se secuencid la zona de unién entre ambos fragmentos
génicos a través de un oligonucleotido fluoresceinado de secuencia, interno al dominio de
union al DNA de GAL4 y cedido amablemente por la Dra. Molina (este departamento).

Una vez comprobada la construccién del cebo se transformd con ella la cepa HF7c de
S. cerevisiae. Esta cepa tiene inactivos los genes GAL4 y GALS80 (inhibidor constitutive del
- gen GAL4), ademas tiene integrado el gen /1S3 bajo el promotor del gen GAL/ y el gen lacZ,
bajo el promotor del gen GAL4. Una vez comprobado que el plasmido cebo no activa la
transcripcion de los genes marcadores (/53 y lacZ), se transformd una genoteca de
S. cerevisiae en el plasmido pGAD13, que ademas porta el dominio de activacion del gen
GALA.
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Se rastrearon entorno a 1.2x10° clones, de los cuales 112 fueron capaces de crecer en
medio sin histidina. De estos 112, unicamente se eligieron 61 por ser capaces de producir
f-galactosidasa, producto del gen marcador /acZ. A todos ellos se les hizo perder el plasmido
cebo y se seleccionaron 18, que perdian la capacidad de producir la (3-galactosidasa (el resto
fueron considerados falsos positivos, ya que el plasmido de la genoteca era capaz de activar la
transcripcion del gen /acZ intrinsecamente, es decir, en ausencia del plasmido con el cebo). Se
obtuvo el plasmido de la genoteca de los 18 positivos y se les retransformo de nuevo en la cepa
HF7¢, que portaba el plasmido cebo. Ninguno de ellos fue capaz de producir B-galactosidasa
por lo que se les considero, a todos ellos, falsos positivos.
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DISCUSION

1. RESCATE ALELICO DE LA MUTACION [ytl.

La mutacion lyz] afecta al gen CDC15 de Saccharomyces cerevisiae, como demuestran
tanto los estudios de complementacion del fenotipo termosensible como las caracteristicas
fenotipicas del diploide cdel3-1/lytl. (Yuste, 1995). Continuando el trabajo realizado por la
Dra. Yuste en este laboratorio, rescatamos y secuenciamos el alelo mwutante cdcl5-lyti
encontrando una unica mutacion, localizada fuera del dominio quinasa de la proteina Cdc15p y
que afecta a la Unica zona del gen, excluyendo el dominio quinasa, que presenta similitud con
ede7”, un posible homoélogo funcional del gen CDCI5 de S. cerevisiae en la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe (Fankhauser y Simanis, 1994). I.a mutacién induce el cambio de
un residuo de glicocola, aminoacido no polar y con cadena lateral pequefia, por un glutimico,
amino4cido cargado negativamente a pH fisiologico y con cadena lateral voluminosa. No -
parece descabellado especular que el cambio de residuos generado por la mutacion pudiera
modificar suficientemente la estructura de la proteina Cdc15p como para hacerla mestable y
por ello inactiva a elevadas temperaturas. Estos resultados definen, por tanto, un nuevo
dominio conservado, esencial para el mantenimiento de la estructura de la proteina Cdcl5p.
Actualmente, a excepcion del citado cde7” de S. pombe, no disponemos de los homélogos de
este gen en otros organismos, lo que nos impide conocer la verdadera importancia de este
dominio a lo largo de la escala filogenética.

Todos los alelos mutantes del gen CDCI!5 secuenciados hasta el momento,
exceptuando el alelo edcl5-lyt!, presentan la mutacion en la region que codifica los dominios
cataliticos caracteristicos de las proteinas quinasas (Philippsen, comunicacién personal,;
Shirayama y col., 1996). Estos resultados nos inducen a pensar que las diferencias fenotipicas
que presentan las cepas portadoras de los distintos alelos mutantes pueden ser dependientes de
alelo; sin embargo, como discutiremos en el siguiente apartado, la diferente expresion
fenotipica observada en las distintas cepas se¢ muestra mdependiente del alelo mutante
empleado.

1.1. LA SUSTITUCION ALELICA DEL ALELO MUTANTE cdcl5-lyt] EN
UNA CEPA SILVESTRE.

A pesar de disponer de suficientes argumentos para asumir que la mutacion /yt/ de 5.
cerevisiae se encuentra en el gen CDC/5, hemos tratado de sustituir, en una cepa silvestre, el
alelo funcional por el alelo mutante cdc/5-Iytl. Esta cepa, ademas de ser la prueba definitiva
de la localizacion de la mutacioén fyt/ en el gen CDCI5, nos habria permitido disponer de una
cepa isogénica silvestre de una cepa Iyt/. Dichas cepas habrian sido de gran interés a la hora de
llevar a cabo los ensayos de progresion a través del ciclo celular y, gracias a ellas, no habria
sido necesaria la construccion de las cepas control por transformacion con plasmidos que
contenian los genes silvestres objeto de estudio. '
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Sin embargo no hemos sido capaces de realizar esta sustitucion, ya que, una vez
integrada la construccion de sustitucion en el genoma de la cepa silvestre, no hemos
conseguido ningin clon que, por recombinacion, haya expulsado el alelo silvestre del gen
CDC15 y, por tanto, posea el alelo mutante cdc!5-{ytl.

Las explicaciones a este hecho son multiples: a pesar de utilizarse 45 clones distintos
que llevan integrada la construccion de sustitucion, puede que dicha integracion no haya sido
homologa y no se haya introducido en el gen CDC/5. Otra explicacion, quizds mas plausible,
se basa en que la eliminacién por recombinaciéon homologa del alelo mutante podria estar muy
favorecida respecto de la eliminacion del gen silvestre, por ello todos los clones capaces de
crecer en 5-FOA presentan fenotipo silvestre.

2. FENOTIPO DE LOS MUTANTES EN EL GEN CDC15.

El mutante /yt/, cuando es incubado a 37°C, se caracteriza por presentar lisis celular y
alteraciones en el patron de gemacion (Molero y col., 1993). Las cepas haploides que portan
esta mutacion presentan un patron de gemacion distal, tipico de las cepas diploides (Molero y
col., 1993). A su vez, las cepas diploides con los dos alelos del gen CDCI/5 mutados,
presentan un fenotipo de células encadenadas con aspecto arrosariado.

2.1. EL. FENOTIPO DE LOS MUTANTES cdci5 ES INDEPENDIENTE DEL
ALELO MUTANTE QUE PORTAN.

Los resultados que hemos obtenido indican que las variaciones del fenotipo de las
distintas cepas mutantes en el gen CDC/5 no dependen del alelo mutante que portan. Tanto si
la mutacion se encuentra en el dominio quinasa como en el dominio no quinasa, especifico de
la proteina CdclSp, se obtienen proteinas no funcionales a temperatura restrictiva, que
determinan idénticos rasgos fenotipicos.

Las caracteristicas del fondo genético de las distintas cepas mutantes podrian ser las
responsables de algunos de los rasgos fenotipicos diferenciales que hemos observado. Sin
embargo, ¢l analisis genético llevado a cabo en la cepa diploide MY 1, que ademas de portar
dos alelos mutantes distintos, deriva de diferentes fondos genéticos -uno que presenta una
elevada expresion del fenotipo litico (L2C24d) y otro donde no se expresa (RH210)-, indica
que, en el caso de que exista influencia del fondo genético, €sta es compleja y escapa de un
analisis genético sencillo, ya que el estudio de la segregacion meiotica de esta cepa mutante no
muestra un patron mendeliano en la segregacion del fenotipo litico.

Sin embargo, si hemos encontrado dependencia entre la expresion del fenotipo litico y
las condiciones ambientales en que se desarrolla el cultivo, como discutiremos posteriormente.
En todo caso, el hallazgo de la dependencia entre la lisis y las condiciones de cultivo limita la
importancia de la posible influencia del fondo genético en la expresion fenotipica.

La independencia del fenotipo respecto del alelo mutante objeto de estudio, nos ha
permitido el uso de cualquiera de ellos, de acuerdo con nuestras necesidades, posibilitandonos
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la extrapolacion de los resultados al resto de cepas mutantes en el gen CDCJ/5 que hemos
manejado.

2.2. (;CORRESPONDE LA ESTRUCTURA APICAL ABERRANTE A UN
PROCESO ANOMALO DE GEMACION?

Molero y colaboradores (1993) postulan que las estructuras apicales caracteristicas de
los mutantes cdcl5, se corresponden con intentos abortados de gemacion. Si esto fuese cierto,
la localizacién de las estructuras apicales polarmente erroneas dependeria de las sefiales de
polaridad generales de la célula. Para aclarar este aspecto, construimos la cepa doble mutante
cdcl5-1 budl::URA3, la cual, a temperatura permisiva, gema al azar y a 37°C presenta una
deslocalizacion, a lo largo de toda la célula, de las estructuras apicales aberrantes
caracteristicas de la mutacion en el gen CDCI5. La conclusion que podemos extraer de estos
ensayos apoya el postulado que identifica las prolongaciones apicales del mutante /yt/ con
intentos anomalos de gemacion. Otro resultado a favor de la hipotesis de la gemacion anormal,
lo encontramos en el hecho de que, al estabilizar osmoticamente el medio con sorbitol o con
NaCl, los proyectos de gemacion apicales, en las cepas haploides, consiguen -eludir
momentancamente la lisis y dan lugar a cadenas de células unidas a modo de rosario, fenotipo
stmilar al mostrado por las cepas diploides con o sin sorbitol en el medio.

Los resultados mostrados indican que la estructura apical aberrante que aparece en las
células haploides de los mutantes en el gen CDC135 es la manifestacion de un proceso anémalo
de gemacion y no cualquier otro tipo de irregularidad morfogenética. Es decir, por algun
motivo, que trataremos de discutir en los apartados siguientes, la mutacion del gen CDC/5
hace perder a las células de las cepas haploides su patron habitual de polaridad en la eleccién
del sitio de gemacion.

2.3. TOPOLOGIA DE LA LISIS.

Hemos observado que la lisis, topologicamente, tiene lugar precisamente por la
estructura apical anomala de gemacion (figura 18 del capitulo de resultados), hecho que
podriamos explicar considerando que la maquinaria de la célula haploide no estd preparada
para acometer una gemacion polar. La célula haploide, al verse obligada a modificar su patrén
caracteristico de polaridad, podria presentar dificultades importantes para generar una pared
celular normal, dando lugar a una pared debilitada que provocaria la lisis celular. El sorbitol, al
ser capaz de estabilizar ligeramente la pared de la levadura, permitiria que las incipientes yemas
apicales se desarrollen un poco mas antes de sufrir el proceso litico y determinaria la aparicion
del fenotipo de células encadenadas, de forma andloga a lo manifestado por una cepa diploide
con ambos alelos del gen CDC/75 mutados. Sin embargo, las estructuras celulares encadenadas
de gran tamafio que muestran tanto las cepas diplodes como las haploides en presencia de
sorbitol, a temperatura restrictiva, pronto serian inestables y lisarian. Recientemente se ha
implicado en la lisis celular a defectos en el proceso de septacion y citoquinesis (Epp y Chant,
1997). De modo analogo se podria explicar la lisis que ocurre en los mutantes cdc/J3, ya que,
como se discute en el siguiente apartado, éstos no son capaces de llevar a cabo el proceso de
septacion.
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También es significativo el hecho de que la gemacidén apical aberrante de las células
haploides tiene lugar, de modo general, en la célula hija, mientras que la célula madre pierde la
capacidad para abordar un nuevo proceso de gemacién. En las cepas diploides, en este
aspecto, observamos un andmalo adelantamiento de la gemacidn de la célula hija respecto de la
célula madre, fendémeno que discutiremos en los apartados siguientes. No hay que olvidar que
en las cepas silvestres la gemacion de la célula hija sufre un retraso respecto a la nueva
gemacién de la célula madre, debido a que ha de alcanzar un tamafic minimo critico,
previamente a abordar la gemaciéon (Roemer y col., 1996). Una explicacion al hecho de que en
la cepas haploides la célula madre pierde la capacidad de gemar, podemos encontrarla si
consideramos que el fenémeno litico sobreviene previamente al inicio del proceso de gemacion
de la célula madre.

En cualquier caso, resulta evidente la existencia de un retraso anémalo en la gemacion
de la célula madre respecto de la célula hija en las cepas diploides, efecto que se agudiza en
cepas haploides, hasta el extremo de no llegar a producirse la gemacion de la célula madre.

2.4, IMPLICACION DE Cdc15p EN EL PROCESO DE SEPTACION.

Otro aspecto importante del fenotipo de los mutantes en el gen CDC/5, radica en su
incapacidad para iniciar y, por tanto, llevar a cabo el proceso de septacion, como indican los
resultados de microscopia de transmision (figura 22 del capitulo de resultados). Este hecho es
el determinante de la aparicion de cadenas de células sin septar en cepas diploides, efecto que
también se manifiesta en cepas tanto haploides como diploides, cuando se encuentran en
presencia de sorbitol 1 M.

El defecto en la septacion parece logico dade que la actina no se polariza hacia la zona
del septo para determinar su formacion (Lew y Reed, 1993). Estos autores han descrito que,
para que la actina se polarice en la zona del septo, es necesaria la mactivacion del complejo
Cdc28p-Clb2p, pero los mutantes cdc{5 detienen su ciclo celular con elevada actividad quinasa
Cdc28p-CIb2p (Surana y col., 1993).

Recientemente se ha descrito la proteina Iqgl/Cyklp (Epp vy Chant, 1997; Lippincott y
Li, 1998). Estos altimos autores localizan a esta proteina en la zona del septo y la describen
como esencial en el ensamblaje de un anillo de miosina imprescindible para que se lleve a cabo
el proceso de septacion. Lippincott y Li (1998), determinan, a su vez, la dependencia de todo
el proceso anteriormente descrito a la presencia de la proteina Cdcl5p activa. Estos datos
reafirman la implicacion del producto del gen CDC/5 en la septacion de S. cerevisiae.

Otro dato que refuerza el papel del gen CDC/5 en el proceso de septacion, la
encontramos en la fimcion de cde7”, su homélogo en la levadura de fision S. pombe. Los
mutantes de S. pombe en el gen cdc7', son incapaces de realizar el proceso de septacion
(Fankhauser y Simanis, 1994). No obstante, existe un rasgo diferenciador entre ambos
homologos y es que la sobreexpresion del gen cde7’ en S. pombe determina la aparicién de
multiples rondas de septacion sin abordar la division nuclear (Fankhauser y Simanis, 1994),
efecto no observado al sobreexpresar, ni ¢l gen CDC15 completo de S. cerevisiae (Philipssen,
comunicacion personal), ni el dominio quinasa (resultados no mostrados). Este efecto no
parece extraiio, ya que la regulacion del ciclo celular y la coordinacion con el ciclo
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morfogenético en ambos organismos, especialmente al final de la mitosis, manifiesta diferencias
sustanciales (MacNeil y Nurse, 1997).

Recientemente se ha descrito el gen spgl” de S. pombe, homologo funcional del gen
TEM! de S. cerevisiae (Schmidt y col., 1997) como un gen esencial para la septacion de la
levadura de fisién, este dato, y a la vista de la relacién genética y funcional que muestra con el
gen CDC15, refuerza el papel, que proponemos en este trabajo, del gen CDC15 en la septacion
de las células de S. cerevisiae.

2.5. INFLUENCIA DE LA SEPTACION EN LA ELECCION DEL PATRON DE
POLARIDAD.

Existen evidencias que indican que el proceso de septacion es fundamental para el
establecimiento del patron axial de gemacion (Chant, 1996a). Los datos que nosotros hemos
obtenido con los mutantes en el gen CDC15 respaldan esta hipotesis, e indican que para que la
célula elija el eje de polaridad axial, previamente ha de realizarse apropiadamente el proceso de
septacion. Resultados similares han sido obtenidos con mutantes en el gen CDC/0, los cuales
son capaces de iniciar la septacion, pero no de localizar correctamente el septo, el cual,
ademis, presenta una estructura anémala (Cid y col, 1998). Los mutantes cdc/0 también
exhiben alteraciones en la eleccion del patron de polaridad axial.

No hay que olvidar que el nuevo patron de polaridad que muestran los mutantes con
problemas en el proceso de septacion es dependiente del sistema de polaridad general de las
células, liderado por la GTPasa Budlp. Como hemos descrito en el capitulo de introduccion,
existen unas seifiales, reconocidas por la maquinaria general del establecimiento polaridad, que
determinan el patron axial de gemacion. Estas sefiales, hasta donde se conoce, estan generadas
por las proteinas Bud3p, Bud4p, Bud10p y Axllp (Chant y col., 1995; Sanders y Herskowitz,
1996; Halme y col., 1996). Las tres primeras se localizan en la estructura de 10 nm, mantenida
por la septinas en el cuello entre la célula madre y la hija. Los mutantes en la septina Cdcl0p
son incapaces de construir adecuadamente la estructura anular de 10 nm, de ese modo es
previsible que las sefiales encargadas de marcar el patron axial no se ensamblen correctamente
y no sean capaces de atraer hacia eflas la maquinaria de polaridad celular, dirigiéndose ésta, por
defecto, a las sefiales de polaridad permanentes que residen en los polos de la célula (Zahner y
col., 1996). En los mutantes en el gen CDC/5 el resultado fenotipico es similar: tiene lugar un
desplazamiento de la polaridad desde el patrén axial al bipolar. Sin embargo el anillo de
septinas en los mutantes cdc!5 parece correctamente ensamblado, como demuestran ensayos
llevados a cabo con la fusion de Cdcl0p a la proteina verde. En estos mutantes el anillo de
septinas permanece ensamblado, incluso cuando ya ha comenzado la gemacion apical aberrante
en la célula hija, hecho insélito ya que hasta ahora se postulaba que para comenzar una nueva
gemacion, previamente, las células tenian que desorganizar la estructura de septinas del
anterior ciclo (Chant, 1996b). Estos resultados, ademas, refuerzan la propuesta del papel
esencial de la septacion para la correcta eleccion de la polaridad en el siguiente ciclo de
division (Longtine y col., 1996). En los anteriores ensayos también cabe remarcar la
incapacidad de los mutantes cdecl5 para localizar el anillo de septinas en la base del proyecto
de gemacion apical aberrante. La ausencia del anillo de septinas parece, pues, determinante en
el fenotipo con constricciones anchas y anomalas similares a los shmoos, que muestras los
mutantes en el gen CDC/5 en los proyectos de gemacion apicales aberrantes que hemos
descrito.
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Recientemente se ha localizado a la proteina cdc7 de S. pombe (homologa de Cdcl5p)
en el cuerpo polar del huso, si bien, cuando se lleva a cabo la divisién del SPB, cdc7 solo
aparece en uno de ellos (Sohrmann y col., 1998). Si esta distribucion asimétrica se pudiera
demostrar también en S. cerevisiae, sin duda obtendriamos importante informacion para
- explicar las anomalias en el patron morfogenético que manifiestan los mutantes en el gen
CDC/5. Del mismo modo, y dentro del campo de la especulacion, la distribucion asimétrica de
CDC15 podria ser la clave para explicar la imposibilidad que muestra la célula madre para
abordar un nuevo proceso de gemacion en la células haploides de estos mutantes.

2.6. LOS MUTANTES cdci5 NO MUESTRAN UNA PARADA ESTRICTA DEL
CICLO CELULAR.

Sorprendentemente, el fenotipo que hemos observado esta en discordancia, no sélo con
el fenotipo descrito hasta ahora para los mutantes cdc/5, sino también con la propia definicion
de mutante cdc. Los mutantes cdc son aquellos que detienen el ciclo nuclear en un
determinado momento, debido a la carencia de algim componente esencial para la progresion
del mismo (Pringle y Hartwell, 1981). Nuestros resultados indican que los mutantes cde/5 no
detienen definitivamente el ciclo al final de la anafase (Culotti y Hartwell, 1971; Surana y col,,
1993), sino que, al menos, en lo referente al ciclo morfogenético, superan la anafase del
presente ciclo y entran de nuevo en el cicle, produciendo, por tanto, una nueva ronda de
gemacion. El soslayo de la parada descrita, al menos por el ciclo morfogenético, abre dos
opciones diferentes: (i) Fl ciclo nuclear se halla detenido y el ciclo morfogenético continia con
la gemacion erronea que determina la lisis; es decir, se produce una descoordinacion entre
ambos ciclos; vy (ii} El ciclo nuclear supera la parada en la anafase y discurre paralelamente al
ciclo morfogenético. Nuestros datos indican que el ciclo morfogenético estd acompafiado por
el ciclo nuclear, como lo demuestran las tinciones de nicleos en la cepas diploides (figura 24
del capitulo de resultados), donde cada célula de la cadena dispone de un nucleo (si hubiese
descoordinacion entre ambos ciclos, y el ciclo nuclear se encontrara detenido, la mayoria de las
células de la cadena no dispondrian de nicleo). En las células haploides la lisis sobreviene
previamente a la nueva division nuclear, sin embargo, ensayos de citometria (figuras 25, 26 y
27 del capitulo de resultados) demuestran que los nticleos se encuentran en la fase S, ya que
presentan una cantidad de DNA superior a la esperada si los ciclos nucleares estuvieran
parados en la anafase.

2.7. INFLUENCIA DE LA ESTABILIZACION OSMOTICA DEL MEDIO EN
EL FENOTIPO DE LOS MUTANTES cdcl5.

Los resultados de la topologia de la lisis, asi como la explicacion que hemos propuesto
al fendmeno mostrado en las fotografias de la figura 18 del capitulo de resultados, donde
ilustramos como la lisis celular sobreviene debido al cambio en la osmolaridad que sufren las
células al ser trasladadas del medio de cultivo a una solucion de yoduro de propidio, nos animé
a realizar estudios acerca de la influencia de la osmolaridad del medio en el fenotipo de los
mutantes en el gen CDC/5. La comparacion del comportamiento de las células en medio sin
estabilizar y estabilizado osmoticamente es un método cominmente utilizado para el estudio
del estado de la pared celular (Torres y col., 1991).
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Cuando los mutantes en el gen CDCI5 son incubados en un medio osmoéticamente
estabilizado, bien sea con sorbitol o con NaCl, observamos dos manifestaciones diferentes:

- En cepas haploides, protege a las células de la lisis, permitiéndoles continuar el ciclo
celular, aunque de forma polarmente erronea, lo que determina la aparicion de células
encadenadas, de forma analoga al desarrollo fenotipico que presentan las cepas diploides
en medio sin estabilizar.

- Aumenta de forma significativa la proporcion de células que superan la parada del
ciclo celular v abordan un nuevo ciclo, -determinando la aparicion de todas las
aberraciones morfogenéticas que hemos descrito. Este efecto se observa, incluso, en
cepas como la RH210, la cual, en medio sin estabilizar, no es capaz de superar la parada
del ciclo, mientras que en medio estabilizado osmdticamente, presenta una marcada
proporcion de células que se aventuran en una nueva fase S (ver tabla 10 del capitulo de
resultados).

El primer efecto observado es predecible si se considera la accion del sorbitol 1 M
como estabilizador osmoético, ya que compensa, momentaneamente (las células se acaban
lisando), la funcion de una pared debilitada. Sin embargo, las células muestran,
invariablemente, el fenotipo de pérdida del patron de polaridad axial y la incapacidad de septar;
es decir, en definitiva, la estabilizacion osmotica es incapaz de suprimir los defectos primarios
de los mutantes en el gen CDC/5. Estos resultados indican que el defecto primario de los
mutantes cdec/5 es ajeno a la pared celular y que la lisis tiene lugar como efecto secundario a
las disfunciones conferidas por la mutacion. En este ambito se han descrito otros mutantes
afectados en el proceso de septacion cuya manifestacion ultima es la lisis celular, lo que parece
indicar que una correcta septacion es imprescindible para la integridad celular (Epp y Chant,
1997).

Mis que el aparente efecto sobre la lisis celular, nos llama la atencién el notable
aumento en la proporcion de células capaces de superar la parada del ciclo celular en presencia
de un medio osmoticamente estabilizado. No disponemos de explicacion para este fendmeno,
pero nos informa sobre la sensibilidad que muestra la expresion del fenotipe termosensible
frente a las variaciones de las condiciones ambientales.
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3. CICLO CELULAR DE LOS MUTANTES ESTUDIADOS CON
ANOMALIAS EN EL FINAL DE LA MITOSIS.

Hasta ahora hemos discutido acerca de como los mutantes en el gen CDC/5 superan la
parada del ciclo celular descrita clasicamente para ellos (Culotti y Hartwell, 1971; Surana y
col., 1993). En las cepas diploides la parada del ciclo celular es superada tanto desde una
perspectiva morfogenética, con la emergencia de una nueva yema, como desde el punto de
vista del ciclo nuclear, con la division del nicleo de forma paralela a la gemacion. A su vez,
como discutiamos previamente, en las células haploides la replicacién del material génico
comienza, aunque no llega a manifestarse en la aparicion de un nuevo nucleo independiente,
debido al advenimiento del fenomeno litico.

Parece claro, segin lo discutido en el parrato anterior, que no existe descoordnacion
entre el ciclo morfogenético y el nuclear, ya que ambos superan el punto de parada del ciclo
celular al final de la mitosis.

(Coémo explicar que los mutantes en el gen- CDC/5 superan la parada del ciclo y se
aventuran en un nuevo ciclo, determinando la aparicion de aberraciones de polaridad que
producen la lisis celular?. Una respuesta a esta pregunta la encontramos en la hipotesis
formulada por Murray (1995), que postula que bajo la parada del ciclo celular de numerosos
mutantes cdc se oculta un mecanismo del tipo checkpoint, que detecta las disfunciones
conferidas por la mutacion cdc y detiene el ciclo celular con el objeto de repararlas. Esta
hipotesis es compartida por el grupo del Dr. Nasmyth (Surana y col., 1993), que centrandose
en los mutantes cdc/3, hipotetizan sobre la posibilidad de que la parada del ciclo celular de
estos mutantes, pudiera ser debida a la activacion de un punto de control del ciclo celular o
checkpoint, que aseguraria la correcta consecucion de la mitosis antes de abordar un nuevo
ciclo celular,

De la definicion de checkpoint se puede extraer que su manifestacién fenotipica mas
notable es el retraso que sufre el ciclo celular debido a la detencién del mismo, con el objeto de
proporcionar el tiempo suficiente para reparar o solucionar las anomalias responsables de la
activacion de dicho punto de control. Asi pues, la forma mas simple y por ello, cominmente
empleada, para revelar la existencia de puntos de regulacion del ciclo celular o checkpoints,
consiste en detectar el retraso en el ciclo de las células, producido por ese punto de control
celular, respecto de las células control, en las que no se manifiesta (Lew y Reed, 1995; Murray,
1995; Elledge, 1996; Yang y col., 1997; Toczyski y col., 1997).

3.1. CICLO CELULAR DE LOS MUTANTES cdcl5.

Disponemos de resultados previos que indican la existencia de un retraso en el ciclo
celular de los mutantes cdc/5. Hemos observado dicho retraso, por ejemplo, en la célula
madre, respecto de la célula hija, en las cepas diploides (ver figura 16 del capitulo de
resultados y el apartado 2.3. del presente capitulo). Asi pues, llevamos a cabo ensayos de
seguimiento del ciclo celular de los mutantes cdc/5, con los que pretendimos determinar st
existe algun retraso en el ciclo celular. Para ello, cronometramos el tiempo que transcurre
desde que una célula, de una cepa mutante, (la célula madre) inicia la gemacion hasta que su
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hija comienza a emitir la yema apical erronea. De este modo si hubiera una detencion
momentanea del ciclo celular en la anafase mitética, ésta quedaria reflejada en un aumento en
el tiempo de gemacion, respecto de una cepa control que no manifieste la parada del ciclo.

Para medir el ticmpo que invierten los mutantes cdci5 en la realizacion de su ciclo
celular, elegimos la cepa 1.2C24d, dado que presenta una elevada proporcién de células que
superan la parada en la anafase. Como cepa control usamos la misma cepa L2C24d, pero
transformada con el plasmido centromérico pBS9, portador del gen CDC/ 5 silvestre. La cepa
control elegida, se comporta como silvestre a temperatura restrictiva y, ademds, el analisis del
ciclo celular a temperatura permisiva no revela diferencia alguna entre esta cepa y la cepa
mutante. Por ello admitimos que la cepa control elegida es apropiada para nuestros propositos
y que las diferencias que encontremos entre ella y la cepa mutante seran debidas al retraso en el
ciclo celular que presentan las células mutantes.

Los resultados que recogimos muestran un retraso significativo de la cepa mutante en
el gen CDC135 respecto del control (45 minutos, ver tabla 13 del capitulo de resultados). Este
dato parece indicar la existencia de un punto de control, sin embargo hay otras explicaciones
alternativas que, con los resultados discutidos hasta el momento, no podemos descartar:

- La cepa mutante, por el hecho de no disponer de la funcion del gen CDC/ 3, progresa
mas lentamente a través del ciclo celular, lo que podria dar cuenta del retraso observado.

- El retraso que manifiestan las células mutantes podria ser el resultado del tiempo que
necesitan para reorientar el eje de polaridad desde la zona axial a la polar distal, con lo
cual la Unica disfuncion de estos mutantes seria la deslocalizacién del patrén axial de
gemacion como resultado del defecto en citoquinesis que presentan.

No obstante, como discutiremos en apartados posteriores, y a pesar de las anteriores
argumentaciones, la forma mas plausible de explicar los resultados que mostramos en este
trabajo es la existencia de un punto de control del ciclo celular que se activa cuando la célula
carece de la funcion de la proteina Cdc15p.

3.2. CICLO CELULAR DEL MUTANTE tem1-3.

La relacion genética descrita entre los genes CDC/5 y TEMI (Shirayama y col,
1994b), asi como el fenotipo similar de los mutantes de cada uno de estos genes, nos animo a
estudiar el tiempo de gemacion del mutante fem/-3. La cepa control que usamos, dado que en
este caso disponiamos de ella, fue la cepa isogénica silvestre. El resultado que obtuvimos fue la
existencia de un retraso significativo del ciclo celular (25 minutos, ver tabla 13 del capitulo de
resultados), aunque menor al recogido para el mutante cdc/5. La explicacion para la reduccion
del retraso del ciclo celular podria deberse a diferencias intrinsecas a las cepas utilizadas. Pero,
en todo caso, el retraso del ciclo encontrado en el mutante fem/-3 parece lo bastante
importante como para ser comparable al de los mutantes cdc/ 5.

Quizas el aspecto mas importante a resaltar de este resultado sea que el retraso del
ciclo celular no es exclusivo de los mutantes en el gen CDC/5; es decir, no es debido a la falta
de 1a funcion de este gen concreto, sino a la ausencia de un mecanismo en el que, ademas,
participan otros componentes, como el producto del gen 7EM/. Tampoco hay que olvidar que
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la relacién entre ambos genes, asi como su implicacion en la septacion, ya estd descrita en J.
pombe (Schmitd y col.,, 1997). La conjuncion de estos resultados sugiere que S. cerevisiae
también dispone de un mecanismo molecular integrado por distintos clementos y destinado a
dirigir los ulltimos estadios de la mitosis. Una hipotesis similar, en cuanto a la estructuracion del
mecanismo, ha sido propuesta por el grupo del Dr Toh-e (Shirayama y col., 1994b), los cuales
proponen una ruta de transduccion de sefiales destinada a determinar el final de la mitosis, en la
que se encontraria implicado un grupo de quinasas formado por Cdc5Sp, CdelSp, Dbf2p y una
GTPasa de pequefio tamaiic (Temlp). Esta opinién, aunque desde un punto de vista
exclusivamente centrado en el ciclo nuclear, es compartida por el grupo del Dr Johnston (Toyn
y col, 1996), que involucra a todo este grupo de proteinas, junto con Siclp, en la
desactivacion del complejo Cdc28p-Clb2p. Sin embargo, en virtud a los resultados obtenidos
en este trabajo, resulta evidente la implicacion de todo este grupo de proteinas (Cdcl5p,
Temlp, Dbf2p, Cdcl4p) en la regulacion de eventos morfogenéticos, pudiéndose explicar su
reflejo en el ciclo nuclear por el hipotético checkpoint introducido anteriormente.

3.3. CICLO CELULAR DEL DOBLE MUTANTE cdcl0-11 cdecl5-1.

Los mutantes cdc/35 son ncapaces de septar. Para estudiar si la ausencia o las
disfunciones en ¢l proceso de septacion son las responsables del retraso en el ciclo celular
observado en los mutantes del gen CDC/{5, medimos el tiempo de gemacion en el mutante
cdc10-11, el cual es capaz de iniciar el proceso de septacion, pero no de localizar el septo en el
lugar preciso, presentando éste, ademas, una morfologia anormal (Cid y col., 1998). La cepa
control que empleamos fue la cepa isogénica silvestre. Sorprendentemente, el resultado que
obtuvimos fue un ligero retraso (8 minutos, ver tabla 13 del capitulo de resultados) de la cepa
mutante respecto de su isogénica y que creemos puede ser explicable, no por un mecamismo de
control del ciclo, sino mas bien por el desarrollo morfogenético aberrante que muestra la célula
hija, ya desde el momento de su emergencia. Esta morfologia anormal, con yemas alargadas y
aspecto tubular a lo largo de todo su desarrollo, estd descrito que es consecuencia del
deficiente ensamblaje del anillo de septinas, que determina el crecimiento hiperpolarizado de la
yema (Longtine y col., 1996).

Fl tiempo normal en el ciclo celular de los mutantes cdc/0-11, nos animo a realizar los
ensayos de #iming con una cepa doble mutante cdc/0 cdci5.

El resultado obtenido manifiesta que los dobles mutantes cdc/0 cdcl5 no presentan
retraso alguno en su ciclo celular (ver tabla 13 del capitulo de resultados) indicando que, en un
fondo genético cdcl10, los mutantes cdc /5 no muestran retraso en el ciclo celular.

Este resultado, invalida las explicaciones alternativas al retraso del ciclo celular de los
mutantes cdel5 discutidas en el apartado 3.1. del presente capitulo, ya que, el doble mutante
cdcl0 cdci5 muestira los mismos rasgos fenotipicos que conducen a la lisis del mutante cdc/5,
pero sin presentar retraso en el ciclo celular. Es decir, el retraso observado en los mutantes
cdcl5 o tem!-3, no es debido a un desarrollo mas lento del ciclo del mutante cdec/5 o tem{-3,
ni a los problemas en la polaridad mostrados por ambos mutantes. La ausencia de retraso en el
ciclo celular del doble mutante cdc/0 cdcl5 es la prueba mas importante de que disponemos
para soportar la hipétesis de la existencia de un checkpoint, que se encargaria de dar cuenta de
la correcta finalizacion de la mitosis. Ademas, estos resultados vinculan a la estructura
determinada por el anillo de septinas en el mecanismo del posible checkpoint que proponemos.
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Otra importante linea argumental que abre el fenotipo del doble mutante cdci0 cdels
la encontramos al intentar explicar el fenomeno hallado. La ausencia de retraso en el ciclo
celular que muestran los mutantes cde/5 cuando se encuentran en un fondo genético cdec/0,
nos incita a pensar que el anillo de septinas podria estar involucrado en el checkpoint. Sin
embargo, no parece sencillo explicar como unas proteinas de caracter estructural pueden
desempefiar una funcién sefializadora, mas propia de componentes enzimiticos del tipo
proteina quinasa. La explicacion tal vez haya que buscarla en la gran cantidad de proteinas que
se ensamblan y colocalizan con el anillo de septinas (Chant y col., 1995; Sanders y Herskowitz,
1996; Halme y col., 1996; de Marini y col., 1997). Asi pues, un anillo deficiente por la
mutacion en el gen CDC10, podria impedir o dificultar la localizacion en €l de los componentes
del punto de control encargados de activar el checkpoint.

No obstante, 1a hipotesis de la existencia de un punto de control del ciclo celular que
proponemos, no deja de ser aventurada mientras no se describan los componentes del mismo,
encargados de su sefializacion, los cuales de acuerdo a lo propuesto, probablemente haya que
buscarlos en las proteinas que se localizan en el anillo de septinas. La actuacion sobre el ciclo
celular de este mecanismo, parece obvio que seria a través de la inhibicion y la desactivacion
del complejo Cdc28p-Clb2p, lo cual detendria el ciclo celular en la anafase mitotica, sin
embargo, resta por determinar el detalle molecular del mecanismo de accion encargado de
llevarla a cabo.

3.4. ;QUE OCURRE CON LA CELULA MADRE?

En las cepas haploides mutantes en el gen cdcl3, como hemos discutido previamente,
la célula madre pierde la capacidad de abordar una nueva gemacion a temperatura restrictiva
(ver figura 16 del capitulo de resultados). Una explicacion a esta observacion, como ya hemos
discutido, puede encontrarse si se considera que la célula madre no dispone de tiempo
suficiente para abordar la gemacion, antes de que ocurra el fenomeneo litico.

En todo caso, los resultados obtenidos indican que la célula madre es mas sensible a la
parada del ciclo celular que la célula hija, o, explicado de otro modo, la parada del ciclo celular
determinada por el checkpoint, es mas efectiva en la célula madre que en la hija; resultado que
no es facil de explicar, considerando que, debido a la ausencia de septacion, los citoplasmas de
ambas células se encuentran comunicados. No obstante, si nos permiten especular sobre la
existencia de distintos mecanismos de regulacion y coordinacion de la instauracion de la
polaridad entre la célula madre y la hija.

La herramienta para estudiar el retraso de la célula madre, lo encontramos en las cepas
diploides, que portan ambos alelos mutantes, ya que si son capaces de comenzar un nuevo
proceso de gemacion, como se muestra en la figura 16 y en la tabla 10 del capitulo de
resultados. Los resultados obtenidos a partir del estudio del ciclo celular de cepas diploides
mutantes en ambos alelos del gen CDC/35, corroboran y cuantifican la observacion previa (ver
tabla 16 del capitulo de resuitados), permitiéndonos asumir que, de modo general, en las cepas
diploides, la efectividad en la detencion del ciclo celular por parte del punto de control, es
menor a la manifestada en las cepas haploides. Esta menor efectividad posibilita: (i) la
superacion de la parada del ciclo por parte de la célula madre y (ii) determina un retraso menor
en el ciclo celular de la célula hija, en comparacion con el de las cepas haploides.
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La hipotesis de una mayor sensibilidad de la célula madre a la parada del ciclo celular
por parte del checkpoint, se encuentra comprometida por el fenotipo del mutante cdc/0 y del
doble mutante cdel0 cdcl5, los cuales no manifiestan la parada del checkpoint, pero si el
retraso en la gemacion de la célula madre respecto de la hija. Estos resultados parecen implicar
al defecto en la septacion como responsable del incremento del retraso o de la incapacidad de
gemar (segiin sean diploides o haploides) por parte de la célula madre. La diferencia entre
cepas haploides y diploides quizas esté en el distinto patrén de polaridad que muestran, asi en
las células haploides se sumaria el defecto de septacion al cambio en el patron de polaridad que
sufren, lo que les impide gemar. Las células diploides unicamente sufririan el efecto de la
ausencia de septacion, ya que no han de modificar su patrén de polaridad, por ello el efecto
seria menor y simplemente observamos un retraso mayor al mostrado por la célula hija.

Estos resultados indican gue en la célula madre ocurre un doble efecto, primero un
retraso del ciclo debido al checkpoint y segundo otro retraso debido, posiblemente, a la
ausencia del proceso de septacion, este segundo efecto es mas importante en las células
haploides.

Una explicacion al diferente comportamiento que manifiestan la célula madre y la hija
en su desarrollo morfogenético, podriamos encontrarla si se demostrara la distribucion
asimétrica de Cdcl5p en S. cerevisiae, de forma analoga a como ocurre con cdc7 en S. pombe
(Solirmann y col., 1998).

En la figura 36 se muestra un esquema con una escala temporal aproximada de los
procesos de gemacion y retrasos que hemos encontrado. En ella intentamos representar los
eventos nucleares y morfogenéticos mas importantes en las cepas mutantes haploides y
diploides en el gen CDCI5, en comparacion con los mismos sucesos en células de una cepa
silvestre.
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4. EL FINAL DE LA MITOSIS.

Para la progresion del ciclo celular a través de la anafase y la terminacion de la mitosis
es imprescindible la desactivacion del complejo Cdc28p-Clb2p (Murray y Kirschner, 1989;
Surana y col., 1993; Lew y Reed, 1993). El detalle molecular de los mecanismos involucrados
en inactivar el complejo director del ciclo celular, permitiendo la conclusion de la mitosis,
permanecen oscuros. No obstante, distintos autores postulan la existencia de dos rutas
paralelas destinadas a este fin: (i) el grupo de quinasas y sus reguladores, donde se integran los
productos de los genes DBF2, DBF20, CDC15 y CDC5, una GTPasa de pequeiio tamafio
codificada por TEM1 y una fosfatasa codificada por CDC14 (Shirayama y col., 1994b; Toyn y
col., 1996) y (ii) un inhibidor de la funcién de Cdc28p-Clb2p, codificado por el gen S/CI, que
se expresa en este momento del ciclo celular (Toyn y col., 1996). Por otra parte, no conviene
olvidar el papel que juega el cAMP en estos estadios del ciclo, ya que la reduccion de sus
niveles, de alguna manera sin determinar, regula la consecucion de la mitosis (Spevak y col,
1993). También hay que considerar la implicacion del ciclosoma en la ubiquitinacion de Clb2p
y de mhibidores de la progresion del ciclo, como Pdslp (Schwab y col., 1997).

Teniendo en cuenta las hipotesis expuestas, el retraso del ciclo celular que hemos
observado podria explicarse si se admite que las células que carecen de la ruta de las quinasas
para la desactivacion del complejo director del ciclo celular (mutantes cdc/3, temi, etc.),
disponen de otras rutas alternativas para ese fin. Pero logicamente, la desactivacion del
complejo Cde28p-Clb2p, seria menos eficiente, ya que las células de estos mutantes no
poseerian todos los mecanismos habituales dispuestos para este fin. Este argumento explcaria
el retraso, que hemos observado, en ¢l ciclo celular de los mutantes cdc/5 y tem 1.

Sin embargo, la argumentacion anterior, no es capaz de explicar el defecto en septacion
que hemos observado en los mutantes cdc/5, temli, dbf2 y edci4. El defecto en septacion que
muestran los mutantes en estos genes, unido a la homologia que presentan los genes CDC/5 y
TEM]I con genes esenciales para la septacion en S. pombe, como son los genes cdc7” y spgl”
da cuerpo a la implicacion de estos genes en procesos morfogenéticos relacionados con la
septacion, independientemente de la funcion descrita en cuanto a la progresion del ciclo.

Por otra parte, la hipotesis clasica que implica a cdcl5p exclusivamente en la
progresion del ciclo celular, tampoco es capaces de explicar el fenotipo del doble mutante
edcl0 cdcl5, el cual carece de la ruta de las quinasas propuesta para la desactivacion de
Cdc28p-Clb2p v sin embargo, no manifiesta retraso alguno en el ciclo celular.

La discordancia de los resultados gue hemos obtenido con las hipotesis existentes,
expuestas anteriormente, sobre el funcionamiento y regulacién de los eventos del final de la
mitosis, nos incita a proponer un nuevo mecanismo de actuacion en el final de mitosis. En esta
nueva hipotesis, el producto del gen CDC15, junto con las proteinas Dbf2p, Cdcldp y Temlp,
cuyos mutantes muestran un fenotipo similar al del mutante cdel5, podrian estar implicadas,
con independencia de otras funciones, en la transmision de la sefial de septacion, desde la
maquinaria de progresion del ciclo celular hasta la zona del septo, y mis concretamente a la
estructura de 10 nm formada por las septinas. Esta sefial, determinaria la polarizacion, a la
zona del futuro septo, del citoesqueleto de actina y el crecimiento polarizado necesario para la
construccion del tabique entre ambas células (figura 37).
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Ademas, teniendo en cuenta los resultados que hemos obtenido, proponemos que la
detencion del ciclo celular observada en los mutantes cdcl5, dbf2, tem! y cdci4, podria ser
debida a la activacién de un punto de control celular o checkpoint, capaz de detectar anomalias
en el final de la mitosis y detener el ciclo celular. Nuestros resultados indican que el
funcionamiento del punto de control propuesto depende, a su vez, del correcto ensamblaje del
anillo de 10 nm, formado por las septinas en el cuello entre la célula madre y la hija. La
explicacion mas atractiva a este resultado, se basa en que, en la estructura determinada por las
septinas, se localizaria un elemento esencial para la activacion del punto de control, en
respuesta a las disfunciones ocasionadas por la mutacion en los anteriores genes. La sefial
producida por este factor desde el anillo de septinas, y a través de un mecanismo por
determinar, evitaria la inactivacion del complejo Cdc28p-Clb2p y, por tanto, detendria el ciclo
celular en la anafase, en espera de la reparacion de las anomalias causadas por la ausencia de
las proteinas Cdc15p, Cdcl4p o Temlp.

En la figura 37 se muestra graficamente la hipdtesis clasica y la hipotesis que
proponemos, a la vista de nuestros resultados, sobre los mecanismos involucrados en la
terminacion de la mitosis.
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5. IDENTIFICACION DEL MECANISMO MOLECULAR DONDE
SE ENCUENTRA INVOLUCRADA Cdc15p.

A pesar de los numerosos intentos encaminados a esclarecer el mecanismo molecular
en ¢l que se incluye la funcion del producto del gen CDC/5 (Surana y col., 1993; Spevak y
col, 1993; Toyn y col., 1996), éste permanece oscuro. Como describiamos en el capitulo de
introduccion, existe una complicada red de interacciones entre una nutrida cantidad de
proteinas que mantienen relaciones de complementacion pero, a pesar de los esfuerzos
realizados (Shirayama y col., 1994b, Toyn y col., 1996), no se ha llegado a definir una ruta o
una jerarquia clara entre ellas.

Como estrategia para aportar informacion sobre el mecanismo de actuacion de Cdcl5p,
nos propusimos encontrar proteinas relacionadas fisicamente con ella y, de este modo, acotar
el ambiente molecular en que Cdc15p ejerce su funcion, lo que facilitaria el desenmaraiiamiento
de los datos de interaccion genética.

La técnica que decimos emplear, fue el rastreo de una genoteca de S. cerevisiae,
mediante el sistema de dos hibridos (Fields y Song, 1989; Chien y col., 1991). Elegimos el
extremo carboxilo terminal de Cdcl5p para usarlo como “cebo” del rastreo, ya que en este
dominio se halla la secuencia no quinasa, especifica o reguladora de la funcion de la proteina
Cdcl5p y, por tanto, mas susceptible de interaccionar con otras proteinas. Otro motivo para
elegir la zona carboxilo terminal de Cdc15p, fue que, es en este dominio, donde se encuentra la
mutacion del alelo cdel5-Iytl.

De los 1.2x10° clones rastreados, unicamente 112 fueron capaces de activar la
expresion del gen indicador, pero todos ellos resultaron ser falsos positivos. Evidentemente,
con los clones conseguidos, no se encuentra agotado el rastreo, pero si nos parecen suficientes
como para haber obtenido algun resultado positivo. Lo cual, nos hace sospechar la posibilidad
de que, la fusion del dominio carboxilo terminal con el dominio de unién al DNA de GAL4, no
mantiene su estructura nativa, lo que impediria cualquier mteracciéon. La solucién a este
problema, quiza haya que buscarla en la construccion de otra fusion que si conserve la
estructura nativa de la proteina Cdcl5p o, al menos, la capacidad de interaccionar con alguna
de las proteinas con quienes lo hace in vivo. Otra posibilidad a tener en cuenta, radica en la
posibilidad de usar como “cebo”, para el rastreo de dos hibridos, el dominio protein-quinasa de
Cdcl15p, ensayo que, tal vez, nos permitiera establecer la identidad de los sustratos de esta
quinasa,

Otra alternativa a considerar, a la vista de los Wtimos resultados publicados en §.
pombe (Sohrmann y col., 1998), que revelan la interaccion entre cdc7 y spgl, homologos de
Cdcl5p y Temlp respectivamente; reside en la posibilidad de realizar ensayos de dos hibridos
dirigidos a detectar la posible interaccion entre estas dos proteinas.

Los oligonucledtidos empleados para construir la fusion del dominio carboxilo terminal
de Cdc15p al dominio de union al DNA de Galdp, fueron disefiados incluyendo las dianas de
restriccion adecuadas (ver materiales y métodos) para, ademas de la fusion del dos hibridos,
poder realizar otra fusién de Cdcl5p con GST. Este hecho, posibilitard una estrategia
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alternativa para la bisqueda de proteinas que interaccionen con Cdcl5p, a través de ensayos
de coprecipitacion.

6. HOMOLOGOS DEL GEN CDCI5 EN OTROS ORGANISMOS.

Esta descrito que el homdlogo en la levadura de fision Schizosaccharomyces pombe del
gen CDCI5 es el gen cde7' (Fankhauser y Simanis, 1994); sus funciones, implicacién en el
proceso de septacion, localizacidon, semejanzas y diferencias con CDCI5, ya han sido
discutidas a lo largo del presente capitulo.

El caracter esencial del gen CDC15 de §. cerevisiae nos incito a iniciar la busqueda de
su homologo en la levadura patdgena Candida albicans, ya que, esta supuesta caracteristica le
confiere gran interés como diana para el desarrollo de antifingicos. En nuestre departamento,
previamente, se realizaron numerosos esfuerzos destinados a clonar el gen homoélogo, en C.
albicans, del gen CDCI5 de S. cerevisize. Se llevo a cabo el rastreo de una genoteca
genomica, en un vector episomico, sobre el mutante cdci5-fyti. Este rastreo permitié clonar el
gen CLT{, que codifica una proteina de la familia de las proteinas Ras, supuesto homologo del
gen TEMI de S. cerevisiae (San Jos¢, comunicacion personal).

Debido a lo infructuoso de la primera aproximacion intentada, decidimos realizar un
rastreo, sobre la cepa L2C24d (cdci5-lytl), pero empleando una genoteca construida en el
vector centromérico pYEURAS3, cedida amablemente por el Dr. Pla (Este departamento).
Analizamos 2x10° transformantes y conseguimos aislar dos plasmidos capaces de
complementar el fenotipo autolitico termosensible de la cepa 1.2C24d. El analisis realizado en
ambos plasmidos nos permitid concluir que portaban un inserto idéntico (datos no
presentados). A partir de ellos, acotamos y secuenciamos un fragmento geénico con elevada
similitud a una proteina fosfatasa de S. cerevisiae codificada por el gen CDCI14 (45% de
residuos idénticos y 58% de residuos similares). El gen clonado no se encuentra completo, smo
que a juzgar por su similitud con CDC/4 de S. cerevisiae, le faltan, tnicamente, unos quince
pares de bases. A diferencia del gen de S. cerevisiae, presenta una secuencia intronica tedrica
en su extremo 5.

En §. cerevisiae una copia extra del gen CDC/4 es suficiente para complementar la
mutacion cdel5 (Shirayama y col., 1996), estos autores también describen que la actividad
fosfatasa del producto del gen CDC14 de S. cerevisiae no es precisa para la complementacion
sobre los mutantes cdel5. Sin embargo, resulta muy llamativa la complementacion heterologa
en un vector centromérico, del que suponemos CaCDC 14, sobre el fenotipo /v¢/, para la cual,
ademas, no es necesaria la zona carboxilo terminal de la proteina.

Una explicacion hipotética a la complentacion en monocopia del fenotipo lyz/ por un
fragmento del gen CDC14 de C. albicans, podria deberse a que la proteina Cdcl4p, aparte de
su posible actividad fosfatasa, podria “socorrer” el plegamiento de las moléculas de la proteina
Cdc15p mutadas, y por tanto mal plegadas a temperatura restrictiva (no hay que olvidar que
son mutaciones termosensibles), de manera que les permitiria mantener la estructura nativa y
activa. En cualquier caso, la complementacion en monocopia da idea de la importancia de la
estequiometria en este hipotético complejo.
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El plasmido CA48B, donde se encuentra acotado el fragmento génico clonado (ver
materiales y métodos), no es capaz de complementar el fenotipo de un mutante cdci4-1, lo
cual es facilmente explicable, si se tiene en consideracion que, en este plasmido, no se
encuentra integro el gen CaCDC14.

Los sucesivos fracasos, a pesar del elevado nimero de clones rastreados en ambas
genotecas, parecen desaconsejar el empleo de esta estrategia en la clonacion del homologo del
gen CDC15 de S. cerevisiae en C. albicans. Estos resultados nos incitan a suponer que, al
igual que ocurre con cdc7’ (Fankhauser y Simanis, 1994), el homoélogo de C. albicans, no es
capaz de complementar el fenotipo del mutante cdel5 de S. cerevisiae, lo que nos obligara a
adoptar otras estrategias para su clonacion.
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CONCLUSIONES

1- El fenotipo de los mutantes /yt/ de la levadura S. cerevisiae es originado por una
nica mutacion, que produce el cambio de la G en la posicion 1639 por una A, en el gen
CDC15. Dicha mutaciéon induce el cambio de la Gly 410 por un Glu y se localiza fuera del
domino quinasa, en una zona conservada en cde7’, el homologo en la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe.

2- La lisis de los mutantes en el gen CDC/5, a temperatura restrictiva, se produce por
la incipiente gemacion apical, polarmente anémala, que presenta la célula hija. La estabilizacion
osmotica del medio de cultivo, es capaz de ralentizar la lisis celular pero no de evitarla, lo que
implica que la disfuncion de los mutantes en el gen CDCI5 no recae directamente sobre la
pared celular.

3- Los mutantes en el gen CDCI5 son incapaces de iniciar y, por tanto, de llevar a
cabo, el proceso de septacion. El defecto en la septacion podria ser el responsable de la pérdida
del patron de polaridad axial, mostrado por las cepas haploides que portan esta mutacion.

4. Los mutantes cdcl5 son capaces de superar la parada del ciclo celular descrita para
ellos al final de la anafase, iniciando una nueva fase S, sin haber concluido la anterior ronda
mitética.

5- Los mutantes en los genes CDC15 y TEMI presentan un retraso en el ciclo celular
de la célula hija, mientras que la célula madre, en cepas haploides, pierde la capacidad de
abordar una nueva gemacion. Por su parte, el doble mutante cdc/5 cdc/0 no muestra retraso
alguno en el ciclo celular. La explicacion propuesta es la existencia de un punto de control o
checkpoint, encargado de vigilar la correcta consecucion de los ultimos estadios del ciclo
celular, para cuyo funcionamiento es esencial la integridad del anillo de septinas. Dicho punto
de control manifiesta menor eficacia en la detencion del ciclo en las cepas diploides, lo que se
traduce, en una disminucion del retraso sufrido por el ciclo celular de la célula hija y la
posibilidad de abordar una nueva gemacion por parte de la célula madre.

6- La superacion de la parada del ciclo celular, o lo que es lo mismo, la desactivacion
del hipotético checkpoint, que determina la aparicion de todos los rasgos fenotipicos
caracteristicos de los mutantes cdc/5, presenta estrecha dependencia con las condiciones
ambientales y con el fondo genético de las cepas mutantes empleadas.
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