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La levaduraSaccharornycescerevisiaedespertótempranointerésdebidoa su utilidad
en la producciónde vino y cerveza.A comienzosde este siglo, el hallazgode que parala
fermentaciónalcohólica era suficiente con un extracto de estemicroorganismo,lo que en
definitiva condujoal descubrimientode las enzimas,revolucionóla utilización de estalevadura
y la lanzó como modelo de organismoexperimental,hecho que se vio favorecido por su
sencillomanejoy el interésderivadode poseerunaorganizacióncelularencariótica.

Con el pasode los años, fueron apareciendootros orgamsmoscon cualidadesmás
atractivasparalbs investigadores;así, secomenzóa trabajarcon (‘andida debidoa su carácter
patógeno,o con Pichia debido a las ventajasque presentaa la hora de producir proteínas
heterólogasde interés.Pero,la recientesecuenciacióndel genomacompletode S. cerevisiae,
colocade nuevoa estemicroorganismoen el centrode atencióncorno modelode investigación
básica(Botsteiny col., 1997).

En nuestrolaboratorio,estamosinteresadosen diferentesaspectosdel ciclo celulary la
morfogénesisde la célula cucariótica.Atendiendoa las razonesanteriores,Saccharonzyces
cerevisiaesepresentacomo’el organismoapropiadoparael desarrollode nuestrosestudios.

1. CICLO BIOLÓGICO DE£ cerevisiae.

Saccharon¡ycesdisponede dosposibilidadesa la hora de abordarsu ciclo biológico:
primero, presentaun ciclo de reproducciónvegetativo,a travésdel cual una célula sedivide
dandolugar a doscélulasigualesy, segundo,un ciclo sexual,por el cual doscélulashaploides
de tipo sexualopuestose conjugandandolugara una céluladiploide, que entrade nuevoen un
ciclo de divisiónvegetativo.El ciclo biológico se ciegacuando,bajodeterminadascondiciones
talescomo el ayunode nitrógeno,las célulasdiploidesllevan a caboun procesomeiótico que
originala apariciónde cuatroesporashaploides.

A un ciclo biológico como el descrito se le conocecomo ciclo heterotálico,siendo
característicode las cepas comuninenteusadasen los laboratorios. Sin embargo,en la
naturaleza,las cepasde Saccharornyceshabitualmenteposeenun ciclo biológico denominado
homotálico, graciasal cual una célula haploidepuedecambiar su tipo sexual, facilitando el
proceso de conjugación y determinando que, generalmente, en el ambiente natural
encontremoscepasdiploideso poliploides(Nasmyth,1983;Amon, 1996).

1.1. CICLO VEGETATIVO.

Saccharonzyces,a diferenciade la mayoría de los organismoseucarióticos,sedivide
porgemación(Glotzer, 1997); esdecir, a partir de una célulamadrecomienzaa desarrollarse
una célulahija o yema,queva creciendohastaalcanzarun tamañosimilar al de la madre.En
este momentotiene lugar la septacióny separacióncelular. Esteprogresomorfológico de la
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yemaestáacompañadopor una seriede acontecimientosnuclearesde sumaimportanciaque
van a determinarla duplicacióny segregacióndelmaterialgenético.

El ciclo celular se puededividir en dos grandesetapas(figura 1): la interfasey la
mitosis.

- La mitosis, dondetienelugar la división del material genético,se componede cuatro
etapas: profase, metafase,anafasey telofase, concluyendocon la formación de un
tabique o septo entre la célula madrey la hija que materializa la división y posterior
separacióncelular. Saccharonzycespresentadiferenciasimportantescon respectoa la
mitosis de otras células eucariáticas:no desorganizala doble membrana nuclear
favoreciendola escasacondensaciónde sus cromosomasy permitiendoque, al contrario
queen otrascélulaseucaríóticas,éstosseaninvisibles.

- En la interfasese distinguen,a su vez, variasfases:existendosetapasde aparente
transiciónllamadas01 y 02, separadasporunafase5 o de síntesis,en la quetiene lugar
la duplicacióndel materialgenético,requisitoprevioparala división celular. En lasfases
01 y 02 ocurrenprocesostrascendentalesparala célula como son: el incrementoen
tamaño, la generaciónde toda la maquinaria subcelular,etc., pero entre ellos, cabe
remarcarmx procesollamadopuntoSTART.El punto STARTesun punto de control del
ciclo celularque aconteceen los últimos estadiosde la fase01. Unavez superadodicho
puntode control,la célulaseve irremisiblementeabocadaa realizarun ciclo completode
división mitótica. Cuandoel ciclo celular discurrea travésdel puntoSTART,tiene lugar
la duplicación del cuerpopolar del huso SPB (análogoal centrosomaen cucariotas
superiores)y seinicia la emergenciade la célulahija, quecontinuarácreciendoa lo largo
de todala fase 5.

1.2. CICLO SEXUAL.

Saccharornycespresentadostipos celularessexualinenteopuestosa y cx, determinados
por la expresiónde los genesdel locusMAT. Las células de cadatipo sexualson capacesde
secretaral medio un pequeñopolipéptido llamado factor a y factor a, respectivamente.
Cuandolas célulasde cadatipo sexualdetectanen el medio la presenciadel factor del tipo
sexualopuestomanifiestanlas siguientesreacciones:

- Unaqueafectaal ciclo celular,provocandosu detenciónen la fase01, previamenteal
puntoSTART.

- La otra afectaa la morfologíacelular, ya que sedesencadenanuna sellede respuestas
morfogenéticasque originanel crecimientode la célula hacia la fuente de la feromona.
Todo esteprocesomorfogenéticose materializa en la transformaciónde las células
ovaladasen célulascon formade pera,comúnmenteconocidascomoshrnoos.Cuando,a
travésde las prolongacionesreciénfonnadas,dos shmoosse ponenen contacto,tiene
lugar la fusión celular y la cariogénesis,hechoque determinala apariciónde un núcleo
diploide, el cualsecolocaen la yemaque comienzaa creceren el istmo entrelas células
conjugativas.Cuando la yema se independiza,comienza una nueva serie de ciclos
celulares,peroya con un núcleodiploide.
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El mecanismo molecular que determina el desarrollo de las respuestas,tanto
morfogenéticascomo de paradadel ciclo celular, la sido proflmdamenteestudiado.Existen
receptorestransmembranalescodificadospor los genesSTE2en cepasMATa y STE3en cepas
MATu, que al unir la feromona,sufrenun cambio conformacional,posibilitandola interacción
con una proteína O heterotrimérica (Whiteway y col., 1994; Wliteway y col., 1995),
disociándolay permitiendola asociaciónde las subunidadesf3y con las proteínasSte2Oí> y
Ste5p, lo que determinasu activación (Leberer y col., 1997). Ste5p actúa como molécula
aglutinadorade un conjuntode proteínasque conformanuna ruta de transducciónde señales
conocida como ruta de apareamientoo de mal/ng (Printen y Sprague,1994; Elion, 1995;
Leberery col., 1997) e integradapor Stel lp (MPKKK), Ste7p(MPKK) y las MAP quinasas,
parcialmenteredundantes,Fus3py Ksslp (Courscherney col., 1989;Ellon y col., 1990; Crews
y col., 1992), que a travésdel factor transcripcionalStel2p (Elion y col., 1993; Punteny
Sprague,1994),son responsablesdela activaciónde la transcripciónde genesimplicadosen la
respuestamorfogenéticade mal/ng. Fus3p tambiénescapazde activar a Farlp (Petery col.,
1993), responsablede la detencióndel ciclo celular en 01, por inactivación del complejo
Cdc28punido a ciclinasde la fase01.

Ste2Op,quinasade la familia PAK, cuandoestáactivada,ademásde con Cdc42p,es
capaz de interaccionarcon Bemíp (Leeuw y col., 1995). Bemlp interacciona con el
citoesqueletode actina, lo que la implica en la polarizacióndel crecimiento celular hacia el
lugar de recepción de la señal responsabledel desencadenamientode la cascada.Para la
polarización del crecimiento y la consiguienteformación del shmoo,tambiénes esencialla
proteínaSpa2p(Gehrungy Snyder,1990),aunquesedesconocesumecanismode acción.

‘1.3. DESARROLLOPSEUDOIHFALENSaccharomyces.

Algunascepasdiploidesde Saccharomyces,bajocondicionesde ayunode nitrógenoen
medio sólido, puedendesarrollaruna transiciondunorficay mostrarun patrónpseudolúfalde
crecimiento(Gimeno y col., 1992). En cepashaploidesseha descritoun fenómenoparalelo
denominadocrecimientoinvasivo. En ambosfenómenosse hallan implicadospartede los
componentesde la ruta de nial/ng (Cdc42p, Ste2Op,Stel íp, Ste7p,Steí2p),recientemente,
han aparecidotrabajosque indicanquela MAP quinasaimplicadapuedeserKsslp (Madlaniy
col., 1997). Sin embargo,la proteínaaglutinantequeactuaríaen lugarde Ste5p,permanecesin
serdeterminada(Robertsy Fink, 1994;Leberery col., 1997).

El crecimientoinvasivode las cepashaploidesy el desarrollopseudolifalde las cepas
diploides,presentanmúltiples similitudescomo son: la capacidadde penetraren el agar, la
maquinariabioquímicay la dependenciade las señalesde polaridad.Tambiénmuestranalgwas
diferenciascomo: la capacidadde formar filamentosen medio rico por parte de las cepas
haploides,o la diferente morfología tanto colonial como celular; las células de las cepas

haploidescuandoifiamentanmantienensu forma ovalada,mientrasquelas diploides sufreuuun
alargamiento.Además,las cepasdiploidesextiendensus filamentosalrededorde las colonias,
mientraslashaploidespresentanel desarrollofilamentosopordebajode la colonia (Radclyffey
Fink, 1994).Estosautores,principalmentedebidoa que ambosprocesoscompartenla misma
maquinariabioquímica, explican el crecimientopseudolifaly el crecimientoinvasivo como
diferentesmanifestacionesde un mismoproceso(Radclyffey Fink, 1994).
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1.4. MUTANTES DE CICLO CELULAR O MUTANTES cdc (CefI L)h’ision
Qele).

Los mutantescdc de 5. cerevisiaefueron aisladospor 1-Iartwell (Culotti y 1-lartwell,
1971; Hartwell, 1971a; 1971b). Bajo estadenominaciónse recogea todasaquellasestirpes
mutantesque manifiestandefectosen algún estadioespecífico del ciclo celular (Hartwell,
1974). La mutacióncdc sueleafectara una función esencialpara la progresióna travésdel
ciclo, por lo que la mayoríade los mutantescdc estudiadosmuestranun bloqueototal de éste
(Pringle y Hartwell, 1981). La paradacaracterísticadel ciclo celular que manifiestan los
mutantescdc, les convierteen una valiosaherramientapara el estudio del ciclo celular. En
total, se dispone de unos cincuentamutantesde ciclo celular, cuyospuntos de paradase
encuentranrepartidosa lo largode todoel ciclo (Pringley Hartwell, 1981).

1.5. REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR EN & cere¡’¡s¡ae.

El ciclo celular sehalla finamenteregulado,tantoen su progresióncomo en el control
de su correcto desarrollo.La importanciade la regulación del ciclo celular es indiscutible
cuando se piensa en los procesosque determina: la división y segregacióndel genoma,la
coordinaciónde la división celular con el ciclo nuclear, la decisióncelular de comenzarun
procesoproliferativo o un procesoconjugativo,etc.

Otroelementoa resaltar,en cuantoa la regulacióndel ciclo celular, es la importancia
de la coordinaciónqueha de existir entreéstey los diferenteseventosmorfogenéticos,ya que
esta coordinaciónes esencialpara la correcta conclusióndel ciclo biológico de cualquier
organismo.

1.5.1. Progresióna travésdel ciclo celular.

El máximo responsablede la progresióndel ciclo celular en Saccharo¡nycescerevis/oc
esla proteínaquinasaCdc28p(Jobnstony col., 1977;Lórinczy Reed,1984), la cual, a su vez,
esreguladapor la interaccióncon una seriede proteínasde expresióncíclica llamadasciclinas
(Wittenbergy Reed, 1988). Cdc28p,unido a las diferentesciclinas, es capaz de fosforilar
sustratosespecíficosen cadaperiododel ciclo celular(Reed,1992),determinandolos procesos
característicosde cadaetapa.

Las ciclinas sedividen en dosgrandesgrupos,de acuerdocon el momentodel ciclo en
queseexpresan:ciclinasGí (Clnlp, Cln2p, Cln3p, Clb5p, Clb6p,Hcs26p)(Cross,1988;Nash
y col., 1988; Hadwigery col., 1989; Epstein y Cross, 1992; Ogasy col., 1991; Ktihne y
Linder, 1993)y ciclinas G2 (Clblp, Clb2p, Clb3p, Clb4p) (Ghiaray col., 1991; Suranay col.,
1991;Fich y col., 1992).

Lahipótesispropuestaparael mecanismode acciónde las ciclinas Gí (Clnlp, Cln2p y
Cln3p), la encontramosenla esencialidadde la interacciónde éstascon Cdc28pparasuperarel
punto START(Lew y Reed, 1992; Cross, 1995; Nasmyth, 1996). Además,la activación de
Cdc28pal unirsea las ciclinas Cml, 2 y 3p determinaun importanteaumentoen la expresión
de las mismas(Crossy Tinkelenberg,1991;Dirick y col., 1991). CLN3, a diferenciadel resto,
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se expresaa lo largo de todo el ciclo y, a su productose le atribuye la responsabilidad,al
menosen la célula madre,de catalizarel procesode activacióndel complejoquinasacuandola
célula estádispuestapara.acometerel punto START(Lew y Reed,1992). Sin embargo,en la
célulahija las responsablesparecenserClnlp y Cln2p (Lew y col., 1992;Lew y Reed, 1992;
Cross, 1995). La activación de Cdc2Sp por las ciclinas en GI determina,por un lado, la
polarizacióndel citoesqueletode actina en el lugar de emergenciade la yema (Lew y Reed,
1993), estadioprevio a la emergenciade la misma;por otro lado, determinala división del
cuerpopolar del huso(SPB) y el inicio de la replicacióndel genoma.Tambiénestádescrito,
que dicha interacción, es capazde activar la proteína quinasaPkclp (Gray y col., ¡997)
implicada,entreotros procesos,en el crecimientopolarizadbque detenninala emergenciade
la yema(Zarzovy col., 1996;Grayy col., 1997).

Dentro de las ciclinas B se puedendistinguir dos subgrupos,de acuerdo con el
momentodel ciclo celularen que actuan:

- Clb5p y Clbóp son imprescindiblesparala progresióna travésde la fase 5 del ciclo
celular(Buenoy col., 1991;Lew y Reed,1992; Cross,1995).

Clblp y Clb2p aparecenen la fase5 y tienensu mayor expresióntranscripcionalen la
faseG2/M; ambasse unena Cdc28pactivándolay permitiendoelpasoa travésde la fase
M (Ghiaray col., 1991; Suranay col., 1991).Paracompletarlos últimos estadiosde la
mitosis y más concretamenteel paso de la anafasea la telofase, esnecesarioque se
desacopleel complejoCdc28p-Clb2p(Suranay col., 1993); lo cual, además,determina
la polarizacióndel citoesqueletode actinaa la zonadel futuro septo,procesonecesario
para que se lleve a cabola septacióny separacióncelular con la que concluyeel ciclo
celular(Lew y Reed,1993).

La descripcióndel funcionamientode la cidlinas, realizadaanteriormente,puedehacer
pensarque la actuaciónde cadauno de sus grupos se encuentracircunscrita a momentos
discretosa lo largo del ciclo celular; sin embargo,existenevidenciassobrela influenciaque
unostipos de ciclinas ejercen sobrela actuaciónde los otros. Así, la transcripciónde las
ciclinasG2 dependede la activaciónde las ciclinasGí (Epsteiny Cross,1992); las ciclinasG 1,
cuandoestánunidasa Cdc2Sp,determinanla inactivaciónde Siclp, que esun inhibidor de la
actividadquinasade Cdc28p-Clb5py Cdc28-Clb6py, por tanto, se producela entrada y
progresiónpor la fase5 (Schwoby col., 1994; Sclmeidery col., 1996). Tambiénestádescrito
quela actividadCdc28p-Clb2pinhibe la transcripciónde los genesCLIV! y CLN2 e inducela
degradaciónde susproductosporubiquitinación(Amon y col., 1993;Blondely Mann, 1996).

1.5.2. El final de la mitosis.

Saccharonzycescerevisiaeutiliza una significativa partede su ciclo celular en la salida
de la anafase.La explicaciónquesehapropuestoa estehechoesquelas células,antesde salir
de la mitosis y abordarun nuevo ciclo celular, han de comprobarla fidelidad de todos los
procesosrecientementerealizados.

Clásicamentese ha involucrado a la desactivacióndel complejo Cdc2Sp-Clb2p,como
determinantepara la salida de la metafasey en la entradaen la anafasedel ciclo celular
(Murray y Kirschner, 1989); seguidamentesedeterininóque la inactivacióndel complejo era
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precisaen la anafasey no en la salidade la metafase(Suranay col., 1993),comopostulaban
los anterioresautores.En estostrabajos,(Suranay col., 1993), se atribuyó a la proteína
quinasa Cdcl5p la responsabilidaden la fosforilación del complejo Cdc2Sp-Clb2py su
consiguientedesactivacióny salidadel ciclo (figuras2 y 3).

Posterionnenteseclonó y describióa Siclp como un inhibidor de la actividadCdc28p-
Clb2p (Sclwoby col., 1994),el cual, ademásde la funciónya mencionadaen la fase GI del
ciclo, desarrollasu fijación inlibidora sobreel complejoCdc28p-Clb2pen la anafasemitótica.
La mutaciónen el gen SIC] es sintéticaletal con la mutaciónen el gen DBF2, gen esencial
junto con DBF2O para la salida de mitosis (Toyn y col., 1996), lo que, a juicio de estos
autores,podríaexplicarsesiDbflp y Siclp seencuentranen mecanismosparalelos,destinados
a producirla desactivaciónde Cdc28p-Clb2py la salidade la anafase(figuras2 y 3).

RecienteÑenteseha relacionadola salida de la anafasecon la función de una seriede
proteínasque conforman el llamado ciclosoma o APC (AnaphasePromoting Comp/ex),
compuestopor, al menos, siete proteínasentre las que se encuentran:Cdclóp, Cdc23p,
Cdc26p,Cdc27p, Apclp y Cselp (Zachariaey col., 1996). Este complejo multiproteico es
capazde reconoceruna secuenciacaracterísticadel extremoamino terminal de las ciclinas 8,
denominadadestruction box, marcándolaspara su ubiquitinación (Glotzer y col., 1991)
(figuras2 y 3).

Existenevidenciasqúe indican que el ciclosomapodría serdirigido haciael complejo
Cdc28p-Clb2pgraciasa proteínascomo Hctlp (Sclwaby col., 1997).Estosmismosautores
postulanque otra proteína, Cdc2Op, con elevadasimilitud estructuralcon Hctlp, podría
realizarla misma función,pero con diferenteespecificidad,marcandoparasu ubiquitinacióny
posteriordegradacióna otrossustratosinhibidoresde la progresióndel ciclo a travésde la fase
M, tales.cornoPdslp.Estosdatosseencuentranavaladosporel hecho de quelos genesHCTI
y CDC2Ono sonesenciales,pero sí sintéticosletales.Esto,añadidoa quelasmutacionesen las
proteínasque configuranel ciclosomaproducenla detencióndel ciclo, lo que implica que su
actuaciónha de estarmediadapor otrasproteínasademásde por Hctlp (Sclwaby col., 1997;
Hoyt, 1997).

En la figura 2 se muestraun esquemade los mecanismosimplicadosen la progresión
del ciclo celulary en la figura 3 seilustranlas diferenteshipótesispropuestasy mencionadasen
los párrafosanteriores,sobrela inactivación del complejo Cdc28p-Clb2py la progresióna
travésdela anafase.
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1.5.3. Mecanismosdecontroldel cielo celular.

Como liemos visto hastaahora, el ciclo celular se componede tnia colección de
procesos,altamenteordenadosy regulados,cuyo resultadoes la duplicaciónde la célula. El
enfoqueactualen la investigacióndel ciclo celular, se organizaen tomo al conocimientode la
coordiííaciónde todo el conjunto de procesosque lo integran. La perfectacoordinación(le
todoslos eventosdel ciclo penniteque, cadauno de ellos, puedarealizarsee¡i el momentoy
ordenprecisos.

Clásicamentese atribuíael ordendelciclo celulara un “reloj biológico” intrínsecoa las
células(Hartwell, 1971a;1-lartwell y col., 1974), encargadode determinarel niomento del
micio de cadaprocesodel ciclo. Actualmente,estaidea se la depuradosignificativamente,
llegándosehastala propuestade un ciclo celular secuencial,en el cual, paraque un proceso
concretotengalugar, previamenteha de concluirse apropiadamenteel anterior (1-lartweU y
Weinert, 1989;Elledge, 1996).En esterazonamientose halla implicita la ideade chec/cpomneo
l)uilto de control del ciclo celular, el cual podríamosdefinir como: “mecanismobioquímico
encargadode asegurarel acontecimientode un proceso,a la correctaconsecuciónde otro
previo en el ciclo celular” (Elledge, 1996). De acuerdocon los precedentesexpuestos,un
checkpomntesun mecanismocapazde detectaruna disfimción enmi procesotrascendentalpara
la célulay detenerel ciclo celular, procurandoel tiempo necesarioparaque éstaseasubsanada
por los sistemasde reparacióncelular. De esteplanteamientose deducequelos checkpomntsse
componende trespartes(Murray, 1995):

- Sistemadetectordel defecto.

Sistematransmisorde la señal,desdeel detectorhastala maquinariade progresióndel
ciclo.

- Sistemaefector: encargadode detenerel ciclo celulary de la transcripciónde genes
destinadosa repararla disfuncióndetectada.

La detencióndelciclo celulardeterminadaporun checkpomntpuedeserdefinitiva -hasta
que sesolucionela anomaliaresponsablede la activación- o puede,simplemente,determinar
un retrasoen el acontecimientodel siguienteproceso(Hartwell y Weinert, 1989; Toczyskiy
col., 1997), lo que implica un paulatino decaimientoen la efectividadde la maquillaría del
checkpomntencargadade la detencióndel ciclo.

En 5. cerevisiaesehan descritoy caracterizadoen profundidadtrespuntosde control
del ciclo celular, que estánencargadosde señalizar: la presenciade daño fisico en el DNA
durante la replicación, la incorrectaduplicación del cuerpo polar del huso y la incorrecta
duplicacióndel DNA. Recientemente,han aparecidotrabajosque proponenla existenciade
otroscheckpomntsencargadosde controlarel procesode emergenciade la yema(Lew y Reed,
1995)y el inicio de la replicacióndelDNA (Toyn y col., 1995). Sin embargo,los mecanismos
bioquimicosimplicadosen estosdosúltimos controlesno se encuentran,en la actualidad,tan
bien definidosy descritoscomo en los tresprimeros.

SegúnMurray(1995)podríanexistir otrospuntosde control,ya que, en algunoscasos,
la paradadel ciclo celulardeterminadaporunamutacióncdcpuedeenmascararun chec/%pomnt.
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Estaaseveraciónsebasaen quela paradadel ciclo celularcausadaporun mutantecdc íuede
debersea tres causas:(i) la mutación cdc produceuna lesión que es detectadapor un
chec/cpointque detieneel ciclo celular, (u) la mutacióncdcpuedeactivar constitutivamentea
un checkpomnty (iii) la mutacióncdc inactivaun procesoesencialparala progresióndel ciclo
celular. En los dosprimeroscasosla mutacióncdc está enmascarandoa un checkpointcomo
responsablede la detencióndel ciclo celular. Elledge(1996)participade estepunto de vista,
puestoque él implica a mecanismoscelularesde tipo chec/cpointen procesostales como: la
detecciónde célulasde tipo sexualopuesto,la coordinacióndel ciclo celularcon el tamañode
la célula, la restricciónde la duplicacióndel DNA a una vez por ciclo, y la correlaciónde la
división delnúcleoal procesode gemacion.

1.5.3.1.Checkpo¡ntdedañoenel DNA y de replicacióndel DNA

En respuestaa unDNA dañadoo deficientementereplicado,las célulasde los distintos
organismosinducenuna seriede respuestasdestinadasa repararlos desperfectos.Entre ellas
cabe destacarla paradadel ciclo celular en 01, 5 o 02, así como el incremento emx la
transcripciónde genesimplicadosen fijacionesde reparacióny replicacióndel DNA (Hartwell
y Weinert, 1989).

El gen CDC13 codifica una proteínaque seune a los telómerosde los cromosomas,
llevando a cabo una función protectorade los mismos, de modo que un mutantecdcl3
termosensibleacumulaDNA monocatenarioen los telómerosde sus cromosomas,deteniendo
el ciclo celular en la fase02 (Garbilc y col., 1995). Se han encontradocuatrogenes(RAD9,
RADI7, RAD24, MECí) necesariospara la paradadel ciclo celular en 02 de los mutamites
cdcl3 (Weinert y col., 1994; Lydall y Weinert, 1995). Radl7p presentahomología comi
exonucleasas,lo cualhacepensarquepuedeestarinvolucradaen modificar el dañoproducido
en el DNA para generarla señaldel checkpoint(Lydall y Weinert, 1995). Rad24ppmeseixta
similitud con proteínasque se unen a DNA monocatenario,lo que la imí>lica en el
reconocimientode la lesión(Grifflths y col., 1995).Pol2p (subunidade de la DNA polimerasa)
esla responsablede detectarlas anomaliasen la replicacióndel DNA durantela fase5 (Navas
y col., 1995).

En el sistemade transducciónde la señalde daño fisico en el DNA y de deficiente
replicación del mismo, se hallan implicadaslas proteínasMeclp y RadS3p. MecIP es una
proteínade la familia de las fosfoinosítidoquinasas,RadS3pesotra quinasa,que esfosforilada
y activadaen respuestaa dañofisico en el DNA. La activaciónde RadS3pesdependientede
Pol2p, Rad9py Meclp, lo quela colocapordebajode todasellasenla ruta de transducciónde
la señal(Navasy col., 1996; Sánchez,1996; Suny col., 1996).

Los efectoresde la ruta han de desempeñaruna doble función: desencadenarla
transcripciónde genesimplicadosen la reparaciónde DNA y detenerla progresiómídel ciclo
celular. Existeun activadortranscripcionalllamadoDuníp, que sufreun incrementonotableen
su actividad,de maneradependientede Rad53py de Meclp, cuandoexiste una lesión en el
DNA. Dunlp, junto conotrosactivadorestranscripcionalessimi] ares,activa la transcripciónde
numerososgenes,cuyosproductosson requeridosparala reparacióndel DNA (Navasy col.,
1996). El mejor candidatoparaejecutarla paradadel ciclo en la fase02 del ciclo celular esla
proteínaPdslp, ya quelos mutantesen el genPDSI no detienenel ciclo celular en respuestaa
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la radiación ‘y o a la presenciade mutacionescdcL3 (Yamnamoto y col., 1996), si bien cl
mecanismoporel cualPdslpdetieneel ciclo celularpennanecesin serdeterminado.

En la levadura de fisión Schizosaccharornycespombe, el mecanismode estosdos
checkpointses paraleloal exhibido por 5. cerevisiae. Sin embargo,al contrario que en 5.
cerevisiae,en 5. poníbeseencuentraperfectamemitedefinido que la detencióndel ciclo celular,
se lleva a cabo a travésde la inactivaciónde Cdc2p (Murray, 1995; Elledge, 1996; Nurse,
1997),homólogade la proteínaCdc28pde 5. cerevisiae.

1.5.3.2.Cli eckpointdel cuerpopolardel buso.

El cuerpopolardel huso,equivalenteal centrosomaen cucariotassuperiores,comienza
a duplicarseal final de la fase Gí, cuandola célula superael punto START.Estos cuerpos
polaresemiten unasfibras microtubularesa las que, a través del cinetocoro, se anclan los
centrómerosde los cromosomas.Cuandolos cromosomasse hallan dispuestosen la placa
metafásica,el sistemadel cuerpopolar del huso se encargade transportaruna cromátidade
cadacromosomaa cadaunade las células.

Existeun checkpointencargadode prevenirla entradaen la anafasehastaque todoslos
procesosdescritosanteriannentehayan sido llevados a cabo de forma correcta (Elledge,
1996). Estemecanismo,se supone,que escapazde detectardiferentesfenómnenoscomo: la
concentraciónde tubulina libre en el citoplasma,la unión de los microtúbulosal cinetocoroy la
tensiónde los microtúbulosen el cinetocoro.Cualquierade ellos puedeaportarinformación
acercade anomaliasen el funcionamientodel procesode la segregacióncromosómica(Elledge,
1996).

Las proteínasMadlp, Mad2p, Mad3p, (Mitosis Arrest Deffect) (Hereford, 1974) y
Bub Ip, Bub2p y Bub3p (Budding Unmnhibitedby Benonzy/)(Hoyt y col., 1991) no son
esenciales,pero su ausencia,cuando las células están en presenciade inhibidores de los
microtúbulos,produceaberracionesen la mitosisy muertecelular. Estasproteínas,junto con
Mpslp (Winey y col., 1991), sonprecisasparaque seretrasela anafaseen célulasqueportan
cromosomascon loscentrómerosmutados.Existen resultadosqueindican que Bub Ip, Bub3p,
Mad2py Mpslp podríanformarun complejoproteicoen el cínetocoroy ser las responsables
de señalizarcualquieranomalíaen su funcionamiento(Rudnery Murray, 1996). El complejose
fosforila como resultadode anomalíasen el cinetocoro,activandopor fosforilación a MadIP
que, a suvez, activaa Mad3py Bub2p. (Rudnery Murray, 1996).

Se postulaque Cdc28p-Clb2ppuedeverseinvolucradaen el mecanismoa travésdel
cualse detieneel ciclo celularen la metafase.Así, la activacióndel chec/%pointactuaríasobreel
complejoCdc28p-Clb2p,a travésde un mecanismoen el que seproponeal inhibidor del ciclo
celularPdslp, como el responsablede la actuaciónsobre Cdc28p-Clb2py la consecuente
paradadel ciclo celularal final de la metafase(Rudnery Murray, 1996).
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2. MORFOGÉNESISY POLARIDAD DE & cerevisiae.

2.1. LA PARED CELULAR.

Las célulasde 5. cerevisiaese encuentrancubiertaspor una superficie rígida llaniada
pared celular. La pared celular, ademásde conferir protección a las células frente a las
vanacionesde las condicionesdel medio, determinala forma celular, lo que le haceserulla
piezaclaveemí la morfogénesisde esteorganismo.

La pared celular, a pesarde ser una estructurarígida, ha de permitir que ocurran
procesostales como: la emergencia y crecimiento de la yema, la formación de las
prolongacionesdelprocesode conjugacióno shrnoos,la separacióncelular, etc. La clavepara
resolver estaaparenteparadojahay que buscarla en la fina regulación que presentanlos
mecanismosbiosintéticosy degradativosen cadauno de los procesosen que la paredse ve
implicada(Cabiby col., 1997).

2.1.1. Composicióny arquitecturade la paredcelular.

La paredcelular de 5. cerevisiaeseencuentrafonnada,básicamente,por trestipos de
poliineros: 13-glucano,quitina y manano.El componentemayoritariode la paredcelular esel
glucano, que forma un entramadodonde se anclan las manoproteinas.La quitina es el
componentemás escaso,hallándoserestringido, casi exclusivamente,al anillo que rodea la
zonade septacióny a la cicatriz de gemaciónque deja esteprocesoen la paredde la célula
madre(Horisbergery Volanthen,1977;Bulawa, 1993; Cid y col., 1995).

El glucanoestáformadopor largascadenasde moléculasde glucosaunidasporenlaces
de tipo [3-1,3-0-glucosídico.El [3-1,3-glucanose caracterizapor su solubilidad en medio
alcalino. Hay una pequeñaproporción de glucano insoluble en álcali, pero soluble en una
soluciónde ácidoacético,formadoporcadenasde moléculasde glucosaunidasporenlacesde
tipo [3-1,6-0-glucosidico.Existe un tercer tipo de glucano,insoluble tanto en solucionesde
ácido acéticocomo en solucionesalcalinas,que se encuentraformadopor cadenasde glucosa
unidaspor enlaces[3-1,3-0-glucosídicos,cuyo extremo no reductorse une, a travésde un
enlace[3-1,4,al extremoreductorde unacadenade quitina (KolIár y col., 1997).

La quitina estácompuestapor monómerosde [3-1 ,4-N-acetilglucosamina,las cadenas
dc este compuestose asocianwias con otras a travésde puentesde hidrógeno, forníamido
microflbmillas.

El mananoesun polímerocompuestoporunidadesde manosa,unidascovalentemnente
a diversasproteínasa travésde enlacesO- o N-gllcosídicos.Tambiénse la descritoque, a
travésde mía moléculade GPI (glicosil-fosfatidil-inositol), diferentesmanoproteínassepueden
unir, por su extremocarboxilotenninal,a la membranaplasmática(Ferguson,1991).

En cuantoa la arquitectura,la paredcelularsedisponeen diferentescapas,una exterior
con aspectofibroso y rica en manoproteinasy otra interior, menosorganizaday dividida a su
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vezen doszonas:la másinternay próximaa la membranacelularesrica en proteínas,miemitras
que la másexternay en contactocon la caparica en manano,se caracterizaporposeeruna
elevadaproporciónde [3-1,6-glucano(Klis, 1994; Orlean, 1997).El glucanoesel responsable
de crearun entramadoen el cualseembebenlas diferentesmanoproteííias,que se encarganno
tanto del mantenimientode la forma de la pared, como de funcionesencaminadashacia el
dinamismoy la morfogénesisde la misma.

De acuerdocon la idea de dinamismo de la pared celular es previsible encomiar
variacionesimportantesem¡ su composición,por ejemplo en el desarrollode la yema, la cual
carececasicompletamentede quitinay cuyacomposiciónde manoproteimiasesdiferentea la de
las célulasmaduras,permitiendoque tenganlugar la gran cantidadde fenómenosdinámicos
precisosparala emergenciay desarrollode la misma (De Nobely col., 1991). Otroejemplolo
encontramosen las proyeccionescaracterísticasdel procesode apareamientoque, ademásde
presentardiferentecomposiciónde manoproteinas,poseenun glucanocon elevadapmoporción
de enlaces[3-1,6y una cantidadde quitina tresvecessuperior a la de las célulasvegetativas
(Fleet, 1991;Cid y col., 1995).

La responsabilidadde las variacionesen la pared celular debemosbuscarla en la
regulación de las enzimas tanto biosintéticascomo hidroliticas de la misma. Sin ánimo de
realizarun análisis exhaustivo,entre las enzimasbiosintéticasencontramos:Chslp, Chs2p,
Cls3p, Chs4py Chsspresponsablesde la síntesisde la quitina. Chs3prequierede la actividad
de Chs4py Chs5pparala síntesisde la quitina del anillo de la basede la yemay la proyección
delprocesoconjugativoy, por suparte,Chs2ppareceimplicado en la síntesisde quitina en la
fonnacióndel septo primario. Entre las enzimasimplicadasen la síntesisdel [3-1 ,3-glucano
encontramosa Fkslp y Fks2p (Foor y col., 1994; Castro y col., 1995) y en la del [3-1,6-
glucanoa los productosde los genesKRE 1,5,6,9,11(Boone y col., 1990; Brown y col.,
1993)»Entrelas enzimashidroliticas estánlas glucanasas(endo y exoglucanasas),que actúan
sobreel esqueletodel ~3-glucanoen los procesosde gemación,conjugacióny crecimientode la
pared(Nombelay col., 1988;Fleet, 1991;Larriba y col., 1995; Orlean, 1997). Existe también
en la pareduna actividadquitinasa, fundamentalpara la separaciónde la célula hija tras la
septación(Kuranday Robbins, 1991).

2.1.2. Mutantes líticos.

Paraabordarel estudiode la paredcelular se han utilizado numerosasaproxunaciones
experimentales,talescomo: el empleode antibióticosespecíficosfrentea algún componentede
la pared,el estudiode mutanteshipersensiblesal blancode calcoflúory por tanto afectadosen
la sintesis de la quitina, el estudio de mutantesresistentesa la toxina Idi//er y por tanto
afectadosen la síntesis del [3-glucano(Brown y col., 1993) y el aislamiento y estudio de
productosde secreciónde protoplastos(Pardoy col., 1998). Sin embargo,la aproximación
más clásica para el estudio de la pared ha sido el análisis de aquellosmutantes cuya
característicafenotípica esproducir la lisis de las células. En cuanto al fenómenolitico, se
pueden distinguir dos tipos de mutantes: aquellos en los que el defecto lítico es
complementablemediantela estabilizaciónosmóticadel medio de cultivo y aquellosen los que
la estabilizaciónosmóticano remediael defectolitico (Torresy col., 1991).El que un mutante
lítico sea osmorremediablesepuedeexplicargraciasa que la fimnción protectorade una pared
defectuosaes compensadapor una mayorpresiónosmóticadel medio; éstees el caso del
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mtmtantelítico /yt2 (mutación en el gen SLT2quecodifica unaproteínaquinasade la familia
MAP) (Torresy col., 1991), así como de todoslos mutantesde estaruta de transducciónde
señalesrequeridaparala integridadcelulara elevadatemperatura(Martín y col., 1993; ExTede
y col., 1995). Existe otro grupo de mutantesliticos cuyo defecto no es suprimido por la
presenciade estabilizadoresosmóticos,lo que indica que la mutaciónafecta a algún proceso
celular distinto de la integridadde la pared,pero, como efectosecundario,éstaseve afectada.
Por tanto, la causa primaria de la lisis en estos mutantesno hay que buscarla en una
detenninadadisfunciónde la capacidadprotectorade la pared,esteesel casodel mutante1)2(1
(Molero y col., 1993).

2.2. MORFOGÉNESISDE & cerevisiae.

Un amplio campode estudio,con profimdosinterrogantes,a pesarde los significativos
avancesque se estánlogrando, esel referido al conocimnientode la forma de 5. cerevisiae:
cómo se detennina,cómo se genera,los diferentespatronesde desalTollo y las características
que éstosconfierena la célula. Básicamentedisponemosde dostipos de herramientaspara el
estudiode la morfologíade un organismo:la primeraesla observacióndel desarrollonormal
del organismoa lo largo de su ciclo vital y la segundase basa en el estudio de aquellos
mutantesquemuestranunamorfologíadiferentea la habitual(Harold, 1995).

2.2.1. Coordinaciónde la ¡norfogénesiscon el ciclo nuclear.

Conjuntandolas dos técnicasde estudioenumeradasanteriormente,se lía pretendido
conocercómo las modificacionesque sufre la morfología de una célula de 5. cerevisiae,es
decir, su ciclo morfogenético,estádeterminadopor,o coordinadocon el ciclo nuclear.

El abordajede estacuestiónnoslleva, una vez más, a la proteínaquinasaCdc28p,la
cual, ademásde dirigir la progresióna travésdel ciclo celular, es la responsablede dispararel
inicio de numerososfenómenosmorfogenéticos,coordinándoloscon el correspondiemíte
estadiodel ciclo celular(Lew y Reed,1993).

El mecanismode acción propuestopara esta proteínaquinasasebasa en la distinta
especificidadque manifiesta,en los distintosmomentosdel ciclo celular, por las diferentes
ciclinas. Así, parala emergenciade la yemaal final de la fase GI, esnecesarioque Cdc2Sp se
encuentreactivadopor la unión de las ciclinasClnlp, Cln2p y Cln3p (Lew y Reed,1993;Gray
y col., 1997). Del mismo modo, esnecesarioque Cdc28p estéunido a las ciclinas Clb5p y
Cln6p para que ocurrala despolarizacióndel crecimientode la yemay éstacrezcade modo
isotrópico. Porúltimo, al final de la mitosis esnecesarioque el complejo Cdc28p-Clb2pse
inactive, para que seproduzcala polarizacióndel crecimiento en la zona del septo(Lew y
Reed,1993).

El mecanismocentral de coordinación se encuentraapoyado, además,por otros
dispositivosencargadosde asegurarque todoslos procesosocurran de maneraordenaday
correcta.A estosmecanismosse les conoceporel nombrede checkpoints(ver apartado1.5.3.
de estecapítulo).Otra ayudaal sistemaprincipal de control se manifiestapor la existenciade
proteínasinhibidoras de la actividad de Cdc28p,talescomoFarlp, Pdslp y Sic Ip que, sin
duda,contribuyena laperfectacoordinaciónde los ciclosmorfogenéticoy nuclear.
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Una pequeñacorrelaciónde los eventosde ambosciclosse muestraen la tabla 1.

Tabla 1: Sincronizacióndel ciclo nucleary morfogenético.

FASEDEL CICLO EVENTOS EVENTOSMORFOGENÉTICOS
NUCLEARES

FINAL DEGí -División del SPB. -Ensamblajede las septínasen el punto de
(START) gemacion.

-Polarizaciónde la actinahaciael l)umlto de
Cdc28pumdoa CIní, gemacion.
Cln2p y Cln3p.

-Emergencia de la yema y crecimiento
polarizadode la misma.

FASE 5 :Separacióndel -Crecimientoisotrópico de la yema.
SPB.

Cdc2Spunido a ClbSp y
Clbáp. -Replicacióndel

DNA.

FASE G2 -Despolarizaciónde la actina.

FASEM -Segregaciónde las
cromátidas.

Cdc28p
Clb2p. Anafase -División delnúcleo

y migracióna la
yema.

Inactivación -Polarizaciónde la actinaenla regióndel
Cdc28p. septo

-Formacióndel septo.

-Separacióncelular.

FASEGí -Migración delSPB -Crecimientode la célulahija.
(TEMPRANA) frenteal próximo

puntode polaridad. -Seleccióndel siguientepuntode
polaridad.

19
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2.3. LA POLARIDAD CELULAR.

Las célulasde 5. cerevisiae, a pesardel aspectooval y aparentenientesencillo que
presentan,se encuentran polarizadas, es decir, disponen de una orientación o, más
gráficamente,presentanunadisposiciónasimétrica(Chant, 1996b).5. cerevisiaemanifiestasu
asimetría o su polaridad, en dos momentos del ciclo celular: durante el proceso de
conjugación,con la formaciónde las proyeccionesde apareamientoo shrnoosy en el proceso
de gemación,conla apariciónde la yema,siguiendoun patróndeterminadoy constante.

La gemaciónesuna división celular asimétrica,dondela yemacrecey la célula madre
mio. Las células,antesde la emergenciade la yema,sufrenun intensoprocesode polarizacióm,
graciasal cual, se focalizan todos los componentesde la maquinariabiosintéticamiecesarios
parala emergenciay crecimientode la yema,en un lugarconcretode la superficiede la célula
madre. El lugar hacia el que sepolariza la maquinariacelular no se elige al azar,sino que
existenpatronesinternosque determinanel lugarprecisodondeseha de dirigir la polaridad
celular. En Saccharontycesexisten dos patronesde polaridad diferentes(Chant y Pringle,
1995):

- Patrón axial. Característicode las células haploides de ambos tipos sexuales,
determinaque la nuevayemaemeijacontigua a la cicatriz producidapor la gemaciónde
la anterior ronda de <división celular o, en el caso de tratarsedel primer procesode
gemación que realiza esa célula, la emergencia de la yema seráde forma contiguaa su
cicatrizde nacimiento.

- Patrónbipolar. Característicode cepasdiploides,obedecea señalespermanentesque
marcanlos poíos de las célulasy determinaque la célulahija gemede forma distal a su
cicatriz de nacimiento,mientrasquela célulamadrepuedeelegir, bien el poío distal a su
última gemacióno bien el proximal. Esta elección dependedel tiempo que la célula
madrehayatardadoen abordarel nuevoprocesode gemacióny es debidoal carácter
transitoriode las señalesque marcanel poío proximal. Así pues,célulasque hayan sido
sometidasa ayuno,lo que les hacedetenerel ciclo en la fase G1, eligen para la nueva
gemaciónel polo distal (Roemery col., 1996).

En el procesode conjugación,la polarizaciónde las célulasno es gemíeradapor un
patróninterno,comoen el casode la gemación,sino queelejede polaridadesoriemítadohacia
un lugar de la superficie celular, a través del cual, se recogenlas señalesque indican la
proximidadde unacélula de tipo sexualopuesto.

Los diferentes patrones de polaridad celular exhibidos por 5. cerevisiae, se
esquematizanen la figura 5.
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En torno a la polaridadcelular hay dos cuestionesclave, alrededorde las cualesse
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una forma rápida,precisay programada?,¿cómoelige la célula la orientación del eje de
polaridad? (Chant, 1994). Las respuestas,si bien en numerososaspectosperinamiecensin
aclarar,las intentaremosabordara continuación.

2.3.1. ¿Cómoseelige elejedepolaridadcelularenel procesodegemación?

Es decir,¿cómosedeterminael puntohaciael que se ha de dirigir lapolaridadcelular
paragenerarla nuevagemación?Sehanencontradomutantesque sonmcapacesde orientar la
gemaciónde acuerdocon los patronespreviamentedescritos,siendo éste el único proceso
afectado ya que el resto de funciones celulares son totalnente normales (Chant, 1994). Este
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hallazgoimplica a los genesmutadosen la eleccióndel correctositio de gemación.Emitre ellos
existendiferentesgrupos:

- Grupo 1: en él se recogea todos aquellosmutantesque presentanun patrón de
gemaciónal azar,sonlos mutantesen los genesBUDI/RSRJ,BUD2 YBUDS (l3em¡dery
Pringle, 1989; Chant y Herskowitz, 1991; Cbamit y col., 1991; Chant, 1994; Roemery
col., 1996).

- Grupo 2: mutantesquetienenafectadoel patrónde polaridadaxial, desplazandoésta
hacialas señalespennanentesde polaridadqueresidenen los poíos, sonlos mutamitesen
los genesBUD3, BUD4, BUDJO/AXL2y AXLI (Chant y Herskowitz, ¡991; Sandersy
Herskowitz, 1996;Halney col., 1996;Roemery col., 1996).

- Grupo3: mutantesquepresentanalteracionesen el patrónde gemaciónbipolar, pero
no en el axial, sonlos mutantesen los genesBUD6, BUD7, BUD8 y BUD9. (Zalmer y
col., 1996).

BUD] codiflca unaproteínacon actividadGTPasa,de pequeñotamaño,perteneciente
a la familia de las proteimiasRas (Bender y Pringle, 1989). Se localiza en la membrana
plasmñticay seproponeque esactivadaen el lugardondeva a emergerla yema.La activación
seproducegraciasa la unión a GTP, determinadapor la acciónde Bud5p(Michelitcb y Chant,
1996), la cual actúa como<proteína intercambiadorade GDP por GTP (GEF) (Chanty col.,
1991). El ciclo lo cierra Bud2p, que esuna proteínaGAP, por tanto, capazde promover la
capacidadGTPasade Budlp, inactivándola(Park y col., 1993). A estegrupo de proteínas,
debido a la función crucial en la determinacióndel lugar de gemnación,se le conocecomo el
sistemageneralde polaridad.

El genBUD3 codificaunaproteínaque seexpresatanto en célulashaploidescomo en
diploides, su fbnción es esencialpara el establecimientodel patrón axial y totalmente
prescindibleparael bipolar (Chant,y col., 1995). Por ensayosde inimunofluorescemicia,se ha
determinadoque colocalizacon el doble anillo de septinasen el cuello entrela célula madrey
la hija (Chant,y col., 1995),si biensuubicación,al contrarioque las septinasque se ensamblan
antesde la emergenciade la yema,no ocurrehastabienavanzadoel crecimientode la misma
(Chant, 1 996b). Seha propuestoque Bud3pparticipaen la determinacióndelpatrónaxial de
gemaciónatrayendohacia el lugar elegido al sistemageneralde selecciónde la polaridad,
integradopor las proteínasBudlp, Bud2p, y Budsp (Chant, y coL, 1995). No obstante,el
detallemoleculardela seleccióndelpatrónaxial de gemaciónpermanecesin esclarecer.

Otrasproteínasesencialesparael desarrollodelpatrónaxial sonBud4p, que colocaliza
espacialy temporalnenteconBud3py BudlOp/Axl2p, proteínatransmembranalquecolocaliza
espacialmentecon las dos anteriores,pero aparecepreviamentey de fonna paralela a las
septinas(Sandersy Herskowitz,1996;Halmey col., 1996).

La propuestaactualpara el mecanismode acciónde las proteínasBud3p, Bud4p y
BudlOp sebasaen que podríanestarinvolucradasen marcarel sitio parael ensamblajede las
septinasen el siguienteciclo de división, dirigiéndolasa una localizacióncontigua a ellas, lo
que, en definitiva, determinaelpatrónde polaridadaxialy, porello, la nuevagemacióntendría
lugaremi un emplazamientocontiguoal anterior.
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Cabepreguntarse:¿por qué en las células diploides no se determimia el patrón de
polaridad axial a pesar de que Bud3p, Bud4p y BudlOp se expresany se localizan
correctamente?La respuestapodríamosencontrarlaen la proteínaAxííp’ que únicamentese
expresaen haploidesy es imprescindiblepara que aparezcael patrón axial. Axí Ip es una
proteasaimplicadaen la degradaciónde las feromonasdel procesode conjugación(Adamesy
col., 1995)y. se supone,que podríaestarimplicada, bien en la activaciónpor proteolisisde
algún componentenecesario para la polaridad axial, o bien, ser la responsablede la
degradaciónde un supresordel patrón axial, lo que enmascararíaeste patrón en células
diploides(Chant,1996b).

Se ha propuestoque el patrónbipolartípico de célulasdiploides dependede señales
permanentesquemarcanlos poíos de las células,esdecir, de señalesque marcanla región de
la última gemacióny el extremo opuesto.Se han buscadomutamites que tenganafectadoel
patrón bipolar de gemación, pero no el axial, intentando localizar genes implicados
exclusivamenteen el marcajede los polos y el patrónbipolar. La mutagénesisfue realizada
sobreuna cepahaploidebud3, seleccionándoseaquellosmutantesque presentabanun patrómm
de gemaciónal azar. Para eliminar los mutantesque tuviesen afectadaslas funciones de]
sistemageneralde polaridad,es decir, los genesBUD], BUD2 y BUDS, se transformaronlos
mutantescon el gen BUD3 y seseleccionaronaquellosque mostrabanun patrón axial. Los
mutantesasígeneradosresultaronestarafectadosen los siguientesgenes:

- BUD2 y BUDS. Esiopuedequererindicar que los nuevosalelosmutantesgenerados
estánafectados,únicamente,en lo referentea la interacciómicon las señalesde polaridad
bipolaresy no con las axiales.Estehallazgoconfiereun interesantecaráctermodularal
sistemageneralde polaridad,destinadoa diferenciarlas señalesbipolaresde las axiales
(Zahnery col., 1996).

- SPA2y BNIJ. Las mutacionesen ambosgenesconfierenla pérdidadel patrónbipolar,
sin afectarel axial, perono se disponede explicaciónparaestehecho.

- Por último, se aislaron un grupo de mutantes afectadosen cuatro genes mio
caracterizados:BUDÓ, BUD?, BUD8y BUD9. Estudiospreliminaresindican que Bud8p
podríaestar implicado en marcarel polo distal, ya que cepasbud8 geinanpor el polo
proximal. Bud9p podría estarimplicado en marcarel poío distal específicamenteen la
célula hija (Zabnery col., 1996). Budáp interaccionacon actínay los mutantesbudó,
ademásde las alteracionesen elpatrónbipolar,presentanotros defectosen la separación
nucleary en la citoquinesis(Ambergy col., 1997).

El estudiodel patrónbipolarde gemación,a pesarde los estudiospreliminaresque se
estánrealizando,permaneceaún fuera de nuestroconocimiento,e incluso los resultadosaquí
mostradosson puestosen tela de juicio por sus autores, aduciendola imposibilidad de
descartarque el defectoobservadoen el patrónbipolarno seasino un efectosecundariode la
mutación(Zahnery col., 1996).
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2.3.2. ¿Cómoseinstaurael ejedepolaridad?

La segundapreguntaque nosplanteábamosal comenzaresteapartadohacereferencia
a cómo,unavezelegido el lugaren el queseva a realizarla gemación,sedirige a aquellazona
toda la maquinaria celular destinada a realizar el proceso de gemación o de proyección de la
estructurade conjugación.En definitiva, cómo segeneray mantieneel eje de polaridaddentro
de la célula.

Está descrita la interacción de Budlp activo,esdecir, unido a GTP, con Cdc24p (Park
y col., 1997),la cual,además,actúacomofactorintercambiadorde GDPporGTP(GEF)de la
proteínaGTPasade pequeñotamañoCdc42p (Zheng y col., 1993). Las mutacionesem¡ los
genesCDC42 y CDC24 eliminan la capacidadde gemar,y por tanto las células crecende
forma isodiamétrica,lo cual implica a Cdc24py Cdc42p como responsablesde la generación
del eje de polaridad.También estádescritala capacidadde Cdc24py de Cdc42p activadode
interaccionarcon la proteínaBemlp (Cheneverty col., 1992), la cual puedeunirse con los
filamentosde actina,postulándosequepudieraserel eslabónqueunelos filamentosde actimia a
la maquinariade instauraciónde la polaridad(Chenerverty col., 1992;Leeuwy col., 1995).

Con todos estos antecedentes,la hipótesisactual acerca de la instauración de la
polaridadpodríaresumirsedel siguientemodo (figura 6): Budlp, a pesarde su localizacióna
lo largo de toda la superÉciede la zona interna de la membranacelular, sería activado
únicamente en un punto concreto por la acción de la maquinaria encargada de la elección de la
polaridad (Michelitch y Chant, 1996). Esta activación le permitida interaccionar y reclutar al
sitio de polaridad a Cdc24p, que es la GEFde Cdc42p, la cual, en su forma activa, interacciona
con BernIp que, a suvez, dirige haciaesepunto a los filamentosde actina. Cdc42ptambiémi
interacciona con el módulo PAR., formado por Ste2Op (Cvrcková y col., 1995) imuplicado,
igualnente,en la interaccióncon el citoesqueletode actina.

Para el mantenimiento del crecimiento polarizado, se ha obsemvado la esencialidad de
otrasGTPasasde pequeñotamaño,conocidascomo Rhoí-4p,las cualespodríanseractivadas
porCdc42p(Matsuiy Toh-e, 1992;Yamochiy col., 1994;Chanty Stowers,1995).

Un esquema de todo el proceso de elección del eje de polaridad, así como de su
instauración, por la acción de la cascada de activación de las distintas GTPasas enumeradas
anteriormente, se muestra en el figura 6.
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Hasta ahora hemos descrito lo que se conoce sobre la mnaquinar¡aencargadadcl
establecimiento de la polaridad en el proceso de gemnaciómi, pero existe otro inomuemito cmx el
ciclo vital de la levadura cmi el que se requiere una nueva polarización de la célula: cl proceso
de conjugación.

A diferenciade la gemación,en la conjugación,la señalque desencadenael procesoes
externay estávinculadaa un gradientede concentraciónde ferommíomasdeltipo sexualopuesto
en el medio (Dorery col., 1995).La respuestacelulara estosestímulosya la hemosdescritoen
el apartado1.2. del presemítecapítulode introducción.Sin embargo,en estenxorneumto¡¡ay que

añadir al proceso de parada del ciclo celular y expresión de genes implicados emm el proceso de
conjugación, descrito previamente, todos los procesos inorfogeiméticos y de íwlaridad que
determinanla apariciómíde la proyecciónconjugativa.
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El primerproblemaqueha de solucionarla célula, resideen la modificación del patrón
de polaridadque ocurreen el procesode apareamiento.Es decir, las célulashan de obviar las
señalesde polaridadaxial paradirigir éstahaciael gradientede feromonas.En este proceso
pareceimplicada la proteínaFarlp, la cual, ademñsde estarencargadade detenerel ciclo
celularen la faseGI, actúaen el procesomorfogenéticode la formacióndel shnioo, ya que su
ausenciaimpide 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 expresión de BUDIO y de BUD4 está muy
disminuida(Roemery col., 1996;Holmey coL, 1996).

Se postulaque la unión de la feromonaal receptor,ademásde desencademiarla cascada
de respuestadescrita,sirve paramarcarel lugar de polaridad al que el citoesqueletoha de
reorganizarse(Roemery col., 1996). Recientementeseha descritola interacciónde Cdc24p
con las subunidades[3yde la proteínaG heterotrimérica,responsablesde la activación de la
cascadade conjugación(Leberery col., 1997; Nern y Arkowitz, 1998). Cdc24p escapazde
activar a Cdc42py de unirse a Bemlp (Parky col., 1997), determinandola polarizacióndel
citoesqueletode actinahaciael puntode recepciónde las feromonas.

2.3.3. Localizacióndel lugardeseptación:las septinas.

Como ya hemos expuesto, las células de 5. cerevisiae tienen genéticamemite
determinadoun patrón para la elpcción del punto de gemación,hacia el que polarizan la
maquinariabiosintéticay dondecreceuna yemahastaque presemítaun tamañosimilar al de la
célula madre. Lógicamente,las células también han de tenerdeterminadodónde y cuámido
construir el septo que las separee independice. La regulación temporal parece estar
desencadenadapor la desactivacióndel complejoCdc28p-Clb2p(Lew y Reed,1993),mientras
que el reguladorespacialsecree que pudieraestarformadopor una estructuraen forma de
dobleanillo, de 10 nni de espesor(Byersy Goetsch,1976),que se encuentraemi la constricción
o cuello que existeentrela célula madrey la célulahija. El anillo de 10 nin estáformado por
fibrillas, compuestaspor cuatro proteínasllamadas septinas (Cdc3p, CdclOp, Cdcl Ip,
Cdcl2p) (Kim y col., 1991; Longtíne y coL, 1996; Chant, 1996a). Las cuatroproteínasson
estructurahnentesimilares(Fleschery col., 1993), sin embargo,el defecto en cualquierade
ellasdeterminauna septacióndeficiente(Cid, 1996) y la ausenciade citoquimiesis(Hamtwell,
¡97la).

El anillo de septínasseensamblaen la fase01, aproximadamemítequinceminutosantes
de la emergenciade la yemna. Su ubicación, a travésde un mecanismono definido, está
relacionadacon las señalesde polaridadcelular,ya que el anillo se ensamblaen el lugardonde
se va a producirla emergenciade la nuevayema.La yemanacientebrotaatravesandoel anillo
de septinas,el cualno se desensamblay permaneceen dichalocalizaciónhastala conclusiónde
la septación.

Se piensa que la estructura de septinassirve como molde para el ensamblajede
diferentesproteínasencaminadasa desarrollar,entreotros procesos,funcionesrelacionadas
con la determinacióndel patrón de polaridad. Se ha descrito que junto a la estructura de
septinasaparecenproteínascomo:
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- Bud3p que se localiza en la estructurade septinasinstamitesantesde la septación
(Chanty col., 1995).

- Bud4p tambiénsecolocaliza con las septínas,ensamblándosea la vez que Bud3p,
siendo esencialla ubicaciónde estaúltima para que Bud4p se localice (l-lahne y col.,
1996).

- BudlOp quesecolocalizacon las septinasdesdeestadiostempranosde GI (Sandersy
Herskowitz,1996).

La localizaciónde la estructurade septínas,así como el estudiodel fenotipo de los
mutantesde las mismas, hace suponer que dicha estructura también sirve de soporte a
elementosdel mecanismoimnplicado en detenninary en ubicar temporalnenteel procesode
septación;es decir, en virtud de mecanismosaún desconocidos,se cree que la estructura
generadaporlas septinasrecibeseñalesde la maquinariaresponsablede la progresióny comítrol
del ciclo celular, destinadasa la coordinacióndelprocesode septacióncon el resto (le eventos
celulares(Chant, 1996a),lo que determinala polarizacióndel citoesqueletode actinay con él
todala maquinariabiosintética,haciala zonadondesegeneraráel septo.

Las septinasestánimplicadas,a su vez,en la biosíntesisdel septo,ya que, los mutantes
en las septinassintetizanperfectamentela quitina perono son capacesde localizarlade forma
correctaen la zonadel septo(Longtiney col., 1996). Sehadescritola interacciónde Cdc¡Op
con Chs4p (integrantedel complejo encargadode sintetizarla quitina del septo)a travésde
una proteínaintermediariallamadaBni4p,definiéndose,al menosen parte,el detalle molecular
de la implicación de las septinasen la síntesisdel septo(de Marini y col., 1997).

Las septinastambiénparticipanen la formación de la proyecciónde apareamiento,
debidoa que aparecenenla basedelshmoo y a quesumutaciónhacedisminuir la capacidadde
apareamientode las células(Kim y col., 1991;Fordy Pringle, 1991).Apoyandola implicación
de las septinasen el procesode apareamiento,seha determinadola interacciónde la septina
Cdcl2p con la proteínaAfríp, que seexpresasólo durantela conjugacióny esesencialparala
formaciónde la prolongaciónconjugativa(Konopkay col., 1995). Otro argumnentomás, que
muestrala implicación de las septinasen el procesode apareamiento,lo encontramosen el
hechode quelos mutantesen las septinasno soncapacesde localizarcorrectamnentela quitina
enla basedelshrnoo(Longtine y col., 1996).

Ademásde estascuatro septínas,recientementese han encontradootrasdos, Spr3p y
Spr28p,que sonespecificasdel procesode esporulación,si bien en dicho procesotambiénse
ha detectadounaelevadaexpresiónde CdclOp(Longtiney col., 1996).

2.3.4. Implicacióndel citoesqueletoenla morfogénensis.

La actina mayoritaria, codificada por el gen ACTÍ (Novick y Botstein, 1985), se
organiza dando lugar a dos tipos de estructuras:filamentos y “parches”. Los parchesson
acúmulosde actina,de estructuradesconocida,que se concentranen los sitios de crecimiento
de la superficie celular durantelos procesosde conjugacióny de gemación. Se cree que los
parchesde actina estánancladosa invaginacionesde la membranaplasmática(Mulholland y
col., 1994); si bien, contradiciendoel estatismoque suponeestahipótesis,se ha descritola
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rapidezcon que estosparchesse muevena lo largo de todala levadura(Waddley coL, ¡996;
Doyle y Botstein, 1996), durante en desarrollo de la misma. Los fliamemitos de actina,
formadospor monómerosde Actlp, se dirigen a los parchesen las zonas de crecimiento
polarizado.

El citoesqueletode actina estáinvolucrado en la secreciónpolarizadade todos los
componentesnecesariospara el crecimiento de la superficie celular. En esteámbito se ¡¡ami
descritodosproteínasMyo2p y Myo4p (miosinasde claseV) como esencialesparael proceso
de secrecióny se piensaque estánimplicadasen promoverel transportede vesículasa través
de los filamentosde actina,hastael sitio de crecimientopolarizado(Govindany col., 1995).

Parala secreciónpolarizadatambiénesnecesariala proteimiaSec4p,capazde unir GTP
y que se localiza en los sitios de crecimientopolarizado(Novick y Hremmwald,1993). Sec4p
forma un complejoen la membranacon Sec8py SeclSp,siendoresponsablesde la exocitosis
de las vesículassecretoras(Brewstery col., 1993; Novick y Breninwald, ¡993), indispensable
parala salidaal espacioperiplásmicode los precursoresde laparedcelular.

Otro elementoinvolucrado en la secreciónde la quitina de la pared celular es la
tropomiosina,codificadaporel gen TPMI (Liu y Brestcher,1992).

En cuantoal citoesqueletomicrotubular,hay resultadosquelo excluyende la secreción
de vesiculas(células tratadascon nocodazol,inhibidor de la formnaciónde microtúbulos,así
como mutantesen el gen de la tubulina,conjugany gemanperfectamente)(Huffaker y col.,
1988; Jacobsy col., 1988). Sin embargo,no sepuedeolvidar que esnecesariala orientación
del SPB hacia los lugaresde crecimientopolarizado(Maddeny col, 1992; Hyman y Stearns,
1992)lo cualsugiereque,talvez, el citoesqueletomicrotubularparticipejmrto al citoesqueleto
de actina,perodejandoelpapelpredominantea esteúltimo (Cid y col., 1995;Orlean, 1997).

2.3.5.Otroscomponentesesencialesparala morfogénesisde£ cerem’isiae.

Existen gran cantidadde proteínasrelacionadascon la polaridad y la morfogénesisde
S. cerevisiae, si bien su función o los procesosen que intervienenno están totalmente
esclarecidos.Merecenmenciónespecialun grupode proteínasque selocalizan en el lugarde la
yemaincipientey se mantienenpolarizadasen la partedistal de la yema a lo largo de todo el
procesode desarrollode la misma. Entre ellas, encontramosa Spa2p (Snydery col., ¡991),
cuyaausenciapareceno tenerefectoen el crecimiento,aunquerecientesestudiosla imivolucran
en el mantenimientodel patrónde gemaciónbipolar(Zalnery col.,1996).Spa2p,sin embargo,
parecedesarrollaruna función importanteen el procesode conjugación,ya que se localiza en
la zonaapicalde la proyecciónconjugativay las cepasmutantesspa2presentanuna capacidad
disminuidaparaconjugar(Snydery col., 1991). También encontramosen estaubicacióna la
calinodulina(Brockerhoffy Davis, 1992) y a proteínasrelacionadascon el citoesqueletode
actina, talescomo Myo2p (Lillie y Brown, 1994),Abplp (4dm Biné//ngErotein) (Drubin y
col., 1988)y Cap2p(Capping-IctinFroteitO (Amatruday Cooper,1992).
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3. EL MIJTANTE lytJ DE&cerevisiae.

Los mutantesip fueron aisladosen una busquedadestinadaa localizar genescuyo
defectoconfiriera un fenotipo lítico termosensiblea las células(Cabib y Durán, 1975). Estos
autoressometierona la cepaS288Cde Saccharornycescerevisiaea tratamientocon el agente
mutagétilco etil-metanosulfonato(EMS), crecieronlas células a 250C y posterionnentelas
replicaron en placasque conteníanp-nitrofenilfosfato, incubándolasa 370C. Seleccionaron
aquellosclonescapacesde crecera 250C,peroquea 370C mostrabanun femiotipo litico, el cual
seponía de manifiestodebidoa que la lisis de las célulasproducela liberaciónde la fosfatasa
alcalina, enzima estrictamente intracelular, capaz de hidrolizar el p-nitrofenilfosfato
produciendop-nitrofenol, que a pH alcalino confiere coloraciónamarilla al medio de cultivo
adyacentea la colonia de célulaslisadas.De estemodo seaislarondiferentesmutantes,entre
los que seencuentranlos mutanteslytl y Iyt2 estudiadosennuestrolaboratorio.

Se establecióque el mutantelyt2 portauna mutaciónen el genSLT2/MPKJ(Torresy
col., 1991;Martinycol., 1993;Leeycol.,1993).LaproteínaSlt2p esuna quinasade la familia
MAP, piezaclave, portanto,de unarutade transducciónde señalesencabezadapor la también
quinasaPkclp. Estaúltima puederecibir el estimuloactivadortanto del ciclo celular a través
del complejo Cdc28p-Clnl,2 y 3p (Zarzov y col., 1996; Gray y col., 1997), como de un
supuestoreceptorde lamewbranaplasmáticallamadoHcs77p(Grayy col., 1997). Se postula
queHcs77pescapazde detectarlos cambiosfisicos que sufrela membranacuandola célula es
sometida a elevadastemperaturaso a condicioneshipoosmóticasde presiómi (Gray y col.,
1997). Así pues,estaruta estáimplicada,porunaparteen el mantenimientode la imitegridad
celulara elevadastemperaturasy por otra, en la morfogénesisde la yemaen la faseG¡/S del
ciclo celular.

En cuanto al mutantelytl, en un primer intento por donar el gen cuyo defecto es
responsabledel fenotipo lítico, seobtuvo el gen 8P012,previamentedonadopor Malavasiey
Elder (1990)debido a su implicación en el ciclo meiótico. Sin embargo,estudiosposteriores
confirmaronque SPOJ2esun gen supresoren multicopia del fenotipo lítico del mutanteIytI
(Molero y col., 1993).Estudiosdelfenotipodel mutanteIytl desvelaron,ademásde la lisis, la
pérdidadelpatrónaxial de polaridad,típico de las cepasliaploidesde 5. cerevisiae(Molero y
col., 1993).

En estudiospostenores,realizadosen nuestrolaboratorio,sedemostróque el mutante
lytI se encuentraafectadoen el gen CDCJS;a estaconclusiónse llegó graciasa ensayosde
complementaciónllevadosa cabo con una genotecade 5. cerevisiaeconstruidaen el vector
centroméricoYCp5O (Rosey col., 1987),clonándoseel gen CDCI5 como responsablede la
complementaciómíde todos los defectosfenotípicos del mutante lytI. Este resultadose
encuentraavaladopor el hecho de que una cepadiploide cdcls-1/lytl muestraun carácter
lítico similar al de unacepalytI (Yuste, 1995;Jiménezy col., 1998).

El mutantecdcl5 se caracterizapor la detencióndel ciclo celular con la yema del
tamañode la célulamadrey los núcleosdivididos (Culotti y Hartwell, 1971);si bien el aparato
microtubularno se encuentradesensamblado,lo queindica que las célulashandetenidoel ciclo
celular en la anafasemitótica (Suranay col., 1993). La mutaciónodois-] ha sido, y es, muy
utilizada como herramientapararealizarla sincronizaciónde cultivos de 5. cerevisiae,ya que,
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a 370C se consiguela detenciónde las célulasen la anafasemitótica, el retornoa temperatura
pennisiva devuelve la capacidadpara seguir el ciclo normalmente,pero ya, de una forma
sincrómca.

El gen CDCJS es un gen esencial que codifica una proteína quinasa de 974
amrnoácidos(Schweitzery Phhippsseh,1991),con una estructuraque podríamoscalificar de
anómala,ya que, las proteínasquinasas,de modo general,presentanel dominio cataliticoen el
extremocarboxiloterminal,mientrasqueCdclSpdisponelos oncedominioscaracterísticosde
las proteínasqumasasen el extremoamino terminal.

El homólogo en Schizosaccharornycesponibe es el producto del gemi edel, que
muestrauna elevadasimilitud en el dominio quinasa,pero no en el resto de la secuencia
(Fanlihausery Simanis, 1994). El producto del gen cé/cí es esencialpara el procesode
septaciónen la levadura de fisión. Su sobreexpresióndeterminala apariciónde numerosas
rondas de septación sin división nuclear y es capaz de complementaren un plásmido
multicopia, aunquemuy pobremente,a un mutantecé/ciS-] de 5. cerevisiae(Fankhausery
Siinaxñs, 1994).Tambiénseha intentadodonar, sin éxito hastael momento,el homólogoem¡ la
levadura Candida a¡bicans, ya que nos encontramosante un gen esencmalque podría,por
tanto, tenerutilidad como diana para el diseño de antif’igicos (SanJosé, comunicación
personal).

La función de la proteínaCdclSppermanecesm determinar,aunquehay estudiosque
la implican, directa o indirectamente,en la desorganizacióndel husomitótico y separaciónde
la membranacelular(Copelandy Snyder,1993),basándoseen quemutantescdc15, incubados
a temperaturarestrictiva,detienenel ciclo nuclear con el huso mitótido ensambladoy las
membranasnucleares sin dividir. Estudios posteriores relacionan a CdcISP con la
desactivacióndel complejoCdc28p-Clb2p,responsablede la salidade la anafasemitótica, ya
que los mutantescé/cIS-] detienenel ciclo celular en la anafase,presentandouna elevada
actividaddela quinasaCdc28p-Clb2p(Suranay col., 1993).Estosmismosautores,bipotetizan
sobrela posibilidad de que la paradadel ciclo celularno seadebidaal papelde CdclSp en la
desactivacióndel complejo director del ciclo celular, sino que sea la expresión de un
mecanismo de control del ciclo celular (checkpomnt), que detectaría las anormalidades
conferidaspor la mutacióndel gen CDCI5 y detendriael ciclo. Estaposibilidad es también
compartidapor Murray (1995),autor que defiendela hipótesisde la existenciade numerosos
checkpomntsenmascaradosbajo la aparienciade paradasde ciclo en los mutantescdc.

En el laboratoriodel Dr. Toh-e se clonó el genTEMí (Shirayamay col., 1994b),como
supresoren multicopiade la sensibilidada bajastemperaturasde un mutanteen el gen LTEI,
gen esencialpara la terminación de la fase M (Shirayamay col., 1994a). Los mutantes
condicionalesen el gen TEMí detienenel ciclo celular al final de la mitosis y son suprimidos
porunaelevadadosisdelgen CDCJ5.Además,la proteínaCdclSp activadaconstitutivamente
por el cambio del residuo de alanina 163 por una isoleucina, es capaz de suprimnir, emi
monocopia,el defecto de una cepatemí, perono el de una cepadelecionadaen el gen TEMí
(Sliirayamay col., 1994b).Temlp esunaproteínacapazde unir GTPy, segúnestosautores,
CDCIS presentasimilitud significativa con diferentesMAPKKK tales como StelIp, byr2
(8. pombe)y Bcklp; la conjunciónde los datosanterioresllevó a estosautoresa bipotetizar
sobrela existenciade unanuevaruta de transducciónde señales,encabezadaporTemlp, y en
la que estaríanimplicadasotrasproteínasprecisasparala consecuciónde la salidade la mitosis
como Dbf2p, DbI2Op, Cdcsp,Cdcl4p,Spoí2py CdclSp.
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Otra interesanteaproximaciónhacia la clarificación de la función de CdcISp, ¡te
llevada a cabo en el laboratorio de la Dra. Castañón,donde se clonó, como supresoren
multicopiadel defectode uñacepacdcii, un gende Xenopusque codifica una proteínade la
familia Ras (Spevak y col., 1993). Raslp y Ras2p de 5. cerevisiae, al contrario que sus
homólogosen mamíferos,activanla adenilatociclasa,enzimaencargadade producir cAlVIIP a
partir de ATP (Beckner y col., 1985). El grupo de la Dra. Castañónencontró que, para
suprimir el defecto de la mutacióncé/ciS,es suficientecon reducirlos nivelesde cAMP de la
célula,-ya que tanto la sobreexpresióndel gen PDE2 -gemí que codifica una fosfodiesterasa
encargadade hidrolizar el cAMIP-, como el doble mutante cé/ciS ras2 que preseixta
disminuidoslos nivelesde cAMP, no manifiestanel femiotipo deparadaen mitosiscaracterístico
de ¡os mutamítescdciS.Además,encontraronque mi mutanteedeiSdetienesu ciclo celular
con nivelesincrementadosde cANIl> y observaronuna ligera disminución de la cantidadde
cANil>, al final de la mitosis, dependientede la actividad de CdclSp. Todosestosresultados
hacenpensarqueCdclSpsehallarelacionado,de algunamaneratodavíasin determinar,comx la
dinámicadel cANIl> en la célula.Estosmismosautoresexplicanla supresiónpor partedel gemi
deXenopus,emí virtud de la unión no cooperativa,delproductode ésteconla adenilatociclasa
de la levadura,impidiendosunormalactivaciónporRaslpy Ras2p.

En estamisma línea aparecióotro trabajo en él que seinvolucra a RasIp, Ras2p y
Budlp en la terminaciónde la mitosis,pero de forma independientedel cANil> (Morishita y
col., 1995). Estos autoresllegaron a esta conclusión estudiandoel comportamientodel
cuádruplemutanteras] ras2 buril cyrI (el genCYRI codifica la adenilatociclasa).Añadiendo
cAMP exógeno(con lo que eliminan la influencia de la ruta de cAMP mediadapor Ras),
encontraronque, a elevadatemperatura,deteníanel ciclo celular al final de la mitosis con los
núcleosseparados.Este defectolo suprimieroncon la sobreexpresiónde los genesCDCIS y
CDCS.- Estetrabajoparececontradecirla influenciadel cAMP en la terminaciónde la mitosis
descritapor la Dra. Castañón;sin embargo,se encuentraen sintonía con la hipótesisde la
existenciade unaruta de transducciónde señalespropuestaporel grupodelDr. Toh-e.

El grupo de la Dra. Castañón,en su búsquedade supresoresdel defecto del gen
CDC¡5 con la genotecade Xenopus,tambiénclonó un gen que codifica mía proteína que
poseemotivos j3-transducina(Spevaky col., 1993)y que essimilar a Cdc2Op,otro supresor
del fenotipo cé/ciS (Amon y col., 1992), relacionadocon la dinámica microtubular en la
metafasey posiblementecon la regulaciónde la progresióndel ciclo a travésde la mitosis
(Schwaby col., 1997).

Ademásla mutacióncdclSessuprimidapor:

- La expresiónen multicopia delgen8P012(Molero y col., 1993).El producto
del gen SPOJ2 estádescrito que actúa como reguladorde la actividad de las
quinasasDbf2p y Dbf2Op (Toyn y Jolinston, 1993),necesariasparala salidade la
anafase(Toyn y Johnston,1994).

- La sobreexpresióndel genSIC] (Toyn y col., 1996), que codificaun inhibidor
del complejo Cdc2Sp-Clb2p,el cual ademáses sintético letal con el gen DBF2
(Toyn y col., 1996). Estos autoressugierenla posibilidad de que existan dos
mecanismosparalelos para la inactivación del complejo Cdc2Sp-Clb2p, uno
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integradopor el inhibidor Siclp y el otro por la supuestaruta de quinasas:Dbf2p,
Dbf2Op, CdclSp, Cdc5p, Temlp, Ltelp y la proteínareguladoraSpol2p. Del
mismo modo, opinan que la contribución más importantea la inactivación del
complejo Cdc2Sp-Clb2pes la aportadapor las quinasas,ya que su defectodetiemie
el ciclo en esepunto,mientrasquela funciónde Siclp noesesencialparala célula.

- Múltiples copiasde CDCS(Kitada y col., 1993). Cdc5p esuna quinasaque
tambiénsuprimea los mutantescdc2Oy dbj2.

- Una sola copiadel genCDCJ4, que codificauna proteínafosfatasa,si bien,la
actividadfosfatásicano esprecisaparala supresión(Shirayamay col., 1996).

- Elevado número de copias del gen de Candidaalbicans CLTJ (San José,
comunicaciónpersonal).Estegen codifica una proteínacapazde unir GTP, que
tambiénescapazde suprimir a la mutación terni-3. Estos autoressugierenque
podría tratarse del homólogo funcional en C. albicans del gen TEM/ de
8. cerevisiae.

Porsuparteel genCDCISescapazde suprimir:

- Al mutante teml-3, cuando se encuentraemi elevado número de copias
(Shirayamay c¿L, 1994b).

- Al mutantecdc5-L cuandose encuentraen elevadonúmerode copias(Kitada
y col, 1993).

Comopuedeobservarse,el sistemade interaccionesentrelas proteínasimplicadascmi la
salidade la anafasemitótica esmuy complicadoy el esclarecimientode la funciónde cadauna
de elias, así como el mecanismogeneral que integran,parecemantenerse,aún, alejado de
nuestracomprension.
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OBJETIVOS.

- 1. Rescatealélicoy secuenciaciónde la mutaciónlytI de Saccharornycescerevisiae.

- 2. Caracterizacióny estudiofenotípicode los mutantesen el gen CDCJS de 8. cerevisiaey
- en especialde los queportanel alelo mutantecdclS-lytl.

- 3. Estudiodel mecanísmomolecularen que se encuentrainvolucrado el productodel gemm
CDCJS. Estudiode la relación de CdclSpcon otrasproteínasimplicadasen el final de la
mitosis.
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MATERL4JJESY METODOS.

1. CEPASUTILIZADAS.

1.1. CEPAS DE LEVADURA.

Las cepasde la levadura Saccharornycescerevisiaeempleadasen estetrabajo, así
como suscaracterísticasgenotípicasmásrelevantes,semuestranen la tabla2.

1.2. CEPASDE Esclaerichiacol¡t

La cepa de E. cdi utilizada en las técnicasde biología molecular fue DUSa [K-
l2A(1acZYA-argF)~i69supE44dii-] recAí endAlhsdl7gyrAre/Al (~80lacZAM1S)j.

1.3. CONSERVACIÓN DE LAS CEPAS.

Las cepasde Ecolí, portadorasde los diferentesplásmidos,sealmacenarona -20
0C en

una soluciónde glicerol al 50%(y/y).

Las cepasde 8. cerevisaesealmacenarona -700C en una soluciónde glicerol al 15%
(y/y).

2. PLÁSMIDOS Y GENOTECAS.

2.1. PLASMIDOS.

Las característicasde los plásmidosempleadosen estetrabajo figuranen la tabla3.

2.2. GENOTECAS.

Las genotecasempleadasparalos ensayosde doshíbridosy la donacióndelhomólogo
delgenCDCJ4de C. albicans se detallanen la tabla4.
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Tabla 2: CepasdeS.cerevisiue.

(Univ. John

Dr. D. Levin, (Univ. John
USA).
Dr. D. Levin,
USA).
Dr. H. Martín, (Estedepamtamento).
Dr. M. Gustin, ( Univ. Rice, USA).

Dr.
Dr.
Dr.

G. Molero,
G. Molero,
G. Molero,

(Estedepartamento).
(Estedepartamento).
(Estedepartamento).

Hopkms,

for

leu2- Dr. Kubre, (Biozentrum,Suiza).

ura3- Dr. M. Yuste,(Estedepartamento).

Dr. Jobnston, (National Institute
MedicalResearch,UR.).
Dr. A. Toh-e,(Univ. Tokyo, Japómfl.

Nombre Genotipo Origen
1783 Hopkins,

Dr. A. Toh-e,(Univ. Tokyo, Japón).
Dr. V.J. Cid, (Estedepartamento).

Dr. M. Snyder,(Univ. Yale, USA).

Dr. V.J. Cid, (Estedepartamento).

Dr. J. Chant,(Univ. Harvard,USA).

Estetrabajo.
Estetrabajo.
Dr. Kulire,
Clontech.

Estetrabajo.

(Biozentrum,Suiza).

MA Fa, ura3-52, leu2-3,112, trpl-l,
his4, can’.
MATu, uru3-52, ¡eu2-3,JJZ trpl-l,
his4, can’.

rMA Tu, ura3-52, inol-131, can.
MATu, Leu2, ude2, ura3, his3, trp3,
lys2.
MA Tu, cdcli-lytl, uru3-52.
MATu, cdclS-/ytl,leu2, his3.
MATu/u, cdclS-lytl/cdcli-lytl, ura3-
52/ura3-52.
MA Tu, cé/cis-], ade2-1, his4,
3,112, trpl-l, ural.
MA Tu/u, cdc15-licdclS-lyti,
52/ural.
MATu, dbJ2, ura3-52, trpl-1,2, adel.

MATu, teml-3, ura3-52, ¡eu2-3,112,
his3, trpl-l.
Isogéii/ca silvestrede E0156.
MATa, crido-II, ura3-52, leu2-3,112,
trpl-l, his4, can’?
MATu, cdclOzURA3, uruS-S2, lys2-
801, ade2-10l,his3A200,trplA.
cridO-lI, cé/cIS-], ura3-52, leu2-
3,112.
MA Tu, budl::URA3, leu2-3,112,
uru3-52.
budl::URA3,cdcl5-l.
MA Tu/u, cdclS-1/cdcls-1,ade2/ade2
MA Tu, cdcl4, ade2,his4, ¡etC.
MATu, ura3-52, l-z1s3, lys2, ade2, trpi,
leu2, gal4, gal8O, LYS2::GALI-HIS3,
URA3:JGAL4 17-rners)3-CYCl-LacZ.
cdcl4, ura3-52.

1784

TD28
YP11499

L2C24d
4dA
DU3

RH21O

MY1

L119-7d

E0156

RAY-3a
VCY1

Y882

VCY242
d

JC223

JJY1
DR1

R111779
HF7c

CDCU



Bluescript KS y
SK

YIp5
YCp5O
pHR7O

art, IacZ, am¡Y?

URA3, a¡npr.
ARSJ,CEN4, URA3, an¡pr.
ARSJ, CEN4, URA3, laeZ,

Stratageme.

Struhl y col., 1979.
Jonhstony Davis, 1984.
M. Mazón, (1.1.11.,Madrid).

UR.43, Schweitzery Philipssen,1991.

Clontech.
Gietzy Sugino, ¡988
l-Iilly col., 1986.
Clontech.

1. Ríos,(Estedepartamento).
Clontech.
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Tabla3: Plásinidosempleadosen estetrabajo.

Nombre Características Origen

pBS9

pYEURA3
YEp Lací81

YEp352
pGBT9

1ilR2
pGAD.R

YCp1IlCDC1O

pJWcl 00

1LA1O

p6a12

pT7Blue T
YCA48B

1hJJ1

art,
orí,
art,
amp.
art, ARSI, CEN4,
CDCIS, arnp’.
art, ARSí,URA3, lacZ, umpr.
art, ARSí,2p, LEU2, arnpr.
orí, ARSí,URA3, IacZ, arnp’.
art, 2p, TRPI, GAL4(í-147),

ranmp.
art, ARSI,ZCaURAS,CuEXGl
art, Zp. LEU2, GAL4 (768-881)
urnp.
art, ARSI,
CDClO, arnpr.
art, ARSI, URA3, CDCI4, ¡acZ,

r

arnp
art, ARS4, URA3, CDCJO-GFP,

r
anzp.
art, ARSí, URA3, PDE2 lucZ

r
an¡p.
art, lacZ, arnp’.
art, ARSI, LEU2,CDCI4, lacZ,
arnp.
art, ARSí, URA3, CDClS,

auní/ii.

CENí, LEU2, Dr. V.J. Cid (Estedepartamemito).

Dr. A. Carmen,(Univ. California,
USA).
L. Adamiková,(Este
departamento).
Dr. M. Castañón,
Institute,Austria).
Novagen
Estetrabajo.

IacZ, Estetrabajo.

(Boeliringer

Tabla4: Genotecasempleadas.
Genoteca Vector Origen

Genómicade U albicaus. pYEURA3 Dr. J. Plá, (Estedepartamento)
De promotores de U albicas. pIR2 1. Ríos,(Estedepartamento).
Genómicade S. cerev¡s¡aeunida al pGAD.R Clontech.
dominio de activación del gen GAL4
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3. MEDIOS DE CULTIVO

3.1. MEDIOS DE CULTIVO GENERALES.

La composiciónde los medios de cultivo utilizados se detalla en la tabla 5. Los
diferentesmediosse han usadoen estadoliquido o sólido mediantela adición de agar-agar
(Difco) a una concentracióndel 2% (p/v). La esterilizaciónserealizó medianteautoclavado
(Selecta437P y presoclave75) bajo las siguientescondiciones:1210C de temperatura,2.1
atmósferasde presióny durante20 minutos.

Tabla 5: Mediosde cultivo generales.
Medio de cultivo Utilidad Composición

LB CrecimientodeE. cali 10 gil triptona, 5 gIl extractode levadura,
10 g/l NaCl.

YEPD Crecimientode 5. cerevisiae 20 gIl glucosa, 10 g/l extracto de
levadura,20 gil peptona.

VED Crecimientode £ cerevisiue 20 gIl glucosa, 10 g’l extracto de
levadura.

MPE Medio de Preespomíación10 gil extracto de levadura, 30 g/l
de 5. cerevisiae extractode carne,50 gIl glucosa.

ME Medio de Esporulación de 10 gIl Acetatopotásico,1 gil extractode
5. cerevisiae levadura,0.25 gIl glucosa.

Los
Pronadisa.

diferentescomponentes,enumeradosanteriormente,fueron sumim¡istradospor

La composicióndel medio mínimo parael crecimientoselectivode las distintascepas
de 5. cerevisiaefue: 20 gil de glucosa,5 gil de Acetato amónicoy 1.6 gil de YNIB (Yeast
NitrogenBase) de Difco. Al medio mínimo así confeccionadose le añadieronlos diferentes
aminoácidosy basesnitrogenadasrequeridasa una concentraciónde 20 mg/l, exceptuandola
leucinaquesesuplementóa 30 mgil, todosellos fueron suministradosporMerck.

3.2. MEDiOS DE CULTIVO ESPECIALES PARA E. coiL

La seleccióny el crecimientode clonestransformantesdeE. cali serealizó siemprepor
su capacidadde crecimiento en medio LB suplementadocon ampicilina (Britapen, SKB)
disuelta en agua, a una concentraciónfinal de 100 ~tg/ml y añadidaposteriormenteal
autoclavadodelmedio.

La selecciónblanco-azulconferidapor la presenciadel gen lucZ en los diferentes
plásmidosse llevó a caboen medio LB con 100 ~tg/mlde ampicilina, al que ¡te añadidauna
concentraciónde 80 ¡tgiml de X-gal, sustratocromogénicode la 13-galactosidasa(suministrado
por Boehringer-Mannheim),disuelto en N,N-dimetilformanída(Merck) y 50 jigiml de IPTG

40
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(Boehiinger-Mannlieim);ambosesterilizadospor filtración (filtros de 0.45 jun de diámetrode
poro, suministradosporMillipore) y adicionadosposteriormenteal autoclavadodel medio.

3.3. MEDIOS ESPECIALESPARA S. cerevisiae.

La selecciónde cloneslíticos serealizó colorixnétricamente,añadiéndosea los medios
sólidos apropiados, despuésdel autoclavado, una concentración 40 ¡¡gIml de BCIP
(Boehringer-Mannheim),sustratode la fosfatasaalcalina, enzima estrictamenteintracelular,
que al lisarselas célulasse pone en contactocon el BCIP, hidrolizándoloy tintandode color
azulverdosoel medio de cultivo circundantea la colonia.

La selecciónde clonesque hanperdidoel marcadorURA3 serealizó por crecimiento
en placasde medio mínimo suplementadascon todos los aminoácidosy basesnitrogenadasy
una concentración0.7 aig/ml de ácido 5-Fluoroorótico (5-FOA) (Sigma). El 5-FOA es
utilizado por las célulasque disponende la ruta de síntesisde uracio intacta,produciendoumi
intermedio tóxico que impide crecer a las células;así pues, en estemedio únicamenteson
capacesde creceraquellascélulasauxótrofasparael uracilo.

4. TÉCNICAS DE BIOLOGL4 CELULAR Y MICROSCOPIA.

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

Los microscopiosque seutilizaron fueron: un microscopiodirecto Nikon Optiphot,
acoplado a una lámpara halógena de luz ultravioleta y un microscopio invertido Nikon
Diaphot, acopladoa una lámparaultravioleta de mercurio. El registro fotográfico se realizó
con unacámaraNikon FX 35-A, la películaempleadafUe Ilford HP5,con una sensibilidadde
400ASA.

4.1.1. Lisis celular.

La lisis’ celular sepuso de manifiesto y secuantificómediantela resuspensiónde las
células a valorar en una solución de yoduro de propidio (Sigma) en tampón PBS, a umia
concentración0.005%(plv). Este compuesto,que sólo entra en las células cuandoéstashan
perdido la permeabilidadselectiva,se une a los ácidosnucleicos de doble cadenay al ser
irradiado conluz ultravioletaemiteluz roja.

4.1.2.Tinción dequitina.

La tinción de estecompuestode la paredcelular sellevó a cabograciasa la capacidad
quepresentael blancode calcofitor(Sigma)de unirsea la quitina y emitir luz azuladacuando
es excitado con luz ultravioleta. Se recogieron las células, se lavaron con PBS y se
resuspendieronenuna solución10 ¡xgiml de calcoflúoremi tampónPBS.
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4.1.3.Tinción de actina.

Las célulasse crecieronen un bañocon agitación(200rpm), a 240C durante16 horas,
en un matrazcon 50 ml de YPD, seelevó la temperaturade incubacióna 370C y se mantuvo
durante6 horas.Seprocedióa la fijación de lascélulasmediantela adiciónal medio de cultivo
de una soluciónde p-formaldehidoal 8% (jilv), hastauna concentracióntotal de fijador del
4%. Tras una hora a temperaturaambiente,se recogieronlas célulasy se lavarontres veces
con PBS, seguidamentese resuspendieronen 200 ~tlde PBS, al que seañadió fluoresceimia
conjugadacon faloidína (Sigma),hastauna concentración0.5 ~iM,desdeuna solución madre
3.3 mM en metanol.Se incubó a temperaturaambientey en oscuridad,duranteuna hora, tras
lo que se lavaronlas célulascinco vecescon PBS y se resuspendieronen una solución de
montajecompuestapor70%glicerol (vív)en PESy 2-4%n-propilgalato(Sigma),destimiadaa
reducirel autoapagamientoo bleachingque sufrela fluorescenciade la fluorescema.

4.1.4.Tinción de núcleos.

Se crecieronlas células en un baño con agitación(200 rpm) a 240C durante16 horas,
en un matrazcon 50 ml de YPP, seelevó la temperaturade incubaciómma 370C y semantuvo
durante6 horas.Se recogieron10 ml de célulasy sefijaron resuspendiéndolasen 1 ml de una
soluciónde etanolal 70%(vív) e incubándolasdurante5 minutosa 40C. Se lavaronlas células
con 1 ml de PBS,seresuspendieronen 100 ¡d de PBS y se añadieron200 ~tlde ulla solución
de RiNasa A 10 mg/mi, se incubó durante 1 hora a 370C con agitación, se recogieron las
células, se resuspendieronen una soluciónde yoduro de propidio 0.005% (pív) en PBS y se
montaronen un portaobjetosparasu observaciónen el microscopiodefluorescencia.

4.2.MICROSCOPiAELECTRÓNICADE EARRIDO.

Por un filtro Miflipore de 13 mm de diámetro y 0.2 iim de tamaño de poro,
previamentelavado,primerocon 2 ml de metanoly despuéscon 1 ml de cacodilatosódico
0.2M (Sigma), sepasó 1 ml de la muestray se introdujo el filtro en una fUnda cilíndrica de
papelde filtro, sumergiéndolaen una soluciónde cacodilatosódico0.2 M duranteuna hora.
Despuésse procedió a la deshidrataciónde la muestra,mediantela inmersión sucesivay
durantediez minutos,en solucionesde etanolal 25, 50, 70, 90 y 100%. Inmediatamentese
pasóa acetona,dondese mantuvohastael momentode desecarloen un desecadorde punto
critico. La obseivaciónse llevó a cabo en el Servicio deMicroscopíade Electrónica de la
Universidadde Salamanca.
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4.3. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN.

Las célulasse prefijaronpor incubacióndurante24 horasa 40C con p-fonnaldehidoal
2% (p/v) y glutaraldehidoal 1.5%(y/y), ambosen una soluciónde cacodilatosódico0.005 M
y pH: 7.2. Las células selavaroncon PBS y se fijaron con permanganatopotásico 1% (p/v)
durante90 minutosa 40C, tras lo que se lavaronvanasveces con agua. Las muestrasse
deshidrataronpor inmersióndurante15 minutosen sucesivassolucionesde acetonaal 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 y 100%en agua.La inclusión en la resmase realizó siguiendoel protocolo
recomendadoen elEníbed-812Ernbedding¡<it (ElectronMicroscopySciences).El coite de las
muestrasse realizó en el Servicio de MicroscopiaElectrónicade la UniversidadComplutense
de Madrid, y la observaciónen el Servicio de MicroscopiaElectrónicade la Universidadde
Salamanca.

4.4. MICROSCOPIACONFOCAL.

Las muestrasy tincionesseprepararondel mismo modo que parala microscopiade
fluorescenciay la observaciónse llevó a cabo en el Servicio de Citometria de Flujo y
MicroscopiaConfocalde la UniversidadComplutensede Madrid, en un microscopioOlimpus
IIMT-2 acopladoa un sistemaconfocalMIRC 1000de Biorad.

5. TECNICAS DE GENÉTICA CLÁSICA.

-5.1. CRUCES Y OBTENCIÓN DE DIPLOLDES.

Las cepashaploidesde tipo sexualopuestose crecieronen medio rico sólido VPD
durante16 horas,sejuntaronambascepasen medio sólido YPD y seincubarona 240C durante
5 horas. La selección de los zigotos generadosse hizo mediamite selecciónauxotrófica o
aislamientoenun rnmcroscopioWild Heerbruggquedisponede un micromanípuladorLeitz.

5.2. SEGREGACIÓNMEIÓTICA.

La esporulaciónde las cepasdiploidesserealizó creciendolas célulasdurante16 horas
a 240C en medio rico MIPE, tras lo cual se les indujo la entradaen el ciclo meiótico por
incubaciónenmedioME sólido,pobreen fuentede carbonoy nitrógenoa 240C durante5-lo
días.Unavezesporuladoel cultivo, seresuspendieronlas célulasen agua,se añadieron4 ~tlde
glusulasa(Dupont),complejohidrolitico destinadoa romperla paredde las ascasy facilitar la
liberación de las ascosporas.Las célulasse incubaroncon la glusulasadurante20 minutos, a
temperaturaambiente,y semicromanipulócomo seexplica en el apartadoanterior.
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6. TÉCNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

Las técnicasbásicasde biología molecular se realizaron siguiemido los protocolos
recogidosen los manualesde biologíamolecularde Sambrooky de Ausubel(Sambrooky col.,
1989;Ausubely col., 1993).

Las enzimasde restricción,la T4 DNA ligasa,la fosfatasaalcalimia, la Taqpolimerasay
la RNasaA, así comotodoslos tamponesy nucleótidosfueron de Boebringer-Mamimihein.

La purificación de fragmentosde DNA, a partir de geles de agarosa,se realizó
utilizando el “¡<it” comercialSephaglassBandprepKit de Phannacia.

La transformaciónde E. cali y la preparaciónde célulascompetentesse realizópor el
método de Hanahan(1983) o bien por electroporaciónen un electroporadorBTX600, las
condicionesusadasfUeron2.50 kV y 129tI.

Las amplificacionespor PCR serealizaronen un termocicladorPerkin Elmer Cetus
DNA TbennalCycler. Los diferentesoligonucleótidosutilizadosen estetrabajo se enumerana
continuacion:

- Oligonucleótidosusadosen el rescatedelalelo ccIcIS-lytI(tabla 6).

- Oligonucleótidosempleadospara la secuenciacióndel gen CDCJ4 de C. albicans
(tabla7 y 9).

— Oligonucleótidosutilizadosparaconstruirla fusión delextremo3’del gen.CDCJScon
el dominio deuniónalDNA delgenGAL4paraelrastreode Dos Híbridos(tabla 8).

Tabla 6: Oligonucleótidosrescatedelalelo cdclS-lytl.
Nombre Secuencia(5’—> 3’)

lA GTACTTCACCAAGCTTT
lB GGGAAGCTTAAGACTGTGCCACTGC
2A GGAGGCTCGAGGAAGGA
2B CAGCGATGTTCTCGAGGG
3A GGGAAGCTTTTCAGTGTTTGCT
3B GGGAAGCTTGTACTGTAAGGTAAC

Tabla 7: OligonucleótidossecuenciaciónCDCJ4 C. albicans.
Nombre Secuencia(5’—> 3’)

CDC14CT
CDC14NT

CDCI 4NTC

GTATCGCGTACATGAGAATGATC
ATATAAATGCCCAATGTTCAAAG
ATTCAAATCTTACCCGATTCAGC
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Tabla 8: Oligonucleótidos para la fUsión en los ensayos de das híbridos.

Nombre Secuencia (5’—> 3’)

ZITA CCCGGGTCTAGAGGTCGACAAGTCCA
2HB2 CCCGGGTCTAGAGTCGACAAGACTGTGCC

ACTG

Tabla 9: Oligonucleótidos para donar el fragmento 3 ‘de CaCDCI4.
Nombre Secuencia5’—> 3’
ARS3
XOGl

CGGAATTCATTTATGGCTTTCCCACT
CGGAATTCAACCACCCAAATTGACA

La síntesisde los oligonucleótidos,así como la secuenciaciónautomática del DNA, fue
realizadaporel Serviciode Secuenciaciónde DNA de la UniversidadComplutensede Madrid.
La purificación del DNA para su secuenciaciónse llevó a cabo mediante el “¡<it”
comercializadopor Qiagen.

6.1. VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD ¡3-GALACTOSIDASA EN
COLONIAS DE LEVADURA.

Se crecieronlas célulasa valoraren medio sólido durante2 días, sereplicaron a un
papel Watrnun n03, permeabilizándosepor inmersión durante 10 segundosen nitrógeno
líquido. Paralelamente,en una placapetri vacía, sedispusoun disco de papelde filtro con la
forma y dimensionesde la mismay seimpregnócon 1.8 ml de la siguientesolución:

- 33.4 pl de S-Bromo-4-cloro-3-indolil-~-D-galactosido(X-Gal), suministradopor
Sigmay a uiia concentración20 mg/mldisuelto enN,N-dhnetilformamida.

- 5.4 pl de 3-mercaptoetanol.

- Y el resto,hasta 1.8 ml, de tampónZ (Na
2HiPO4 7H20 16.1 gIl, NaH2PO41-120 5.5

gIl, KCl 0.75 gIl, MgSO4 7H200.246gil. Ajustadoa pH: 7.0).

El filtro de papelWutmunse colocócon las célulaspermeabilizadassobreel disco de
papelde filtro impregnadocon la soluciónde X-Galy seincubó a28

0C durante1-24horas.

6.2. ANÁLISIS RAPIDO DE COLONIAS DEE.coli “MINLLISíS”.

En cadaeppendorfse repartieron40 ¡il de soluciónde lisis compuestapor: 5% (y/y) de
mezclamadrede lisis [(Tris/CliN10 mlVI pH:8.0,EDTA 10 mlvi pH:8.0, NaOH lOO mM, SDS
1% (p/v)], 10% (y/y) NaOH 1 N y 10% (y/y) SDS 10% (p/v) en agua. Se recogieroncon
palillos las coloniasde E. cali y seresuspendieronen los eppendorfcon la soluciónde lisis, se
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dejaron15 minutosa temperaturaambiente,se añadieron3 pl de HCl 1 M y 5 pl de tampónde
cargade electroforesis,(cuandola mezclano quedóde un color azuladoseañadiómezclade
lisis hastaquetomódichacoloración),seincubó 20 minutosa-700C, se centrifugó5 minutosa
elevadavelocidady seanalizótodoel lisadoen un gel de agarosacomo describe(Sainbrooky
col.,1989).

6.3. METODORÁPLDO DETRANSFORMACIÓN DE LEVADURAS.

Lascélulasa transformarsecrecieronhastauna densidadóptica a 600 mu de 0.5-1,sc
recogieron 10 ml eliniinándosecompletamenteel medio. Se resuspendieronlas células emi
0.1 ml de una soluciónde acetatode litio 0.2 M en polietilenglicol (M~ 4000)al 40% (p/v) que
se preparóen el momento a partir de las solucionesmadre de acetato de litio 1 M y
polietilenglicol 50% (plv), ambasen tampónTE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH: 7.0).
Para mejorarla eficienciade la transformaciónesconvenienteañadir13-mercaptoetanola umia
concentraciónfinal del 0.1% (y/y). A esta mezcla se le añadió el DNA que se deseaba
transformary se incubó 10 minutosa temperaturaambiente,tras los cualesse añadieromi5 ~íl
de DNA carrier (10 mg/mI), procedentede espennade salmóno timo de ternera(Boheringer
Mannl¡eim), previamentehervido durante 15 minutos. Se incubó 5 minutos a temperatura
ambientey se introdujo durante30 minutos a 450C, agitándosefliertementecada5 minutos.
Por último, la mezcla seextendió directamente sobre placas con medio de cultivo apropiado
parala selección.

6.4. EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMíCO DE LEVADURAS.

-. Se crecieronlas células en matracescon YPD liquido hasta fase estacionaria,se
recogieron10 ml de células, eliminándoseel sobrenadantey resuspendiendolas célulasemi el
medio de cultivo remanente.Seañadieron200 ¡II de tampón de lisis (Tritómm X- 100 2% (y/y>,

SDS 1% (pív), NaCí 100 mlvi, Tris 10 mM pH: 8.0, EDTA 1 mlvi), 200 pl de la mezclafenol-
cloroformo-alcoholisoamilico en proporción 50-48-2 (y/y) y 03 g de bolitas de vidrio de
0.45 mm de diámetro(B. Braum Biotech SA). Se agitó con vortex durante5 minutos para
romperlas célulaspor cizallamiento,se centrifUgó durante5 minutosa máximavelocidad,se
recogióla faseacuosa,seañadióunvolumende fenol-clorofonno-isoamílicoy secentrifugóde
nuevo eligiéndose la fase acuosaque se precipitó añadiéndosedos volúmenesde etamiol
absolutoy un 10% (y/y) de una solución de acetatosódico 3 M. Se centrifugó durante2
minutos a máxima velocidady el precipitadose resuspendióen 0.4 ml de agua al que se
añadieron30 ~tgdeRNasaA, seincubó 10 minutosa 370C y seprecipitóel DNA añadiéndose
dos volúmenesde etanolabsolutoy 10% (y/y) de una soluciónde acetatosódico 3 M. Se
centikgó durante2 minutosy el precipitado,despuésde secarloal ambiente,se disolvió en
50 pl de agua.

6.5. EXTRACCiÓN DE DNA PLASMIDICO DE LEVADURAS.

Secrecieronlas células,hastafaseestacionaria,en matracescon medio mínimo liquido
suplementadocon todoslos aminoácidos,exceptoel delmarcadordel plásmido,se recogieron
10 ml de células, se eliminó el sobrenadantey se resuspendieronlas células en el medio de
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cultivo remanente.Se añadieron200 pL de tampónde lisis (Tritón X- 100 2% (y/y), SDS 1%
(p/v), NaCí 100 mlv!, Tris 10 mM pH: 8.0, EDTA 1 mM), 200 pl de la mezcla fenol-
clorofonno-alcoholisoamilico en proporción 50-48-2 (y/y) y 0.3 g de bolitas de vidrio de
0.45 pm de diámetro(8. Braum Biotech SA). Se agitó comi vortex durante5 númiutos para
romperlas célulasporcizallamiento,secentrifUgó durante5 minutosa máximavelocidady se
recogióla faseacuosa.De la faseacuosasetomaron4 pl que se transformarommpor el método
de Hanahan(1983)emx E. cali paraamplificarlo.

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

Secrecieronlas célulasen un bañocon agitación(200 rpm), a 240C durante16 ¡toras,
en un matrazcon 50 ml de YPD, seelevó la temperaturade incubacióna 370C y se mamituvo
durante6 horas.Serecogieron10 ml de célulasy se fijaron resuspendiéndolasen 1 ml de una
soluciónde etanol al 70% (y/y) dondeseincubarondurante5 minutos a 40C. Se lavaronlas
célulascon 1 mi de PBS, seresuspendieronen 100 pl de PBS y se añadieron200 pl de umia
solución de RNasa A 10 mg/mí, se incubaron durante 1 hora a 370C con agitación, sc
recogieronlas célulasy se resuspendieronen 0.5 ml de una soluciónde yoduro de propidio
0.005%(p/v) en PBS. El análisisdel contenidode DNA de las células,por fluorescenciadel
yoduro de propidio, se realizó en un FACSCAN (Becton-Dickinson) en el Centro de
Citometríade Flujo y Confocalde la UniversidadComplutensede Madrid.

8. ENSAYOS DE SEGUIMIENTO DEL CICLO CELULAR
(ENSAYOSDE TIMIIVG).

Paralos ensayosde seguimientodel ciclo celularsecreció la cepaa estudiar,y su cepa
control, a 240C durante16 horas,en placascon el medio de cultivo apropiadoen cadacaso,
pero siempreidéntico paracadacepay sucepacontrol. Se tomó con un asade siembrapaxte
de las célulasy seresuspendieronen 200 ¡tI de YPD, sedispusieron2 pi de estasuspensiónde
células en el portaobjetossobreuna laminilla de medio YPD sólido de 1 mm de espesor
(construidaañadiendo,a YPD líquido, agarosaultrapuraa una concentracióndel 2% (p/v), se
fUndió al mecheroy se permitió solidificar en el molde adecuado).Se permitió, durante5
minutos,que la suspensiónde célulasfuera absorbidapor la laminilla de medio de cultivo, se
colocóel cubreobjetosy sesellaronlos bordescon aceitede parafinaparaevitar la desecación
del medio de cultivo. La estructuraasíconstruida,secolocóenun microscopiode contrastede
fasesque disponede una pletina termostatizada(Linkam C0102),que posibilita mantenerlas
célulasa la temperaturadeseaday observarel crecimientode las mismas.

9. HOMOLOGL4LS Y COMPARACIÓN DE SECUENCIAS.

Todaslas homologíasy comparaciónde secuenciasde DNA llevadasa cabo en este
trabajo serealizarona travésde Internet,en los bancosde datos de la EMBL empleandoel
programadebúsqueday comparaciónBLASTSEARC’H.
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RESULTADOS

1. RESCATE ALÉLICO DE LA MUTACIÓN Iytl DE Saccharonwces
cerevisiae.

La mutación¡ye] fUe aislada por Cabib y Durán graciasa su capacidadde conferir
fenotipoautolitico termosensiblea cepasde la levaduraS.cerevisiae(Cabiby Durán, 1975).

Resultadosde complementaciónfenotípicaindican que la mutación¡yt] se encuentraen
el gen CDCIS (Yuste, 1995).La localizaciónde la mutaciónen el gen CDCJSse encuentra
avalada por el hecho de que el diploide heterocigóticocdci5-1/lytl, presentadefectos
fenotipicos similares al mutante ¡ye] (Yuste, 1995). Sin embargo,la. prueba definitiva pama
demostrarestaafirmaciónla hemosde encontraren el rescatey secuenciaciónde la mutaciómi
¡yt] y suposteriorsustituciónen una cepasilvestre.

El conocimientode lo localizaciónde la mutación lytI dentro del gen CDCJS puede
revelar infonnación acerca de la topología de la proteína Cdc15p, que podría permitir la
definición de un dominio fUncional o estructuralmenteimportantepara dicha proteína;y en
definitiva, apodaríavaliosainformación,determinantepara el esclarecimientodel mecanismo
molecularen que seencuentrainvolucradoel productodel genCDCIS.

1.1. ESTRATEGIADEL RESCATEALÉLICO.

t.1.1. Recuperacióndel alelo mutadomediantela integracióndel alelo silvestrecon
el plásmidoYIp5.

La presenteestrategiaconsisteen introducir, por recombinaciónhomóloga, un alelo
silvestre del gen CDCIS a través del vector integrativo YIp5. La recuperacióndel alelo
mutadoserealizaráobteniendoel DNA genómicoy cortándolocon una enzimade restricción
apropiada,de modo que, al religarlo, los únicosfragmentoscapacesde conferir resistenciaa
ampicilina, despuésde sertransformadosen E. coli, seránaquellosque portenel vectorYlp5
junto con el alelo mutantedeseado(figura 9).

El gen CDCJS seencuentracontenidoen el fragmentoPvufl/Pvull de 4 kb que resulta
de cortarel plásmidopBS9conestaenzimade restricción(Schweitzery Pbilippssen,1991).El
fragmento en cuestión,se introdujo en el punto NruI del plásmido Ylp5 eligiéndose la
orientaciónadecuada.La construcciónselinearizóporHpall, dianade corteinternaen el gen
CDCJS. Setransformóla construcciónlinearizadaen la cepaL2C24d. Se obtuvieroncolonias
capacesde creceren medio sin uracio, lo que indica que han integradola construcción.Se
extrajoel DNA genómicoy se digirió con SphIy con Pvull, como sedetallaen la figura 9, se
ligarony transformaronen la cepaDH5ade E. cali Peroninguno de los plásmidosrescatados
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medianteestaaproximaciónconteníala construccióndeseada,lo cualnos obligó a buscaruna
nuevaestrategiaparael abordajedelrescatealélico.
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1.1.2.Recuperacióndel alelo mutado por PCR.

El genCDC15 esun gende tamañorelativamenteelevado,en torno a 4 kb. Teniendocmi
cuentalas limitacionesquepresentala técnicade amplificaciónporPCR, sedecidió abordar la
amplificacióndel alelomutadodelgenCDCJSen trespartes(figura 10).

Primero, se amplificó la zona 3’ del gen, para lo cual se diseñó un oligonucleótido
(oligonucleótido lB de materialesy métodos)en la secuenciaterminadoradel gen, a 3635
pares de basesdel inicio del fragmento que contiene el gen; en este oligonucleótido se
introdujo unpunto de corteJhndIlI.El otro oligonucleótidosediseñó conteniendoel punto de
corteh’indIII que seencuentraa 2340paresde basesdelinicio del fragmentoque contieneal
gen (oligonucleátido lA). La amplificación se realizó sobre DNA genómico de la cepa
L2C24d, obteniéndoseuna bandade 1.3 kb que correspondecon el tamañoesperado.El
amplificado secortó con HindIII y se introdujo en el vectorpBS9 y pJJI (YEp3S2 con el
insertoPvuII/PvuII de 4 kb en elpuntoNruI), los cualescontienenel gen CDCISy en los que,
previamente,sehabla eliminado el fragmentoHindIIIIHindllI equivalenteal amplificado. De
este modo se obtuvieronnuevosplásmidosque poseenel gen CDCJS completo, pero cuya
zona3 ~esun amplificado de PCRdel alelo lytl. - Con estosplásmidosse transformóla cepa
L2C24d. Ambos fueron capaces de complementar perfectamenteel fenotipo lítico
termosensiblecaracterísticode los mutantesde la estirpe lytl, indicando que la mutación
buscadano seencuentraen el fragmentoI-JindllIIHindllI de la zona3’ del gen.

El siguientefragmentoqueseamplificócorrespondea lazona5’del gen CDC15. En este
caso los oligonucleótidosdiseñadoscontienenla diana de corteparala enzimaXhaI, que se

- encuentraa 354 paresde basesdel inicio de la secuenciaque contieneal gen(oligonucleótido
2A) y el puntoXhaI, que se encuentraa 1494 paresde basesdel inicio (oligonucleótido2B).
Se logró un amplificado de 1.1 kb que se decidió secuenciardebido a la imposibilidad de
realizar un gen hibrido con él, habida cuenta de la existenciade otro punto XhaI en la
secuenciadel gen CDCJS.El amplificadoseclonó en el vectorpT7Blue. Parapoder abordar
su secuenciación,sedividió en dos fragmentosmáspequeñosmediantetratamientocon las
enzainasX-zaIISacI,ambosfragmentosde 0.4 y 0.7 kb, seintrodujeronen el vectorpBluescmipt
SK. El análisis de la secuenciano reveló ningún cambio con respectoa la secuenciadel
amplificado de la cepasilvestrecontrol, que fue secuenciadaen paralelo,ni con la secuencia
publicadadel gen CDCJS.

Para amplificar la zonainterna que resta,se diseñarondosnuevosoligonucleótidos,el
primero de los cuales(oligonucleótido3B), incluye una dianaparala enzimaH¡ndliI que se
encuentraa2340paresde basesdel inicio. Sediseñó de modo que cubrieseal oligonucleótido
lA usadopara la amplificacióndel extremo3’ del gen. El segundo(oligonucleótido3A) se
diseñó cubriendoal oligonucleótido2B y seintrodujo en él una dianaHindJill, la cual nos
permitió donarel amplificado,de entorno a 0.9 kb, en el vectorpBluescript SK y abordarsu
secuencíadlon.La secuenciaciónrevelóunaúnicamutaciónpuntual, el cambio de una (1 en la
posición 1639 por una A. Esta mutaciónrespondeal mecanismode accióndescritopara el
etilmetanosulfonatoque metila la G haciéndolaaparearerróneamentecon una 1, en lugar de
con unaC (Strather,1981).

Paraeliminarla posibilidad de queestamutaciónhayasido incorporadapor la polimerasa
en la PCR se secuenciaronclonesprovenientesde tres reaccionesdistintasde PCR,en todos
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los casosaparecióel cambio G/A en la base1639 descritoanterionnente.Paracomprobarque
no se trata de un error en la secuenciapublicadadadel gen CDCIS, se llevó a cabo una
amplificación por PCR a partir del DNA genómico de una cepa silvestreYPH499, con los
oligonucleótidos3A y 3B. La secuenciacióndel fragmentoamplificado de la cepa YPH499
desveló una Ci en la posición 1639, eliminando la posibilidad de u¡i error en la secuencia
publicada.

Analizando elmapade restriccióndel gen CL)CIS, seobservóque la posiblemutación
hallada se encuentraen un punto de corteparala enzimade restricciónEcoRl. Así pues,se
tomaronlos amplificadosque se obtuvieromi usandocomo molde la cepamutanteL2C24d y
como control el amplificado de la cepasilvestreYPH499, todos ellos donadosen el vector
pBluescript 5K, y se digirieron con EcaPJ. El producto de la reacción se analizó
electroforéticarnenteen un gel de agarosa.El resultadosemuestraen la figura II, donde
puedeobservarsela desapariciónde un punto de corteEcaRl en los amplificadosde la cepa
mutante,perono en el amplificadode la cepasilvestre.
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1.2. ESTUDIO DE LA MUTAClÓN RESCATADA.

La únicamutaciónencontradaen el gen.CDCJSdefineun nuevo alelo mutantede este
gen, que fue denominadocdciS-lytJ.El productodel nuevo alelo mutanteexhibeun residuo
de glutámico en la posición410, en lugarde la glicocolaquepresentala proteínasilvestre.La
mutaciónestálocalizadaen la zonano quimiasade la proteínaCdcISp. Caberesellarquetodos
los alelosmutantestermosensiblesdel gen CDCJS, descritoshastael momemito, presentamilas
mutacionesen el dominio quinasa(Philippsen, comunicación-personal; Shirayama y col.,
1996).

La peculiaridaden la localizaciónde la mutaciónnos animnó a realizaruna búsquedaen
las basesde datosparadeterminarsi existe algunasecuenciahomólogacon la zonaen que se
localiza la mutaciónlytl. La basede datosusadaes la basede datosdel EMBL, a travésdel
programade búsquedaBlaseSearch.Uniicamentese encontróuna secuenciahomóloga, que
colTespondeal gencdc» de Schizasaccharanzycespambe,gen donadoy descritopor el Dr.
Simanisy posiblehomólogodelgen CDCISen S. pambe(Fankhausery Simanis,1994).

Los genesCDCJSy cdc»presentanelevadasimilitud en su zona5’ (46% de residuos
idénticosy 66% de residuossimilaresestructuralinente);esdecir, lasproteínasque codifican
poseensimilitud en su dominio quinasa. Sin embargo,dentro de sus dominios no quinasa,
tinicamentepresentansimilitud en la regióndonde se halla la mutacióndel alelo cdc15-/ye]
(figura 12). Este resultado implica a esta pequeñazona conservada,al menos, en el
mantenimientode la estructuraactivade ambasproteínas.
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1.3. SUSTITUCIÓN DEL ALELO cdcl5-lytI EN UNA CEPASILVESTRE.

Paracomprobarquela mutaciónrescatadaesla responsabledel fenotipode los inutantes
de la estirpe lytl, intentaremossustituir, en una cepasilvestre,el alelo funcional del gemí
CDCISporel alelo cdclS-lytly comprobarquela cepasilvestreconel alelomutanteadquiere
el fenotipoautolitico termosensiblecaracterísticode las cepasde la estirpelytl.

1.3.1. Estrategia para la sustitución del alelo silvestre por el alelo ¡nutantc edeis-
‘ye1.

La estrategiageneralque se ha empleadoconsisteen la integracióndelalelo mutantepom
recombinaciónhomóloga, a través del vector integrativo YIpS. Seguidamente,se fuerza la
pérdidadel marcadordel plásmidoy seseleccionanaquellosclonesque,junto al marcadordel
plásmidoy debidoa unanuevarecombinación,hayaneliminado el alelo silvestre.

No disponemosdel alelo cdclS-lytI completo,debido a que el rescatedel mismno se
realizó mediantevarias amplificacionespor PCR, como se detalla anteriormente.Así pues,
antesde abordarla sustituciónalélicalite necesarioreconstruirel alelo mutantecompleto.Para
ello, en el gen silvestresesustituyóla zonaen quese encuentrala mutación,por wi fragmento
amplificadoporPCRquepórtadichamutaciónIytl.

Con este objetivo se diseñó un par de oligonucleótidos, uno interno al gen C’DC]5
(oligonucleótido 2h

1&) quecontieneel punto de corteparala enzima de restricciónSalí (1248
de la secuemiciadel gen). El otro oligonucleótido fue diseñadoen la zonadel terminadordel
gem y en él se introdujo una dianaparala enzimaSalí. Seobtuvo un amplificado de PCR de
2.4 kb, que se clonó en el vector pT7Blue. Se dispone del gen CDCI5 introducido en el
plásmido YIp5 en la orientaciónapropiada. Se cortaron ambos plásmidoscon Salí y el
fragmentode 2.4 kb, que porta la mutación lytI, se intercambiópor el provemdentedel gen
silvestrey se introdujo en el vectorYIpS que poseeel restodel gen CDCJS. Se seleccionóla
orientaciónadecuadaLa construcciónfue linearizadamedianteel tratamientocotila enzimade
restricciónSnaBI,la cualproduceun único corteinterno al gen CDCJS. Con la construcción
asíconseguidasetransformóla cepa1783 deS.cerevisiae.

Previamente,se comprobó la fidelidad de la amplificación por PCR. Para ello, el
fragmentoamplificadoqueportala mutaciónsedigirió con la enzimaHindIII, obteniéndoseun
fragmentode 1.3 kb, que lime intercambiadopor suequivalentedel gensilvestreen el plásmnido
pBS9. La quimera se transformó en la cepa mutanteL2C24d, mostrandocapacidadpara
complementarla termosensibilidad,lo cualindica que, si existieraalgún error en la secuencia,
ésteno manifiestaimplicacionesfuncionalesy por tanto el DNA amplificado esválido para
nuestrospropósitos.El fragmento que no fue comprobadomediantela quimera se obtuvo
tratandoel fragmentoamplificado con Salí y HindIII; el fragmentode 1.1 kb así obteuidose
introdujo en el vectorpBluescriptSK parasu secuenciación,ratificándoselamutacióndel alelo
cdclS-lytIy asegurándonosla ausenciade otroscambiosen la secuencianucleotidica,respecto
de la secuenciadelgen CDCISpublicada,comoconsecuenciade la reacciónde amplificacuon.

La estrategiade la sustituciónalélica, así como la comprobaciónde la fidelidad de la
amplificación,se encuentrandetalladasen la figura 13.
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Las célulasde la cepa1783 capacesde dar lugara una coloniaen un medio de cultivo sin
uracilo han incorporado en su genoma la construcción linearizada del vector Ylp5 con el alelo
cdcls-lytI. Estascélulasposeenlos dos alelosdel gen CDCJS, uno silvestre y otro portador
de la mutaciónlytI. Para terminar la construcciónde la cepasustituida,se obligó a las célulasa
expulsarla copiasilvestredel gen, permitiendocrecera los distintostransformantesen muedio
sm selecciónauxotróficadurantedos turnos de 48 horas,seguidamente,se sembraronpor
estríaen medio mínimo, al que se añadierontodaslas auxotroflasde la cepajunto con ácido5-
fluoroorótico (5-FOA), un análogoestructuraldeluradio. El 5-FOA puedesermetabolizado
por las célulasque tienen intacta la ruta de síntesisde uracilo, dando lugar a un producto
intermediariotóxico que evita su crecimiento.Por tanto, dicho medio de cultivo esselectivo
paralas célulasdeficientesen la rutade sintesisde uradioy, en nuestrocaso,esselectivopara
aquellascélulasquehanexpulsado,por recombinación,uno de los alelosdelgen CDC/5 junto
con el gen URA3delYlpS.

Los clonesque son capacesde creceren 5-FOA, sepusierona 370C y todos ellosRieron
capacesde crecermostrandoun fenotiposilvestre,idénticoa la cepaoriginal, lo queindica que
enmgunode los casossehaproducidola sustitucióndel alelo silvestredel gen CDCISporel
alelo cdcls-lytl.
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2.2. POLARIDAD EN EL MUTANTE cdcl5-lytl A 370C.

La levadura 5. cerev¡sÍaeposeeuna pautamorfogenéticade polaridad que determinael
lugar de apariciónde la yemaincipiente. En general, las cepashaploidesde esteorganismo
orientanla gemaciónsegúnun patrónde polaridadaxial, es decir, la nuevayemna emnergede
forma contiguaa la anteriorgemaciónen el casode la célulamadrey contiguaa la cicatiiz de
nacímmentoen el caso de la célulahija (Chant, 1994; Chanty Pringle, 1995). Por el contrario,
las cepasdiploides desarrollanun patrónde polaridadbipolar; esdecir, la célulahija geniapor
el poío opuestoa su cicatriz de nacimiento(Chant, 1994;Chanty Pringle, 1995),mientrasque
la célula muadre puedeabordar la nueva gemaciónde forma distal o contigua a su última
gemación,dependiendodel tiempo quehaya invertido em¡ superarla faseGI (Roemery col.,
1996).

2.2.1 Estudio de la polaridad en una cépahaploide de & cerevisiaecon la niutación
tyt¡.

Como puede observarse en la figuras 14 y 15, la cepa L2C24d cuando crece a 240C
poseeunpatrónde polaridadaxial, propio de su condiciónde haploide. Sin embargo,cuamido
el crecimientoocurrea 370C, el patrónde desarrollo,aparentemente,setorna distal en una de
lascélulas,mientrasquela otrapierdela capacidaddegemar.

Para detenninarqué célula -madre o hija- . desarrolla la estructura apical aberrante
descritaemi el apartadoanteriory qué célula pierdela capacidadde gemar;se creció un cultivo
de la cepaL2C24da 240C, disponiéndoselas célulassobreuna lámina de YPD sólido de 1 mm
de espesorque lite colocadaentreun portaobjetosy un cubreobjetosy selladacon parafina
liquida para evitar la deshidratación.Esta estructurase mantuvo a 370C por medio de umia
pletina termostatizadaacopladaa un microscopiode contrastede fases De estemodo se
observóel desarrollo,a temperaturarestrictiva,de células individualesde la cepa mutante
L2C24d.

Los resultadosobtenidosseilustranenla figura 16, dondela secuenciafotográficaindica
que esla célulahija la quegenerala estructuraapicalaberrante,mientrasqueesla célula madre
la quepierdela capacidadde producirunanuevayema.Estosestudiossellevaron a caboen un
totalde 37 células,exhibiendotodasellasidéntico comportamiento.

En la última imagende la serie fotográfica de la figura 16, puedeobservarsecómo el
final del procesoesla lisis celular,como fue descritoporMolero y colaboradores(1993).

Como pruebapara respaldarlas observacionespresentadassobrela polaridad de las
estructurasapicalesaberrantes,se incubó, en idénticascondiciones,un cultivo de la cepa
L2C24d, lascélulassetifieromi conblancode calcoflúorponiéndosede manifiestolas cicatrices
de gemación.El resultadoque seobtuvo lime que de 35 célulasobservadas,únicamenteen una
comcidieronen la misma célula las cicatricesde gemacióny la estructuraapical abenante
objetode estudio,mientrasqueen el resto,la célula quegenerala estructuraapicalanormalno
presentócicatricesde gemación.No hay que olvidar que las cicatricesde gemaciónaparecen
únicamenteen la célulamadre,por tanto la célulareciéngenerada(célulahija)ha de carecerde
ellas(Chanty Pringle, 1995).
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2.2.2. Estudio de la polaridad en una cepa diploide con ambos alelos del gen
CDCl5 mutados.

Se utilizó la cepa diploide MYl (cdcls-lytl/cdcli-1) para llevar a cabo el ensayo
descmito en el apartadoanterior. Los resultadosaparecenen la figura 16. En ella se ilustra
cómola célulahija, de acuerdocon el patróngeneralde polaridadde las cepasdiploides,gema
de forma distal. Del mismomodo, la célulamadrelleva a cabola gemaciónsiemprede forma
distal. Sin embargo, contrariamentea lo descrito, la gemación de la célula hija es
cronológicamenteanteriora la gemaciónde la célula madre(Roemery col., 1996). El patrón
siempredistal de la célula madre,así como la alteraciónen el ordende gemacióm,imidican la
posibleexistenciade un retrasoen el ciclo celularde la célulamadre.

Resultanotorio en la figura 16 que, almenoslacepadiploide MYI, presentaproblemas
en el procesode separacióncelular, ya que las célulaspermanecenencadenadascoii forma
airosanada,fenómenoque seráestudiadocon mayor detalleen apartadosposteriores.

2.3. LISIS EN UN MUTANTE CDCJ5-IytI DE & cerevisiae.

Se encuentradescritoen la bibliografia (Molero y col., 1993) que la incubación a la
temperaturarestrictiva de i70C determinala lisis celular de los mutantescdclS-lytI. En la
figura 17 semuestrala cinéticade dicho proceso.Paraello, secreció la cepaL2C24d durante
16 horas en un matrazcon 100 ml de YPD, el cultivo se dividió en dos alicuotasque se
incubarona 37 y 240C respectivamente.Se extrajeron muestrasa diferentes tiempos de
incubaciónvalorándose,primero la densidadóptica del cultivo a X~600 nm y segundo,el
porcentajede lisis celularmediantela tinción con yodurode propidio.
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2.4. EFECTOS DE LA ESTABILIZACIÓN OSMÓTICA DEL MEDIO DE
CULTIVO EN EL MUTANTE cdcl5-IytI Y EN OTROS MUTANTES EN EL GEN
CDC¡5 DE S. cerevis¡ae.

La adición al medio de cultivo de estabilizadoresosmóticoses capazde protegerde la
autolisisa aquellosmutantescuyo defectoprimario radicaen una deficienteorganizaciónde la
paredcelular o en algunafuncióndirectamenterelacionadacotí elia (Torresy col., ¡991).

De los resultados presentados en el apartadoanterior se desprendeque una pequeña

variación en la presiónosmóticadel medio, como puedeserel montaje de las células en la
solución de yoduro de propidio desde el YPD en que se encuentran creciendo, Imede
determinarsu lisis. Gracias a estapequeñavariación osmótica a que Rieron sometidaslas
células se pudo observarel fenómenolítico ¡u sllu, ya que si la lisis hubiese sido previa,

durantela incubaciónen el medio de cultivo, dificilmente sepodríahaberobservadoel material
citoplásmicoliberadopor la zonadondela célulapierdela integridad.

Teniendoen cuentaestosantecedentes,nosdispusimosa determinar cuál es el efecto,
sobre el mutante cdclS-Iytl creciendoa 370C, de un estabilizadorosmótico en el medio de
cultivo como esel sorbitola una concentración1 M.

2.4.1.Efectodel sorbitol 1 M.

Paraestudiarel efectode la estabilizaciónosmóticasobrenuestroconjuntode mutantes,
y como ensayo previo, se realizó una cinética de crecimiento a temperaturarestrictiva emí
medio con y sin sorbitol 1 M. Paraello, se crecieronlas distintascepasdurante16 horasen un
matraz con 50 ml de YPD con o sin sorbitol 1 M. Seguidamentese incubarona 370C,
extrayéndosemuestrasa diferentestiemposy analizándosesudensidadóptica (?~= 600 mu) y la
proporciónde célulaslisadaspor tinción con yoduro de propidio. Los resultadosse muestran
en la figura 19.
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De los resultadospresentadosen las figuras 19 y 20 se desprendeque la estabilización
osmnotica del medio con sorbitol 1 M no escapazde suprimirla termosensibilidad de ¡a cepa
L2C24d. Sin embargo, la estabilización osmótica permite que la lisis celular se retrase
ligeramente,lo que determinala apariciónde un fenotipo simi]ar, aunquemáspronunciado,al
observadocuandolascélulassoncrecidassin sorbitol: aparecenestructurasapicalesde tamaño
mús elevadoy mayorproporción de células encadenadas.Tambiénnos llama la atenciónel
hecho de que la estabilización osmótica del medio de cultivo permita que un significativo
porcentaje de células, de las cepas haploides,se comportede fonna similara como lo hacemi las
cepasdiploides y den lugara célulasencadenadasa modo de rosario. Idénticosresultadosse
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 imilluencia del sorbitol 1 M sobme las
cepas con el gen CDC15 mutado,decidimosrealizarun estudio fenotípico cuantitativo. Para
ello se crecieron las distintas cepas en YPDy YPDmás sorbitol 1 M durante 16 horas a 240C,
seguidamente se incubaron durante 6 horas a 370C y se observaron al microscopio de contraste
de fases. La cuantificación de las distintas estructuras celulares observadas se muestra en la
tabla 10. De ella cabe destacar que el efecto - del sorbitol en la formación de estructuras
anormales en estos mutantes, no es sólo cualitativo sino también cuantitativo. Así pues, la
proporción de células que muestran aberraciones apicales es muy superior en presencia del
estabilizador osmótico.
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De los resultados mostrados en la tabla 12 se deduce que el doble mutante edeiS,¿‘¿¿di
deslocaliza el lugar de aparición de la estructura aberrante característica de la mutación emí el
gen CDCIS.El resultado que se ha obtenido es indicativo de que la estructura apical abeiramíte
objeto de estudio, respomide a las señales generales que rigen la polaridad celular, ¡o que nos
hace pensar que podríamos encontramos ante un nuevo intento de gemación por parte de la
célula hija.

Otro aspecto remarcable reside en que, al igual que en el mutante sencillo edeiS-],en el
doble mutante cdciS ¿‘¿¿di la célula madre pierde la capacidad de gemar, comx lo que la
gemación anormal y con localización al azar tiene lugar, únicamente, en ¡a célula hija.

2.6. TINCIÓN DE ACTINA DE MUTANTES cdcl5-lytl.

El crecimiento polarizado de las células de levadura precisa de la polarización del
citoesqueleto subcortical de actina, la cual determina la secreción 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 CDCíS
(Schweitzer y Philippsen, 1991; Surana y col., 1993), la actina, en las células silvestres, se
emicuentra polarizada en la zona del septo para producir el crecimiento del mismo (Lew y Reed,
1993).

Deseábamos conocer cómo se encuentra dispuesto el citoesqueleto de actina en los
mutantes cdciS-Iyti a temperatura restrictiva. Para ello semantuvieron las células durante 6
horas a 370C. Tras fijarlas, se tiñeron con faloidina conjugada con fluoresceína.La observación
en el microscopio de fluorescencia revela que el citoesqueleto de actina se halla polarizado cmi
las estructuras apicales del poío distal, lo cual resulta predecible si se piensa que es la zona
donde se está produciendo el crecimiento. Sin embargo, no se observa polarización de la actina
en la zona del septo. Este resultado indica que los mutantes en el gen CDCíSno inician, y por
tanto no llevan a cabo, la polarización de la actina a la zona del septo. El gen CDCi5 parece,
pues, esencial para la correcta orientación del citoesqueleto de actina en el momento de la
septacion.

En la figura 21 se ilustran los resultados detallados anteriormente. Las imágenes,
obtenidas por microscopia conifocal, muestran como el citoesqueleto de actina, teñido con
faloidina conjugada con fluoresceína, en un mutante cdci5-lyti tras 6 horasde incubacióna
temnperatura restrictiva, se halla polarizado en la zona apical de la estructura de gemación
aberrante que muestra la célula hija.
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2.8. TINCIÓN DE NÚCLEOS.

En la bibliografia se encuentra descrito que los mutantes en el gen CDCiS son incapaces
de superar la anafase mitótica, deteniendo su ciclo celular con la yema del tamaño de la célula
madre(Culotti y Hartwell, 1971; Schweitzery Philippsen,1991; Moleroy col., 1993; Suranay
col., 1993). Sin embargo,los resultadosque hemosexpuestohastael momento,indican que
los mutantesobjeto de estudio,si bien presentanuna paradaen el ciclo celular al final de la
anafase,soncapacesde superarlaabordandounanuevafase5 (tabla 12), y por tanto uit nuevo
procesode gemación,que, como seexpusoanteriormente,espolarmenteanormal (cmi cepas
haploides)y morfogenéticamenteerróneo,por lo que en última instanciadeterminarála lisis
celular.

La superaciónde la paradaen el ciclo morfogenéticose encuentradocumentadaen los
resultadosanteriormentepresentados.Sin etnbargn,con los resultadosmuostradoshasta 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.

Estosantecedentesnosllevaron a realizarun estudiopreliminarde la dinámicadel ciclo
nuclearde los mutantesen el genCDCiS. Paraello, secrecieronlas célulasdurante16 horasa
240C y sedejaronexpresarel fenotipodurante6 horasa 37”C. Inmediatamentesefijaron y
tiñeronlos núcleoscon yoduro de propidio. El resultadosemuestraen la figura 25. En ella se
observacómo, al menosen la cepadiploide MYl, que a temperaturarestrictiva da lugar a
célulasencadenadas,el ciclo nuclearno sehalla detenido,sino que se desarrollaparalelamente
al morfogenético,lo que determinala apariciónde unnúcleoen cadaunade las célulasunidas
sin septar.En cuanto a la cepahaploide analizada,el núcleo de la célula que produce la
estructuraerrónea,seencuentraen el cuello entrela célulahija y la estructuraaberrante,lo que
indica que,posiblemente,seencuentreen estadiosinicialesde su separación,hechoque no se
observadebidoa la lisis que sufrela célulaen esemomento.

Estosresultadosindican que, contrariamentea lo descrito,tanto el ciclo nuclearcomo el
morfogenético,son capacesde superarel puntode detencióndelciclo en la anafasemitótica,al
menosen las cepasdiploides.
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2.9. CICLO NUCLEAR EN LOS MUTANTES DE LA ESTIRPEIyt¡.

Emí las cepasdiploides, como indican las tincionesde núcleosmostradasanteriormente,
los ciclos morfogenético y nuclear discurren de forma paralela. Sin embargo, en las cepas
haploides esta aproximación no es válida, ya que la lisis celular tiene lugar antes de que las
células inicien una nueva división nuclear.

Paradilucidarsi el núcleode las célulashaploidesha comenzadounallueva fase5, o por
el contrario,no ha superadoel puntode paradadel ciclo nucleardescritoal final de la mitosis,
serealizaronestudiosde citometría de flujo en los que se pretendióvalorar la cantidadde
inateilal génico que poseenlas células de las cepasmutantesen el gen CDCIS, tras ser
incubadasa temperaturarestrictiva. Para ello se tiñó el material génico con yoduro de
propidio, previaeliminacióndel RNA por tratamientocon RNasa.

Secrecieronlas célulasen un matrazde YPD durante16 horasa 24W, tras lo cual se
incubarona 37”C durantediferentestiempos. Las célulasse permeabilizaronpor tratamiento
con etanolal 70%. El RNA seeliminó por incubaciónen presenciade RNasa.Se tiñeromí las
célulascon yoduro de propidioy seanalizó, mediantecitometríade flujo, la fluorescenciaque
produceestecompuestoal interaccionarcon el DNA. Los resultadosaparecenen la figura 25.
En las gráficasmostradasseobservacómo cuandola cepamutantecrece a 24W (tiempo 0)
aparecendospicos corresp¿ndientesa las poblacionesde células en fase G1 y U2. A las 2.5
horas de incubación a 37

0C, se comienzaa observarvarios efectosque sevan acentuando
segúnavanzael tiempo de incubacióna 37W:

- Primero,de acuerdoa lo esperadoparaun mutanteque detienesu ciclo celularal
final de la mitosis, el pico de fluorescenciacaracterísticode la células en la fase U 1
comienzaa disminuirhastacasidesaparecer.

- Segundo,apareceunapoblaciónde célulasconun contenidode DNA superioral
de las célulasparadasen G2, quepuedeserdebidoa la pequeñaproporciónde células
quehansido capacesde replicarelDNA antesde lisar,presentandovariascélulasunidas,
cadauna con sunúcleo,fenómenoya mostradoen la tabla 10.

- Tercero,el pico de fluorescenciacaracterísticode la población de células en la
fase G2 sufre un desplazamientoprogresivo hacia zonas de mayor intemísidad de
fluorescencia,lo que indica quelas célulasposeenuna cantidadde DNA superiora las
célulasparadasen G2¡M. Esteresultadoindica que el núcleopodría habercomenzado
una nueva fasede sintesisde DNA o fase 5, y por tanto, indica que las célulashabrían
superadoel puntode paradadelciclo celulardel final de la mitosis.

Tambiénse sometióa esteensayoa la cepadiploide MYl, los resultadosobtenidosson
s~~~aresa los conseguidoscon las cepashaploidesy aparecenrepresentadosen la figura 26.
En ella seponede manifiesto la apariciónde poblacionesde estructurascelularesque poseen
una cantidadde DNA muy superiora la de las célulasen faseG2 y, por tanto,la fluorescencia
de estascélulas aparecedesplazadahacia zonasde mayor intensidad.Estos resultadosson
congruentescon los mostradosen la figura 24, dondeseobservacomo las cepasdiploides dan
lugara célulasencadenadassin septar,conteniendoun núcleocadaunade ellas.
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2.9.1. Ensayosde citometría en medio estabilizado con sorbitol 1 M.

La estabilizaciónosmóticadel medio con sorbitol 1 M permitea las cepasmutantesen el
gen CDCIS retrasarligeramenteelprocesolítico (ver apartado2.4. del presentecapítulo), lo
que determinaque los ciclos celularesdispongande más tiempo para progresarantesde que
ocurrael fenómenolítico.

Estefenómeíio, en los ensayosde citometría,deberíapermitir la observaciómídel ciclo
nuclear con mayor claridad. Se crecieron las cepas a 240C durante 16 horas en YPD
conteniendosorbitol a unaconcentración1 M, seincubarona 370C durantediferentestiempos
y se trataron del mismo modo que en ocasionesanteriores.Los resultadosobtenidosse
muestranen la figura 27, dondese observala paulatinaapariciónde una poblaciónde células
que exhibeuna intensidadde fluorescenciaelevada,de forma similar, pero másacentuada,a La
que seencuentracuandono seestabilizaosmóticamenteel medio.

Gráficascon el desarrollomostradoen las figuras25, 26 y 27 sepuedenexplicarpor la
apariciónde estructurascelularescon másde dosnúcleos.
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2.10.¿ELFENOTIPO¡pl ES DEPENDIENTEDE ALELO?

Como se muestraen los apartadosanteriores(tabla 10), la expresiónfenotípica del
defecto en el gen CDCIS es diferente dependiendo de la cepa que se utilice. Así, la cepa
RH2IO (cdcli-1), cuandoseincuba a 370C, detienesu ciclo celular con la célula hija de umm
tamaño comparableal de la célula madre, pero no desarrolla las estructurasapicalesni
manifiesta la lisis celular, típicas de la cepa L2C24d (cdcis-lyti).

Nos planteamos determinar si la formación de las estructuras apicales que desencademian
la lisis celular en la cepa L2C24d es específica de la mutación Iytl o si, por el contrario, se
debe a un efecto del fondo genético.Para discernirlo se cruzó la cepaRH210 con la cepa
silvestre 1784, el posteriorestudiode los segreganteshaploidesqueportabanel alelo cdcis-i
mostró un fenotipo con aberracionesapicalesy nn elevadoporcentajede lisis celular en todos
ellos, lo cual indicaquela expresióndel fenotipo quehemosdescritoesindependientedel alelo
mutante.

En un intento por determinarsi el carácterlitico y morfológicamenteaberrantedepende
de algún factordeterminadoy sencillo del fondo genético,secruzóla cepaRFI210 (cdciS-i)
con la cepaL2C24d (cdcis-lyti), el estudio de los segregantesmostró que todos ellos eran
capaces de desarrollar la morfología aberrante y sufrir el proceso lítico. Este resultado indica
que el fenotipo litico no depende de un único factor del fondo genético que pueda ser
genéticamente analizable de forma sencilla.

2.11. OTROS MUTANTES QUE MANifIESTAN CARACTERISTICAS
FENOTLPICAS SIMILARES.

Existenbastantesgenesrelacionadoscon el gén CDCíS, con función necesaria para las
célulasal final de la mitosisy cuya mutaciónconfiere a las célulasun fenotiposimilar al de los
inutantes en el gen CDCIS. Entre estosmutantessehan estudiado:(i) el mutanteen el gen
DBF2, que codifica una proteina quinasa (lohnston y col., 1990; Toyn y Johnstomí, 1994) que
se supomie implicada en la desactivación del complejo Cdc28p-Clb2p al final de la mitosis
(Toyn y col., 1996), (u) el mutante en el gen CDCi4, que codificaunaproteínafosfatasa(Wan
y col., 1992)y (iii) el mutanteen el gen TEMJ, que codifica unaproteínaGTPasade pequeño
tamaño de la familia de las proteínas Ras (Sbirayama y col., 1994b).

Las cepas mutantes en estos genes se crecieron a 240C durante 16 horas en matraces con
medio YPD, tras lo cual se diluyeron hasta densidad óptica 0.2 (X=600 nnx), se incubaron
durante6 horasa 37W y seobservaronen el microscopiode contrastede fases.Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 28. En todas las células se observa la pérdida del patrón de

polaridadaxial, asícomo el crecimientoanormalmentealargadode la yemaemergente,lo que
determina la lisis celular. Todos estos rasgos fenotipicos son característicos de los mutantes en
el genCDCJS,como se describea lo largodelpresentecapítulode resultados.
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3. DESARROLLO DEL CICLO CELULAR EN MUTANTES EN EL
GEN CDC¡SY OTROS FUNCIONALMENTE RELACIONADOS.

En elapartadosegundodel capitulode resultadossedocumentacómo los mutantesen el
gen CDCJS son capacesde superarel punto de paradadel ciclo celular paraellos descrito.
Resultafácil deducir que, tanto en las cepashaploidescomo diploides de los mutantesen el
gen CDCíS, el ciclo celular continúa más allá de la parada al final de la mitosis y aborda una
nueva fase5. Estedato, además,estáavaladopor el hecho de que el ciclo nuclearde estos
mutantes progresa de forma paralela al ciclo morfogenético, es decir, no existe
descoordinaciónentreellos (verapartado2.8. y 2.9. del presentecapitulo).

Partiendo de estos antecedentes,nuestrahipótesis de trabajo Ihe la siguiente: los
mutamites en el gen CDCíS, a temperaturarestrictiva, presentandeficienciasal final de la
mitosis que les impiden iniciar el proceso de septación y citoquinesis. Las disflinciones emm el
inicio del procesode septaciónpodríanserlas responsablesde la activaciónde un mecamusnio
de controldel ciclo celular, queobligaríaa detenerla progresióndel ciclo al final de la anafase.
El objeto de la detencióndel ciclo sería proporcionartiempo a la célula para subsanarlas
anomalíasconferidaspor la mutación. La superacióndel supuestopunto de control sin
solucionar los problemasen la septación, ocasionadospor la mutación, tendría como
consecuenciala pérdidadelpatrónde polaridady la lisis celulardescritaen el presentetrabajo.

Esta hipótesisde trabajo implica la existenciade un mecanismode control del ciclo
celular o “checkpoínt” que se activaría como respuesta a la deficiencia en algún proceso
celularmediadoporel genC’DCJSal final de la mitosis.

La existenciade un checkpomten un determinadomomentodel ciclo celular se ponede
manifiesto por una parada del ciclo en ese punto. La parada puede ser definitiva o
momentánea,lo que redundaen un ciclo celular más largo que el de las células silvestres
(Hartwell y Weinert, 1989;Lew y Reed,1995; Carr, 1996;Elledge, 1996;Yang y col., 1997;
Toczyskyy col., 1997).

Para verificar nuestra hipótesistenemosque demostrarque el ciclo celular de los
mutantesen el gen CDCJS,a temperaturarestrictiva,seencuentraretrasadodebidoa ¡a parada
en la anafasemitótica.La aproximaciónexperimentalque seeligió consisteen medirel tiemupo
que transcurredesdeque una célula (célula madre) abordasu primera gemación (que se
convertiráen la célula hija) hastaque la célula hija inicia una nueva gemación;la cual es
anormalmenteapical, como se describeen el apartadosegundodel presentecapítulo de
resultados.El valor de tiempo obtenido secompararácon el tiempo invertido en el mismo

procesopor la célulahija de una cepacontrol apropiada.Dicha aproximaciónse detallaen la

figura 29.

Para llevar a cabo el ensayo de progresión del ciclo celular o “tirning” descrito
anteriormente, se crecieron las cepas objeto de estudio y sus cepas control, en idénticas
condiciones, durante 16 horas a 24W. Las células se colocaron sobre una lámina de YPDde
1 mmde espesor, que se situó entre un porta y un cubreobjetos. La observación se realizó en
un microscopio de contraste de fases dotado con una pletina termostatizada, que mantiene las
células a la temperatura deseada. Para más detalle ver el capitulo de materiales y métodos.
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3.1 ENSAYOS DE “TIMING”.

3.1.1. Ensayosde tiining con la cepaL2C24d(cdcl5-Iytl).

Se creció la cepa mutante L2C24d, durante 16 horas a 24W, en una placa de medio
mínimo suplementadacon todos los aminoácidosy basesnitrogenadasnecesariaspara su
crecimiento.Las célulasseinocularonen unalaminilla de YPD y sedispusieronsobrela pletimia
termostatizada, previamente calentada hasta 39.5W, (ensayos previos indican que es ésta la
temperatura óptima para la expresión del fenotipo en estas condiciones de ensayo). Comocepa
control se empleó la misma cepa L2C24d transformada con el plásmido centromérico pBS9
que porta el gen CDCI5 y que se comporta como una cepa silvestre a temperatura restrictiva.
La cepa control se creció del mismo modo que la cepa mutante, en una placa de medio mínimo
suplemnentada coii todos los aminoácidos y bases nitrogenadas necesarias excepto uracilo, ya
queéstees el marcadorauxotróficodelplásmido.

El tiempode gemaciónse midió en diferentescélulasy en distintosensayoscomí el fin de
mmnmnnzarel error. Como se detallaen la tabla 13, seencontróun retrasode alrededorde 45
minutos en la gemaciónde las célulasde la cepamutanterespectode las células de la cepa
transformadacon el plásmidoqueportael gensilvestre.

Tabla 13:

Cepa Tiempo de gemación Tiempo de gemación Retraso
a 370C del control a 370C

L2C24d (cdcls-IytJ)

E0156(teml-3)

VCYI (cdc)0-11)

VCY242d(cdc)0-11 cdc)5-1)

VCY242d+ CDCl5

VCY242d+ CDCIO

130.8 miii (32 cels.) 85.7 mm (25 cels.) 45 muin.

116.3 mm (23 cels.) 91.4 mm (10 cels.) 25 mm.

91.1 min (22 cels.) 83.2 mm (11 cels.) 8 mill.

83.7 mm (25 cels.) 77.4 mm (26 cels.) 6 ¡‘do.

81.1 miii (27 cels.) 83.7 mm (25 cels.)

119.2 mm (40 cels.) 83.7 mm (25 cels.) 36 mm.

Es necesarioun nuevo control para asegurarque la responsabledel retraso es la
¡nutaciónen el gen CDCJS, que porta la cepaL2C24d, y descartarque la expresióndel gen
silvestredesdeel plásmidopBS9,con elqueseconstruyóla cepacontrol,pudierainterferir en
el ciclo celulary posibilitara la cepatransformadaprogresarmásrápidamenteen el ciclo. Para
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realizar este control, se repitió el experimento en idénticas condiciones, pero a la temperatura
permisiva de 280C. El resultado recogido indica que la cepa control es válida para los ensayos
de tunmg, 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 Tiempodegemación Tiempodegemación Retraso

a 2~C del controla 280C

L2C24d (cdcí5-Iyt¡)

E0156 (teml-3)

VCY1 (cdclO-ll)

VCY242d (cdclo-I1 cdcls-1)

VCY242d + CDC15

VCY242d + CDCl 0

98.9 mm (24 cels.) 97.6 mm (25 cels.) 1 miii.

96.3 mm (21 cels.) 97.4 mm (18 cels.) miii.

103,9 miii (20 cels.) 102.5 mm (24 cels.) 1 miii.

95.6 miii (16 cels.) 95.2 miii (20 cels.) O miii.

94.5 miii (14 cels.) 95.6 min (16 cels.) mm.

94.6 miii (14 cels.) 95.6 mm (16 cels.) mm.

3.1.2. Ensayosde timing en un mutante en el gen TEMí.

Disponemosde la cepa mutanteE0156 (teíni-3) y su isogénica silvestre RAY-3a,
cedidas amablemente por el Dr. Akio Toh-e de la Universidad de Tokio.

El gen TEMÍ se encuentrarelacionadoflmcionalmentecon el genCDCJS.Así lo imidican
los resultados de complementación en multicopia del gen CDCJS sobre la cepa mutante
E0156 (Shirayama y col., 1994b). También hay que tener en cuenta que el fenotipo temuninal
de la cepa mutante E0156 es indistinguible del fenotipo de las cepas mutantes en el gemí
CDCIS,como semuestraen la figura 28.

Con estosantecedentessedecidió llevar a cabolos estudiosde tirning de la cepaFO156,
empleándose como control la cepa isogénica silvestre RAY-3a. El ensayo se realizó en las
condiciones estandarizadas y descritas anteriormente.

El resultadosemuestraen la tabla 13. Seobservaun retrasode alrededorde 25 minutos
de la cepa mutante respecto de la cepa isogénica silvestre, lo que supone un 30% de aumento
del tiempoempleadoen la consecucióndel ciclo celular, a temperaturarestrictiva,por partede
la cepa mutante en el gen TEMÍ respecto de su cepa isogénica silvestre. Este resultado es
similar al que se encontró en la cepa L2C24d (cdcli-IytJ), lo quepareceindicar que el retraso

86



RI3SULIADOS 87

del ciclo no es un efecto atribuible exclusivamente al defecto en el gen CDCIS, sino quepodula
deberse a un mecamsmo celular encargado de dar cuenta de la correcta consecución de las
últimasfasesde la mitosis,independientementedel genafectado.

3.1.3. Ensayosde tirn¡ng en un mutante en el gen CDCIO.

El gen CDCJOpertenecea un grupode genesque codifican unasproteínasestructurales
llamadasseptinas,las cualesselocalizanen la constricciónentrela célula madrey la yemnaa lo
largo de todo el procesode gemación(Hartwell, 1971a;Fleschery col., 1993). Los mutantes
en el gen CDCIO son incapacesde llevar acabo, de forma correcta,el procesode septación.A
diferencia de los mutantes en el gen CDCIS, éstos son capaces de iniciar el proceso de
septación, pero no localizan el septo de forma correcta y éste presenta un desarrollo anómalo.
Manifiestan una morfología con yemas en forma tubular, determinada por la hiperpolarización
apical del citoesqueleto de actina (Cid, 1996).

El papelque desempeñaCdclOp en el procesode septacióiinosindujo a realizarensayos
de tirning, con el ánimo de determinarsi la deficiencia en el proceso de septaciónes la
responsablede activar el mecanismode control que detieneel ciclo celular y por tanto
determninael retrasoobservadoen las cepasdefectivasen los genesCDCISy TEMÍ.

Disponemosde la cepa VCYI, que porta la mutación cdclO-11, y la cepa 1783,
isogénica silvestre de la anterior (Cid, 1996).

Los ensayosde timning se realizaron en las condiciones estandarizadas y descritas
anteriormente. Los resultados se detallan en la tabla 13. Contrariamente a lo esperado, los
tiempos de gemación 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, podrían
ser consecuencia del desarrollo anormal de las yemas en la cepa mutante, las cuales, ya desde
su emergencia,presentanuna morfología alargada y tubular anormal. El desarrollo, a
temuperaturapennisiva,tampocorevelódiferenciaalgunaentrelas dos cepas,como sedetalla
en la tabla 14

Este resultado, nos sugirió dos posibles explicaciones:

- Primero,el defecto en el procesode septaciónno esel responsablede activar el
mecanismode control celular,lo queindicaríaqueésteseríadisparadoporalgúnproceso
previoen el quesehallaríanimplicadaslasproteinasCdclSpy Temlp.

- Segundo, la septina CdclOp (o la estructura de proteínas de la que forma parte)
se encuentra directamente implicada en la maquinaria señalizadora del mecanismno de
control celular, así, una defectuosaestructuraen el anillo de septinas anularía el
mecanismode controlcelular.

Paradiscernirentrelas dos hipótesis,sedecidió estudiarel tirning de una cepa doble
mutante en los genes CDCJOy CDC15. Como controlesseutilizaron: la cepadoble mutante
transformada con el gen silvestre CDCJO en el plásmidocentroméricoYEpll 1, la cepadoble
mutante transformada con el gen silvestre CDCJSen el plásmidocentroméricopBS9 y la cepa
doblemutantetransfonnadacon ambosplásmidos.
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3.1.4. Ensayosde tirning en eldoblemutantecdclOcdcl5.

Disponemosde la cepaVCY242d, doble mutantecdclO-11 cdclS-1, obtenida por el
cruce y posterior esporulación y micromanipulación de las cepas VCYl (cdclO-11)y Rl-U ¡0
(cdclS-1)(Cid, 1996).

Los resultadosobtenidosen los ensayosde tirning con la cepaVCY242daparecenemi la
tabla 13, dondesemuestracómo la cepadoble mutanteVCY242d transformadacon el gen
CDCJO, es decir, defectuosa en el gen CDCIS,presentaun retrasode 36 minutosrespectode
la cepa control (cepa doble mutante transformada con los dos plásmidos); resultado similar al
obtenidopreviamentecon la cepaL2C24d(cdclS-lyti).

Cuando se realizó el ensayo de tirn¡ng con la cepa doble mutante VCY242d
transformada con el genCDCJS, es decir, defectuosa en el gen CDCIO, se encontró un valor
de tiempo de gemación idéntico al de la cepa control (cepa doble mutante transformada con los
dos plásmidos); resultado análogo al obtenido con la cepa VCYl (cdclo-11).

El tiempo de gemaciónde la cepadoble mutantecdclOcdciSes idéntico al de la misma
cepa transformada con los dos genes silvestres. Es decir, un mutante cdclS, en un fondo
mutantecdclO, no presentaretraso en el procesode gemación.O lo que es lo mismo, los
inutantesen el gen CDCJOiio dispondríandelmecanismode controldel ciclo celularobjeto de
estudio. Esteresultadoapoya la segundade las hipótesisplanteadasen el apartadoanterior,
según la cual, la. estructura de septinas, en la que se encuentra integrada la proteína CdclOp,
formaríapartedel sistemade señalizaciónencargadode comprobarque sehan llevado a cabo
correctamente todos los procesos del ciclo celular en el final de la mitosis.

Como en los ensayosanteriores, se analizó el tiempo de gemación a temperatura
permisiva de la cepa doble mutante VCY242d, así como de las cepas transformadas con cada
uno de los plásmidosportadoresde los genessilvestresy la cepatransfonnadacon los dos.
Los resultadosse muestranen la tabla 14. Entodasellasel tiempo de gemaciónescomparable,
lo que indica quelas diferenciasobservadasno sonun artefactodebido a la presenciade los
distintos plásmidos.

3.1.5.Ensayosde tirning con la cepadiploideMN1 (cddS-lytI/cdcl5-1).

En todaslas cepasestudiadasseha observadoun retrasoenla gemaciónde la célulahija,
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
gemación,aunqueinicia el procesoproliferativo posteriormentea la gemaciónde la célulahija,
lo queya suponeun retrasoen el ciclo celularde la célulamadrerespectodel ciclo celularde la
célula hija.

La cepaelegidapara esteensayofUe la MYl, debido a que es la cepa diploide que
muestra el fenotipo con mayor intensidad. No obstante, la cepa MY 1 presenta un
inconveniente derivado de poseer los alelos ura3-52/URAS y ural/URA]. Este rasgo
genotípico nos imposibilitó transformarla con el vector pBS9, que porta el gemí CDC15
silvestre.Así pues,para lograr la cepacontrol, setransformóla cepahaploideL2C24dcon el
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plásmido pBS9 y un transformanteasí logradosecruzó con la cepaRI-1210.De estemodo, se
consiguióuna nuevacepadiploide, idénticaa la MYl, pero que porta el plásmido con el gen
CDCJ5y que,por tanto,se comportacomouna cepasilvestrea temperaturarestrictiva.

Los resultados obtem¡idos en los ensayos de tirning con la cepaMYI semuestranen la
tabla 15. En ella seilustra el anómaloretrasoque sufre la célulamadreen sunuevagemación
respecto de la célula hija, así como el retraso que ambas células, madre e hija, presentan
respectode las células madre e hija de la cepacontrol. Nos llama la atención la notomia
disminucióndel retrasoen la gemaciónquemanifiestala célulahija de la cepadiploide respecto
al retrasoquemuestrala célulahija de las cepashaploides(17minutosla célulahija de la cepa
diploide frentea 45 minutosla célulahija de la cepahaploide).

Tabla 15:
Tiempo cepa MYl Tiempo cepacontrol Retraso

(370C) (370C)

Célula madre

Célula bija

100.4mm. (38 cels.) 63.1 mio. (18 cels.) 37 mm.

84.4 miii. (38 cels.) 67.6 mm. (18 cels.) 17 miii.

Como en los casosanteriores,sellevó a cabode forma paralelaun control de las cepas,
realizándoselos ensayosde tirníng a temperaturapermisiva. De este modo, se pretendió
asegurarquelas diferenciasobservadasno sondebidasa la diferenteexpresióndelgen CDCJS
desde el plásmido pBS9 (tabla 16).

Tabla 16:
Tiempo cepaMY1 Tiempo cepa control Retraso

(280C) (280C)

Célula madre

Célula hija

85.6 miii. (18 cels.) 84.9mm. (18cels.) 0.7 miii.

99.3 miii. (18 cels.) 98.3miii. (18 cels.) 1 miii.
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3.2. EXPRESIÓN DEL FENOTIPO DE LOS MUTANTES EN EL GEN CDCJS.

Los resultados obtenidos indican que el producto del gen CDCJS se emrnuentra
involucrado en el inicio del procesode septación,cuyo defecto origina la paradadel ciclo
celularen la anafasemitótica. Tambiénhemosobservadoque las célulaspertenecientesa estas
cepas mutantes son capaces de superar la parada descrita del ciclo celular, abordando una
nueva fase 5 sin haber subsanado los problemas de septación del ciclo celular anterior, lo que
determina las disfimnciones morfogenéticas y de polaridad que exhiben los mutantes en el gen
CDCISa temperatura restrictiva.

Observacionespreviasnos advirtieronsobrela heterogéneaexpresióm¡del fenotipo,en lo
referente a la ~uperaciónde la parada del ciclo celular. Este fenómeno ocurre no sólo en las
distintas cepas, sino también emi los diferentes experhnentos realizados en cada cepa. Por ello,
se decidió llevar a cabo estudios para determinar la relación entre las condiciones del cultivo y
la expresión del fenotipo.

La importancia de estos estudios se centr~. en la dependenciaque existe entre la
proporción de células que supera la paradadel ciclo celular con algunos factoresque se
desconocen. Con estos ensayos se pretende clarificar e identificar los factores que determinan
la variabilidad fenotípica y, en definitiva, aportar información 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 muestranel desarrolloanormal, en cuanto a su polaridad y morfogénesisse
refiere.

3.2.1. Influencia de la adición de medio de cultivo fresco en el momento de
comenzarla incubación a 370C.

Observacionesen el laboratorionos alertaronsobrela diferenteexpresiónfenotipica de
la mutacion cuando, después de crecer un cultivo de una cepa mutante en el gen CDCJS a
24W y previamentea la incubacióna temperaturarestrictiva,serenuevaael cultivo añadiendo
YPD frescoal medio de cultivo anterior.

Paradocumentarestaobservaciónsedecidieronrealizarel siguienteensayo:secrecieron
las célulasen un matrazcon 100 ml de YPD durante16 horasa 24W; sedividió el cultivo en
dos matraces,a uno de los cualesseañadió 50 ml de YPD fresco, ambosmatracesfrieron
incubadosa 370C durante6 horas.Los resultadosobtenidossobrela expresióndelfemiotipo cmi
estascondicionesseexponenen la tabla 17.
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Al igual que ocurre cuando se estabiliza el medio con sorbitol 1 M(ver apartado 2.4. deI
capítulode resultados),el efecto de la adición de medio fresco sobreel fenotipono essólo
cuantitativo, sino que el fenotipo de las estructurasaberrantessufre un agudizamiento.
Fotografiasde contrastede fasesen las que se ilustra esteresultadosemuestranen la figura
31.

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

- Lavariaciónen la concentraciónde glucosau otrosnutrientesal renovarel medio
podríainducirel efectoobservado.

- La varíaciónde pH al renovarel mediopodríaserla responsabledel efecto.

- La existenciade algún compuestocapaz de inducir la diferemíte expresión
fenotípica al renovar el cultivo.

- La existenciade algún compuestocapazde inhibir la expresióndel fenotipo,
sustancia que se diluiría por debajo de su umbral de actuación al renovar el medio de
cultivo.
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3.2.2. Influenciade la concentracióndeglucosaen el medio sobrela expresióndcl
fenotipo.

Al renovar el medio de cultivo, previamentea la incubación a 37W, ocurre un
incrementoen la concentraciónde nutrientesy en especialde la glucosa.Deseábamosanalizar
la posibilidad de que el aumentoen la concentraciónde glucosalitera el responsablede la
variaciónenla expresiónfenotípica.

Paradeterminarla influenciade la concentraciónde glucosasepreparómedio de cultivo
YPD que conteníadiferentesconcentracionesde glucosa(2%, 1%, 0.5%,0.2%y 0.1%).

Se creció la cepaRH2IO (cdclS.-1),elegidapor serla que presentael efecto objeto de
estudioconmayorintensidad,en YPD durante16 horasa 24W y seguidamentese renovócon
YPD queconteníalas diferentesconcentracionesde glucosa.Los resultadosobtenidostrasuna
incubaciónde 6 horasa 370C semuestranen la figura 32. La variaciónen la concemítraciónde
glucosapareceno ejercerefectoalguno,ni como fUentede carbononi como osmolito, sobrela
expresiónfenotípica.
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De modo análogose analizó la influencia de otros nutriemites, realizándoseidémíticos
ensayos,añadiendoal mediode cultivo un complejovitamínicoy de cofactores(Nurse, 1975)
sin obtenerdiferenciasfenotípicas,lo cual nos indicó que no debía tratarsede un factor
nutrícional.

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

Se han descrito genes requeridos para fenómenos morfogenéticos que se encuentran
regulados por variaciones de pH (Saporito-lrwun y col., 1995). Para verificar si nos
encontramosanteun fenómenosimilar, en el cualla ligera variaciónde pH quepudieraocurrir
al renovarel medio de cultivo con YPD fresco fiera la responsablede la diferenteexpresión
fenotípica, se preparóYPD tamponadocon tampón fosfato 0.1 M, ajustadoa diferentes
valoresde pH. Se creció la cepaRH2lO en YPD durante16 horasa 240C y seguidamentese
renovó con YPD tamponado.Como controlesseemplearon:un cultivo sin remiovar y otro
renovadoen YPD sin tamponar.Además,se midió el pH de todoslos cultivos antesy después
de las 6 horasde incubacióna 37W, encontrandolos valoresdetalladosen la tabla 1 8

Tabla 18:

pU del tampón 7.5 6.5 5 4 YPD YPD sin
renovar

pH inicial

pH final (6 h)

7.0 6.4 5.8 5.3 6.6 6.6

6.9 6.2 5.6 5.2 6.0 5.7

Con los valoresde pH elegidosse cubrió el intervalo de variaciónpH que ocurre al
renovarel medio con YPD fresco.Enla figura 33 sedetallanlos resultadosobtenidos,en ellos
no se observaningunavariaciónrespectoa los resultadospreviamentemencionados;lo que
excluyea la variacióndelpHde las diferenciasenla expresióndelfenotipo.
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3.2.4.Existenciadealgunasustanciainductorade la expresióndel fenotipo.

Dada la naturalezacompleja del YPD, que contiene extracto de levadura y un
hidrolizado proteico,nos dispusimosa analizarsi en el YPD fresco existe algún compuesto
capazde inducir la expresióndel fenotipocuandose refrescael cultivo y queeseliminado con
el crecimientode las célulasa 240C.

Para aclararestepunto, serenovó el cultivo de la cepaRH2lO con YPD, en el que
previamente,secreció un cultivo de la misma cepaa 24W durante16 horasy sefiltró dos
vecescon el fin de eliminar todasla células.De estemodo, serenovó un cultivo de la cepa
RH2lO tras sercrecido a 24W, empleandounYPD ya usadoy filtrado, carente,por tanto, de
la supuestasustanciainductora. Sin embargolos resultadosque se obtuvieronno revelaron
diferenciaalguna entre renovarlos cultivos con medio fresco o con medio usado,lo cual
comprometela hipótesisde la existenciade una sustanciainductoradel fenotipoen el YPD
fresco.
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En otra aproximaciónparalela, se repitieron los ensayossustituyendoel YPD como
medio de cultivo por medio mínimo (eliminando así la posible influencia de un medio tan
complejocomo el YPD) suplementadocontodoslos aminoácidosnecesarios.El resultadoes
similar al obtenidocon YPD, sin embargo,cabeseñalar,que en medio minnno la expresiom¡
fenotípicaesmenorqueen YPD, como seobservaen la figura 34.

11111 Sin renovar

E Renovado

L2C24d

YPD

Cepa y medio de cultivo

Figwta 3M h4lu~wi~ detmedio ~k
~prvsi4n del f0aotipo,

3.2.5. Existenciade alguna sustancia inhibidora de la expresióndel fenotipo.

Está descrito, sobretodo en organismosprocarióticosy en bongos filamentosos,la
existenciade sustanciaso factoressecretadospor las célulasal mediode cultivo, destinadosa
modificaro dirigir los patronesde desarrollomorfogenéticos.

La secreciónporpartede las células, cuandocrecena 24W, de algún factor capazde
inhibir la nuevaentradaen fase 5 sin haberterminadocorrectamenteel anteriorciclo celular,
podría ser una nueva explicación a la diferenteexpresiónfenotípica obtenidaal renovarel
medio de cultivo. Esta nuevahipótesis de trabajo implica que dicha sustancia,para ser
Ñncional, tendría que encontrarsea una concentraciónadecuada.Así pues, la dilución del
supuestofactorinhibidor del ciclo al renovarel medio de cultivo con mediofresco,posibilitaría
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que una mayor proporción de células continuarancon el ciclo celular, produciendolas
aberracionesmorfológicasdescritas.

Para estudiarestanuevahipótesis,se creció:un cultivo de la cepaRH2IO durante16
horasa 240C, se eliminaronlas célulaspor filtración, lográndoseun medio de cultivo filtrado,
quesupuestamentecontendríael factorinhibidor. El mediode cultivo asíobtenidoseliofilizó.

Se creció un nuevocultivo de la cepaRH210 a 24”C, al cual, ademásde renovarsecon
YPD fresco, se le añadió una cantidadde liofilizado equivalenteal volumen de medio de
cultivo que seutilizó pararenovarel cultivo; seguidamente,seincubó a 37W durante6 horas.
De estemodo sepretendiaevitar el efectoconferidopor la dilución del medio de cultivo cmi lo
referentea la hipotéticasustanciainhibidora.

Como control,ademásdelhabitualen el ques~refrescanlas célulassin añadirliofilizado,
se incluyó otro en el que serefrescaronlas células con medio de cultivo preparadoa una
concentracióndoble, de este modo, se pretendió tener en consideraciónel aumento de
nutrientesy osmolitosprovenientesdel liofilizado. Los resultadossemuestranen la figura 35.
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Comopuedeobservarseen la gráficade la figura 34, no se encuentradiferenciaalgwíasi
al diluir el medio de cultivo seañadeun liofilizado de medio de cultivo en el quepreviamente
se ha crecido otro cultivo de la misma cepa a temperaturapermisiva. Estos resultados
cuestionanla hipótesisqueplanteábamosacercade la existenciade unasustanciaiíil¡ibidora del
ciclo celularsecretadapor las célulasalmediode cultivo.
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4. DETERMINACIÓN DE PROTEINAS QUE INTERACCIONAN
CON CdclSp.

A pesarde los numerososintentosrealizados,el detallemolecularde la flmción de la
proteína CdclSp permanecesin determinar (Surana y col., 1993; Spevak y col., ¡993;
Shirayamay col., 1994b;Toyn y col., 1996). Paradefinir los procesosen que CdclSp está
implicadaseríade innegableayudael conocimientode la interacciónfisica, no sólo genética,de
CdclSñ con otrasproteinas.

Para abordar esta cuestión se decidió intentar donar genes, cuyos productos
interaccionarancon CdclSp,utilizando el sistemade dashibridas (Fieldsy Song, 1989).Esta
técnicapermite determimíary donargenes,cuyosproductos,unidos al dominio de activación
del DNA delproductodelgen GAL4, son capacesdeinteraccionarfisicamentecoii uno dado
que seusacomo “cebo” y que secoloca en fase con el dominio de unión al DNA de dicho
activadortranscripcional.En nuestrocasoseempleócomo cebola mitad carboxiloterminalde
la proteínaCdclSpya que setrata del dominio no protein-quinasay por tanto suponemosque
especificoo regulatoriode la flmción quinasade la proteina.

Se diseñarondos oligonucleótidos,el primero (2HA), contieneel punto de coite Salí
(1249) y la secuenciacontigua hacia 3’ del ge» C’DCI5, al que se añadieron, además,
secuenciasde corteparalas enzimasSinaí y XbaI parapoderclonarlo eíi fase con el domimiio
de unión al DNA del gen GAL4. El segundooligonucleótido (214112), se diseñó en el
terminadordel gen CDCJS (hacia5’ de la posición3631)y se le introdujo una secuenciade
corte para las siguientesenzimas: Salí, Xbaí y Sinaí. Se amplificó por PCR, usandolos
oligonucleótidosdetalladosy como DNA molde el gen CDCJS en el plásmido pBS9. El
fragmento amplificado, de 2.4 kb, se cortó con Salí y se intercambió por el fragmento
resultantede cortarel plásmido pBS9 conSalí. Estenuevoplásmido (pBS9a), que porta el
gen CDCJS, pero cuya mitad 3’ provienede un amplificadopor PCR, se transformó en una
cepamutantelytl. Seeligió aquelplásmidoque era capazde complementarel fenotipo lítico,
lo que indica que la reacción de polimerizaciónde la PCR no ha cometido ningún error
fenotípicamentedetectable.

El plásmidopBS9a se cortó con Sinaíobteniendoun fragmentode 2.4 kb, que seclonó
en el puntoSinaídelplásmidopGBT9 (ver capítulcde materialesy métodos).Paracomprobar
que se manteniala fase de lectura entre el dominio de unión al DNA del gen GAL4 y el
fragmento cebo del gen CDCIS, se secuencióla zona de unión entre ambos fragmentos
génicosa través de un oligonucleótido fluoresceinadode secuencia,interno al dominio de
unión al DNA de GAL4y cedidoamablementepor laDra. Molina (estedepartamento).

Una vez comprobadala construccióndel cebo se transformócon ella la cepal-LF7c de
5. cerevisiae.Esta cepatiene inactivos los genesGAL4 y GALSO(inhibidor constitutivodel
genGAL4),ademástieneintegradoel genHIS3bajo el promotordel genGAL] y el gen laeZ,
bajo el promotor del gen GAL4. Una vez comprobadoque el plásmido cebono activa la
transcripción de los genes marcadores(H153 y lacZ), se transformó una genotecade
5. cerevisiaeen el plásmido pGADl3, que ademásporta el dominio de activación del gen
GAL4.
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Se rastrearonentornoa l.2x106 clones,de los cuales112 fUeron capacesde creceremí
medio sin histidina. De estos 112, únicamentese eligieron 61 por ser capacesde producir
9-galactosidasa,productodelgen marcadorlacZ. A todosellos se les hizo perderel plásmido
ceboy se seleccionaron18, queperdianla capacidadde producir la ¡3-galactosidasa(el resto
fUeron consideradosfalsospositivos,ya que el plásmidode la genotecaeracapazde activar la
transcripcióndel gen laeZintrínsecamente,esdecir, en ausenciadel plásmnidocon el cebo).Se
obtuvo el plásmidode la genotecade los 18 positivosy seles retransformóde nuevoen la cepa
HF7c, queportabael plásmidocebo. Ninguno de ellos fUe capazde producir [3-galactosidasa
por lo queseles consideró,a todosellos, falsospositivos.
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DISCUSIÓN

1. RESCATE ALÉLICO DE LA MUTACIÓN lytl.

La mutaciónlytI afecta al gen CDCJSde Saccharamycescerevisiae,como demuestran
tanto los estudiosde complementacióndel fenotipo termosensiblecomo las características
fenotipicasdel diploide cdcl5-1/lytl. (Yuste, 1995). Continuandoel trabajo realizadopor la
Dra. Yuste en este laboratorío, rescatamosy secuenciamosel alelo mutante cdclS-lytI
encontrandounaúnicamutación,localizadafriera del dominio quunasade la proteínaCdclSpy
que afectaa la únicazonadel gen, excluyendoel dominio quinasa,que presentasimilitud con
cdc7% un posiblehomólogofUncionaldel gen CDCISde S. cerevisíaeen la levadurade fisión
Schizasaccharamycespombe(Fankhausery Simanis, 1994).La mutacióninduceel cambio de
un residuode glicocola,aminoácidono polary con cadenalateralpequeña,porun glutámico,
aminoácidocargadonegativamentea pH fisiológico y con cadenalateral voluminosa. No
parecedescabelladoespecularque el cambio de residuosgeneradopor la mutaciónpudiera
modificar suficientementela estructurade la proteínaCdclSp como parahacerlainestabley
por ello inactiva a elevadastemperaturas.Estos resultadosdefinen, por tanto, un nuevo
dominio conservado,esencialparael mantenimientode la estructurade la proteínaCdclSp.
Actualmente,a excepcióndelcitado cdc7~ de 5. pombe,no disponemosde los homólogosde
este gen en otros organismos, lo que nos impide conocer la verdadera importancia de este
dominio a lo largo de la escalafilogenética.

Todos los alelos mutantes del gen CDCJS secuenciadoshasta el momento,
exceptuandoel alelo cdcls-lytI,presentanla mutaciónen la región que codifica los dominios
cataliticos característicosde las proteínas quinasas(Philippsen, comunicación personal;
Shirayamay col., 1996). Estosresultadosnosinducena pensarquelas diferenciasfenotípicas
quepresentanlas cepasportadorasde los distintosalelosmutantespuedenserdependientesde
alelo; sin embargo, como discutiremos en el siguiente apartado, la diferente expresión
fenotípica observadaen las distintas cepas se muestra independientedel alelo mutante
empleado.

1.t. LA SUSTITUCIÓN ALÉLICA DEL ALELO MUTANTE cdcl5-Iytl EN
UNA CEPA SILVESTRE.

A pesarde disponerde suficientesargumentosparaasumirque la mutaciónlytl de 5.
cerevisiaese encuentraen el gen CDCJS,hemostratadode sustituir,en una cepasilvestre,el
alelo fUncionalpor el alelo mutantecdclS-lytl.Estacepa,ademásde serla pruebadefinitiva
de la localizaciónde la mutaciónipí en el genCDC15, noshabríapermitido disponerde una
cepaisogénicasilvestrede una cepalytl. Dichascepashabríansido de graninterésa la horade
llevar a cabolos ensayosde progresióna travésdel ciclo celular y, graciasa ellas,no habría
sido necesariala construcciónde las cepascontrol por transformacióncon plásmidosque
conteníanlos genessilvestresobjeto de estudio.
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Sin embargono hemos sido capacesde realizar estasustitución, ya que, una vez
integrada la construcción de sustitución en el genoma de la cepa silvestre, no hemos
conseguidoningún clon que, por recombinación,haya expulsadoel alelo silvestre del gen
CDCISy, por tanto,poseael alelo mutantecdclS-lytl.

Las explicacionesa estehechosonmúltiples: a pesarde utilizarse 45 clonesdistintos
quellevan integradala construcciónde sustitución,puedeque dicha integraciónno hayasido
homólogay no sehayaintroducidoen el gen CDCJS. Otra explicación,quizásmásplausible,
sebasaen quela eliminaciónpor recombinaciónhomólogadel alelo mutantepodríaestarmuy
favorecidarespectode la eliminacióndel gen silvestre,por ello todos los clonescapacesde
creceren 5-FOApresentanfenotiposilvestre.

2. FENOTIPO DE LOS MUTANTES EN EL GEN CDC1S.

El mutantelytl, cuandoesincubadoa 37W, secaracterizaporpresentarlisis celulary
alteracionesen el patrónde gemación(Molero y col., 1993).Las cepashaploidesque portan
estamutaciónpresentanunpatrónde gemacióndistal, típico de las cepasdiploides (Molero y
col., 1993). A su vez, las cepasdiploides con los dos alelos del gen CDCJS mutados,
presentanun fenotipode célulasencadenadascon aspectoarrosaríado.

2.1. EL FENOTIPO DE LOS MUTANTES edeiSES INDEPENDIENTE DEL
ALELO MUTANTE QiJE PORTAN.

Los resultadosque hemosobtenido indican que las variacionesdel fenotipo de las
distintascepasmutantesen el gen CDCISno dependendel alelo mutanteque portan.Tantosi
la mutaciónse encuentraen el dominio quinasacomo en el dominio no quinasa,especificode
la proteína CdclSp, se obtienen proteínasno fUncionales a temperaturarestrictiva, que
determinanidénticosrasgosfenotípicos.

Las característicasdel fondo genéticode las distintas cepasmutantespodríanser las
responsablesde algunosde los rasgosfenotípicosdiferencialesque hemosobservado. Sin
embargo,el análisisgenéticollevado a cabo en la cepadiploide MYl, que ademásde portar
dos alelos mutantesdistintos,deriva de diferentesfondosgenéticos-uno que presentauna
elevadaexpresióndel fenotipo lítico (L2C24d) y otro dondeno se expresa(RH210)-, indica
que, en el caso de que existainfluencia del fondo genético,éstaescomplejay escapade un
análisisgenéticosencillo, ya que el estudiode la segregaciónmeióticade estacepamutanteno
muestraun patrónmendelianoen la segregacióndelfenotipolitico.

Sin embargo,sí hemosencontradodependenciaentrela expresióndelfenotipo lítico y
las condicionesambientalesen que sedesarrollael cultivo, como discutiremospostenormente.
En todo caso,el hallazgode la dependenciaentrela lisis y las condicionesde cultivo limita la
importanciade la posibleinfluenciadelfondogenéticoenla expresiónfenotípica.

La independenciadel fenotiporespectodel alelo mutanteobjeto de estudio,nos ha
permitido el uso de cualquierade ellos, de acuerdocon nuestrasnecesidades,posibilitándonos
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la extrapolaciónde los resultadosal resto de cepasmutantesen el gen CDCIS que hemos
manejado.

2.2. ¿CORRESPONDE LA ESTRUCTURA APICAL ABERRANTE A UN

PROCESO ANÓMALO DE GEMACIÓN?

Molero y colaboradores(1993)postulanquelas estructurasapicalescaracteristicasde
los mutantescdclS,se correspondencon intentosabonadosde gemación.Si esto fUesecierto,
la localizaciónde las estructurasapicalespolarmenteerróneasdependeríade las señalesde
polaridadgeneralesde la célula.Paraaclararesteaspecto,construimosla cepadoble mutante
cdclS-1budl::URA3, la cual, a temperaturapermisiva,gemaal azary a 370C presentauna
deslocalización, a lo largo de toda la célula, de las estructurasapicales aberrantes
característicasde la mutaciónen el gen CDCIS. La conclusiónquepodemosextraerde estos
ensayosapoya el postuladoque identifica las prolongacionesapicalesdel mutante Ip! con
intentosanómalosde gemación.Otro resultadoa favor de la hipótesisde la gemaciónanormal,
lo encontramosen el hechode que, al estabilizarosmóticamenteel medio con sorbitol o con
NaCí, los proyectos de gemación apicales, en las cepas haploides, consiguen eludir
momentáneamentela lisis y dan lugara cadenasde célulasunidasa modo de rosario, fenotipo
similar al mostradopor las cepasdiploidescon o sin sorbitolen el medio.

Los resultadosmostradosindican que la estructuraapicalaberranteque apareceen las
célulashaploidesde los mutantesen el gen CDCJSesla manifestaciónde unprocesoanómalo
de gemacióny no cualquierotro tipo de irregularidadmorfogenética.Es decir, por algún
motivo, que trataremosde discutir en los apartadossiguientes,la mutacióndel gen CDCIS
haceperdera las célulasde lascepashaploidessu patrónhabitualde polarídaden la elección
del sitio de gemacion.

2.3. TOPOLOGIA DE LA LISIS.

Hemos observadoque la lisis, topológicamente,tiene lugar precisamentepor la
estructura apical anómalade gemación(figura 18 del capítulo de resultados),hecho que
podríamosexplicar considerandoque la maquinariade la célula haploideno estápreparada
paraacometerunagemaciónpolar. La célulahaploide,al verseobligadaa modificar su patrón
característicode polaridad,podríapresentardificultadesimportantesparageneraruna pared
celularnormal, dandolugara unapareddebilitadaqueprovocaríala lisis celular. El sorbitol, al
sercapazde estabilizarligeramentelaparedde la levadura,permitiríaque las incipientesyemas
apicalessedesarrollenun pocomásantesde sufrir el procesolítico y determinaríala aparición
del fenotipode célulasencadenadas,de forma análogaa lo manifestadoporuna cepadiploide
con ambosalelosdelgen CDCISmutados.Sin embargo,lasestructurascelularesencadenadas
de gran tamañoque muestrantanto las cepasdiplodescomo las haploidesen presenciade
sorbitol, a temperaturarestrictiva, pronto seríaninestablesy lisarían. Recientementese ha
implicado en la lisis celular a defectosen el procesode septacióny citoquinesis(Epp y Chant,
1997). De modo análogosepodríaexplicarla lisis que ocurreen los mutantescdc15, ya que,
como se discuteen el siguienteapartado,éstosno son capacesde llevar a caboelprocesode
septacion.
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También es significativo el hecho de que la gemaciónapical aberrantede las células
haploidestienelugar, de modogeneral,en la célulahija, mientrasquela célula madrepierdela
capacidadpara abordarun nuevo proceso de gemación. En las cepas diploides, en este
aspecto,observamosun anómaloadelantamientodela gemaciónde la célulahija respectode la
célula madre,fenómenoque discutiremosen los apartadossiguientes.No hay que olvidar que
en las cepassilvestresla gemaciónde la célula hija sufre un retraso respectoa la nueva
gemación de la célula madre, debido a que ha de alcanzarun tamaño mínimo crítico,
previamentea abordarla gemación(Roemery col., 1996). Unaexplicaciónal hechode queen
la cepashaploidesla célula madrepierde la capacidadde gemar,podemosencontrarlasi
consideramosque el fenómenolítico sobrevienepreviamenteal inicio delprocesode gemación
de la célulamadre.

En cualquiercaso,resultaevidentela existenciade un retrasoanómaloen la gemación
de la célula madrerespectode la célula hija en las cepasdiploides, efecto que se agudizaen
cepashaploides,hastael extremode no llegar aproducirsela gemaciónde la célulamadre.

2.4. IMPLICACIÓN DE CdclSp ENEL PROCESODE SEPTACTÓN.

Otro aspectoimportantedel fenotipo de los mutantesen el gen CDCJS, radica en su
incapacidadparainiciar y, por tanto, llevar a cabo el procesode septación,como indican los
resultadosde microscopiade transmisión(figura 22 del capitulo de resultados).Estehechoes
el determinantede la apariciónde cadenasde célulassin septaren cepasdiploides, efectoque
también se manifiestaen cepastanto haploidescomo diploides, cuando se encuentranen
presenciade sorbitol 1 M.

El defectoen la septaciónparecelógico dadoque la actinano se polarizahacia la zona
del septopara determinarsu formación(Lew y Reed,1993). Estosautoreshan descritoque,
para que la actina sepolariceen la zonadel septo,esnecesanala inactivacióndel complejo
Cdc28p-Clb2p,perolos mutantescdclSdetienensu ciclo celularcon elevadaactividadquinasa
Cdc28p-Clb2p(Suranay col., 1993).

Recientementese ha descritola proteínaíqgl/Cyklp (Epp y Chant, 1997;Lippincott y
Li, 1998). Estosúltimos autoreslocalizan a estaproteínaen la zona del septo y la describen
como esencialen el ensamblajede un anillo de miosinaimprescindibleparaque se lleve a cabo
el procesode septación.Lippincott y Li (1998),determinan,a suvez, la dependenciade todo
el procesoanteriormentedescrito a la presenciade la proteínaCdclSp activa. Estos datos
reafirmanla implicacióndelproductodel genCDCISen la septaciónde 5. cerevisiae.

Otro dato que refUerza el papel del gen CDCJS en el proceso de septación, la
encontramosen la fUnción de cdct, su homólogoen la levadurade fisión £ painhe. Los
mutantesde £ pombeen el gen cdc?”, son incapacesde realizar el procesode septación
(Fankhausery Simanis, 1994). No obstante,existe un rasgo diferenciador entre ambos
homólogosy esque la sobreexpresióndel gen cdc?” en 5. pambedeterminala aparición de
múltiples rondasde septaciónsin abordarla división nuclear (Fankhausery Simanis, 1994),
efectono observadoal sobreexpresar,ni el gen CDCIScompletode 5. cerevisiae(Philipssen,
comunicaciónpersonal), ni el dominio quinasa(resultadosno mostrados).Este efecto no
parece extraño, ya que la regulación del ciclo celular y la coordinación con el ciclo
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morfogenéticoen ambosorganismos,especialmenteal final de la mitosis,manifiestadiferencias
sustanciales(MacNeily Nurse, 1997).

Recientementeseha descritoel gen spg1~ de 5. pombe,homologofimcional del gen
IBM] de £ cerevisiae(Schmidty col., 1997) como un gen esencialparala septaciónde la
levaduradefisión, estedato,y a la vista de la relacióngenéticay fUncional que muestracon el
gen CDCIS, refUerzaelpapel,queproponemosen estetrabajo,del genCDCJSen la septación
de las célulasde 5. cerevisiae.

2.5. INFLUENCIA DE LA SEPTACIÓNEN LA ELECCIÓN DEL PATRÓN DE
POLARIDAD.

Existen evidenciasque indican que el procesode septaciónes fUndamentalpara el
establecimientodel patrónaxial de gemación(Chant, 1996a).Los datosque nosotroshemos
obtenidocon los mutantesen el gen CDCIS respaldanestahipótesis,e indican queparaque la
célulaelija el ejede polaridadaxial, previamenteha de realizarseapropiadamenteel procesode
septación.Resultadossimilareshan sido obtenidoscon mutantesen elgen CDCJO, los cuales
son capacesde iniciar la septación,pero no de localizar correctamenteel septo, el cual,
ademñs,presentauna estructuraanómala(Cid y col., 1998). Los mutantescdclO también
exhibenalteracionesen la eleccióndelpatrónde polaridadaxial.

No hay que olvidar que el nuevopatrónde polaridadque muestranlos mutantescon
problemasen el procesode septaciónesdependientedel sistemade polaridadgeneralde las
células,lideradopor la GTPasaBudlp. Como hemosdescritoen el capitulo de introducción,
existenunasseñales,reconocidaspor la maquinariageneraldel establecimientopolaridad,que
determinanelpatrónaxial de gemación.Estasseñales,hastadondeseconoce,estángeneradas
por las proteínasBud3p,Bud4p, BudlOp y Axllp (Chanty col., 1995; Sandersy Herskowitz,
1996;Halmey col., 1996).Las tresprimerasselocalizan en la estructurade 10 nni, mantenida
por la septinasen el cuello entrela célulamadrey la hija. Los mutantesen la septinaCdclOp
son incapacesde construir adecuadamentela estructuraanularde 10 nm, de ese modo es
previsiblequelas señalesencargadasde marcarel patrónaxial no se ensamblencorrectamente
y no seancapacesde atraerhaciaellasla maquinariade polaridadcelular, dirigiéndoseésta,por
defecto,a las señalesde polaridadpermanentesque residenen los poíosde la célula(Zahnery
col., 1996).En los mutantesen el gen CDCISel resultadofenotípicoessimilar: tienelugarun
desplazamientode la polaridad desdeel patrón axial al bipolar. Sin embargoel anillo de
septinasen los mutantescdcls parececorrectamenteensamblado,como demuestranensayos
llevadosa cabo con la fUsión de CdclOp a la proteínaverde. En estosmutantesel anillo de
septinaspermaneceensamblado,inclusocuandoya ha comenzadola gemaciónapicalaberrante
en la célula hija, hechoinsólito ya quehastaahorasepostulabaqueparacomenzaruna nueva
gemación, previamente,las células tenían que desorganizarla estructura de septinas del
anterior ciclo (Chant, 199Gb). Estos resultados,además,refUerzan la propuestadel papel
esencialde la septaciónpara la correcta elecciónde la polaridad en el siguiente ciclo de
división (Longtine y col., 1996). En los anteriores ensayostambién cabe remarcar la
incapacidadde los mutantescdclSparalocalizar el anillo de septinasen la basedel proyecto
de gemaciónapical aberrante.La ausenciadel anillo de septinasparece,pues,determinanteen
el fenotipo con constriccionesanchasy anómalassimilares a los shmaas, que muestraslos
mutantesen el gen CDCIS en los proyectosde gemaciónapicalesaberrantesque hemos
descrito.
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Recientementeseha localizadoa la proteínacdc7de 5. pambe(homólogade CdcISp)
en el cuerpopolar del huso, si bien, cuando se lleva a cabo la división del SPB, cdc7 sólo
apareceen uno de ellos (Sobrmanny col., 1998). Si estadistribución asimétricase pudiera
demostrartambién en 5. cerevisiae, sin duda obtendríamosimportanteinformación para
explicar las anomaliasen el patrón morfogenéticoque manifiestanlos mutantes en el gen
CDCIS.Del mismomodo, y dentrodel campode la especulación,la distribuciónasimétricade
CDCJSpodría ser la clave para explicar la imposibilidad que muestrala célula madrepara
abordarunnuevoprocesode gemaciónen la célulashaploidesde estosmutantes.

2.6. LOS MUTANTES cdcl5NO MUESTRAN UNA PARADA ESTRICTA DEL
CICLO CELULAR.

Sorprendentemente,el fenotipoquehemosobservadoestáen discordancia,no sólo con
el fenotipodescritohastaahoraparalos mutantescdclS,sino tambiéncon la propia definición
de mutante cdc. Los mutantescdc son aquellos que detienen el ciclo nuclear en un
determinadomomento,debidoa la carenciade algún componenteesencialparala progresión
del mismo(Pi-ingle y Hartwell, 1981).Nuestrosresultadosindican que los mutantescdclSno
detienendefinitivamenteel ciclo al final de la anafase(Culotti y Hartwell, 1971; Suranay col.,
1993), sino que, al menos, en lo referenteal ciclo morfogenético,superanla anafasedel
presenteciclo y entran de nuevo en el ciclo, produciendo,por tanto, una nuevaronda de
gemación.El soslayo de la paradadescrita,al menospor el ciclo morfogenético,abre dos
opcionesdiferentes:(i) El ciclo nuclearsehalladetenidoy el ciclo morfogenéticocontinúacon
la gemaciónerróneaque determinala lisis; es decir, seproduceuna descoordinaciónentre
ambosciclos; y (u) El ciclo nuclearsuperala paradaen la anafasey discurreparalelamenteal
ciclo morfogenético.Nuestrosdatosindican que el ciclo morfogenéticoestáacompañadopor
el ciclo nuclear,como lo demuestranlas tincionesde núcleosen la cepasdiploides (figura 24
del capítulo de resultados),dondecadacélula de la cadenadisponede un núcleo(si hubiese
descoordinaciónentreambosciclos,y el ciclo nuclearseencontraradetenido,la mayoríade las
células de la cadenano dispondríande núcleo). En las célulashaploidesla lisis sobreviene
previamentea la nueva divisiónnuclear, sin embargo,ensayosde citometría(figuras 25, 26 y
27 del capítulo de resultados)demuestranque los núcleosse encuentranen la fase 5, ya que
presentanuna cantidadde DNA superiora la esperadasi los ciclos nuclearesestuvieran
paradosen la anafase.

2.7. INFLUENCIA DE LA ESTABILiZACIÓN OSMÓTICA DEL MEDIO EN
EL FENOTIPO DE LOS MUTAN]?ES cdcl5.

Los resultadosde la topologíade la lisis, asícomo la explicaciónque hemospropuesto
al fenómenomostradoen las fotografiasde la figura 18 del capítulo de resultados,donde
ilustramoscómo la lisis celular sobrevienedebidoal cambio en la osmolaridadque sufrenlas
célulasal sertrasladadasdel medio de cultivo a unasoluciónde yodurode propidio,nos animo
a realizarestudiosacercade la influencia de la osmolaridaddel medio en el fenotipo de los
mutantesen el gen CDCJS. La comparacióndel comportamientode las célulasen medio sin
estabilizary estabilizadoosmóticamentees un método comúnmenteutilizado para el estudio
del estadode la paredcelular(Torresy col., 1991).
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Cuandolos mutantesen el gen CDC¡5 son incubadosen un medio osmóticamente
estabilizado,bien seacon sorbitol o con NaCI, observamosdosmanifestacionesdiferentes:

- En cepashaploides,protegea las célulasde la lisis, permitiéndolescontinuarel ciclo
celular, aunquede forma polarmenteerrónea,lo que detenninala aparición de células
encadenadas,de forma análogaal desarrollofenotipicoque presentanlas cepasdiploides
en medio sin estabilizar.

- Aumentade forma significativa la proporciónde células que superanla paradadel
ciclo celular y abordanun nuevo ciclo, determinandola aparición de todas las
aberracionesmorfogenéticasque hemosdescrito.Este efecto se observa,incluso, en
cepascomo la RH210, la cual,en medio sin estabilizar,no escapazde superarlaparada
del ciclo, mientras que en medio estabilizadoosmóticamente,presentauna marcada
proporciónde célulasque seaventuranen unanuevafase5 (ver tabla 10 del capítulode
resultados).

El primer efecto observadoes predeciblesi se considerala acción del sorbitol 1 M
como estabilizadorosmótico, ya que compensa,momentáneamente(las células se acaban
lisando), la flmnción de una pared debilitada. Sin embargo, las células muestran,
invariablemente,el fenotipode pérdidadelpatrónde polaridadaxialy la incapacidadde septar;
esdecir, en definitiva, la estabilizaciónosmóticaesincapazde suprimir los defectosprimarios
de los mutantesen el gen CDCJS. Estosresultadosindican que el defecto primario de los
mutantescdclSesajeno a la paredcelulary quela lisis tiene lugarcomo efecto secundarioa
las disflinciones conferidaspor la mutación. En esteámbito sehan descritootros mutantes
afectadosen el procesode septacióncuya manifestaciónúltima esla lisis celular, lo que parece
indicar que una correctaseptaciónes imprescindiblepara la integridadcelular (Epp y Chant,
1997).

Más que el aparenteefecto sobrela lisis celular, nos llama la atenciónel notable
aumentoen laproporciónde célulascapacesde superarla paradadel ciclo celularen presencia
de un medio osmóticamenteestabilizado.No disponemosde explicaciónparaestefenómeno,
pero nos informa sobrela sensibilidadque muestrala expresióndel fenotipo termosensible
frentea las variacionesde las condicionesambientales.
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3. CICLO CELULAR DE LOS MUTANTES ESTUDIADOS CON
ANOMALIAS EN EL FINAL DE LA M1TOSIS.

Hastaahorahemosdiscutido acercade cómo los mutantesen el gen CDC1Ssuperanla
paradadel ciclo celular descritaclásicamentepara ellos (Culotti y Hartwefl, 1971; Suranay
col., 1993). En las cepasdiploides la paradadel ciclo celular es superadatanto desdeuna
perspectivamorfogenética,con la emergenciade una nueva yema, como desde el punto de
vista del ciclo nuclear,con la división del núcleo de forma paralelaa la gemación.A suvez,
como discutiamospreviamente,en las células haploidesla replicación del material génico
comienza,aunqueno llega a manifestarseen la apariciónde un nuevonúcleo independiente,
debidoal advenimientodel fenómenolitico.

Parececlaro, segúnlo discutido en el párrafo anterior,que no existe descoordinación
entreel ciclo morfogenéticoy el nuclear,ya que ambossuperanel punto de paradadel ciclo
celularal. final de la mitosis.

¿Cómoexplicar que los mutantesen el gen CDCIS superanla paradadel ciclo y se
aventuranen un nuevo ciclo, determinandola aparición de aberracionesde polaridad que
producenla lisis celular?. Una respuestaa estapreguntala encontramosen la hipótesis
formuladaporMurray (1995),que postulaque bajo la paradadel ciclo celular de numerosos
mutantescdc se oculta un mecanismodel tipo checkpaint, que detecta las distinciones
conferidaspor la mutacióncdc y detiene el ciclo celular con el objeto de repararlas.Esta
hipótesisescompartidapor el grupodel Dr. Nasmyth(Suranay col., 1993),que centrándose
en los mutantescdcls,hipotetizan sobrela posibilidad de que la paradadel ciclo celular de
estosmutantes,pudieraserdebidaa la activaciónde un punto de control del ciclo celular o
checkpoint,que aseguraríala correctaconsecuciónde la mitosis antesde abordarun nuevo
ciclo celular.

De la definición de checkpointsepuedeextraer que su manifestaciónfenotípicamás
notableesel retrasoquesufreel ciclo celulardebidoa la detencióndelmismo, con el objeto de
proporcionarel tiempo suficientepararepararo solucionarlas anomalíasresponsablesde la
activaciónde dicho punto de control. Así pues,la forma más simple y por ello, comúnmente
empleada,para revelar la existenciade puntosde regulacióndel ciclo celular o checkpaints,
consisteen detectarel retrasoen el ciclo de las células,producidopor esepunto de control
celular,respectode las célulascontrol, en las queno semanifiesta(Lew y Reed,1995;Murray,
1 995; Elledge,1996;Yangy col, 1997;Toczyskiy col, 1997).

3.1.CICLO CELULAR DE LOS MUTANTES cdcl5.

Disponemosde resultadosprevios que indican la existenciade un retraso en el ciclo
celular de los mutantescdclS. Hemosobservadodicho retraso,por ejemplo, en la célula
madre, respectode la célula hija, en las cepas diploides (ver figura 16 del capítulo de
resultadosy el apartado2.3. del presentecapítulo).Así pues, llevamos a cabo ensayosde
seguimientodel ciclo celular de los mutantescdcls, con los que pretendimosdeterminarsí
existe algún retrasoen el ciclo celular. Para ello, cronometramosel tiempo que transcurre
desdequeuna célula,de una cepamutante,(la célula madre)inicia la gemaciónhastaque su
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hija comienzaa emitir la yema apical errónea. De estemodo si hubierauna detención
momentáneadel ciclo celularen la anafasemitótica, éstaquedaríareflejadaen un aumentoen
el tiempo de gemación,respectode unacepacontrolqueno manifiestela paradadel ciclo.

Para medir el tiempo que invierten los mutantescdcls en la realizaciónde su ciclo
celular, elegimosla cepaL2C24d, dado que presentauna elevadaproporciónde células que
superanla paradaen la anafase.Como cepa control usamosla misma cepaL2C24d, pero
transformadacon el plásmidocentroméricopBS9,portadordel gen CDC]5 silvestre.La cepa
control elegida,secomportacomo silvestrea temperaturarestrictivay, además,el análisisdel
ciclo celular a temperaturapermisiva no revela diferenciaalguna entreestacepay la cepa
mutante.Porello admitimosquela cepacontrol elegidaesapropiadaparanuestrospropósitos
y quelas diferenciasque encontremosentreella y la cepamutanteserándebidasal retrasoenel
ciclo celularquepresentanlas célulasmutantes.

Los resultadosque recogimosmuestranun retrasosignificativo de la cepamutanteen
el gen CDCJSrespectodel control(45 minutos,ver tabla 13 del capítulode resultados).Este
dato pareceindicar la existenciade un punto de control, sin embargohay otrasexplicaciones
alternativasque, con los resultadosdiscutidoshastael momento,no podemosdescartar:

- La cepamutante,por el hechode no disponerde la ftmción del genCDCJS, progresa
máslentamentea travésdel ciclo celular,lo quepodríadar cuentadelretrasoobservado.

- El retrasoque manifiestanlas célulasmutantespodríaserel resultadodel tiempo que
necesitanparareorientarel eje de polaridaddesdela zonaaxial a la polar distal, con lo
cualla única disflinción de estosmutantesseríala deslocalizacióndel patrón axial de
gemacióncomoresultadodeldefectoen citoquinesisquepresentan.

No obstante,como discutiremosen apartadosposteriores,y a pesarde las anteriores
argumentaciones,la forma más plausible de explicar los resultadosque mostramosen este
trabajoesla existenciade un punto de control del ciclo celularque se activa cuandola célula
carecedela fUnción de la proteínaCdclSp.

3.2. CICLO CELULAR DEL MUTANTE teml-3.

La relación genéticadescrita entre los genesCDCIS y TEMí (Shirayamay col.,
1994b), asícomo el fenotiposimilar de los mutantesde cadauno de estosgenes,nos animnó a
estudiarel tiempo de gemacióndel mutanteteml-3.La cepacontrol queusamos,dadoque en
estecasodisponíamosde ella, fUe lacepaisogénicasilvestre.El resultadoque obtuvimosfue la
existenciade un retrasosignificativo del ciclo celular(25 minutos,ver tabla 13 del capítulode
resultados),aunquemenoral recogidoparael mutantecdcls.La explicaciónparala reducción
del retrasodel ciclo celularpodríadebersea diferenciasintrínsecasa lascepasutilizadas.Pero,
en todo caso, el retraso del ciclo encontradoen el mutante teml-3 parece lo bastante
importantecomo parasercomparableal de los mutantescdclS.

Quizásel aspectomás importantea resaltarde esteresultadosea que el retrasodel
ciclo celularno esexclusivode los mutantesen el gen CDCIS;esdecir, no esdebidoa la falta
de la función de estegen concreto,sino a la ausenciade un mecanismoen el que, además,
participanotros componentes,como el productodel gen TEMí. Tampocohay queolvidar que



110 DISCUSIÓN

la relaciónentreambosgenes,así como suimplicación en la septación,ya estádescritaen S.
pambe(Sclunitd y col., 1997). La conjunción de estos resultadossugiereque £ cerevisiae
tambiéndisponede un mecanismomolecularintegradopor distintos elementosy destinadoa
dirigir los últimos estadiosde la mitosis.Unahipótesissimilar, en cuantoa la estructuracióndel
mecanismo,ha sido propuestapor el grupodelDr Toh-e(Shirayamay col., 1994b),los cuales
proponenunaruta de transducciónde señalesdestinadaa determinarel final de la mitosis, en la
que se encontraríaimplicado un grupode quinasasformadopor Cdcsp,CdclSp,Dbf2p y una
GTPasade pequeño tamaño (Temlp). Esta opinión, aunque desde un punto de vista
exclusivamentecentradoen el ciclo nuclear,escompartidapor el grupodel Dr Jobnston(Toyn
y col., 1996), que involucra a todo este grupo de proteínas,junto con Siclp, en la
desactivacióndel complejo Cdc28p-Clb2p.Sin embargo,en virtud a los resultadosobtenidos
en este trabajo, resulta evidente la implicación de todo estegrupo de proteinas(Cdc1 Sp,
Temlp, Dbf2p, Cdcl4p) en la regulaciónde eventosmorfogenéticos,pudiéndoseexplicar su
reflejo en el ciclo nuclearporel hipotéticocheckpointintroducidoanteriormente.

3.3. CICLO CELULAR DEL DOBLE MUTANTE cdclO-11cdcls-1.

Los mutantescdcls son incapacesde septar. Para estudiar si la ausenciao las
disfuncionesen el procesode septaciónson las responsablesdel retraso en el ciclo celular
observadoen los mutantesdel gen CDCJS, medimosel tiempo de gemaciónen el mutante
cdclo-11,el cualescapazde iniciar el procesode septación,perono de localizarel septo enel
lugarpreciso,presentandoéste,además,una morfologíaanormal(Cid y col., 1998). La cepa
control que empleamosfue la cepaisogénicasilvestre. Sorprendentemente,el resultadoque
obtuvimosfue un ligero retraso(8 minutos,ver tabla 13 del capitulo de resultados)de la cepa
mutanterespectode su isogénicay que creemospuedeserexplicable,no porun mecanismode
controldelciclo, sino másbienporel desarrollomorfogenéticoaberrantequemuestrala célula
hija, ya desdeel momentode su emergencia.Estamorfología anormal,con yemasalargadasy
aspectotubular a lo largo de todo su desarrollo, está descrito que es consecuenciadel
deficienteensamblajedelanillo de septinas,que determinael crecimientobiperpolarizadode la
yema(Longtine y col., 1996).

El tiempo normalen el ciclo celularde los mutantesedolO-il, nosanimó a realizarlos
ensayosde timingcon unacepadoblemutantecdclOcdclS.

El resultadoobtenidomanifiestaque los doblesmutantescdclo cdclSno presentan
retrasoalgunoen suciclo celular(ver tabla 13 delcapítulode resultados)indicandoque, en un
fondogenéticocdclO, los mutantescdclSno muestranretrasoen el ciclo celular.

Esteresultado,invalida las explicacionesalternativasal retrasodel ciclo celular de los
mutantescdcl5 discutidasen el apartado3.1. del presentecapitulo,ya que, el doble mutante
cdclOcdclSmuestralos mismosrasgosfenotípicosque conducena la lisis del mutantecdcls,
pero sin presentarretraso en el ciclo celular. Es decir, el retrasoobservadoen los mutantes
cdcls o teml-3,no esdebidoa un desarrollomáslento del ciclo del mutantecdclSo teml-3,
ni a los problemasen la polaridadmostradosporambosmutantes.La ausenciade retrasoen el
ciclo celular del doble mutantecdclo cdclSesla pruebamás importantede que disponemos
parasoportarlahipótesisde la existenciade un checkpaint,que se encargaríade dar cuentade
la correcta finalización de la mitosis. Además, estos resultadosvinculan a la estructura
determinadaporel anillo de septinasen el mecanismodelposiblecheckpaintqueproponemos.
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Otra importantelinea argumentalque abreel fenotipo del doble mutantecdclO cdc¡S
la encontramosal intentar explicar el fenómenohallado. La ausenciade retrasoen el ciclo
celular que muestranlos mutantescdclScuandose encuentranen un fondo genéticocdcJO,
nos incita a pensarque el anillo de septinaspodría estar involucrado en el checkpaint. Sin
embargo,no parecesencillo explicar cómo unasproteínasde carácterestructuralpueden
desempeñaruna fUnción señalizadora,más propia de componentesenzimáticosdel tipo
protemaquinasa.La explicacióntal vezhayaquebuscarlaen la grancantidadde proteínasque
seensamblany colocalizancon el anillo de septinas(Chanty col., 1995; Sandersy Herskowitz,
1996; Halme y col., 1996; de Marini y col., 1997). Así pues,un anillo deficiente por la
mutaciónen el genCDCJO,podríaimpedir o dificultar la localizaciónen él de los componentes
delpunto de controlencargadosde activarel checkpaínt.

No obstante,la hipótesisde la existenciade un punto de control del ciclo celular que
proponemos,no dejade seraventuradamientrasno se describanlos componentesdel mismo,
encargadosde su señalización,los cualesde acuerdoa lo propuesto,probablementehaya que
buscarlosen lasproteínasque selocalizanen el anillo de septinas.La actuaciónsobreel ciclo
celular de estemecanismo,pareceobvio que seríaa travésde la inhibición y la desactivación
del complejo Cdc28p-Clb2p,lo cual detendríael ciclo celular en la anafasemitótica, sin
embargo,restapor determinarel detalle molecular del mecanismode acción encargadode
llevarla a cabo.

3.4. ¿QUE OCURRE CON LA CÉLULA MADRE?

En las cepashaploidesmutantesen el gen cdcl5, como hemosdiscutido previamente,
la célula madrepierdela capacidadde abordaruna nueva gemacióna temperaturarestrictiva
(ver figura 16 del capítulode resultados).Una explicacióna estaobservación,como ya hemos
discutido, puede encontrarsesi se consideraque la célula madre no dispone de tiempo
suficienteparaabordarla gemación,antesde queocurrael fenómenolítico.

En todo caso,los resultadosobtenidosindican que la célulamadreesmássensiblea la
paradadel ciclo celular quela célulahija, o, explicadode otro modo,la paradadel ciclo celular
detenninadaporel checkpaint,esmásefectivaen la célula madreque en la hija; resultadoque
no esfácil de explicar, considerandoque, debidoa la ausenciade septación,los citoplasmasde
ambascélulas se encuentrancomunicados.No obstante,si nos permitenespecularsobrela
existenciade distintos mecanismosde regulación y coordinaciónde la instauraciónde la
polaridadentrela célulamadrey la hija.

La herramientaparaestudiarel retrasode la célulamadre,lo encontramosen las cepas
diploides, que portan ambosalelosmutantes,ya que sí son capacesde comenzarun nuevo
procesode gemación, como se muestraen la figura 16 y en la tabla 10 del capítulo de
resultados.Los resultadosobtenidosa partir del estudiodel ciclo celular de cepasdiploides
mutantesen ambosalelosdel gen CDCJ5, corroborany cuantificanla observaciónprevia(ver
tabla 16 del capitulo de resultados),permitiéndonosasumirque,de modogeneral,en las cepas
diploides, la efectividad en la detencióndel ciclo celular por partedel punto de control, es
menor a la manifestadaen las cepashaploides.Esta menor efectividad posibilita: (i) la
superaciónde la paradadel ciclo porpartede la célulamadrey (II) determinaun retrasomenor
en el ciclo celularde la célulahija, encomparacióncon el de las cepashaploides.
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La hipótesisde una mayor sensibilidadde la célula madrea la paradadel ciclo celular
porpartedelcheckpoint,seencuentracomprometidapor el fenotipodel mutantecdclOy del
doble mutantecdclO cdcl5, los cualesno manifiestanla paradadel checkpaint,pero sí el
retrasoen la gemaciónde la célulamadrerespectode la hija. Estosresultadosparecenimplicar
al defectoen la septacióncomo responsabledel incrementodelretrasoo de la incapacidadde
gemar(segúnseandiploides o haploides)por partede la célula madre. La diferenciaentre
cepashaploidesy diploidesquizásestéen el distinto patrónde polaridadque muestran,así en
las célulashaploidessesumaríael defectode septaciónal cambio en elpatrónde polaridadque
sufren, lo que les impide gemar. Las células diploides únicamentesufrirían el efecto de la
ausenciade septación,ya que no han de modificar supatrón de polaridad,por ello el efecto
senairenory simplementeobservamosun retrasomayoral mostradoporla célulahija.

Estos resultadosindican que en la célula madreocurreun doble efecto,primero un
retraso del ciclo debido al checkpointy segundootro retraso debido, posiblemente,a la
ausenciadel proceso de septación,este segundoefecto es más importanteen las células
haploides.

Una explicaciónal diferentecomportamientoque manifiestanla célula madrey la hija
en su desarrollomorfogenético,podríamosencontrarla si se demostrara la distribución
asimétricade Cdclsp en S. cerevisiae,de forma análogaa como ocurrecon cdc7 en £ pambe
(Sohrmaniny col., 1998).

En la figura 36 semuestraun esquemacon una escalatemporalaproximadade los
procesosde gemacióny retrasosque hemosencontrado.En ella intentamosrepresentarlos
eventosnuclearesy morfogenéticosmás importantesen las cepasmutanteshaploidesy
diploides en el gen CDCI5, en comparacióncon los mismos sucesosen células de una cepa
silvestre.
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4. EL FINAL DE LA MITOSIS.

Parala progresióndel ciclo celular a travésde la anafasey la terminaciónde la mitosis
es imprescindiblela desactivacióndel complejo Cdc28p-Clb2p(Murray y Kirschner, 1989;
Suranay col., 1993;Lew y Reed,1993).El detallemolecularde los mecamsmosmvolucrados
en inactivar el complejo director del ciclo celular, permitiendo la conclusiónde la mitosis,
permanecenoscuros.No obstante,distintos autorespostulan la existencia de dos rutas
paralelasdestinadasa estefin: (i) el grupode quinasasy susreguladores,dondese integranlos
productosde los genesDBF2, DBF2O, CDCIS y CDCS, una GTPasade pequeñotamaño
codificadapor TEMíy unafosfatasacodificadaporCDCJ4 (Shirayamay col., 1994b;Toyn y
col., 1996)y (II) un inhibidor de la función de Cdc28p-Clb2p,codificadoporel gen SIC], que
se expresaen estemomentodel ciclo celular(Toyn y col., 1996).Por otraparte,no conviene
olvidar el papelquejuegael cAMP en estosestadiosdel ciclo, ya que la reducción de sus
niveles,de algunamanerasin determinar,regulala consecuciónde la mitosis (Spevaky col.,
1993). Tambiénhay que considerarla implicacióndel ciclosomaen la ubiquitinaciónde Clb2p
y de inhibidoresde la progresióndelciclo, como Pdslp(Schwaby col., 1997).

Teniendo en cuentalas hipótesisexpuestas,el retrasodel ciclo celular que hemos
observadopodría explicarsesi se admiteque las célulasque carecende la ruta de las quinasas
para la desactivacióndel complejo director del ciclo celular (mutantescdcis, temí, etc.),
disponen de otras rutas alternativaspara ese fin. Pero lógicamente,la desactivacióndel
complejo Cdc28p-Clb2p, sería menos eficiente, ya que las células de estosmutantesno
poseeríantodoslos mecanismoshabitualesdispuestosparaestefin. Esteargumentoexplicaria
el retraso,quehemosobservado,en el ciclo celularde los mutantescdcisy temí.

Sin embargo,la argumentaciónanterior,no escapazde explicarel defectoen septación
quehemosobservadoen los mutantescdciS,temí, dbJ2y cdci4. El defecto en septaciónque
muestranlos mutantesenestosgenes,unido a la homologíaquepresentanlos genesCDCJSy
TEMí con genesesencialesparala septaciónen 5. pombe,comoson los genescdcl y spgi~
da cuerpo a la implicación de estosgenesen procesosmorfogenéticosrelacionadoscon la
septación,independientementede la funcióndescritaen cuantoa la progresióndelciclo.

Por otra parte, la hipótesis clásica que implica a cdclsp exclusivamenteen la
progresióndel ciclo celular, tampoco escapacesde explicar el fenotipo del doblemutante
cdciO edoiS, el cual carecede la ruta de las quinasaspropuestapara la desactivaciónde
Cdc28p-Clb2py sin embargo,no manifiestaretrasoalgunoen el ciclo celular.

La discordanciade los resultadosque hemosobtenido con las hipótesisexistentes,
expuestasanteriormente,sobreel fUncionamientoy regulaciónde los eventosdel final de la
mitosis,nosmcita a proponerun nuevomecanismode actuaciónen el final de mitosis.En esta
nuevahipótesis,el productodel gen CDCJS,junto con las proteínasDbf2p, Cdcl4py Temlp,
cuyosmutantesmuestranun fenotiposimilar al del mutantecdci5,podríanestarimplicadas,
con mdependenciade otras funciones,en la transmisión de la señalde septación,desdela
maquinariade progresióndel ciclo celular hastala zonadel septo, y másconcretamentea la
estructurade 10 tun formadapor las septinas.Esta señal, determinaríala polarización,a la
zonadel fUturo septo, del citoesqueletode actinay el crecimientopolarizadonecesarioparala
construccióndel tabiqueentreambascélulas(figura 37).
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Además,teniendo en cuentalos resultadosque hemosobtenido,proponemosque la
detencióndel ciclo celular observadaen los mutantescdciS,dbj2, temí y cdci4, podría ser
debidaa la activaciónde unpuntode controlcelularo checkpaint,capazde detectaranomalias
en el final de la mitosis y detener el ciclo celular. Nuestrosresultadosindican que el
fUncionamientodel punto de controlpropuestodepende,a suvez, delcorrectoensamblajedel
anillo de 10 nm, formado por las septinasen el cuello entre la célula madrey la hija. La
explicaciónmásatractivaa esteresultado,sebasaen que, en la estructuradeterminadapor las
septinas,se localizaría un elemento esencialpara la activación del punto de control, en
respuestaa las disfimcionesocasionadaspor la mutaciónen los anterioresgenes.La señal
producidapor este factor desde el anillo de septinas,y a travésde un mecanismopor
determinar,evitaríala inactivacióndel complejoCdc28p-Clb2py, por tanto, detendríael ciclo
celularen la anafase,en esperade la reparaciónde las anomaliascausadaspor la ausenciade
lasproteínasCdcISp,Cdcl4po Temlp.

En la figura 37 se muestra gráficamentela hipótesis clásica y la hipótesis que
proponemos,a la vista de nuestrosresultados,sobrelos mecanismosinvolucradosen la
terminaciónde la mitosis.
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5. IDENTIFICACIÓN DEL MECANISMO MOLECULAR DONDE
SEENCUENTRA INVOLUCRADA CdclSp.

A pesarde los numerososmtentosencaminadosa esclarecerel mecanismomolecular
en el que seincluye la fUnción del productodel gen CDC15 (Suranay col., 1993; Spevaky
col., 1993; Toyn y col., 1996),éstepermaneceoscuro. Como describíamosen el capitulo de
introducción, existe una complicada red de interaccionesentre una nutrida cantidad de
protemas que mantienenrelacionesde complementaciónpero, a pesar de los esfUerzos
realizados(Shirayamay col., 1994b,Toyn y col., 1996),no se ha llegadoa definir una ruta o
unajerarquíaclaraentreellas.

Como estrategiaparaaportarinformaciónsobreel mecanismode actuaciónde CdclSp,
nospropusimosencontrarproteínasrelacionadasfisicamentecon ella y, de estemodo, acotar
el ambientemolecularen queCdclSpejercesu función, lo quefacilitaríael desenmarañamiento
de los datosde interaccióngenética.

La técnica que decimosemplear, tite el rastreode una genotecade 5. cerevisiae,
medianteel sistemade doshíbridos (Fields y Song, 1989; Chien y col., 1991). Elegimosel
extremocarboxilo terminal de Cdc]5p para usarlo como “cebo” del rastreo,ya que en este
dominio sehalla la secuenciano quinasa,específicao reguladorade la función de la proteína
CdclSp y, por tanto, mássusceptiblede interaccionarcon otrasproteínas.Otro motivo para
elegir la zonacarboxiloterminal de CdclSp,Ñeque,esen estedominio, dondese encuentrala
mutacióndel alelocdciS-lyti.

De los 1 .2x106 clones rastreados,únicamente 112 fUeron capacesde activar la
expresióndel gen indicador, pero todos ellos resultaronser fhlsos positivos. Evidentemente,
con los clonesconseguidos,no seencuentraagotadoel rastreo,pero sí nosparecensuficientes
comoparahaberobtenidoalgúnresultadopositivo. Lo cual,noshacesospecharla posibilidad
de que, la fUsión del dominio carboxiloterminal con el dominio de unión al DNA de GAL4, no
mantiene su estructuranativa, lo que impediría cualquier interacción. La solución a este
problema, quizá haya que buscarla en la construcciónde otra fusión que si conservela
estructuranativade la proteínaCdclSp o, al menos,la capacidadde interaccionarcon alguna
de las proteínascon quieneslo hace in vivo. Otra posibilidada teneren cuenta,radica en la
posibilidadde usarcomo “cebo”, parael rastreode dashíbridos, el dominioprotein-quinasade
Cdcí5p, ensayo que, tal vez, nospermitieraestablecerla identidadde los sustratosde esta
quimiasa.

Otra alternativa a considerar,a la vista de los últimos resultadospublicadosen 5.
pambe(Sohrmanny col., 1998),que revelanla interacciónentrecdc7y spgl, homólogosde
Cdc15p y Temlp respectivamente;reside en la posibilidad de realizarensayosde dashíbridas
dirigidosa detectarla posibleinteracciónentreestasdosproteínas.

Los oligonucleótidosempleadosparaconstruirla fUsión del dominio carboxilo terminal
de CdclSp al dominio de unión al DNA de Gal4p, fueron diseñadosincluyendolas dianasde
restricciónadecuadas(ver materialesy métodos)para,ademásde la fUsión del das híbridos,
poder realizar otra fusión de CdclSp con GST. Este hecho, posibilitará una estrategia
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alternativaparala búsquedade proteínasque interaccionencon CdclSp, a travésde ensayos
de coprecipitación.

6. HOMÓLOGOS DEL GEN CDC1SEN OTROS ORGANISMOS.

Estádescritoqueelhomólogoenla levadurade fisión Schizasaccharomycespamnbedel
gen CDCJS esel gen cdcl (Fankhausery Simanis, 1994); susfunciones,implicación en el
proceso de septación, localización, semejanzasy diferencias con CDCJS, ya han sido
discutidasa lo largodelpresentecapítulo.

El carácteresencialdel gen CDCJSde 5. cerevisiaenosincitó a iniciar la búsquedade
suhomólogoen la levadurapatógenaCandidaalbicans,ya que, estasupuestacaracterísticale
confieregraninteréscomo dianaparael desarrollode antiltingicos.En nuestrodepartamento,
previamente,se realizaronnumerososesfUerzosdestinadosa donarel gen homólogo, en C.
albicans, del gen CDCJS de 5. cerevisiae. Se llevó a cabo el rastreode una genoteca
genómica,en un vectorepisómico,sobreelmutantecdclS-¡ytl.Esterastreopermitió donarel
genCLTJ, que codificaunaproteínade la familia de las proteínasRas,supuestohomólogodel
genTEMJ de 5. cerevisiae(SanJosé,comunicaciónpersonal).

Debido a lo infructuosode la primera aproximaciónintentada,decidimosrealizarun
rastreo,sobrela cepaL2C24d (cdclS-lyt]), pero empleandouna genotecaconstruidaen el
vector centroméricopYEURA3, cedida amablementepor el Dr. Plá (Este departamento).
Analizamos 2x105 transformantesy conseguimos aislar dos plásmidos capaces de
complementarel fenotipoautolitico termosensiblede la cepaL2C24d.El análisisrealizadoen
ambos plásmidos nos permitió concluir que portaban un inserto idéntico (datos no
presentados).A partir de ellos, acotamosy secuenciamosun fragmentogénico cotí elevada
similitud a una proteínafosfatasade £ cerevisiaecodificadapor el gen CDCJ4 (45% de
residuosidénticosy 58%de residuossimilares).El gendonadono se encuentracompleto,sino
que a juzgarpor susimilitud con CDCI4 de 5. cerevisiae,le faltan, únicamente,unosquince
paresde bases.A diferenciadel gen de 5. cerevisiae,presentauna secuenciaintrónica teórica
en su extremo5’.

En 5. cerevisiaeuna copiaextra del gen CDCI4 es suficientepara complementarla
mutación cdclS(Shirayamay col., 1996), estosautorestambién describenque la actividad
fosfatasadel productodel gen CDCJ4de 5. cerevisiaeno esprecisaparala complementación
sobrelos mutantescdclS.Sin embargo,resultamuy llamativa la complementaciónheteróloga
en un vectorcentromérico,del que suponemosCaCDCJ4, sobreel fenotipo lytI, parala cual,
además,no esnecesariala zonacarboxiloterminalde la proteína.

Una explicaciónhipotéticaa la complentaciónen monocopiadel fenotipo lytI porun
fragmentodel gen CDC14 de C. albicans,podríadebersea que laproteínaCdcl4p,apartede
su posibleactividadfosfatasa,podría“socorrer” el plegamientode las moléculasde la proteína
Cdcl5p mutadas,y por tanto mal plegadasa temperaturarestrictiva(no hay que olvidar que
son mutacionestermosensibles),de maneraque les permitiría mantenerla estructuranativa y
activa. En cualquiercaso, la complementaciónen monocopiada ideade la importanciade la
estequiometríaen estehipotéticocomplejo.
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El plásmido CA48B, donde se encuentraacotadoel fragmento génicodonado (ver
materialesy métodos),no escapazde complementarel fenotipode un mutantecdcl4-1, lo
cual es fácilmente explicable, si se tiene en consideraciónque, en este plásmido, no se
encuentraíntegroel gen CczCDCJ4.

Los sucesivosfracasos,a pesardel elevadonúmerode clonesrastreadosen ambas
genotecas,parecendesaconsejarel empleode estaestrategiaen la donacióndel homólogodel
gen CDCI5 de 5. cerevisiaeen C. a¡bicans.Estosresultadosnos incitan a suponerque, al
igual que ocurrecon cdct (Fankhausery Simanis, 1994), el homólogode C. cdbicans,no es
capazde complementarel fenotipodel mutantecdclSde 5. cerevisiae,lo quenos obligaráa
adoptarotrasestrategiasparasuclonacion.
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CONCLUSIONES

1- El fenotipode los mutantesIytl de la levadura5. cerevisiaees originadopor una
únicamutación, que produceel cambio de la G en la posición 1639 por una A, en el gen
CDCJS. Dicha mutacióninduce el cambio de la Gly 410 por un Glu y se localiza Ibera del
domino quinasa,en una zona conservadaen cdc7i el homólogo en la levadura de fisión
Schizosaccharomycespambe.

2- La lisis de los mutantesen el gen CDCIS, a temperaturarestrictiva,seproducepor
la incipientegemaciónapical,polarmenteanómala,quepresentala célulahija. La estabilización
osmóticadel medio de cultivo, escapazde ralentizarla lisis celularperono de evitarla, lo que
implica que la disfunciónde los mutantesen el gen CDC15 no recaedirectamentesobrela
paredcelular.

3- Los mutantesen el gen CDCJS son incapacesde iniciar y, por tanto, de llevar a
cabo,el procesode septación.El defectoenla septaciónpodríaserel responsablede la pérdida
del patrónde polaridadaxial, mostradoporlascepashaploidesqueportanestamutacion.

4- Los mutantesodeisson capacesde superarla paradadel ciclo celular descritapara
ellos al final de la anafase,iniciando una nueva fase 8, sin haberconcluido la anterior ronda
mitótica.

5- Los mutantesen los genesCDCJSy TEMí presentanun retrasoen el ciclo celular
de la célula hija, mientrasque la célula madre,en cepashaploides,pierde la capacidadde
abordarunanuevagemación.Porsu parte,el doble mutantecdclScdclOno muestraretraso
algunoen el ciclo celular. La explicaciónpropuestaes la existenciade un punto de control o
checkpaint, encargadode vigilar la correcta consecuciónde los últimos estadiosdel ciclo
celular, para cuyo timcionamientoesesencialla integridaddel anillo de septinas.Dicho punto
de control manifiestamenoreficaciaen la detencióndel ciclo en las cepasdiploides, lo que se
traduce, en una disminucióndel retraso sufrido por el ciclo celular de la célula hija y la
posibilidadde abordarunanuevagemaciónporpartede la célulamadre.

6- La superaciónde la paradadel ciclo celular, o lo que eslo mismo, la desactivación
del hipotético checkpaint, que determina la aparición de todos los rasgos fenotípicos
característicosde los mutantescdclS, presentaestrechadependenciacon las condiciones
ambientalesy con el fondogenéticode las cepasmutantesempleadas.
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