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Resumen

El hongo Candida albicans forma parte de la microbiota de las mucosas
superficiales de los tractos gastrointestinal y genitourinario de seres humanos. Sin
embargo, el incremento de practicas médicas que inducen la inmunodepresion del
paciente han aumentado la incidencia de las infecciones fungicas sistémicas que
muestran una alta tasa de mortalidad. Su gran plasticidad morfolégica, que le permite
adaptarse a diferentes nichos en el hospedador, es un factor de virulencia importante.
C. albicans es un hongo pleomorfico, capaz de realizar transiciones reversibles entre
tres variedades celulares diferentes: célula levaduriforme, pseudohifa filamentosa e
hifa verdadera. En eucariotas, las NDR quinasas son componentes esenciales de las
rutas que regulan la polaridad y el ciclo celular, y estdn implicadas en la morfogénesis
de este patégeno humano. En este trabajo de investigacién nos hemos centrado en
estudiar el papel de la NDR quinasa Cbk1 en la transicion levadura-hifa, asi como su

relacion funcional con la fosfatasa Cdc14.

El primer capitulo de este trabajo esta basado en el estudio de la regulacion y
funcién de Cbkl durante el desarrollo hifal. En la primera parte se demuestra que
existe una correlacion entre la dindmica de fosforilacion de Cbkl y las fases del
desarrollo hifal en respuesta a senales ambientales que inducen la miceliacién.
Mediante Western Blot hemos puesto de manifiesto que Cbkl se defosforila en el
inicio de la respuesta para volver a fosforilarse durante la fase de mantenimiento del
crecimiento hiperpolarizado. El andlisis del estado de fosforilacidn de varios mutantes
desvelé que Cbk1 es sustrato de la CDK Cdc28 y su ciclina asociada Hgcl durante el
mantenimiento de la hifa. El analisis fenotipico de los mutantes defectivos en los seis
sitios de fosforilacion por Cdc28 reflejé que la fosforilacion de dichos residuos era
necesaria para el correcto desarrollo hifal. El estudio del fenotipo de mutantes
individuales en los residuos fosforilables por CDKs puso de manifiesto la importancia
de la dinamica fosforilacion/defosforilacion de la treonina 548, mientras que la
mimetizacién de una fosforilacion constitutiva activaba separacién celular en las hifas,
el mutante fosfodeficiente en dicha treonina da lugar a células redondas durante el
crecimiento levaduriforme, fenotipo asociado a un déficit en la actividad quinasa,
insuficiente para activar el crecimiento polarizado de la yema. Ademas, experimentos
de RT-PCR mostraron que en las hifas del mutante cbk1-T548D se produce un
incremento en la expresién de genes diana de Ace2, corroborando su implicacion en la
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Resumen

separacion celular. El analisis de la fosforilacion de Cbk1l en mutantes de la PKA tpk2A
y cdc14-CS (cataliticamente inactivo) puso de manifiesto la implicacién de ambas
proteinas en la defosforilacion inical de Cbk1. La funcidn de Tpk2 en este proceso se
coorrelaciond con su accion sobre la fosfatasa Cdc14 en las fases tempranas del inicio
de la respuesta, puesto que se identificaron nueve sitios consenso de fosforilacion por
PKA en la secuencia de aminodacidos de Cdc14 que fueron reconocidos por anticuerpos
fosfoespecificos anti-PKA substrate a los 10 minutos de induccion hifal. Por otro lado,
la eliminacién de SSd1 en un mutante cbk1-KD (Kinase dead) puso de manifiesto que
Cbk1 se requiere en el inicio de la formacién del tubo germinativo esencialmente, para
inactivar a Ssd1 y, ademas, que su defosforilacion inicial también es dependiente de su
accién sobre Ssd1. La segunda parte de este capitulo se centra en estudiar la funcién
de Cbkl durante la fase de mantenimiento de la hifa mediante la utilizaciéon de un
mutante condicional cbk1-as (Analogue sensitive). La inactivacion de la quinasa en un
momento concreto de el desarrollo de la hifa provocé una pérdida de la polaridad del
crecimiento y una activacion de la gemacién lateral, indicando que Cbk1 es necesaria
para mantener el crecimiento apical y que, de alguna manera, estd implicado en la
regulacién del ciclo celular. El marcaje de la proteina Spa2 del polarisoma con GFP en
la cepa cbkl-as nos permitié estudiar lla funcién de Cbkl en la regulacidn del
polarisoma; mediante experimentos de microscopia time-lapse determinamos que
Cbk1l no es necesaria para la colocacion de Spa2 en el polarisoma pero si para
mantenerla concentrada en la punta de la hifa de manera independiente del ciclo

celular.

El segundo capitulo de este trabajo estd enfocado en el estudio de la relacién
funcional de la fosfatasa Cdc14 y la NDR quinasa Cbkl. C. albicans. Cdc14 desempeiia
un papel fundamental en el control de la separacion celular a través de su interaccidon
con las Cdks y sus ciclinas asociadas asociadas. Esta fosfatasa también participa en la
activacion de Cbk1, que se encarga de dirigir el factor de transcripcién Ace2 al nucleo
de la célula hija donde se expresan los genes implicados en la separacién celular y en el
crecimiento polarizado. En el andlisis de la secuencia de aminoacidos de Cdcl4
identificamos dos sitios consenso de fosforilacién para Cbkl y dos para CDKs.
Mediante la construccién de cepas fosfodeficientes para los sitios de consenso
identificados demostramos que mientras que la fosforilaciéon por Cbkl no era
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Resumen

importante para la regulacién de Cdcl4, el mutante fosfodeficientes en los sitios
consenso de CDKs presentaba defectos Unicamente durante el crecimiento
levaduriforme, en el que se inhibia la separacion celular, similares a un mutante
cataliticamente inactivo de la quinasa (cdc14-CS). La separacion de los extractos
proteicos de estas cepas mediante geles de acrilamida Phos-Tag desveld que Cdcl4 es
una fosfoproteina, y que la fosforilacién de los sitios CDKs es fundamental para la
aparicion de las diferentes fosfoisoformas de Cdc14. Ademds, demostramos que Cdc28
es la CDK responsable de dicha fosforilacidn, y que también esta involucrada en la
estabilidad de la fosfatasa. El analisis de la proteina Cdc14-CS puso de manifiesto la
aparicidon de bandas altamente fosforiladas que volvian a generar un patrén silvestre
cuando se co-expresaban moléculas de Cdcl4 con actividad, demostrando que su
propia defosforilacién depende de su actividad fosfatasa. Este resultado se
complementd con ensayos de co-inmunoprecipitacion (Co-IP) que revelaron la
existencia de interaccidon entre moléculas de Cdcl4, apoyando la idea de que Cdcl4
catalizaba su propia defosforilacién. Por ultimo, el uso de geles de acrilamida Phos Tag
también reveld que en mutantes de la ruta RAM, Cdc14 desarrollaba un patrén de
hiperfosforlaciéon similar al de la fosfatasa inactiva., sugiriendo que el complejo
Cbk1/Mob2 es necesario para activar a la fosfatasa Cdc14. El conjunto de resultados

obtenidos en este proyecto sugiere una regulacion reciproca entre Cbk1 y Cdc14.
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Introduccion

1. Introduccion general.

Los hongos son organismos ubicuos en el medio ambiente, de los cuales tan sdlo
algunas especies se encuentran asociadas a los seres humanos. El conjunto de hongos
gue coloniza transitoria o persistentemente a los individuos forma el micobioma.
Algunos de estos hongos se consideran verdaderos patdgenos, provocando
enfermedades en individuos sanos (Histoplasma y Paracoccidioides), mientras que la
mayoria se clasifican como patdégeneos oportunistas, causando enfermedad en
pacientes inmunodeprimidos (Candida y Cryptococcus). Las interacciones que existen
entre los humanos y las diferentes especies de hongos pueden describirse como un
espectro de relaciones simbidticas (comensal, pardsito, mutualista, amensalista) (Hall
and Noverr, 2017) en las que el ratio dafio/beneficio que recibe el hospedador define
la virulencia del microorganismo (Casadevall and Pirofski, 2003). Durante esta
interaccion hongo-humano, aparece enfermedad sélo cuando el dafio perjudica a la
funcién normal del hospedador. Ademas, el dafio en el hospedor también puede variar
a lo largo del tiempo, por ejemplo, puede darse un incremento en la cantidad de dafio
a medida que transcurre el tiempo hasta que se sobrepasa un umbral y aparece la
enfermedad. Los patdgenos flungicos también pueden provocar un dafio limitado en el
huésped, sin producir enfermedad, resultando en otro tipo de relaciones como
latencia o comensalismo. El hongo oportunista Candida albicans reside de manera
comensal en la microbiota habitual de las mucosas gastrointestinales y genitourinarias
de los seres humanos y otros animales de sangre caliente y puede causar infeccién
cuando la respuesta inmune del hospedador esta debilitada o cuando se produce un
desequilibrio en el microbioma (Hall and Noverr, 2017). Este microorganismo tiene una
gran capacidad de ajustar su relacién dafio/beneficio con el hospedador en funcién de
las condiciones ambientales, por lo que se ha convertido en el comensal fungico mas
estudiado, utilizandose ademas como modelo en la transicién de comensal a patégeno

(Figura 1). (Hall and Noverr, 2017).

La infeccion producida por Candida se denomina candidiasis y puede aparecer en
individuos sanos en determinadas situaciones como el tratamiento con antibidticos,
desequilibrio hormonal y estrés. Las candidiasis son tratables y no suelen conllevar

riesgos excesivos para la salud. Sin embargo, en pacientes inmunodeprimidos como
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aquellos que reciben quimioterapia o enfermos de VIH, este hongo es capaz de
colonizar otros tejidos y drganos del hospedador, llegando a producir una infecciéon
sistémica (candidemias) comportandose como un verdadero patégeno muy agresivo.
La mortalidad en la candidemias estd alrededor del 20-30% (Sudbery et al., 2004)

siendo en el 65% de los casos C. albicans la especie aislada.
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Figura 1. Transicion comensal-parasito de C. albicans. Durante el desarrollo como comensal, C.
albicans crece predominantemente como levadura, es tolerada por el hospedador y no activa la
respuesta inmune. Los periodos de disbiosis (desequilibrio de la microbiota normal) o
inmunosupresion permiten a C. albicans proliferar, induciendo la formacién hifal y activando
respuestas inmunes innatas. En la mucosa vaginal, las células epiteliales son sensibilizadas lo que
provoca la hiperactivacion de la respuesta inmune innata y la afluencia de neutroéfilos. Esta
hiperactivacion de los neutrdfilos tiene como resultado el dafio en la mucosa y una candidiasis
vaginal sintomatica. Tomado de(Hall and Noverr, 2017).

La importancia del uso de C. albicans como organismo modelo en investigacion
radica en que este hongo comparte muchos de sus procesos bioldgicos con los seres
humanos, por lo que se deben tener en cuenta los efectos colaterales que podria
causar el tratamiento con drogas. Por este motivo, se requiere identificar las dianas
apropiadas para el desarrollo de nuevas terapias antifungicas (Berman and Sudbery,

2002).
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1.1. El genoma de C. albicans y sus modificaciones genéticas.

C. albicans es un hongo diploide (Wilson et al., 2000) que contiene 15,845 Mb de
DNA organizados en 8 cromosomas (Hoyer, 2001; van het Hoog et al.,, 2007) y que
comprenden aproximadamente 6000 genes de los cuales, la mitad presentan
homoélogos en Saccharomyces cerevisiae (van het Hoog et al., 2007) . En la actualidad,
la mayor parte del conocimiento que se tiene sobre el ciclo celular y su control
proviene de estudios en los que las levaduras han sido utilizadas como organismos
modelo para describir conexiones entre genes y proteinas, asi como su funcién en la
célula. Muchos de los estudios desarrollados sobre C. albicans estan fundamentados
en el conocimiento que se tiene sobre S. cerevisiae; sin embargo, aunque gran
cantidad de procesos bioldgicos en S. cerevisiae se conservan en C. albicans, estas
levaduras divergieron de un antecesor comun hace 200 millones de afos, lo que dio
lugar a la aparicidn de diferencias significativas entre ellas. En este sentido, el estudio
de C. albicans es mucho mas complejo; mientras que S. cerevisiae vive en ambientes
con alta concentracidn de azucares, C. albicans ha adquirido nuevas habilidades que le
han permitido colonizar gran variedad de nichos eficientemente, ayudando tanto su
supervivencia y resistencia como a su crecimiento y diseminacién en los tejidos del
hospedador (Berman and Sudbery, 2002) La capacidad de adaptarse a condiciones
desfavorables reside en la ambigliedad del uso del coddn CUG, que en C. albicans y
otras especies de Candida codifica para serina y no para leucina como en el resto de
organismos. Este cambio en el cdédigo genético le permite inducir satisfactoriamente la
respuesta a estrés incrementando la tolerancia a la temperatura, metales pesados y
drogas y ademas estd relacionado con la carencia de ciclo sexual aparente en este
diploide obligado (Santos et al., 1999). Por otra parte se ha propuesto que esta
ambigiedad en el uso del codén CUG sea el factor responsable de la variedad
morfoldgica de C. albicans, una caracteristica esencial que contribuye a la virulencia de
este hongo(Santos and Tuite, 1995; Sarkany et al.,, 2014). Nuestro interés radica
especialmente en estudiar los mecanismos moleculares que controlan el desarrollo de
la hifa ya que este fendmeno es esencial para su patogénesis facilitando la penetracién

en los tejidos del hospedador.
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El hecho de que C. albicans sea un diploide obligado debido a la carencia de ciclo
sexual aparente hace su estudio genético mas laborioso (Berman and Sudbery, 2002).
Puesto que cada gen de C. albicans contiene dos alelos (Wilson et al., 2000) se
requieren dos transformaciones secuenciales para disrumpir un gen (Berman and

Sudbery, 2002).

1.2. Morfologias de C. albicans.

C. albicans es considerado como un organismo pleomérfico ya que incluye tres
variedades celulares diferentes y reversibles: célula levaduriforme, pseudohifa
filamentosa e hifas verdaderas (Figura 2) (Sudbery et al., 2004), desarrolladas en
funciéon de los distintos estimulos extracelulares. Durante el crecimiento
levaduriforme, las células son redondeadas debido a que presentan un crecimiento
isotropico, es decir, la secrecién de materiales se realiza por toda la superficie de la
nueva célula la mayor parte del tiempo. El crecimiento apical en levaduras esta
restringido Unicamente a la transiciéon G1/S del ciclo celular, para el nacimiento de la
yema. Sin embargo, la formacién de la hifa requiere un mantenimiento del crecimiento

polarizado independientemente de la etapa del ciclo celular; durante este proceso, la

Levadura

Hifa

2

Pseudohifa

Figura 2. Morfologias desarrolladas por C.albicans. Microscopia
de contraste diferencial de interferdiferencial (DIC). Tomado de
(Sudbery et al., 2004)
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secrecién se concentra en una pequeiia superficie del dpice de la célula. Esta secreciéon
focalizada da lugar a a produccion de tubos germinativos y por tanto a un crecimiento
filamentoso. Este tipo morfolégico juega un papel fundamental en los procesos de
infeccion ya que desencadena una respuesta inmune especifica y ademas le confiere la
capacidad de adherencia a los tejidos mediada por proteinas (adhesinas) expresadas
Unicamente en hifa. Mientras que la morfologia hifal en C. albicans facilita la invasién
de tejidos y participa en los mecanismos de escape de los macréfagos, el resto de los
fenotipos son necesarios para la infeccion de otros nichos del hospedador. Por
ejemplo, las células levaduriformes son fundamentales para la dispersion a través del
torrente sanguineo. Por otro lado, las pseudohifas se distinguen morfolégicamente de
las hifas verdaderas por la formacion de constricciones en los sitios de septacion, son
mas anchas que las hifas y ademas cuentan con diferencias fundamentales en la
organizacién del ciclo celular y los mecanismos de crecimiento polarizado (Sudbery et

al., 2004).
1.2.1. La morfologia hifal y el daio al hospedador.

La morfologia hifal es la mas comun observada durante las infecciones
experimentales y en las biopsias de pacientes. Como se ha comentado, las hifas se
adhieren mas eficaz y robustamente a las células del hospedador que las levaduras
debido a dos adhesinas asociadas, Als3 y Hwp1 (Mayer et al., 2013). Recientemente se
ha descubierto que el dano celular se produce debido a la secrecién de una toxina
citolitica llamada Candidalisina, un péptido de 31 aminoaidos (Moyes et al., 2016; Tang
et al., 2016; Wilson et al., 2016). La candidalisina se genera a partir de la proteina
parental Ecel, codificada por el gen ECE1, cuya expresion es inducida durante la
formacién de la hifa (Birse et al., 1993). El analisis bioinformatico de esta proteina
suguiere que Ecel es un polipéptido procesado secuencialmente por proteasas que
genera entre otros el péptido de la Candidalisina. Este péptido adopta una estructura
a-helice que cuando es secretado en cantidades suficientes, se intercala y
permeabiliza las membranas del hospedador induciendo la lisis celular (Figura 3). En
este sentido, la delecién de la regién de Ecel que codifica para la Candidalisina

disminuye significativamente el dano epitelial (Moyes et al., 2016)
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En resumen, el pleomorfismo exhibido por C. albicans le permite mejorar su
supervivencia, crecimiento y diseminacién en el hospedador, siendo un factor de

virulencia clave en la biologia de este hongo.

a ‘ Adhesion y formacién de la hifa (o} Extension de la invasion inter-epitelial

Adhesinas (familia ALS, HWP1) Fuerzas mecanicas

Invasion d Citolisis

Invasinas (ALS3)

Cansisalisina (E(.‘El)l

Figura 3. Diferentes estados de la infeccidon epitelial de C. albicans. a) En infecciones
experimentales, las levaduras forman hifas cuando contactan con el epitelio y se adhieren
estrechamente a las células del hospedador. Esto es mediado por adhesinas de la familia Als y
Hwpl. b) la invasion epitelial sigue dos rutas: i) penetracion activa del hongo; ii) endocitosis
mediada por el hospedador. c) Elongacion y ramificacion de las hifas que resulta en invasion
inter-epitelial pero no causa dafio al epitelio. d) secrecion del péptido téxico fungico
Candidalisina (rectangulos rojos), lisa el epitelio del hospedador y causa destruccidon de los
tejidos. Tomado de (Wilson et al., 2016).

1.3. El citoesqueleto.

La actina, tubulina y septina son proteinas del citoesqueleto que participan en la
polarizacién del crecimiento. La actina se encuentra en tres compontes del
citoesqueleto: cables de actina, parches en el cértex y anillo contractil de actomiosina.
Los cables de actina estdn dirigidos hacia el sitio de crecimiento polarizado para formar
los carriles que transportan vesiculas secretoras y organulos subcelulares (Golgi,
mitocondrias, peroxisomas y vacuolas) (Court and Sudbery, 2007). También estan
implicados en la localizacién asimétrica de ciertas moléculas de mRNA, por ejemplo
ASH1 en la célula hija (Elson et al., 2009). Los parches corticales estan compuestos
ademds por proteinas asociadas a la actina agregadas alrededor del sitio de

crecimiento celular donde se promueve la polarizacién, estos parches también se
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localizan en los sitios donde se requiere reciclar los componentes de la membrana por
endocitosis (Court and Sudbery, 2007). Por ultimo, el anillo de actomiosina se forma en
el lugar marcado para la formacion del septo primario, el cual estd compuesto por
quitina, sintetizada por la quitina sintasa Chs2 que se encuentra anclada en el anillo

(Court and Sudbery, 2007).

Las septinas son una familia de proteinas que exhiben un alto grado de homologia
entre ellas y se denominan asi por su papel en la formacion del septo entre la célula
madre y la hija. En S cerevisiae, la familia de la septinas estd compuesta por Cdc3,
Cdc10, Cdc11, Cdc12, Spr3, Spr28 y Shsl. La formacidn del anillo de septinas requiere
de la interaccion de estas subunidades (Warenda and Konopka, 2002). Ademas estas
proteinas se asocian a membranas, sugiriendo que regulan multiples procesos

celulares, incluido el crecimiento polarizado (Warenda and Konopka, 2002).

1.3.1. Las septinas se localizan de manera diferente segin la morfologia

adoptada por C.albicans.

En C. albicans, las septinas incluyen las proteinas esenciales Cdc3 y Cdc12 y las
no esenciales Cdc10, Cdcll1 y Sep7. Estas proteinas participan tanto en citoquinesis
como en la formaciéon del septo donde sirven de guia para el crecimiento hifal

(Warenda and Konopka, 2002).

SR Anillo de septinas h ‘cap” de septinas

Il Banda basal . Niicleo

de septinas

bt

Figura 4.A. Esquema del primer ciclo celular durante el desarrollo de la hifa. B. Esquema del ciclo
celular de la pseudohifa. Modificado de (Sudbery, 2011).

Debido a que la plasticidad morfolégica de C. albicans contribuye a su
virulencia, se han estudiado las septinas para averiguar su participacién en estos

cambios morfolégicos. Se ha demostrado que la localizaciéon de las septinas es
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especifica del crecimiento en levaduras, pseudohifas o hifas (Sudbery, 2007). Las
septinas se localizan en un estrecho anillo en las yemas tempranas de la levadura y a
medida que va creciendo, justo antes de la division del nucleo, el anillo se hace doble.
En pseudohifas la localizacién de las septinas sigue un patrén similar. Sin embargo, en
hifas, un anillo de septinas marca un sitio especifico del cértex celular del que surge un
Unico tubo germinativo. Posteriormente estas septinas se reorganizan en la base del
tubo germinativo temprano formando una malla débil y en una Unica estructura
compacta (“cap”) en el dpice durante la elongaciéon, mas tarde, a medida que crecen,
aparece un anillo denso en el tubo germinal para marcar la futuro plano de divisién
entre la célula apical y subapical. Finalmente, antes de la divisién nuclear, el anillo se
duplica, a la vez que el septo se hace visible (Figura 4) (Sudbery, 2007; Sudbery, 2001;
Warenda and Konopka, 2002).

Por otra parte, la induccion de la miceliacién provoca que el anillo de septinas
adopte una conformacién especifica de hifas, caracterizado por un cuerpo estable
(compuesto por Sep7, Cdc3 y Cdcl2) y un alto intercambio de Cdc10 entre el anillo y el
citoplasma. Esta dinamica del anillo de septinas es la responsable de la inhibicién de la

separacion celular en las hifas (Gonzalez-Novo et al., 2008).

1.4. Rutas de transduccion de sefiales ambientales implicadas en la formacion de
la hifa.

El proceso morfogenético de C. albicans es un fendmeno complejo y reversible que
se desencadena como respuesta a estimulos ambientales como la presencia de suero,
N-acetilglucosamina, bajo pH, alta temperatura, CO,. La transicion levadura-hifa esta
también regulada por la interacciéon con la microbiota presente en los diferentes
nichos, asi C. albicans a través de un mecanismo de quorum sensing basado en la
secrecién de la molécula quimica farnesol por otros microorganismos al ambiente,
inhibe la filamentacion (Hornby et al., 2001). En contraste, el alcohol aromatico tyrosol
secretado en la fase estacionaria de un cultivo promueve la formacién del tubo
germinativo y de la hifa en biofilms (Chen et al., 2004). Estas sefiales son transmitidas
al nucleo celular a través de una cascada de fosforilaciones sucesivas que dan lugar a la

activacion de factores de trascripcion especificos (Biswas et al., 2007).

21



Introduccion

El crecimiento hifal implica la activacién transcripcional de decenas de genes
especificos de hifas (Hypha Specific Genes, HSGs). Este programa morfogenético
implica modificaciones en citoesqueleto, ciclo celular, composicién de pared celular y
modulacion de distintos factores de virulencia (Biswas et al., 2007; Sudbery, 2011). La
expresion de los genes especificos de hifas presenta una regulacidon tanto positiva

como negativa (Figura 5).

La regulacion positiva estd mediada por factores de transcripciéon como Efgl, Cphl,
Cph2, Flo8, Czfl, Tecl, Rim101 y Ndt80. La activacion de Cphl depende de la
activacion de la ruta de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), esta
cascada de sefializacidn se inicia con la GTPasa Cdc42, que se une a Cts20 e incluye las
quinasas Hst7 (MAPKK) y Cekl (MAPK). Mutantes nulos en estos genes, cts204, hts74,
ceklA y cphlA presentan defectos de miceliacion en medio sélido pero no en
respuesta a suero. El mutante ceklA presenta menor crecimiento hifal y defectos en
virulencia, sugiriendo que esta MAPK participa en mds de una ruta (Biswas et al.,
2007).Por otra parte, la ruta de sefalizacion por cAMP-PKA juega un papel muy
importante en la filamentacién ya que activa a Efgl, el maximo regulador de la
formacion de la hifa, y esta basada en la activacion mediante AMP ciclico procedente
de la ruta iniciada por la adenilato ciclasa codificada por CYR1. El cAMP activa las
subunidades cataliticas de la PKA, que en C. albicans presenta dos isoformas Tpkl y
Tpk2; éstas actuan positivamente sobre el factor transcripcional Egfl que promueve la
expresion de los genes especificos de hifa (HSGs), como los que codifican para las
proteinas involucradas en adherencia y penetracion en los tejidos, Hwp1l, Als3 y Ecel.
Los mutantes tpk1AA desarrollan hifas anormales en medio sélido que son menos
evidentes en medio liquido; mientras, el mutante tpk2AA muestra hifas parcialmente
anormales en medio sdlido pero en medio liquido bloquean completamente el

crecimiento hifal (Sonneborn et al., 2000).

La regulacion negativa se lleva a cabo a través del correpresor transcripcional Tupl
unido a las proteinas Nrgl o Rfgl para mantener el crecimiento levaduriforme en
presencia de glucosa y otras condiciones no inductoras. La transcripcidon de TUP1 esta
inducida por farnesol y la unién de esta proteina a los promotores de los genes

especificos de hifa inhibe la filamentacidn.
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Figura 5. Rutas de transduccion de sefiales implicadas que regulan la formacion de hifas en
C.albicans. Tomado de (Sudbery, 2011).

1.5. La quinasa dependiente de ciclinas Cdc28 controla la progresion del ciclo
celular y morfogénesis

Las proteinas quinasas dependientes de ciclina (Cdks) controlan la progresién del
ciclo celular de las células eucariotas (Lew and Reed, 1993; Mendenhall and Hodge,
1998). Estas son proteinas quinasas que tienen preferencia por fosforilar sustratos con
la secuencia consenso S/T-P-X-K/R (donde X es cualquier aminoacido). De manera
general, podemos decir, que la actividad quinasa total asociada a las Cdks se mantiene
baja en la fase G1, alcanzando su maximo nivel en mitosis y decayendo de forma

brusca durante la salida de mitosis.

El papel de las quinasas dependientes del ciclo celular ha sido primeramente estudiado
y desarrollado en la formacidn de la yema en S. cerevisiae. La asociacion de estas Cdks
con diferentes ciclinas promueve en G1 el crecimiento polarizado para la formacién de
la yema, mientras que en G2 promueve la expansion isotrépica de la célula

(Mendenhall and Hodge, 1998).
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Figura 6.La quinasa dependiente de ciclinas Cdc28 controla el
ciclo celular y la morfogénesis en C. albicans.

En C.albicans, la progresion del ciclo celular es dirigida por una sola Cdk, Cdc28.
La asociacion de Cdc28 con diferentes ciclinas de G1 o G2 genera complejos con
afinidad por distintos sustratos especificos que regulan las diferentes transiciones del
ciclo celular (Bloom and Cross, 2007; Loog and Morgan, 2005) (Figura 6). Los complejos
Cdc28/G1 estimulan la actividad de la GTPasa Cdc42 activando el crecimiento
polarizado (McCusker et al., 2007); por el contrario se desconocen dianas de Cdc28/G2

para la distribucién isotrdpica de la maquinaria de secrecion.

1.5.1. La ciclina de G1 Hgcl promueve el desarrollo hifal en C. albicans

En C. albicans, las Cdks desempefan también un papel importante en
morfogénesis durante el crecimiento hifal. Como se ha comentado anteriormente la
actividad de Cdc28 cambia a lo largo del ciclo celular mediante su unién a las
subunidades reguladoras llamadas ciclinas. C. albicans ha conseguido el
desacomplamieto entre crecimiento y ciclo celular gracias a la expresion de una ciclina
de G1, Hgcl, utilizada especificamente para promover el crecimiento hifal. La
expresion de HGC1 depende del factor de transcripcion Efgl (Zheng and Wang, 2004),
por tanto, se mantendra el crecimiento polarizado siempre que permanezcan las

Hgcl

sefiales ambientales de induccidn. Las dianas de fosforilacion de Cdc28 incluyen

activadores o inhibidores de proteinas implicadas tanto en el establecimiento y
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mantenimiento del crecimiento apical como en la separacidn celular (Figura 8). Las
células hgclA dan lugar a un tubo germinativo corto que se ensancha en el apice y que
tras poner el primer septo se separa (Figura 7). Por tanto, la biologia del desarrollo de
la hifa estd basada en el crecimiento polarizado en la punta de la hifay en el control de

la separacioén celular.

Figura 7. hgclA es deficiente en el crecimiento hifal en medio liquido. Las
células procedentes de cultivos estacionarios se inocularon en medio inductor
(YPD+10% suero) y se examinaron en intervalos de tiempo. Barra de escala
5um. Tomado de (Zheng and Wang, 2004).

1.5.2. Dianas de Cdc28 durante el crecimiento polarizado

Existen multiples proteinas implicadas en el crecimiento polarizado de C.
albicans y que son reguladas por Cdc28 (Figura 8). Dos de las septinas mencionadas

anteriormente se fosforilan por Cdc28; Cdcll es primeramente fosforilada de forma

Cenl Hgcl

directa por Cdc28 y de una forma indirecta por Cdc28 durante la fase de
mantenimiento del crecimiento polarizado (Sinha et al.,, 2007). Los mutantes
deficientes en Ccnl generan hifas capaces de formar el tubo germinativo inicial pero
desarrollan un crecimiento isotrépico tras la colocacién del primer septo (Sinha et al.,
2007). Sep7 también es diana de Cdc28"¢! y su fosforilacion es esencial en la
regulacién del anillo de septinas durante el crecimiento hifal ya que controla la
separacion celular después de la citoquineses cambiando las propiedades del anillo e

inhibiendo la separacidn (Gonzéalez-Novo et al., 2008; Sudbery, 2011).

Otra diana de Cdc28 es Efgl, factor de transcripcién activado por la ruta del

Hgcl .

cAMP; que cuando es fosforilado en hifas por Cdc28""" inhibe la expresién de enzimas
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de degradacion del septo (SDEs) y controla la separacién después de la citoquinesis

(Sudbery, 2011).

Cdc28"¢! también fosforila a Rga2, la GAP del regulador morfoldgico Cdc42.
Rga es un regulador negativo del crecimiento polarizado y su fosforilacidn es necesaria

para inactivar esta proteina (Sudbery, 2011; Zheng et al., 2007).
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Establecimiento y mantenimiento del Regulacién de la separacion
crecimiento apical celular

Figura 8. Dianas de Cdc28/Hgcl en C. albicans durante la induccion hifal.

Sec2, una de las proteinas asociadas el Spitzenkdrper, un complejo subapical
encargado de dirigir el crecimiento hiperpolarizado en las hifas, también es fosforilada
por Cdc28-Hgcl durante el crecimiento hifal y su fosforilacién es necesaria para su

correcta localizacién en el complejo y el desarrollo hifal (Bishop et al., 2010).

Mob2, el coactivador de Cbk1 en la ruta RAM, también se fosforila por esta CDK
y es esencial para su correcta co-localizacion con Cbkl durante el crecimiento

polarizado en C. albicans (Gutierrez-Escribano et al., 2011).

La dltima de las dianas descritas se trata de la proteina del exocisto, Exo84. La
fosforilacién de esta proteina por Cdc28-Hgcl necesaria para excluir a Exo84 del plano
de divisidon una vez que se ha formado la pared secundaria del septo. Esta fosforilacidon
reduce su afinidad por la fosfatidilserina de la pared durante el mantenimiento del

crecimiento polarizado en hifas (Caballero-Lima and Sudbery, 2014).
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1.6. Determinantes de polaridad en C. albicans

Durante el crecimiento hiperpolarizado en C. albicans, la expansion de la pared
celular esta restringida a un regidn activa de la punta de la hifa. En cambio, en las
células levaduriformes existe una alternancia entre crecimiento polarizado e
isotrépico. Durante la gemacion temprana el crecimiento se localiza en un drea
pequeiia polarizada, pero cuando la yema alcanza un tamafio critico el crecimiento se

vuelve isotrépico, de manera que la célula se expande en todas direcciones.

La hifa es el resultado de un crecimiento apical sostenido en el tiempo, para esto es
necesario la activacién de la GTPasa Cdc42 en la punta. Las GTPasas como Cdc42
actian como interruptores moleculares puesto que ciclan entre dos formas, una activa
(unida a GTP) y otra inactiva (unida a GDP). La funcion de esta GTPasa es la de
reorganizar el citoesqueleto de actina hacia la regién del cértex marcado por el anillo
de septinas. Una de las GAPs de Cdc42 estd codificada por el gen RGA2, cuya funcién
es inhibir a la GTPasa, y es una de las dianas mas importantes de Cdc28/Hgcl en el
crecimiento polarizado. De esta forma, ante factores que estimulan el crecimiento
hifal, Cdc28/Hgcl fosforila a Rga2 previniendo su localizacidon en la punta de la hifa
(Zheng and Wang, 2004), permitiendo de esta forma la configuracion activa de Cdc42 y

por tanto el mantenimiento del crecimiento apical.

Por otra parte, durante el crecimiento polarizado las vesiculas de secrecién se unen
a la membrana plasmatica y aportan tanto los materiales requeridos para la expansién
de la misma, como las enzimas implicadas en la sintesis de la pared celular. Estas
vesiculas se desplazan a lo largo de los cables de actina hasta el sitio en crecimiento

donde se acoplan a la pared celular y permiten la expansion de la misma.

Cuando la vesicula secretora abandona el aparato de Golgi, la GTPasa Ypt31 recluta
a Sec2, el factor intercambiador de guanina (GEF), que activa la Rab GTPasa Sec4 en la
superficie de las mismas (Medkova et al., 2006). Ademas, después de salir de Golgi,
Secl15 interactia con Sec4 (Guo et al., 1999; Wu, 2008). Varias de las proteinas de
anclaje de vesiculas como Sec4 y Sec2, y la cadena ligera de miosina Mic1 se localizan
en un punto en el apice de la hifa, el Spitzenkorper, que dirige el crecimiento en la

punta de hongos filamentosos (Sudbery, 2011). Por otra parte, Myo2 es un tipo de

27



Introduccion

miosina V que forma un complejo con la cadena ligera de Mlcl para transportar las

vesiculas a lo largo de los cables de actina (Figura 9) (Sudbery, 2011; Woo et al., 2003).

. Sec2 “
Ypt31 ol Secd Secd © ce_ G \
;- Vesicula M Rho3 ) Rhot
‘ . secretora \
: e S8

N

Spitzenkérper \ \

4

Cables de Actina

TP
@ (g Polarisoma

Figura 9. Modelo de liberacion de vesiculas secretoras en la punta de la hifa basados en el
crecimiento polarizado de S. cerevisiae. Desde el trans-Golgi network (TGN), la GTPasa
Ypt31 recluta a Sec2 en la superficie de las vesiculas nacientes. Sec2 activa la Rab GTPasa
Sec4, y la vesicula puede dejar el TGN. El componente del exocisto Ypt31 es sustituido por
Sec15, el cual fisicamente interacttia con Sec2 y Sec4. Las vesiculas son transportadas juntas
hacia la punta a través de los cables de actina. Estos cables estdan formados por la formina
Bnil ayudada por el polarisoma, el cual se localiza en la superficie celular y esta formado por
Spa2 y Budb6. La miosina Myo2, forma un complejo con la cadena ligera de la miosina (Mlc1),
proporcionando la fuerza para el transporte de vesiculas. Las vesiculas se acumulan en una
region subapical llamada Spitzenkérper antes de la unién con el exocisto, el cual esta
compuesto por Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Sec10, Secl15, Exo70 y Exo84. Modificado de (Sudbery,
2011)

1.6.1. Polarisoma, Spitzenkérper y Exocisto.

En C. albicans, la polarizacién de los cables de actina también estd mediada por
un complejo multiproteico, que cubre la punta de la yema en crecimiento,
denominado polarisoma. Una vez que comienza el crecimiento isotrépico, el
polarisoma se dispersa para localizarse en el cuello entre la madre y la yema hija en
citoquinesis. Las hifas de mutantes carentes de alguno de sus componentes: bud6A,
spa2A vy bnilA generan fenotipos defectivos en polaridad (Figura 10) (Bidlingmaier and
Snyder, 2004; Crampin et al., 2005; Zheng et al., 2003). Durante el crecimiento
levaduriforme, estos mutantes presentan una deslocalizacién en las superficies de
crecimiento y en la aparicion de las yemas, formando células redondeadas con largos
cuellos; en condiciones de crecimiento hifal, generan hifas anormalmente gruesas
(Figura 10). Recientemente se ha descubierto que la CDK, Cdc28 fosforila a Spa2 tanto

durante el crecimiento levaduriforme como en hifas (Wang et al., 2016). En levaduras,
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Cdc28-ciclina mitdtica fosforila a Spa2 y
controla la sincroniacion para la
translocacion del polarisoma desde la
yema hasta el cuello entre la madre y la
hija. Durante el desarrollo hifal Cdc28-

ciclina mitética y Cdc28-Hgcl cooperan

para mantener el polarisoma en la punta

de la hifa. El bloqueo de la fosforilacion Figura 10. El mutante spa24 muestra defectos
en crecimiento hifal. Fotografias tomadas en los
intervalos de tiempo indicados en una cepa

prematura de la punta al cuello en silvestre y spa24. Tomado de Zheng 2003
(zheng et al., 2003).

por CDKs provoca una translocacién

levaduras y una localizacién inapropiada
en el septo en hifas, asi como una morfologia anormal en algunas condiciones (Wang

et al., 2016).

Como se ha comentado, el crecimiento filamentoso es resultado de una
polarizacién extrema; por ello, ademas, C. albicans utiliza una estructura especial
llamada Spitzenkorper. Esta estructura se localiza como un punto subapical en la hifa'y
ademas de dirigir el crecimiento hacia la punta, actla como reservorio de vesiculas
secretoras, asegurando la llegada de una cantidad adecuada de vesiculas a las zonas de
crecimiento a través de los cables de actina (Martinez et al., 1989; Sudbery, 2011). Al
contrario que el polarisoma, este centro esta presente Unicamente en hifas pero no es

levaduras ni pseudohifas (Crampin et al., 2005).

Por otra parte, el exocisto es el complejo multiproteico encargado de anclar las
vesiculas secretoras a la membrana plasmatica. Una de las subunidades proteicas de
este complejo es la proteina Exo84. En S. cerevisiae se ha descrito que la fosforilacién
por la Cdk1-CIb2 en los sitios diana, reduce el crecimiento justo antes de la transicién
metafase-anafase (Luo et al., 2013); esta fosforilacién provoca que el complejo se
desensamble, bloqueando la expansién de la superficie. En C. albicans, el crecimiento
en la hifa, al contrario que en levaduras, debe mantenserse durante la mitosis y la
citoquinesis, en este sentido, existe ademas un sitio de fosforilacion por CDKs en el PH
domain (S384) de Exo084 que no aparece en S. cerevisiae y que es fosforilado

Hgcl

especificamente en hifas por la Cdk1™"". La fosforilacién de este residuo no afecta a la
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localizacion de Exo84 pero reduce su afinidad por los fosfolipidos de las membranas en
el lugar del septo, permitiendo el crecimiento en la punta de la hifa; asi, mutantes
fosfodeficientes en el residuo S384 provoca anormalidades en la morfologia hifal
similares a las del mutnate hgclA en la que las células pueden iniciar un tubo
germinativo normal pero pierden la capacidad de mantener el crecimiento polarizado,
ensanchandose en la punta (Caballero-Lima and Sudbery, 2014). Por otra parte Sec3 es
un componente del exocisto que actua de manera independiente a las otras
subunidades del complejo, esta proteina se localiza ademdas en los sitios de
crecimiento, actuando como punto de referencia para dirigir el exocisto; durante Ila
miceliacién la fosforilacién de Cdcl1 por Gin4 y Cdc28“™ debilita la afinidad de Sec3
por la septina, asegurando su localizacion en la punta de la hifa (Sinha et al., 2007;
Sudbery, 2007). La delecién de SEC3 es responsable de la acumulacion de vesiculas
cerca de las zonas de crecimiento de las células; ademas genera células levaduriformes
redondeadas e hifas que son incapaces de mantener el crecimiento hiperpolarizado
tras la colocacion del primer septo, resultando en una expansion isotrépica de la célula
apical (Figura 11). Se ha descrito que el doble mutante cdc11A4 sec3A rescata este
fenotipo, desarrollando hifas silvestres. El déficit de esta proteina también provoca la

deslocalizacién de Spa2 y Bnil, componentes del polarisoma (Wang et al., 2007).

2. Las NDR quinasas

Las NRD quinasas (nuclear Dbf2-related kinases) representan una subclase de
protein quinasa A, PKG y PKC-like (AGC) quinasas. Estas son componentes esenciales
en las rutas de sefalizacion implicadas en la morfogénesis, proliferacién celular,
desarrollo, salida de mitosis, citoquinesis y apoptosis y estdn conservadas en el
genoma desde levaduras hasta humanos (Hergovich et al.,, 2006). Ademas, estas
proteinas quinasas requieren la interaccién con la proteinas reguladoras Mob para su

actividad y funcién (Hergovich et al., 2005; Hou et al., 2003; Weiss et al., 2002).
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2.1. NDR quinasas en hongos

Una caracteristica conservada en las rutas de sefalizacion por NDR quinasas es
la existencia de un grupo de proteinas que interaccionan fisica y funcionalmente
formando un complejo multiproteico que constituye el médulo central de la ruta. Este
complejo esta formado por una proteina “andamio” (Scaffolding), una quinasa de la
familia STE20, una NRD quinasa y su coactivador Mob. En metazoos, las NRD quinasas
son miembros de la ruta “Hippo” la cual posee una funcion supresora de tumores que
determina el tamafo de los érganos (Harvey and Tapon, 2007; Tapon et al., 2002). En
hongos, estan implicadas en el control del crecimiento polarizado y la salida de mitosis
(Maerz and Seiler, 2010). En el genoma de los hongos se han descrito dos grupos
funcionales de NDR quinasas. Uno de los grupos es crucial para coordinar la salida de
mitosis (mediante la formacién del septo y la separacién celular) y actian como
enzimas finales del SIN (Septation Initiation Network) y de la ruta MEN (Mitotic Exit
Network). El otro grupo de quinasas son los principales efectores finales de la ruta
RAM (Regulation of Ace2 and Morphogenesis) y la ruta MOR (Morphogenesis related
NRD kinase) que controlan la morfologia celular. En el primer grupo, el complejo
Dbf2/Mob1 regula la salida de mitosis y citoquinesis, mientras que la ruta RAM
controla la morfogénesis mediante el complejo Cbk1/Mob2 que fosforila componentes

necesarios para la sintesis de la pared celular (Figura 12).

Figura 11. Defectos morfolégicos de las células sec3A4. SEC3 y sec3A crecidas en medio
YPD a 30° o 37° (arriba) o en YPD con el 10% de suero a 37 ° para la induccién hifal
(abajo). Imagenes tomadas mediante microscopia de fase interferencial (DIC). Las flechas
indican la union entre el tubo germinativo vy la célula hija hinchada. Barra de escala 5pum.
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RAM
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Polarized growth
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Figura 12 nbcvx. Modelos conservados de las rutas de regulacion RAM y MEN en levadura. El
complejo quinasa Mob2p—Cbklp, funciona al final de la ruta de morfogénesis y su actividad
quinasa y localizacion en el nucleo de la célula hija requiere del resto de proteinas RAM. En la
ruta MEN, la proteina Cdc15p activa el compleio Mob1p-Dbf2p. Tomado de (Nelson et al., 2003).

2.1.1. Caracteristicas estructurales y regulacion de las NDR quinasas

La estructura primaria de las proteinas NDR esta altamente conservada desde

levaduras hasta humanos (Figura 13). Las NDR quinasas se han clasificado como un

subgrupo de la familia de AGC proteinas quinasas (proteina quinasa A, PKG y PKC-like)

basandose en la secuencia del dominio catalitico, que contiene 12 subdominios. El

segmento de activacion (AS), localizado en el subdomino VII, y el motivo hidrofébico

(HM), localizado en el extremo C-terminal, presentan sitios de fosforilacién que son

esenciales para la actividad catalitica en humanos, moscas y levaduras chan (Chan et

al., 2005; Emoto et al., 2004; Millward et al., 1999; Stegert et al., 2005; Tamaskovic et

al., 2003).
_MOB2 binding and | Autophosphorylation | | GC kinase |
kinase homodimerization .
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@ Fungaispecific Kinasecore AS Kinasecore

N-terminal extension (Sub domains I-VII) domain (sub domains VIIi-X1)
L )\ )

T T

N-lobe C-lobe

Figura 13. Estructura de las NDR quinasas El dominio NDR quinasa consiste en 12 subdominios
que forman el nucleo bilobulado de la quinasa (N-Lébulo: subdominios I-IV; C-Lébulo:
subdominios V-Xl). El nicleo catalitico estd interrumpido por una insercidon de 30-60 aminoacidos
(azul claro). El segmento de activacion (AS, azul oscuro) contiene un resido de serina
autofosforilable (pSer, verde. Una regién N-terminal (NTR, naranja) con propiedades basicas que
permiten la homodimerizacion y unién de la proteina co-activadora, Mob. Ademds contiene una
extensidon en el N-terminal especifica de hongos, rica en glutamina y arginina que refuerza esta
interaccion (naranja claro). Otro elemento regulador, el motivo hidrofébico (HM, amarillo) se
localiza en el. C-terminal y es fosforilado por quinasas tipo GC. Tomado de (Maerz and Seiler, 2010).
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Ademas, las NRD quinasas contienen un dominio regulador en el N-terminal (NTR,
Fungalspecific N-terminal extension) que contiene un nimero conservado de residuos
basicos hidrofébicos necesarios para su interaccién con los co-activadores Mob
(Hergovich et al., 2006; Maerz and Seiler, 2010). Adicionalmente contienen un inserto
de 30-60 residuos (Interkinase domain) al lado del segmento de activacién (AS) que
presenta una funcion inhibitoria de la actividad quinasa (Bichsel et al., 2004; Gogl et

al., 2015).

La activacién de las NDR quinasas requiere de multiples pasos; inicialmente la
proteina Mob se une al dominio NTR de la quinasa que promueve su autofosforilacién
en la serina conservada en el segmento de activacion (AS), adquiriendo una actividad
quinasa basal. Posteriormente, para conseguir la maxima actividad quinasa, se
necesita la fosforilacién del residuo conservado treonina en el motivo hidrofébico
(HM) por una quinasa del tipo GC. Esta modificacidn resulta en una reconfiguracién
conformacional donde el motivo HM fosforilado se pliega e interacciona con un bolsillo

hidrofdbico en el N-I6bulo de la quinasa (Figura 14) (Maerz and Seiler, 2010).

Inactive Competent Active

Figura 14. Modelo de activacion de NDR quinasas, basado en la union de Mob y dos eventos de
regulacién por fosforilacion. Tomado de (Maerz and Seiler, 2010)

2.2, Salida de mitosis en levaduras

En S. cerevisiae, después de la separacion de los cromosomas, la ruta MEN
controla la salida de mitosis. Esta ruta dirige la actividad de la quinasa dependiente de
la ciclina mitdtica para permitir la salida de mitosis y el inicio del programa de

transcripcion de genes de G1 (Bardin and Amon, 2001).
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Los eventos mecdnicos de la division celular tardia y la separacién de la madre y
la hija ocurren en una sucesién rapida y un orden preciso, reflejando una extrema
coordinacion entre diversos procesos en el tiempo y el espacio. En la transicion M/G1
los efectos de la Cdk mitdtica son invertidos, y las vias de regulacién que promueven
los eventos del ciclo celular tardio son activados. En S. cerevisiae, el control de la
entrada en mitosis implica la destruccién proteolitica mediada por ubiquitinacion de
las ciclinas mitéticas en la progresion metafase-anafase (Enserink and Kolodner, 2010;
Sullivan and Morgan, 2007), ademads se requiere que los efectos de fosforilacion de la
Cdk mitdtica sean eliminados. Como se ha introducido, las Cdks mitdticas son S/T
quinasas que fosforilan preferiblemente la secuencia S/T-P-X-K/R. En levaduras, la
eliminacion de estos fosfatos es llevada a cabo por la fosfatasa Cdc14 (Amon, 2008;

Stegmeier and Amon, 2004);

La salida de mitosis puede dividirse en cuatro eventos (Figura 15) En primer
lugar la ciclina mitética promueve el ensamblaje del complejo APC/Cdc20 (Anaphase
Promoting Complex/cyclosome), una E3 ubiquitina ligasa que reconoce proteinas
mitodticas y las marca para su destruccion por el proteasoma, es decir, inicia la
degradacion de las ciclinas mitéticas. El segundo y tercer mecanismo incluyen la
liberacion en la anafase temprana de Cdc14 (FEAR) y la activacion de la ruta de salida
de mitosis (MEN) (de Bettignies and Johnston, 2003; Dumitrescu and Saunders, 2002;
Queralt and Uhlmann, 2008; Stegmeier and Amon, 2004; Sullivan and Morgan, 2007;
Weiss, 2012). Mientras que la ruta FEAR no es esencial, la ruta MEN es estrictamente
requerida para salir de mitosis. Estudios recientes han demostrado de las funciones de
Cdc14 mediada por FEAR son distintas que las mediadas por MEN. Mientras que las
funciones dependientes de la ruta FEAR desempefian un papel secundario, los
mutantes en esta ruta sélo muestran retraso en la salida de mitosis, los mutantes MEN
guedan bloqueados en anafase. En este sentido, se ha descrito que la proteina Cdc14
dependiente de la ruta MEN tiene como funciones la inactivacion de la Cdk mitética,
imprescindible para salir de mitosis y la activacién de la citoquinesis (Stegmeier and

Amon, 2004).
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El ultimo proceso se basa en dirigir la localizacidn y activacién del factor de
transcripciéon Ace2, que enciende la expresién de los genes de separacion y otros
mecanismos para la destruccién del septo a través de la ruta RAM (Regulation of Ace2
and Morphogenesis). Este sistema también funciona en el control de la morfogénesis

celular (Maerz and Seiler, 2010; Nelson et al., 2003).

M _cyclln Cdk1
[—-| APC / Cdczo metaphase / anaphase processes
actomyosin ring contraction
- FEAR
r—{iiZZ]
G1 iRAM septum destruction

primary septum formation

APC / Cdh1

Figura 15. Esquema general de la organizacion del control de la salida de mitosis. La salida de
mitosis esta controlada por una serie de sistemas que activan (lineas verdes) e inhiben (lineas
rojas) el paso de M a G1. La secuencia temporal estd ordenada de arriba abajo. (Weiss, 2012).

2.2.1. Cdc14 es un regulador central de la salida de mitosis

Cdcl4 es esencial para la inactivacion de los factores mitéticos. Las células
deficientes en la actividad Cdc14 no pueden salir de mitosis, quedandose bloqueadas
en anafase con alta actividad Cdk mitdtica. Esta proteina pertenece a la familia de S/T
fosfatasas, conservada en células eucariotas, que tienen afinidad por defosforilar
residuos de fosfoserina o fosfotreonina adyacentes a un residuo de prolina (Gray et al.,

2003).

En S. cereviagiae la actividad de Cdc14 esta regulada a lo largo del ciclo celular.
Durante toda la interfase hasta metafase, Cdc14 se encuentra inactiva en el nucléolo,
retenida por el complejo RENT (Regulator of Nucleolar Silencing and Telophase), a
través de su interaccion con la proteina Netl (Shou et al., 1999; Traverso et al., 2001).
Al inicio de la anafase se produce una primera liberacién de Cdc14 al citoplasma a
través de la ruta FEAR (Cdc Fourteen early anaphase release) (Stegmeier et al., 2002)
inactivando la CDK-mitdtica; seguidamente se produce una segunda oleada de
liberacion, al final de la anafase, dependiente de la ruta MEN (Mitotic Exit Network)
(Jaspersen et al., 1998). En la ruta MEN, al inicio de la cascada, Tem1-GTP activa a

Cdc15 (similar a las Ste20 quinasas) que fosforila a Dbf2 que junto a la subunidad
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reguladora Mob1 que activa a la fosfatasa Cdc14 (Figura 16) durante la anafase tardia
para incrementar su liberacién de Netl (Bardin and Amon, 2001; Geymonat et al.,
2002). La liberacién de grandes cantidades de Cdc14 permite revertir los efectos de la
Cdc28-ciclina mitdtica (Clb2) y ademas controla la entrada en el nucleo de los factores
de transcripcidn Swi5 y Ace2 para iniciar el programa de transcripcién de genes de G1ly

la separacién celular respectivamente.

Cdc14
Tem1 (FEAR r(e>:|eased)
Nud1—&—>
(SPB scaffold)
Cdc15
; mitotic
I é CDK
mitotic exit

network Dbf2-Mob1

¢

Cdc14

(fully released)

Figura 16. La ruta MEN. El nucleo de MEN (Tem1-Cdc15-Dbf2 junto con la proteina de
andamiaje Nud1) esta regulado negativamente por la CDK mitética cuyos efectos son revertidos
por la fosfatasa Cdcl14 procedente de una primera liberacidon a través de la ruta FEAR. Tomado
de (Weiss, 2012).

2.2.2. Control de la separacién celular y entrada en G1

Tanto en S. cerevisiae como en C. albicans, la separacion celular termina por la
degradacion del septo existente entre la madre vy la hija al final de cada division celular.
El septo es rdpidamente destruido minutos después de ser construido, el control de
este proceso en el tiempo y el espacio llevado a cabo por la ruta RAM regulando la
transcripciéon y traduccion de genes implicados. El factor de transcripcion Ace2
controla la expresion de genes especificos de la hija (DSG), que incluyen a CTS1,
SCW11, DSE2, DSE y DSE4,-que codifican para enzimas que degradan el septo desde el
lado de la hija durante G1 a través de la ruta RAM (Regulation of Ace2 and
Morphogenesis) (Nelson, 2009). Por otro lado, el factor de transcripcion Swi5 activa la
expresion de Sicl, un potente inhibidor de la CDK (Toyn et al., 1997). Su expresion y

activacion durante M/G1 provoca que la salida de mitosis sea un proceso irreversible.
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Ambos factores de transcripcidon son producidos en mitosis pero secuestrados
en el citoplasma debido a la fosforilacién por la ciclina mitdtica en sitios CDKs que
inactiva sus secuencias de localizaciéon nuclear (NLS). La liberaciéon de Cdcl4 del
nucléolo tras la activacion de la red de salida de mitosis (MEN) elimina esta inhibicién
de Swi5 revirtiendo las fosforilaciones de la CDK y permitiendole la entrada en el
nucleo para la expresion de genes especificos de G1. De la misma manera, Ace2 es
defosforilado por Cdc14 pero este hecho no es suficiente para la acumulacion de Ace2
en el nucleo. En S. cerevisiae, este factor de transcripcién contiene ademadas dos
secuencias de exportacion nuclear (NES) que son inactivadas en el nucleo de la célula
hija mediante su fosforilacién por Cbk1/Mob2, permitiendo la expresion de los genes

especificos para la degradacion del septo (Figura 17).
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Figura 17. Comparacion de la localizacion de Ace2 y Swi5. Swi5 y Ace2 se representan en
color verde en ambos diagramas de las células. Los dibujos de las proteinas contienen las
modificaciones relevantes. En anafase y telofase temprana, ninguna de las proteinas entra en
el nucleo, ambas, ambas secuencias NLS estan inactivas debido a la fosforilacién por la CDK
mitdtica. Mas tarde, en telofase, ambas proteinas se defosforilan por Cdc14 y entran las dos
en el nucleo de la célula madre e hija. Este hecho es suficiente para la acumulacién de Swi5
que carece de secuencias NES de exportacion.nuclear, al contrario de Ace2 que no se acumula
significativamente en el nucleo. Antes de la contracciéon del anillo de actomiosina, las
secuencias NES de Ace2 son fosforiladas por Cbk1 en el nucleo de la célula hija, inhibiendo su
exportacién nuclear, lo que provoca su acumulacion especifica en este ntcleo y es eliminado
del citoplasma de ambas células. A mitad de G1, las secuencias NES de Ace2 se defosforilan y
la proteina es exportada del nicleo y queda retenida en un complejo de atrapamiento
citoplasmatico. Ace2 no puede volver a entrar en el ndcleo de la nueva célula una vez que ha
salido de mitosis. Tomado de (Weiss, 2012).
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Por otro lado la activacion de Cbkl también depende de la liberacion de la
fosfatasa Cdc14 del nucleolo en la activacidon de la red de salida de mitosis (MEN). De
esta manera, Cdc14 se transloca al anillo de septinas después de la mitosis, activando a
Cbk1l mediante la defosforilacién de los sitios CDKs de esta quinasa. La activacién de
Cbk1 permite su accidn sobre el factor de transcripcidon Ace2 dirigiéndolo al nucleo de

la célula hija y promoviendo la expresién de enzimas hidrolasas que degradan el septo

(Figura 18).
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Figura 18. MEN y FEAR controlan la ruta RAM. La ruta FEAR activa a Cbkl mediante la
fosforilacion en el motivo hidrofébico (HM), en anafase temprana, mientras la fosforilacion de
los sitios CDK inhibe la entrada de Ace2 en el nucleo, impidiendo la funcién de la ruta RAM. La
activacion de MEN libera grandes cantidades de Cdcl4, que elimina las fosforilaciones
inhibitorias de la CDK en Cbkl, demas componentes de la ruta RAM y de Ace2 y
probablemente es la responsable de que Cbk1 se mantenga fosforilada en el sitio HM. Tomado
de (Weiss, 2012).

2.2.3. Cdcl4 en C.albicans.

A diferencia de S. cerevisiae, donde CDC14 es esencial, las células de C. albicans
deficientes en CDC14 son viables. Durante el crecimiento levaduriforme, su fenotipo
mas caracteristico es la incapacidad de separarse después de finalizar la citoquinesis, lo
que da lugar a la formacidon de grumos, y una pérdida del crecimiento invasivo en el
agar. En condiciones de crecimiento hifal, los mutantes generan hifas muy cortas
indicando la importancia de esta fosfatasa en el desarrollo hifal (Clemente-Blanco et
al., 2006). Esta proteina se encuentra regulada tanto espacial como temporalmente a

lo largo del ciclo celular.
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Respecto a su regulacidon temporal, tanto en levaduras como en hifas, sus
niveles varian a lo largo del ciclo celular. A diferencia de S. cerevisiae, donde los niveles
de proteina son constantes, en C. albicans sus niveles son indetectables en G1,
alcanzando sus niveles maximos en G2/M donde es fosforilada a la salida de mitosis

(Clemente-Blanco et al., 2006).

Respecto a su regulacidn
espacial, es diferente en levaduras
e hifas. Durante el crecimiento
levaduriforme, Cdc14 se distribuye
por todo el nucleo en la transicion
G1-S; en la mitosis temprana se
localiza en los spindle pole body
(SPB; centro organizador de
microtubulos en levaduras);
finalmente, durante la citoquinesis
esta sefal se atenua localizdndose
preferentemente en la regién del
septo (Figura 19). Durante el
crecimiento hifal, Cdc14 se localiza
Unicamente en el nucleo apical del

micelio y al contrario de lo que

ocurre en las formas

levaduriformes, nunca se observa Figura 19. Localizacion de Cdcl4p durante el

crecimiento levaduriforme. Time-lapse en microscopio
de fluorescencia. Las filas 1, 3 y 5 corresponden a
(Clemente-Blanco et al., 2006). imagenes con contraste diferencial de interferencia
(DIC), en las filas 2, 4 y 6 se observa la proteina Cdc14
marcada con GFP; las fotografias fueron tomadas cada
15 minutos. Tomado y modificado de (Clemente-Blanco
et al., 2006).

en el septo tras la citoquinesis

Esta inhibicién de la localizacion de
Cdcl4 en el septo de las células
hifales es importante para inhibir
la separacién celular. Mientras que en levaduras, las células se separan tras la
citoquinesis, en hifas dicha separacién se encuentra inhibida lo que permite generar

las estructuras multicelulares caracteristicas de las hifas.
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Como se ha comentado, en C. albicans durante el crecimiento levaduriforme
Cdc14 se acumula en el septo al finalizar la mitosis, una vez alli, activaria al complejo
Cbk1/Mob2 para que éste a su vez active al factor de transcripcion Ace2 necesario
para la transcripcién de los genes que codifican las hidrolasas que degradan la pared
celular del septo. En el crecimiento miceliar se inhibe la separacién celular después de
la citoquinesis, resultando en una hifa madura formada por una cadena linear de
células alargadas. Esta inhibicién se debe a un cambio en la dindmica del anillo de
septinas y de la accién de la ciclina especifica de hifas, Hgcl (Gonzalez-Novo et al.,
2008; Wang et al., 2009). Sep7 es la septina responsable de modificar la dinamica del

anillo. Se ha propuesto que la fosforilacién de Sep7 a través de Cdc28"e<!

podria inhibir
la separacion celular durante el crecimiento hifal (Gonzalez-Novo et al., 2008)
excluyendo a Cdc14 del septo que no podria por tanto defosforilar a Cbk1, evitando la

Hgcl
8 durante

presencia de Ace2 en el nucleo. Ademas, la fosforilaciéon de Efgl por Cdc28
el crecimiento hifal promueve su asociacion a los promotores de los genes diana de
Ace2, actuando como supresor de la transcripciéon de los genes implicados en la

hidrélisis de la pared celular (Figura 20) (Wang et al., 2009).

s

Separacion celular / \
Hija fEfsl )
( Genes diana de Ace2 |
INDUCCION HIFAL I
[ Cdcl4
iy
— [ ]
Madre 1 -

No separacion celular

Figura 20. Modelo de regulacién de la separacidn celular en C. albicans. El anillo de septinas sirve
como andamio para Cdc14 requerida para que el factor de transcripcion Ace2 se dirija al ntcleo de
la célula hija. Como consecuencia, el programa de separacién celular es activado y el septo
degradado. Cuando se induce el crecimiento hifal, la dinamica del anillo de septinas cambia en un
proceso dependiente de la fosforilacién de Sep7 por Cdc28/Hgcl. Esta modificacion previene la
localizacién de Cdc14 en el cuello de la yema (Wang et al., 2009). Ademas, la fosforilacion de Efgl
por Cdc28"&! promueve su asociacion con los genes diana de Ace2, actuando como represor.
Tomado de Wang (Wang et al., 2009).
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Por tanto, este modelo implica que debe de existir una interaccion fisica y
funcional entre Cbkl/Mob2 y Cdc14. Recientemente, mediante experimentos de co-
inmunoprecipitacion en nuestro grupo de investigacion hemos puesto de manifiesto
una interaccioén fisica in vivo entre el complejo NDR quinasa y la fosfatasa Cdcl4
(Figura 21). Esta interacciéon podria sugerir una relacion funcional entre ambas

actividades enzimaticas en las que pudieran existir interacciones reciprocas.

input myc-IP

CDC14-HA CDC14-HA  CDC14-HA CDC14-HA
CBK1-myc CBK1-myc

= ' Anti-myc
- o

N — . Anti-HA

Figura 21. Cdc14 interacciona in vivo con la NDR quinasa Cbk1. WBs de inmunoprecipitados de
myc de las cepas indicadas. A la izquierda, se encuentra el resultado de los extractos totales de
las mismas cepas (input). (Tesis Pilar Gutiérrez).

2.3. Morfologia celular y ruta RAM en levaduras

Como ya se ha comentado, S. cerevisiae la ruta de sefializacién denominada
RAM (Regulation of Ace2 and Morphogenesis) estd implicada en regular el crecimiento
polarizado a través de la seleccidn del lugar de nacimiento de la yema y su desarrollo y
en la separacion celular regulando la secrecion de enzimas hidrolasas para degradar el
septo tras la mitosis (Nelson et al., 2003). Esta ruta de transduccion de sefiales se
compone de dos mddulos funcionales que interaccionan gracias a una proteina de
andamiaje, Tao3. El médulo efector de esta ruta esta formado por la NRD quinasa Cbk1
y su co-activador Mob?2. El segundo mdédulo regula la actividad de Cbk1 y estd formado
por la STE20 quinasa Kicl y su coactivador Hym1; ademads, la proteina Sog2
interacciona con Hym1l y Cbkl y es necesaria para el correcto desarrollo de la

sefializacion de la ruta (Figura 22) (Nelson et al., 2003).
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Figura 22. Resumen de las interacciones de proteinas en la ruta RAM. YOR353c = SOG2. Tomado
de (Nelson et al., 2003).

Este complejo multiproteico se localiza en las zonas de crecimiento de la
levadura, es decir, en el cuello de la yema y en el cértex de la célula hija. Ademas, el
complejo Cbk1/Mob2 también se localiza en el nucleo de la célula hija en la transicidn
M/G1 (Colman-Lerner et al., 2001; Weiss et al., 2002). Las células deficientes en alguna
de estas proteinas presentan dos fenotipos independientes: separacién celular
deficiente y defectos en el mantenimiento del crecimiento polarizado. Se han descrito
Unicamente dos sustratos de Cbk1 relacionados con la remodelaciéon de la pared célula
(Figura 23); uno de ellos es el factor de transcripcion Ace2, cuya fosforilacion por Cbk1
provoca que éste se acumule especificamente en el nucleo de la hija en la mitosis
tardia-G1, bloqueando su exportacién (Mazanka et al., 2008) donde dirige la expresion
de genes especificos de la hija. El fallo en la separacién celular es debido a la perdida
de la transcripcion de genes dependientes de Ace2, tales como la enzima quitinasa
Ctsl vy la glucanasa Scw11 (Colman-Lerner et al., 2001). El segundo sustrato se trata de
la proteina de unién a mRNAs, Ssd1, que juega un papel muy importante en la
remodelacién y organizacién de la pared celular en los sitio de crecimiento ya que,
entre otros, se asocia con mRNAs que codifican para manoproteinas de pared. La
fosforilacién de Ssd1 por Cbkl permite la localizacion cortilcal de Ssd1-mRNA en las
zonas de crecimiento, mientras que la inhibiciéon de la NDR quinasa, lo asocia a cuerpos
de procesamiento (P-bodies) y granulos de estrés, reprimiendo la traduccion de los

RNA asociados (Jansen et al., 2009; Weiss, 2012).
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Cdcl4 —

— Cbk1

Ssd1l Ace2 «———

¥|Genes de separacion
celular

Figura 23. Modelo de control de destruccion del septo. La regulacién de la expresion de genes de
separacién celular es llevada a cabo por Cdc14 mediante la activacion de Ace2 y a la ruta RAM y
ademas por la fosforilacion de Ace2 y Ssd1 a través de Cbk1. Modificado de (Weiss, 2012).

En C. albicans la ruta RAM también regula el crecimiento polarizado vy la
separacion celular, pero a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae que responde
Unicamente a seifales internas, aqui responde tanto a sefales internas, durante el
crecimiento de la levadura, como a sefiales externas, en la induccion de la miceliacion.
En este sentido, se ha descrito una relacién entre las Cdks y el crecimiento polarizado
en respuesta a sefales ambientales dependientes de la ruta RAM a través de la
fosforilacién directa de Mob2 en cuatro sitios consenso en las fases tempranas del

desarrollo hifal por Cdc28" (Gutierrez-Escribano et al., 2011).

2.3.1. Estructuray fosforregulaciéon de Cbk1-Mob2

Recientemente, la cristalizaciéon del complejo Cbk1-Mob2 de S. cerevisiae ha
permitido estudiar detalladamente cémo se produce la unién con Mob2, la activacién
de la quinasa y la fosforilacion de sustratos (Figura 24). Mob2 se une a la extensién
conservada del extremo N-terminal de Cbk1, regién previamente identificada en la que
las NDR quinasas se unia a las proteinas Mob. Una parte de la extensién del N-terminal
forma una larga hélice (a«—Mob), que corresponde al mayor sitio de contacto con
Mob2. La hélice a-Mob2 estd seguida de un giro brusco y la regidon N-linker, un
segmento corto de la proteina que conecta con el nucleo catalitico del dominio

quinasa, con el que también interacciona el co-activador. En el extremo C-terminal, el
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motivo hidrofébico HM contiene una treonina altamente conservada en la posicién
743 que es fosforilada por la Ste20 quinasa Kicl. La fosforilacién de este residuo
comprime un bolsillo formado en por el N-linker y a-Mob2 mediante interaccion por
puentes salinos entre las regiones aC y a.-Mob?2 de la quinasa, lo que facilita la entrada
de los sustratos al centro catalitico (D475) (Gogl et al., 2015). Cbk1l ademads presenta
un largo segmento de activacién formando un loop que adopta dos conformaciones;
en una de ellas esta regidn ocupa el bolsillo de unién a sustratos, bloqueando el sitio
catalitico; en la otra, cuando la T743 esta fosforilada el loop de activacidon no esta
presente en la zona de unidn a sustratos. Estas observaciones sugieren que el cambio
en la disposicion de este loop es una forma de autoinhibicion de la quinasa. Ademas de
esta fosforilacién, para pasar de estado inhibido a abierto es necesaria la
autofosforilacion del sitio S570 en el segmento de activacion, aliviando la inhibicidn
basada en un pseudo-sustrato ejercida por la hélice inhibitoria (aINH) localizada en el
loop. La fosforilacion en S570 es necesaria para la entrada de los sustratos al sitio
catalitico mientras que la fosforilaciéon en la T743 incrementa la afinidad por ellos

(Figura 24) (Gogl et al., 2015).

Figura 24. Estructura tridimensional del
complejo Cbk1-Mob2. Mob2 (narajna) se
une a la regién N-terminal de Cbk1 (azul)
_____ . " S a través de las Hélices H2-H7 y el loop H4-
i i H5. “N” y “C” se refieren a los extremos
N- y C- terminales de las proteinas. Las
regiones flexibles se muestran con lineas
discontinuas. HM es el motivo hidrofébico

de las AGC quinasas, y “aINH” es la hélice
alfa inhibitoria que es parte del loop de
activacion (mostrado en cian). Tomado de
(Gogl et al., 2015).
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En S. cereviesae, tanto la fosforilacion de T743 en el HM del C-terminal como la
de S570 en el segmento de activacién son necesarias para la funcién de Cbk1 in vivo.
De manera que el mutante fosfodeficiente en la S570 apenas tiene actividad catalitica
pero presenta un efecto moderado en el fenotipo; en cambio en alelo fosfodeficiente
en la T743 presenta una actividad quinasa relativamente normal pero con defectos
importantes en el crecimiento polarizado y separacién celular. En ambos mutantes,
Cbkl se localiza en la corteza celular e interaccionan normalmente con Mob2. Sin
embargo, la fosforilacién del motivo hidrofébico C-terminal es necesaria para la
localizacion asimétrica tanto de la quinasa como del factor de transcripcion Ace2 en el
nucleo de la célula hija al final de la mitosis (Jansen et al., 2006). En este sentido, la
generacion de un alelo fosfomimético cbk1-T743E suprime los fenotipos de los
mutantes RAM, excepto mob2A4 (Panozzo et al., 2010). Ademas recientemente se ha
descrito en el hongo patdégeno de plantas, Colletotrium orbiculare, que el mutante
fosfomimético en la T649 de CoCbkl correspondiente a la T743 de Cbkl en S.
cerevisiae, reestablece parcialmente la patogenicidad en un fondo Copagl14/Cokel2A
(homdlogos de TAO3 y KEL2 en S. cerevisiae). Ademads, se ha descubierto que la
fosfomimetizacion en este residuo en un fondo copaglA causa modificaciones
transcripcionales de los genes implicados en la morfogénesis del hongo (Kodama et al.,
2017). Por otra parte, en C. albicans se ha descrito que la fosforilacién de Mob2 por la
CDK Cdc28 es necesaria para el mantenimiento del crecimiento polarizado y previene
la separacion celular durante la formacién de la hifa. Esta fosforilacion de Mob2 por
CDKs tiene lugar en cuatro sitios consenso en el extremo N-terminal (Gutierrez-
Escribano et al., 2011). Acorde con esta observacion, Cbkl también presenta seis sitios
de fosforilacién por CDKs, sin embargo, aln se desconocen las consecuencias de las

modificaciones post-traduccionales de estos residuos.

2.3.2. La proteina de unién a mRNA, Ssd1

La unidon de mRNAs a diferentes proteinas es un mecanismo de regulacion post-
transcripcional que actua sobre el procesamiento, localizacién, traduccién vy

degradacion mRNAs en la célula. Estas proteinas de unién a mRNA (RPBs) se unen
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directamente a secuencias especificas situadas preferentemente en las regiones
codificantes, 3"-UTR y 5°-UTR de los RNA mensajeros a los que se asocian (Hogan et al.,
2008).

Como se ha comentado anteriormente,

la proteina de unién a mRNA Ssd1 es sustrato

de la NRD quinasa Cbkl (Jansen et al., 2009), : ‘\ 4
que la fosforila en residuos de serina o

treonina dentro de una secuencia consenso

conservada  HX(K/R)(K/R)X(S/T), con una ~ N \‘j g
Histidina en posicidén -5 y una lisina o arginina -

en posicién -3 y/o -2 (Mazanka et al., 2008), y

juega un papel muy importante en Ia

remodelacién y organizacion de la pared '

celular en los sitios de crecimiento. Esta

proteina regula la localizacion y traduccion de . L
Figura 25. Localizacion de Ssdl en los

los mRNAs a los que se encuentra asociada, sitios de crecimiento polarizado en

S.cerevisiae. Cultivos en crecimiento
entre los que existen mRNAs que codifican  ayponencial expresando Ssd1-GFP y Pap1-
RFP (marcador nuclear). Ssd1 se localiza
en las yemas pequefias y en el cuello de

al., 2014). La proteina Ssdl se localiza en las yemas de mayor tamafio (Kurischko et
al., 2011).

proteinas relacionadas con pared (Wanless et

citoplasma y también se acumula en los

lugares de crecimiento polarizado como el cértex de la yema y el plano de divisidén
madre-hija (Figura 25). La fosforilacién de Ssd1 por Cbkl permite la acumulacion
asimétrica y traduccién de estos mRNAs en el cértex celular, mientras que la inhibicién
de Cbk1 o el estrés celular produce la defosforilacion de Ssd1 y su asociacién con P-
bodies y granulos de estrés, reprimiendo la traduccion de los mRNAs asociados (Jansen
et al., 2009; Kurischko et al., 2011). Por tanto, en los mutantes cbkIA no se traducen
los mRNAs asociados a Ssd1, presentando defectos en la polaridad y en la separacién
celular; en este ultimo proceso, Ssd1 participa asociandose con mRNAs que codifican
para enzimas relacionadas con la degradacién del septo como la quitinasa Cts1 (Jansen
et al., 2009). La expresién de estos mensajeros especificos de la hija esta dirigida por el
factor de transcripcion Ace2 que también es activado por Cbkl. De esta manera, la

quinasa coordina la transcripcién de ciertos genes en la hija y la inhibiciéon de su
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traduccién para genererar la asimetria entre madres e hijas. En S. cerevisiae, muchos
de los defectos del mutante cbk1A se suprimen al eliminar el gen SSD1, lo que sugiere
que la principal funcién de Cbk1 es fosforilar a Ssd1 para permitir la traduccion de los
mMRNAs asociados a esta RBP (Jansen et al., 2009; Jorgensen et al., 2002; Kurischko et
al., 2005; Nelson et al., 2003). En C. albicans, la delecion de SSD1 también rescata los
fenotipos deficientes en polaridad y separacién celular de los mutantes RAM durante
el crecimiento levaduriforme; sin embargo, las cepas ssd1A son mds sensibles
calcofluor, lo que indica que Ssd1 es necesario para mantener la integridad de la pared
celular (Song et al., 2008). Durante el crecimiento hifal, ssd14 genera hifas normales y
su delecién en un fondo cbk1A rescata parcialmente el fenotipo de polaridad; en este
doble mutante cbklA ssd1A las hifas son mas cortas y su anchura es irregular,
indicando que existen otros efectores de Cbkl necesarios para conseguir el

mantenimiento de una longitud normal de la hifa (Lee et al., 2015).
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Objetivos

Dada la importancia e impacto de las enfermedades y trastornos causados por
C.albicans, la busqueda de las claves que regulan su morfogénesis y el desarrollo de su
crecimiento hifal son fundamentales para establecer nuevas estrategias de actuacién
con dianas especificas que permitan tanto la prevencién como el tratamiento de la

candidiasis.

El objetivo de este trabajo ha consistido en estudiar la regulacion y funcion de
la NDR quinasa de la ruta RAM Cbk1 en la transicién levadura-micelio de C. albicans,
asi como la integracion de la sefializacién llevada a cabo por esta quinasa, la fosfatasa
Cdc14, las CDKs y la PKA Tpk2, en este proceso fisiolégico. Concretamente nos hemos
centrado en identificar la importancia de la fosforregulacion entre Cbk1l y Cdc14, y por

las CDKs y Tpk2, en los procesos implicados en morfogénesis y desarrollo de la hifa.
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CAPITULO 1

Regulacion y funcion de la NDR quinasa Cbk1 en la

transicion levadura-hifa



Resultados

1. Regulacién de Cbk1

1.1. Cbk1 modifica su estado de fosforilacion en respuesta al crecimiento hifal.

Con el fin de estudiar posibles modificaciones postraduccionales de Cbkl en la
transicion levadura-micelio, se construyd la cepa 3xmyc-CBK1/cbk1A (JC1780) como se

especifica en Materiales y Métodos.

Una vez obtenida, se analizé el patrén electroforético de Cbkl en respuesta a
sefiales inductoras de miceliacidon. Para ello, células de la cepa 3xmyc-CBK1/cbklA
crecidas toda la noche en YPD a 28°C (levaduras) se incubaron en YPD suplementado
con 10% de suero bovino (SB) a 37°C para activar el crecimiento hifal, y se recogieron
muestras a diferentes tiempos para analizar los extractos proteicos mediante Western
Blot. Como puede observarse en la figura 26, este andlisis puso de manifiesto que la
NDR quinasa sufri6 modificaciones en su migracién electroforética cuando cambié su
patron de crecimiento. Al inicio de la respuesta a suero (30 min), Cbk1 se acumuld en
isoformas de menor peso molecular para luego volver a mostrarse como una banda
con menor movilidad electroforética durante el mantenimiento del crecimiento hifal,
mas alta que la obtenida a partir de los extractos del cultivo levaduriforme. Como
control de carga se realizd una tincion con azul de Coomasie de la membrana una vez

realizada la inmunodeteccién (Figura 26A).

Para comprobar si estas diferencias en la migracién podrian deberse a cambios en
el estado de fosforilacién de la proteina, se compard la movilidad electroforética de
Cbk1 presente en un cultivo levaduriforme en presencia o ausencia de A-Fosfatasa (A-
PPtasa). Como puede observarse en la figura 26B, este tratamiento dio lugar a una

forma de menor movilidad, indicando que Cbk1 es una fosfoproteina.

En resumen, estos resultados sugieren que Cbkl es una fosfoproteina que se
defosforila al inicio del crecimiento hifal para luego volver a fosforilarse de forma
diferencial durante el mantenimiento del crecimiento hiperpolarizado que da lugar a la

hifa (Figura 26C).
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Figura 26. Cbk1 se regula por fosforilacion durante el crecimiento hifal. (A) Extractos proteicos de
la cepa 3xmyc-CBK1/cbk1A (JC1780) crecida en YPD+10% de suero a 37°C, analizados por Western
Blot usando anticuerpos anti-myc. Muestras recogidas en fase estacionaria y tras 30, 60 y 120
minutos de induccién de la miceliacion. La tincion de Coomasie se utilizé como control de carga. (B)
Inmunoprecipitados de la misma cepa pre-tratados con A-Fosfatasa (A-PPtasa). (C) Esquema de los
niveles de fosforilacion de Cbk1 en respuesta a suero.

Para demostrar que la modificacién en el patrén de fosforilacién era especifica del
programa de desarrollo hifal y no una respuesta al cambio de temperatura
experimentado por las células al pasar de 28°C a 37°C, se compararon los Western
Blots de los extractos proteicos obtenidos a partir de un cultivo crecido a 37°C en
forma de levadura (YPD a pH 5.5) o hifa (YPD+10% SB). C. albicans es incapaz de activar

el crecimiento hifal a 37°C a pH &cido.
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e | o
Cbkl de —

electroforético de los

Como puede observarse en la 0

extractos obtenidos en YPD a pH

acido fue similar al control Figura 27. El patron de fosforilacion de Cbkl es

consecuencia de la activacion del programa de
levaduriforme crecido a 28°C, en l0s  gesarrollo hifal. Extractos proteicos de la cepa
3xmyc-CBK1 (JC1780) crecida en medio inductor
(YPD+10% suero) y no inductor del crecimientohifal
se observd una desfosforilacion de (YPD pH 5.5) a 37°C. Muestras recogidas a tiempos 0

y 30 minutos, analizadas por Western Blot utilizando
Cbk1. Por tanto, podemos concluir  jnticuerpos anti-myc. La tincién de Coomasie se

utilizé como control de carga.

extractos del cultivo en YPD+10% SB

que la modificacién en la migracién
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de bandas de Cbkl es consecuencia de la activacién especifica del programa de

desarrollo hifal y no de una respuesta al cambio de temperatura.

En C. albicans, la ruta de sefalizacion por PKA/cAMP juega un papel esencial en el
inicio del crecimiento hifal y la virulencia (Cao et al., 2017; Hogan and Sundstrom,
2009; Lin and Chen, 2018; Mayer et al., 2013; Noble et al., 2017; Saputo et al., 2014).
En esta levadura existen dos subunidades cataliticas de PKA, Tpkl y Tpk2, la primera es
importante para activar el crecimiento filamentoso en medios sélidos y la segunda en
medios liquidos (Sonneborn et al., 2000). Esta ruta tiene un pico de activacién en los

primeros 10-15 minutos, tras los cuales otras rutas de sefializaciéon toman el relevo.

Dado que nuestros resultados sugerian que la desfosforilacion de Cbkl es un
proceso que ocurre en los primeros momentos de la incubacidn en suero, nos
preguntamos si la ruta de PKA estaria implicada en su regulacion. Para estudiar esta
posibilidad, se construyé la cepa tpk24 3xmyc-CBK1 (JC1920) y se analizé su patrén de
fosforilacion tras 15 y 30 minunots en presencia de 10% de SB. En los extractos control
TPK2, a los 15 minutos de induccion, se detectd una banda de Cbkl ligeramente
superior a la presente en los extractos levaduriformes, que rapidamente se modifico a
otra de mayor movilidad electroforética 15 minutos después. Sin embargo, la
desfosforilacion de Cbk1 se vio afectada en un mutante tpk24 ya que, tras 30 minutos,
la forma mayoritaria seguia siendo la forma fosforilada (Figura 28). Por tanto, la
sefializacion dependiente de la PKA Tpk2 es necesaria para una rapida modificacién del

estado de fosforilacion de la NDR quinasa Cbk1 al inicio del programa de desarrollo

TPK2 tpk24
min 0 15 30 0 15 30
[ J——

oy w ~

Figura 28. La defosforilacion inicial de Cbkl en respuesta a suero depende de Tpk2.
Western Blot de las cepas TPK2 3xmyc-CBK1 (JC1780), tpk2A4 3xmyc-CBK1 (JC1920), crecidas
en YPD+10% de suero a 37°C, analizado usando anticuerpos anti-myc. Muestras recogidas
en fase estacionaria y a los 15 y 30 minutos de induccién hifal. La tincidon con rojo Ponceau
se utilizd como control de carga.
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hifal.

1.2. Mutaciones fosfodeficientes en sitios Cdk afectan a la funcion de Cbkl en

hifas.

Una vez demostrado que Cbkl es una fosfoproteina que modifica su estado de
fosforilacién en respuesta a la activacidn del crecimiento hifal, se procedié a identificar

posibles residuos fosfoaceptores en la secuencia de la proteina.

Dado que la Cdk Cdc28 fosforila directamente a Mob2, subunidad reguladora de
Cbk1, en respuesta a las sefiales que inducen la miceliacion (Gutierrez-Escribano et al.,
2011), se procedio a la busqueda de posibles sitios de fosforilacion por Cdks. El analisis
de la secuencia de Cbk1l mostrd que posee seis posibles sitios de fosforilacidon por Cdks
en los residuos Sgg, S103, S180, S392, T548 y Se14 (Figura 29A). Con el fin de averiguar si
estos residuos eran importantes en la fosforilacion de Cbkl, se generé un mutante
fosfodeficiente cbk1-6A (Cepa JC1826: 3xmyc-cbk1-6A/cbkiA) en el que todos los

posibles sitios fosfoaceptores se sustituyeron por el residuo no fosforilable alanina.
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quinasa (D458) (B) Western Blot
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Estas mutaciones no modificaron el patrén electroforético de Cbkl durante el
crecimiento levaduriforme (Comparar TO del control CBK1 frente al alelo cbkl1-6A,
Figura 29B) ni su desfosforilacién al inicio de la respuesta a suero (T 30 min). Sin
embargo, la proteina Cbk1-6A no mostré el cambio de movilidad que se produce
durante el mantenimiento del crecimiento hifal. Esta incapacidad de volver a fosforilar
Cbk1 se correlacioné con defectos durante el crecimiento hifal ya que las hifas eran
mucho mas cortas que las de la cepa silvestre (Figura 29C). A pesar de mostrar
defectos durante el crecimiento hifal, el mutante cbk1-6A no mostré aparentemente
ningun fenotipo relevante durante el crecimiento levaduriforme a 28°C. Por tanto,
todos estos resultados sugieren que los posibles sitios Cdk son importantes,

principalmente, en la regulacién de Cbk1 durante el desarrollo hifal.

1.3. La actividad de la Cdk Cdc28 es necesaria para la fosforilacion de Cbkl en

respuesta a suero.

En levaduras, las quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) desempefian un papel
muy importante en la regulacion de la morfogénesis celular. En C. albicans existe una
ciclina especifica de hifas, denominada Hgcl, que forma un complejo con la Cdk Cdc28
(Cdc28"Y). Dicho complejo Cdc28"8! promueve el crecimiento hifal mediante la
fosforilacién directa de varias proteinas esenciales en el crecimiento polarizado
(Caballero-Lima and Sudbery, 2014; Sinha et al., 2007). Entre estos sustratos se

encuentra Mob2, la subunidad reguladora de Cbk1 (Gutierrez-Escribano et al., 2011).

Con el fin de seguir estudiando la fosforilacién de Cbk1l en respuesta a suero, nos
preguntamos si la actividad de Cdc28 era necesaria para generar las isoformas de Cbk1l
especificas de miceliacion, aquellas que migran mds lentamente en un gel de
acrilamida. Para responder a esta pregunta se introdujo el alelo 3xmyc-CBK1 en una
cepa cdc28-as sensible al andlogo del ATP 1INM-PP1 (Bishop et al., 2000; Sinha et al.,
2007), cedida por el profesor Yue Wang. Esta cepa (JC1909: pMET3-cdc28-as/cdc28A
3xmyc-CBK1) nos permite inactivar a Cdc28 en un momento concreto del desarrollo
hifal mediante la adicion de 1NM-PP1 y estudiar su efecto sobre el estado de

fosforilacion de Cbk1.
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Una vez construida la cepa JC1909, se disefid un experimento para inactivar a
Cdc28 tras la desfosforilacion de Cbk1 que tiene lugar en respuesta a suero (30 min) y
analizar, 60 minutos después, el efecto de la inactivacion de Cdc28 sobre la re-
fosforilacién de Cbk1. Por tanto, un cultivo de la cepa JC1909 crecida toda la noche en
MM a 28°C se inoculé en condiciones de miceliacion (MM + 10% SB, 37°C) y se
tomaron muestras a tiempo 0 y 30 minutos. Posteriormente, el cultivo se dividié en
tres alicuotas que se incubaron en presencia de 25uM del analogo 1NM-PP1, 2%
DMSO, solvente donde se disuelve el analogo, y una tercera sin ningun aditivo.
Transcurridos 90 minutos desde el inicio de la miceliacién (30+60), se recogieron las
células crecidas en las tres condiciones y se procedié a su andlisis mediante Western

Blot.

CDC28 cdc28-as

90 min

3 oM
. o <° a
min 0 30 90 o 30 o % o

Cbk1 ~ ‘ R
._,ﬂ._‘ﬂﬂl!j
o~~~ E8E00

cdc28-as

DMSO (90min) 1NM-PP1 (90min) CONTROL (90min)

Figura 30. La hiperfosforilacion de Cbk1 durante el mantenimiento del crecimiento hifal depende
de la CDK Cdc28. (A) Extractos proteicos de las cepas 3xmyc-CBK1 (JC1780) y cdc28-as 3xmyc-CBK1
(JC1909) crecidas en MM+10% de suero a 37°C, analizados por Western Blot usando anticuerpos
anti-myc. Muestras recogidas en fase estacionaria, a los 30 y 90 minutos del inicio de la induccién
de la miceliacién en las condiciones descritas. Tincidn de azul de Coomasie como control de carga.
(B) Imagenes de microscopia DIC de la cepa cdc28-as tras 90 minutos de induccién de la
miceliacidn en las condiciones indicadas. Barra de escala, 10um.
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Como puede observarse en la figura 30A, la cinética de defosforilaciéon de Cbk1 (30
min) en un fondo cdc28-as en ausencia del andlogo fue similar a la de la cepa control
CDC28. Sin embargo, la adicion de 25uM de 1NM-PP1 dio lugar a un cambio en la
migracion de Cbk1 en las muestras recogidas 60 min después, ya que Cbkl migré mas
rapidamente que las muestras control con/sin 2% de DMSO. Por tanto, estos
resultados sugieren que las formas hiperfosforiladas de Cbkl especificas del

crecimiento hifal dependen de la actividad de Cdc28.

1.4. La fosforilacion de Cbk1 especifica de miceliacion depende de la ciclina Hgcl.

Como se acaba de comentar en la seccién anterior, el complejo formado por la Cdk
Cdc28 vy la ciclina Hgcl (Cdc28"8!) juega un papel fundamental en el desarrollo hifal a
través de la fosforilacion directa de sustratos. Dado que los resultados obtenidos
sugerian que la hiperfosforilacion de Cbk1 en hifas dependia de la actividad de Cdc28,
nos planteamos analizar la funcién de la ciclina Hgcl. Para ello, se construyd la cepa
hgclA 3xmyc-CBK1 (JC1910) y se analizaron los niveles de Cbk1 en extractos proteicos

a diferentes tiempos en condiciones de crecimiento hifal (Figura 31).

HGC1 hgcl A

min 0 30 60 120 0 30 60 120

o | et

Figura 31. El estado de fosforilacion de Cbkl depende de Hgcl. Extractos proteicos de las
cepas 3xmyc-CBK1 (JC1780) y hgclA 3xmyc-CBK1 (JC1910) crecidas en YPD+10% de suero a
37°C, analizados por Western Blot usando anticuerpos anti-myc. Muestras recogidas a tiempos
0, 30, 60 y 120 minutos desde el inicio de la induccién de la miceliacidn. La tincién de Coomasie
se utilizé como control de carga.

La comparacion de los extractos del mutante hgclA con respecto a la cepa control
puso de manifiesto que la actividad Cdc28 asociada a la ciclina Hgcl era necesaria

tanto para activar la defosforilacién de Cbk1 al inicio de la respuesta, como para su
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posterior hiperfosforilacion durante el mantenimiento del crecimiento hifal. Por tanto,
estos resultados sugieren que tanto la desfosforilacidn inicial como la aparicién de las
formas especificas de miceliacion posteriores de Cbkl dependen de la actividad Cdk

asociada a Hgcl.

1.5. Importancia relativa de los sitios Cdk en la funcién de Cbk1 en hifas.

Una vez que se puso de manifiesto la importancia de los sitios Cdks de Cbk1 en la
funcién de esta NDR quinasa, se procedio a la identificacion de aquellos residuos mas
relevantes. Para ello, se construyé un alelo fosfodeficiente en las cuatro serinas mas
cercanas al extremo N-terminal (cbk1-4A: JC1824) y los alelos fosfodeficientes
individuales en la T548 (cbk1-T548A: JC1905) y cbk1-5614A: JC1906). Con el fin de
analizar el fenotipo de estos alelos de CBK1 se compard la longitud de sus hifas

respecto a los controles silvestre CBK1 y el mutante cbk1-6A.

A 120 min YPD +10% SB 37°C B

cbk1-4A cbk1-6A

Figura 32. Importancia relativa de los sitios Cdk en la funcion de Cbk1 en hifas. (A) Imagenes de
microscopia interferencial (DIC) de los fenotipos desarrollados tras 120 minutos de respuesta a
suero de las cepas fosfodeficientes indicadas. Barra de escala, 5um. (B) Grafica de la longitud de las
hifas a las 2 horas de crecimiento en medio inductor. Las medias provienen de 100 células por 3
experimentos diferentes.

Tras dos horas en condiciones de miceliacion, los mutantes cbk1-4A y cbk1-S614A
se comportaron de forma similar a las células silvestres, mientras que la mutacién

cbk1-T548A dio lugar a hifas un 50% mds cortas (Figura. 32). Por tanto, estos

59



Resultados

resultados sugieren que la T548 es el residuo mds importante de los seis analizados.
Sin embargo, el hecho de que el mutante cbk1-6A de lugar a hifas mas cortas que el
cbk1-T548A sugiere que la fosforilaciéon de los demds residuos podria contribuir a la

actividad de Cbk1 durante el crecimiento hifal.

1.6. El alelo cbk1-T548D activa la separacion celular en hifas.

Con el fin de profundizar en la funcidon de la modificacidon postraduccional de la
T548 de Cbkl en hifas, se procedid a estudiar el fenotipo de un mutante que
mimetizara una fosforilacién constitutiva de la T548. Para ello, se construyd la cepa
cbk1-T548D/cbk1A (JC2035) y se analizd su respuesta a suero respecto a una cepa
control y un mutante cbk1-T548A. Como puede observarse en la figura 34, la expresion
del alelo cbk1-T548D dio lugar a hifas de tamafio similar al mutante cbk1-T548A
(19.33um £ 4,9umy 19,03um + 4,08um, respectivamente) que eran significativamente
mas cortas que las células control (36,08um % 7,5um). El hecho de que ambos
mutantes generen hifas similares podria sugerir una regulacién muy dindmica de la
fosforilaciéon/desfosforilacion de este residuo para mantener un crecimiento

polarizado apropiado durante el desarrollo hifal.

Sin embargo, a pesar de generar hifas de similar longitud, observamos que el alelo

cbk1-T548D activaba la separacion celular de los compartimentos hifales (Figura 34A).

Una caracteristica diferencial de las hifas respecto a las levaduras es que en las
primeras se produce una inhibicidn de la separacién celular tras finalizar la
citoquinesis, mientras que en las levaduras se activa la expresion de genes de
hidrolasas de la pared celular necesarias para separar las células madre e hija. Por
tanto, esta regulacion diferencial de la separacidn celular es la responsable de que las

hifas sean estructuras tubulares multicelulares.

Tras dos horas en presencia de suero, las hifas del mutante cbk1-T548D mostraron
un 25% de cuerpos celulares separados frente al 8% del control silvestre y el mutante
cbk1-T548A. Estas diferencias fueron mucho mas acusadas a las 4h ya que el

porcentaje subid al 85% en el mutante fosfomimético frente al 10 % de las otras dos
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cepas (Figura 34B). Por tanto, estos resultados sugieren que una fosforilacién
constitutiva de la T548 durante el crecimiento hifal activa el programa transcripcional

requerido para separar las células.

A 45’ 120°
37°C YPD+10%SB 37°C YPD+10%SB

cbk1-T548A CBK1

cbk1-T548D
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Figura 33. Estudio de los fenotipos fosfodeficiente y fosfomiméticos de Cbkl en la Treonina 549.
(A) Imagenes de microscopia DIC de las cepas CBK1/cbk1A (JC1780), cbk1-T548A/cbkiA (JC1905) y
cbk1-T548D/cbk1A (JC2035) tomadas durante el crecimiento en YPD a 30°C y los 45 y 120 minutos
de induccidn hifal. Barra de escala, 10um. (B) Grafica correspondiente a la longitud de las hifas de
los mutantes descritos previamente.

En S. cerevisiae, |a fosforilacion del factor de transcripcién Ace2 por la NDR quinasa
Cbk1 es necesaria para que dicho factor se acumule en el ndcleo de la célula hija y
active la transcripcion de genes de hidrolasas como SCW11 y/o CTS1, responsables de
la separacion celular (Bidlingmaier et al., 2001). Con el fin de determinar si la mutacién
cbk1-T548D dio lugar a un incremento inapropiado de la actividad transcripcional de
Ace? en las hifas, se determind los niveles de mRNA del gen SCW11 a partir de los RNA

totales extraidos de cultivos en condiciones de crecimiento levaduriforme y miceliar.
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Como controles en estos experimentos se utilizaron la cepa silvestre y el mutante
cbk1-T548A. Este analisis puso de manifiesto que mientras los niveles de mRNA de
SCW11 eran similares en los cultivos levaduriformes del mutante cbk1-T548D y el
control silvestre, las hifas del mutante fosfomimético duplicaban los niveles presentes
en hifas silvestres (Figura 34B). En su conjunto, estos resultados sugieren que durante
el crecimiento hifal la T548 de Cbk1 deberia estar desfosforilada tras finalizar la mitosis
para no activar la separacién celular, de lo contrario produciria una activacién

inapropiada de Ace2 que produciria la de la hifa.
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Figura 34. Las células del mutante fosfomimético en la T548 se separan durante la induccién
hifal. (A) Iméagenes de microscopia de contraste interferencial (DIC) de las cepas indicadas,
tomadas tras 4 horas de induccién hifal. La flecha marca el punto de separacion de la hifa. Barra de
escala, 10um. (B) Graficas en tanto por ciento de separacion celular de las cepas descritas, medidas
a las 2 y 4 horas de induccién hifal. (C) Gréaficas de expresidn normalizada del gen SWC11 en
levaduras e hifas después de dos horas en condiciones de miceliacion, medida por RT-PCR
cuantitativa en las mismas cepas. Los valores se normalizaron con el gen de actina. Los asteriscos
indican nivel de significacidon en T-test. (***: P-value < 0,0001; *: P-value<0,001).

1.6.1. Importancia de la T548 durante crecimiento levaduriforme.

En levaduras existen dos tipos de crecimiento: polarizado e isodiamétrico. El
primero se caracteriza por focalizar la secrecién en un punto concreto del cértex
celular, mientras que el segundo distribuye los productos de secrecién en una

superficie mayor. El balance entre estos dos tipos de crecimiento determina la
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morfologia celular. Asi, células en las que domine el crecimiento polarizado daran lugar
a estructuras de aspecto tubular mientras que aquellas en las que prevalezca el

crecimiento isodiamétrico dardn lugar a células de aspecto redondeado.

Las células levaduriformes son de aspecto elipsoidal ya que crecen de forma
polarizada durante una pequefia ventana del ciclo celular al inicio de la gemacidn (G1)
y luego activan el crecimiento isodiamétrico en la transicion G2/M. Aquellos mutantes
que tengan defectos en la activacion del crecimiento polarizado se manifiestan como

células redondeadas en lugar de elipsoidales.

Como ya se comentd en la introduccion, la actividad de Cbkl es necesaria para
activar el crecimiento polarizado en levaduras (Maerz and Seiler, 2010), por lo que las
células deficientes en la actividad Cbkl son redondas. Con el fin de determinar la
importancia de la T548 durante el crecimiento levaduriforme, cuantificamos el grado
de redondez de las células de los mutantes cbk1-T548A y cbk1-T548D y lo comparamos
con el control silvestre CBK1 y los mutantes cbk1-6A, cbk1AAy cbk1-KD (Kinase-Dead.
Alelo de CBK1 que genera una proteina cataliticamente inactiva que se ha generado
sustituyendo un aspartico del sitio catalitico de Cbk1 por prolina, D548P; JC1791). Para

ello, se midié la longitud del eje mayor (A) y menor (B) de 100 células en crecimiento

A CBK1 cbk1-T548A cbk1-T548D B

2.0

cbk14A4 cbk1-KD cbk1-6A &

Figura 35. Estudio de los fenotipos fosfodeficientes y fosfomimeticos en la Treonina 549 durante el
crecimiento levaduriforme. (A). Imagenes al microscopio de contraste interferencial (DIC) durante el
crecimiento levaduriforme de las cepas silvestre, (JC1780), fosfodeficiente (JC1905) y fosfomimética
(JC2035) en la Treonina 549, cbk1AA4, (JC1049) , cataliticamente inactiva (JC1791) y fosfodeficiente en
todos los sitios consenso de fosforilacion por CDKs (cbk1-6A, JC1826). Barra de escala, 5um (B).
Medida del ratio A/B de levadura de los mutantes descritos previamente.
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A/B de cada una de las cepas para

Chk1 o . --.

obtener un valor indicativo de su
redondez. Si las células son elipsoidales
la ratio A/B tiene que ser >1 y si son

redondas la ratio igual a 1. Como puede  Figura 36. Estabilidad de las mutaciones de
Cbk1. Western Blot de los extractos de proteina
de las cepas indicadas en fase de crecimiento

el mutante cbk1-T548D mostrd una exponencial en medio YPD a 30°C revelado con
anticuerpos anti-myc.

observarse en la figura 35, mientras que

ratio A/B de 1.3, similar a la cepa

silvestre, el mutante cbk1-T548A y cbk1-6A tenian una ratio A/B muy préxima a 1,
caracteristica de los controles sin actividad quinasa (cbk1Ay cbk1-KD). Estos fenotipos
no eran consecuencia de una disminucidon en los niveles de las proteinas mutadas ya

que la concentracion de Cbk1 era similar en todas las cepas ensayadas (Figura 36).

En resumen, estas ratios demuestran que mientras que la mutacion T548D no
afecta el crecimiento polarizado en levaduras, la mutacion T548A genera una quinasa
cuya actividad no es suficiente para activar el crecimiento polarizado de la yema. Sin
embargo, dado que los mutantes fosfodeficientes no presentaron los grumos
caracteristicos de las células deficientes en actividad Cbk1 (cbk1A4A4 o cbk1-KD), estos
resultados sugieren que dichos mutantes fosfodeficientes son hipomorfos y mantienen

cierta actividad quinasa durante el crecimiento levaduriforme.

1.6.2. La localizacion de Cbk1 no se encuentra afectada en los mutantes

Como se ha comentado en la introduccidon, Cbkl se localiza en el cértex de las
yemas en crecimiento y en el cuello entre la madre y la hija de las células
levaduriformes de C. albicans (Lee et al.,, 2015). Por tanto, los defectos en el
crecimiento polarizado observados en los mutantes fosfodeficientes de Cbk1l podrian
deberse a que dichas proteinas fueran incapaces de localizarse en el cortex de la célula

al inicio de la gemacion.
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Con el fin de analizar esta posibilidad, se estudio la localizacién de Cbkl mediante
la fusién de la proteina fluorescente GFP al extremo carboxi-terminal de los alelos
descritos previamente. Las cepas CBK1-GFP (JC1900), cbk1-6A-GFP (1C1902), cbk1-KD-
GFP (JC1939), cbk1-T548A-GFP (JC2049), cbk1-T548D-GFP (JC2051) se crecieron en YPD
a 30°C y en YPD+10% suero a 37°C para su observacidon al microscopio de

fluorescencia.

YPD 30°C

CBK1 cbk1-6A cbk1-KD cbk1-T548A cbk1-T548D

GFP

YPD + 10% SB 37°C
CBK1 cbk1-T548A cbk1-1548D

DIC

GFP

Figura 37. Localizacion de Cbk1-GFP. Imagenes de microscopia de contraste interferencial (DIC)
y fluorescencia (Cbk1-GFP) de las cepas indicadas. (A) Durante el crecimiento en forma de
levadura. (B) Después de dos horas creciendo en condiciones de induccidén hifal.

Como puede observarse en la figura 37, la distribucién de Cbkl en todas las cepas
mutantes fue similar a la cepa control ya que se detectd tanto en el cortex del
nacimiento de una nueva yema (flechas en la figura) como en el plano de division de
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células con yema grande. Ademas, los mutantes cbk1-T548A y cbk1-T548D mostraron

también una localizacion silvestre en condiciones de miceliacion.

En su conjunto, estos resultados sugieren que los sitios Cdks de Cbkl son
importantes para la regulacién de la funcién bioldgica de la NDR quinasa pero no

afecta ni a los niveles ni a la localizacién de la proteina.

1.7. Importancia de la proteina de unién a mRNA Ssd1 en la regulacion de Cbk1.

1.7.1. Funcién dual de Cbk1 durante la respuesta a suero.

En S. cerevisiae, la eliminacidon del gen SSD1 suprime la mayoria de los fenotipos
del mutante cbk1AA (Kurischko et al., 2005). Por este motivo, se analizo si la funcién
de Cbkl durante el desarrollo hifal dependia de SSD1. Para ello, se introdujeron los
alelos cbk1-KD y cbk1-6A en un fondo ssd1A4 cbk1A /CBK1 (JC1577) y se compard su
respuesta a suero respecto a un fondo silvestre SSD1. Como puede observarse en las
imagenes de la figura 38A, la pérdida del gen SSD1 restaurd la capacidad del mutante
cbk1-KD de polarizar el crecimiento en respuesta a suero, aunque las hifas generadas
no eran similares a los controles ya que eran un 30% mas cortas y la célula apical de la
hifa se ensanchaba una vez sintetizado el primer septo (flechas en la figura). Sin
embargo, la morfologia del tubo germinativo del doble mutante, que comprende
desde el cuerpo basal levaduriforme hasta el primer septo, era igual que el control
silvestre. Por tanto, estos resultados indican que Cbkl posee una doble funcién en el
desarrollo hifal ya que es necesaria para la formacién del tubo germinativo, proceso
que depende de la inactivacion de Ssd1, y para garantizar un crecimiento polarizado de
la célula apical una vez formado el primer septo durante el mantenimiento del

crecimiento hifal, proceso independiente de la funcién de Ssd1.

El anadlisis del doble mutante cbk1-6A/cbk1A ssd1AA (JC1824) puso de manifiesto
que se comportd de forma similar al doble cbk1-KD/cbk1A ssd1A (Figura 38), tanto en
la morfologia como en la longitud de las hifas. Dado que la proteina Cbk1-KD carece de

actividad catalitica, esta observacidn sugiere que la proteina Cbk1l-6A no tiene
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suficiente actividad quinasa para

mantenimiento del crecimiento hifal.
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Figura 38. Las mutaciones KD y 6A de Cbk1 generan el mismo fenotipo en un fondo ssdiA.
(A) Imagenes de microscopia interferencial (DIC) de las cepas indicadas durante el
crecimiento levaduriforme a 30°C y tras dos horas de induccién hifal. Barra de escala, S5um.
(B) Grafica que representa la media de la longitud en micrémetros de las hifas de los

el

En resumen, estos experimentos de interacciones génicas sugieren que la funciéon

principal de Cbk1 al inicio de la transicidn levadura-micelio consiste en inactivar a Ssd1,

mientras que la actividad de Cbkl dependiente de los sitios Cdk se requiere

posteriormente para mantener la secrecion polarizada en el dpice de la hifa durante el

mantenimiento del crecimiento hifal.
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1.7.2. La defosforilaciéon de Cbkl depende de Ssd1

Posteriormente, con el fin de profundizar en los mecanismos de regulacion de
Cbk1, se intentd determinar los elementos implicados en su desfosforilacién durante la

transicion levadura-micelio.

En una primera aproximacidn, nos preguntamos si la propia NDR quinasa era
responsable de la activacion de su propia desfosforilacion. Para ello, analizamos la
movilidad electroforética de Cbkl en extractos de la cepa 3xmyc-cbk1-KD/cbk1A
(J€C1791) a 0, 30 min y 60 min en condiciones de miceliacion y la comparamos con el
control silvestre 3xmyc-CBK1/cbkiA (JC1780). Como puede observarse en la parte
izquierda de la figura 39, la desforilacién de Cbk1 al inicio de la respuesta dependia de
su propia actividad quinasa ya que en los extractos del mutante cbk1-KD, la proteina

no mostro la forma de mayor movilidad electroforética a los 30 min.

Ya que nuestros resultados sugerian que la funcidon de Cbkl durante la formacién
del tubo germinativo dependia de la inactivacion de Ssd1 (figura 38), nos preguntamos
si la desfosforilacion de Cbk1 se realizaba a través de Ssd1. Para ello, se construyeron
las cepas 3xmyc-CBK1/cbklA ssd1AA (JC1794) y 3xmyc-cbk1-KD/cbklA ssd1AA
(JC1795) y se analizaron los extractos de células en condiciones de miceliacién (Figura
39). Estos analisis pusieron de manifiesto que, a diferencia de lo que ocurria en un
fondo silvestre SSD1, Cbkl podia desfosforilarse en un mutante ssd14 que expresaba
el alelo cbk1-KD. Por tanto, dado que Ssd1 es sustrato de Cbk1 (Kurischko et al., 2005;
Lee et al., 2015), estos resultados indican que Cbk1 activa su propia desfosforilacion a

través de la inactivacion de Ssd1.

SSD1 ssd1A
CBK1 cbk1-KD CBK1 cbk1-KD

0 30 60 O 30 60 0 30 60 0 30 60 min
S
“Freap~as | -

S PSTAIRE

- — .
- — e AR BRI T LS

Figura 39. La fosforilacion de Cbk1l depende de Ssdl. Extractos proteicos de las cepas CBK1
(JC1780), cbk1-KD (JC1791), ssd1A (JC1794) y ssd1A cbk1-KD (JC1795) crecidas en YPD+10% de
suero a 37°C, analizados por Western Blot usando anticuerpos anti-myc. Muestras recogidas en
fase estacionaria, a los 30 y 60 minutos del inicio de la inducciéon de la miceliacion. El
anticuerpo anti-PSTAIRE se utiliz6 como control de carga.
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1.7.3. Las fosfatasas Ptp3 y Rts3 no son necesarias en la regulacion de Cbk1.

Dado que Ssd1 es una proteina que se une a mRNAs especificos regulando su
estabilidad y traduccién (Hogan et al., 2008), la desfosforilacién de Cbkl dependiente
de la inactivacion de Ssd1 podria ser consecuencia de la traduccion de alguna fosfatasa

cuyo mRNA se encontrara regulado por esta ribonucleoproteina .

Con el fin de explorar esta hipdtesis, identificamos potenciales dianas cuyos
mRNAs podrian estar regulados por Ssd1l mediante un analisis bioinformatico de
aquellos genes cuyos inicios de la transcripcién habian sido mapeados (Bruno et al.,
2010) y presentaban sitios de unién de Ssd1 (MDHCATTCHWW,(Hogan et al., 2008) en
la regidon 5’ no traducida de los mRNAs (5-UTR). Entre los 300 genes identificados,
encontramos 8 que codificaban para fosfatasas, de los que dos (PTP3, una tirosin-
fosfatasa, y RTS3, un componente del complejo la fosfatasa PP2A) se inducian en
respuesta a suero o formacién de biofilms. Por tanto, dado que la desfosforilacion de
Cbk1 era dependiente de Ssd1 y que estas dos fosfatasas se inducian en respuesta a
suero y eran potenciales dianas de Ssd1, decidimos estudiar si estaban implicadas en la

regulacién de la NDR quinasa al inicio de la respuesta.

Para estudiar esta posibilidad, se construyeron los mutantes rts3A4 y ptp3A a los
gue posteriormente se les introdujo el alelo 3xmyc-Cbk1. En contra de lo esperado,
ninguna de las dos cepas presenté defectos fenotipicos en la respuesta a suero
(resultado no mostrado) ni mostré un patrén de bandas de myc-Cbkl diferente al
control silvestre (Figura 40). Por tanto, estos resultados muestran que las fosfatasas

Ptp3 y Rts3 no son esenciales en la fosforegulacion de Cbk1.

WT ptp3A rts3A
min 0 30 60 0 30 60 0 30 60
3xmyc-Cbk1 { “ - ‘ -| P——

Figura 40. Las tirosin fosfatasasPtp3 y Rts3 no participan en la fosforegulacion de Cbkl. Western
Blot de los extractos de proteinas de las cepas silvestre (JC1780), rts34 (JC2239) y ptp3A (JC2238)
crecidas en YPD+10% de suero a 37°C, revelados usando anticuerpos anti-myc. Muestras
recogidas en fase estacionaria, a los 30 y 60 monutos del inicio de la induccidn de la miceliacion.
La tincién de Coomasie se utilizé6 como control de carga
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1.8. La actividad fosfatasa de Cdc14 es necesaria en la regulacién de Cbk1 al inicio

del crecimiento hifal.

Tras el fracaso de la busqueda entre las fosfatasas que podrian estar reguladas por
Ssd1, pensamos que si la desfosforilacion de Cbkl fuera una condicidon previa para
poder generar las fosfo-isoformas especificas de miceliacion de Cbkl, entonces las
células deficientes en la fosfatasa de interés deberian generar defectos en miceliacién

similares al cbk1-6A.

La fosfatasa Cdc14 se encontraria dentro de este marco tedrico ya que el mutante
cdc14AA presentaba defectos en el crecimiento hifal similares al mutante cbk1-6A
(Clemente-Blanco et al., 2006) Ademas, las proteinas Cdc14 y Cbk1 interaccionan in
vivo (Figura 21) (Tésis Pilar Gutiérrez), lo que podria sugerir una interaccién de la
fosfatasa con su sustrato. Por tanto, analizamos el patrén electroforético de 3xmyc-
Cbk1 en células deficientes en actividad Cdc14 (cdc14-CS, cataliticamente inactiva por
la sustitucion de la cisteina 275 por serina) en condiciones de miceliacién. Este
experimento puso de manifiesto que Cbkl se encuentra mayoritariamente
desfosforilado a los 30 min en el control silvestre CDC14 mientras que en las células sin
actividad catalitica de Cdc14 (cdc14-CS) Cbkl se manifiesta como una proteina de
mayor peso molecular (Figura 41). En resumen, estos resultados indican que la
fosfatasa Cdcl4, directa o indirectamente, es necesaria para la desfosforilacion de

Cbk1 al inicio de la respuesta hifal.

CDC14 cdcl14-CS
0 30 60 120 0 30 60 120 min
aER  mre
’ Cbk1

Figura 41. La defosforilacion de Cbk1 al inicio de la respuesta a suero depende de Cdci4.
Extractos proteicos de las cepas silvestre (JC1780), cdc14-CS (1918), crecidas en YPD+10% de
suero a 37°C, analizados por Western Blot usando anticuerpos anti-myc. Muestras recogidas en
fase estacionaria, a los 30°, 1h y 2h del inicio de la induccién de la miceliacion. Como control de
carga se utilizé la tincidn con rojo Ponceau.
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1.9. La fosfatasa Cdc14: posible diana de PKA en el inicio del crecimiento hifal.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la desfosforilacion de Cbk1
depende de la PKA Tpk2 (Figura 28) y de la fosfatasa Cdc14 (Figura 41). Teniendo en
cuenta que la PKA es una S/T quinasa basofilica que tiende a fosforilar residuos de
serina o treonina precedidos por un aminoacido basico en posicion -2 y -3 (K/R-K/R-
X/S*/T*) y que Cdc14 posee 9 sitios potenciales de fosforilacion por PKA en su extremo
carboxi-terminal (Figura 42A), nos planteamos la hipdtesis de que PKA fosforilara a
Cdc14 en los primeros minutos de la respuesta a suero para activar la desfosforilaciéon

de Cbk1.

Cuando analizamos la fosforilacion de Cdc14 a tiempos cortos en respuesta a suero
observamos que sufria una hiperfosforilacion a los 10 minutos en presencia de medio

inductor y volvia a su estado de fosforilacidn inicial a los 20 minutos (Figura 42B).

A (K/R)(K/R)X(S*/T*)  Anti-PKA substrate
| O T
Cdc14 [ T| :
PPTASE NLS ok
B CDC14-HA
0 100 20 _ HAIP
0 10°

- Anti-PKA
- " substrate

g CDC14-HA

Anti-HA

Figura 42. Cdc14 es diana de la PKA Tpk2. (A) Representacidén esquematica de la proteina Cdc14
donde se indican las posibles Treoninas y Serinas susceptibles de ser fosforilables. La flecha
indica la localizacion de la secuencia consenso de fosforilacién por PKA. (B) Gel de acrilamida
Phos-Tag de extractos de proteinas obtenidos a tiempo 0, 10’y 20°de la cepa que contiene el
alelo silvestre de Cdc14 etiquetado con el epitopo HA de sintesis génica (JC1421). (C) SDS-PAGE
de extractos de proteinas de la cepa Cdc14-HA obtenidos a tiempo 0’y 10°, inmunoprecipitados
con bolas magnéticas anti-HA y revelados con el anticuerpo fosfoespecifico anti-PKA. Como
control de carga se utilizd el mismo gel revelado con anti-HA.
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Para identificar si la hiperfosforilacion observada era debida a esta quinasa se
inmunoprecipitaron extractos proteicos a tiempo 0 y 10 minutos de la cepa Cdc14-HA
siguiendo el protocolo de Milteny® descrito en el apartado 8.2 de materiales y
métodos. Estos extractos se analizaron mediante SDS-PAGE vy se revelaron inicialmente
con anticuerpo anti-PKA substrate (Cell signaling). Que une especificamente a
secuencias consenso fosforiladas por PKA (K/R)(K/R)X(S*/T*). Como puede observarse
en la figura 42C, aparecié una banda en la calle correspondiente a la muestra tomada a
los 10 minutos desde el inicio de la respuesta, mucho mas intensa que la que aparece a
tiempo 0’, indicando que esta fosforilacion inicial a los 10 minutos de induccién hifal,

se debe a la PKA.

2. Estudio de la funcion de Cbk1

2.1. Construccion de un mutante cbk1-as.

Con el fin de profundizar en la funcién de Cbkl durante el mantenimiento del
crecimiento hifal, se construyé un mutante condicional cbk1 sensible al andlogo 1INM-

PP1 (Blethrow et al., 2004; Gregan et al., 2007).

En una primera aproximacion, se sustituyo la metionina 412 del bolsillo de unién a
ATP por prolina (M412P) en una cepa CBK1/cbklA para dar lugar a la cepa cbkl-
M412P/cbk1A. Sin embargo, este cambio dio lugar a una quinasa inactiva ya que las
células mostraron el fenotipo del mutante cbk1A4A4 en ausencia de analogo por lo que

fue desechada (datos no mostrados).

En un segundo intento, se volvié a modificar el bolsillo sustituyendo la metionina
por alanina (M412A). Dado que esta nueva cepa cbk1-M412A/cbk1A(JC2247) se
comportd como una cepa silvestre en ausencia del analogo, se procedid a estudiar su

comportamiento en presencia de diferentes concentraciones de 1INM-PP1.

Como ya se ha comentado, las células carentes de actividad Cbk1 son incapaces de

polarizar el crecimiento en respuesta a suero y de separarse durante el crecimiento
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levaduriforme. Por tanto, se determiné si la adicion de 1INM-PP1 a células cbk1-M412A

era capaz de fenocopiar a la cepa cbk1A4A.

En primer lugar, con el fin de

. .z . 201
determinar la concentracién apropiada
del andlogo, se estudié su capacidad de
responder a suero en presenciade 5, 10y

25 puM de 1INM-PP1. Transcurridas dos

Longitud um

horas, las células se fijaron y se determiné

la longitud de los tubos germinativos.

Como controles del experimento se utilizd

la misma cepa cbk1-M412A en presencia

de 2% DMSO, solvente en el que se

disuelve el analogo, y la cepa cbkl-KD
(kinase-dead) (JC1791) como control de
células carentes de actividad quinasa
Cbk1. Como puede observarse en la figura
43, la longitud del tubo germinativo de la

cepa cbk1-M412A disminuyé a medida

Figura 43. Medida de la longitud de los tubos
germinativos con diferentes concentraciones
de INM-PP1. La grafica representa el tamafio
en um de la longitud de las hifas de las cepas
cbk1-KD (JC1791) y cbkl-as (JC2247) tras 2
horas de induccidn hifal en las condiciones
indicadas. cbk1-KD corresponde al mutante
cataliticamente inactivo de la quinasa
mientras que cbkl-as es el mutante sensible

. al analogo del ATP INM-PP1.
la concentracién de

gue aumentaba
analogo, indicando que la mutacion M412A dio lugar a una quinasa cuya actividad era
sensible a la concentracidn del analogo por lo que se le denominé cbk1-as (analogue-
sensitive). Ademds, se considerd la concentraciéon de 25uM como la éptima para
inhibir totalmente a la quinasa ya que las células con esta concentracién se

comportaron como la cepa cbk1-KD.

Tras determinar la cantidad de andlogo necesaria para inhibir a Cbkl en los
experimentos de miceliacién, analizamos si el andlogo también era capaz de inhibir la
separacion celular durante el crecimiento levaduriforme. Para ello, células en
crecimiento exponencial de la cepa cbk1-M412A se incubaron en presencia de 2%
DMSO o 25uM de 1INM-PP1 durante 5 horas en YPD a 30°C. Transcurrido ese tiempo,
se cuantificd el porcentaje de células con grumos generados por la inhibicidn de la

separacion celular. Como puede verse en la figura 44, la adicion del analogo dio lugar a
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un bloqueo de la separacidon celular. Mientras que la gran mayoria de las células
control (DMSO) se encontraban en grupos de 1 a 3 células, la adicion de INM-PP1 dio

lugar a un 90 % de las células en agrupaciones de 4 a 8 o mayores.

En conclusidn, estos resultados pusieron de manifiesto que la mutacion M412A dio
lugar a un alelo de CBK1 sensible al andlogo de ATP 1INM-PP1. Ademads, todos estos
resultados demuestran que la actividad quinasa de Cbkl es necesaria para la

separacion celular y el crecimiento polarizado que da lugar al tubo germinativo.
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Figura 44 Inhibicion de Cbkl en levaduras. (A) Imagenes de microscopia de contraste
interferencial (DIC) de la cepa cbkI-as durante la fase de crecimiento exponencial en YPD a 30°C
tras 5 horas de la adicion de 25uM de 1INM-PP1 o DMSO. Barra d escala, 5um (B) Representacion
gréfica de la aparicién de agrupaciones celulares en cbk1-as en las condiciones descritas.

2.2. Estudio del mutante cbk1-as durante el crecimiento hifal.

Los resultados presentados en el apartado 1.7.1 sugerian que Cbkl realizaba una
funcién durante el mantenimiento del crecimiento hifal que era independiente de
Ssd1. Sin embargo, se desconocen los mecanismos moleculares que regula durante

esta etapa. El hecho de que hayamos conseguido construir un alelo condicional de
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CBK1 nos permitia iniciar el estudio de dichos mecanismos con mas detalle al poder

inactivar la quinasa en diferentes momentos del crecimiento hifal.

En una primera aproximacién, se estudid el efecto de anadir INM-PP1 a células
cbk1-as que ya estaban creciendo como hifas. Para ello, un cultivo de la cepa cbk1-as
se incubd durante 2 horas en un medio inductor del crecimiento hifal (YPD
suplementado con 10% de suero a 37°C). Posteriormente, el cultivo se dividié en dos
alicuotas, una suplementada con 2% de DMSO vy la otra con 25 uM de 1INM-PP1 y se
tomaron muestras para su andlisis morfoldgico tras 2, 3, 4 y 7h en presencia del
andlogo. Para una mejor visualizacion del septo, las células se tifieron con CW

(Calcofluor White).

10 um

Figura 45. Inhibicion de Cbkl durante el crecimiento hifal. Las imagenes muestran la tincion con
calcoflior de la cepa cbkl-as tomadas con el microscopio de fluorescencia tras 2, 3 y 4 horas de
tratamiento. Barra de escala, 10um. 1: tubo germinativo. 2: célula apica. La columna de la izquierda,
células en DMSO. La columna de la derecha: células con 25 uM de 1INM-PP1.
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Como puede observase en la figura 45, la inhibicidn de la actividad de Cbk1 tuvo
dos efectos importantes en el desarrollo hifal. En primer lugar, se observo una pérdida
de la polaridad en la célula apical (marcada como 2) que dio lugar a un
ensanchamiento del dpice de la hifa. Sin embargo, esta despolarizacién del dpice no se
produjo cuando la célula todavia no habia puesto el primer septo ya que los tubos
germinativos (marcado como 1) eran similares a los de las células control (el tubo
formado entre la base de la levadura y el primer septo dentro de la hifa). Esta
observacion sugiere que la actividad de Cbkl durante el mantenimiento del
crecimiento hifal se requiere una vez se ha formado el primer septo. Estos resultados
también indican que Cbk1 es necesario para el crecimiento celular ya que las hifas en
presencia del andlogo eran mucho mas cortas, lo que sugiere que la actividad de Cbk1
podria ser necesaria para la fusién de las vesiculas secretoras, portadoras de nuevos

materiales, al dpice de la hifa.

La observacion de las células incubadas a tiempos mads largos (7h) puso de
manifiesto que la pérdida de la actividad Cbkl dio lugar a una activacién de la
gemacion lateral a partir del filamento inicial (Figura 46). Las hifas de C. albicans son
estructuras tubulares multicelulares en las que las células subapicales se encuentran
bloqueadas en la fase G1 del ciclo celular (Sudbery, 2011). Como consecuencia de este

bloqueo no se activa la gemacidn lateral. Sin embargo, la inhibicion de la actividad de

2h SB + 7h 25uM 1NM-PP1

Figura 46. La inhibicion de la actividad de
Cbk1 durante el crecimiento hifal da lugar a la
activacion de la gemacion lateral. Morfologia
de las células cbkl-as (JC2247) tras 7h
creciendo en condiciones de miceliacién en
presencia de 25 puM 1NM-PP1 tefidas con
calcofluor. Barra de escala 10um.
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Cbk1 durante 7 h en hifas dio lugar a un incremento de la gemacién lateral. La tincién
con DAPI de estas células puso de manifiesto que las yemas lateras contenian un
nucleo (no mostrado), lo que sugeriria que ha habido una reactivacion del ciclo en las
células subapicales. En resumen, estos resultados indican que Cbk1 es necesario tanto
para garantizar la morfologia de la hifa como de mantener bloqueado la progresion del

ciclo celular en las células subapicales.

2.2.1. Implicacién de Cbk1 en la regulacion de Spa2

El polarisoma es un complejo multiproteico que desempefia un papel importante
en el crecimiento polarizado ya que permite el ensamblaje de los cables de actina en el
sitio de crecimiento (Evangelista et al., 1997; Fujiwara et al., 1998). La proteina Spa2
forma parte del polarisoma y actla como una plataforma donde interaccionan otras
proteinas necesarias para mantener la secrecién de nuevos materiales a un punto

concreto de la superficie celular ((Sheu et al., 2000; Zheng et al., 2003).

En levaduras, la localizacién de Spa2 varia a lo largo del ciclo celular. Durante el
inicio de la gemacidn (G1/S), Spa2 se concentra en una pequefia superficie de la yema.
Posteriormente, cuando se activa el crecimiento isodiamétrico (G2), Spa2 se extiende
por toda la superficie de esta. Finalmente, durante la citocinesis, la proteina Spa2 se
transloca al plano de division para concentrar la maquinaria de secrecidon en la
formacién del septo que separe a la célula madre de la célula hija. Sin embargo,
durante el crecimiento hifal, la regulacién espacial de Spa2 es diferente ya que su
localizacion en el dpice de la hifa se mantiene de forma independiente del ciclo celular

(Wang et al., 2016).

Dado que la inhibicién de la actividad de Cbk1 daba lugar a la despolarizacion del
crecimiento en la célula apical de la hifa (Figura 45, célula 2), procedimos a analizar si
la funcidon de Cbkl era importante para regular el polarisoma en el apice de la hifa.
Para responder a esta pregunta se construyé la cepa cbk1-as/cbk1A SPA2-GFP (JC2284)
en la que la proteina Spa2 fusionada a la GFP se utiliz6 como marcador del polarisoma.
Posteriormente, dicha cepa se incubé en condiciones de miceliacion durante 2h.

Transcurrido ese tiempo, el cultivo se separd en dos alicuotas a las que se afiadieron
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2% DMSO y 25 uM de 1NM-PP1 respectivamente, se incubaron otras 2h en
condiciones de miceliacion y se observaron en el microscopio de fluorescencia.
Mientras que Spa2 se observdé como un punto brillante centrado en el dpice la hifa en
la muestra control, la adiciéon del andlogo dio lugar a una distribucién anormal de la
proteina ya que se localizaba esparcida por todo el cortex de la célula despolarizada
(Figura 47). Por tanto, este resultado sugeriria que la actividad de Cbk1l es necesaria

para mantener el polarisoma focalizado en el apice de la hifa.

cbk1-as SPA2-GFP 2h YPD + SB 37°C
DIC GFP MEZCLA

+ 2h YPD + SB 37°C
DMSO

25uM 1INM-PP1

Figura 47. Distribucion de Spa2 en la punta de la hifa. Imagenes de microscopia de contraste
interferencial (DIC) y fluorescencia (SPA2-GFP). Mezcla: rojo: DIC, verde: GFP. Las imagenes de
fluorescencia son la proyeccién maxima de 7 planos adquiridos cada 0,5um. Barra de escala, 10um Tras
2 horas de tratamiento con 1INM-PP1, Spa2 se encuentra desfocalizada en la punta de la hifa.

Sin embargo, este tipo de experimento no nos permite establecer una relacién
causal directa entre la inhibicién de la actividad quinasa y la deslocalizacién de Spa2 ya
que no podemos saber si la distribucion anormal de Spa2 es la causa o consecuencia

de la pérdida de la polaridad producida por la inhibiciéon de Cbk1.
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Para profundizar mas en la relacion entre Cbkl y Spa2 se realizaron experimentos
de microscopia time-lapse. Esta técnica consiste en obtener fotos a lo largo del tiempo
de una misma célula, lo que permite estudiar como varia su morfologia y la
distribucién subcelular de proteinas que hayan sido marcadas con GFP. En nuestro
caso, se realizd un seguimiento de la localizacion subcelular de Spa2 en una hifa de
cbk1-as a la que se le afadié 25uM del anadlogo del ATP. Posteriormente, se tomaron
fotografias cada 5 minutos en el microscopio de fluorescencia, siendo el tiempo 0O el

momento en el que se anadié INM-PP1.

Como puede observarse en la figura 48, la proteina Spa2-GFP fue perdiendo
intensidad en la punta de la hifa y dispersandose por los laterales a lo largo del tiempo
hasta casi su completa desaparicién (t 55 min) para translocarse a la regién del plano
de division 10 min después. Tras permanecer en dicha regiéon unos 5-10 min, volvié a
desaparecer una vez formado el septo para volver a localizarse en el apice en el
momento donde la punta empieza a ensancharse para dar lugar a una yema. En hifas

silvestres, Spa2 se localiza siempre en el dpice de forma independiente del ciclo celular

cbk1-as SPA2-GFP 2h 37°C + Time-Lapse 25uM 1NM-PP1

30:00 I 45:00 55 00 .I

110:00 115:00 120:00

Figura 48. Localizacién de Spa2 en la punta de la hifa durante la inhibicidon de Cbk1. Time-Lapse de
distribucion de Spa2 en la punta de la hifa durante la inhibiciéon de cbkl-as. Las fotografias se
tomaron cada 5 minutos durante dos horas de tratamiento con 1INM-PP1.Mezcla de imagenes DIC
(rojo) y Spa2-GFP (verde). Las imagenes de fluorescencia son la proyeccion maxima de 5 planos

adquiridos cada 0,5um.
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(Wang et al., 2016).

El hecho de que Spa2 volviera a concentrarse en la punta de la hifa tras finalizar la
citoquinesis indica que la actividad de Cbk1l no es necesaria para la recolocaciéon del
polarisoma sino para retenerlo en el apice de la hifa de forma independiente del ciclo

celular.

También observamos un comportamiento anormal de Spa2 en los compartimentos
subapicales ya que, tras finalizar la citoquinesis en la célula apical (80 min), el
polarisoma se ensambld en el lateral de la célula subapical lo que dio lugar a la
activacion de la gemacién (intervalo 85-120 min). Aunque en estos experimentos de
time-lapse no se pudo visualizar el nucleo, experimentos con cultivos liquidos tefidos
con DAPI pusieron de manifiesto que estas yemas laterales contenian DNA (no
mostrados), lo que indicaba que el ciclo celular se habia reactivado en la célula

subapical.

El hecho de que la mitosis de la célula apical genere una célula que continua
creciendo y dividiéndose y otra que bloquea su crecimiento y progresion del ciclo
celular significa que es una mitosis asimétrica que genera dos células con programas
diferentes. Nuestros resultados sugieren que la actividad de Cbkl es necesaria para
generar dicha asimetria ya que la inhibicién de la NDR-quinasa dio lugar a dos células

gue activaron el mismo patrén de gemacion tras finalizar la citoquinesis.
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Relacion funcional de la fosfatasa Cdc14 y la NDR

quinasa Cbk1.



Resultados

1. Lafosfatasa Cdc14 es una fosfoproteina.

Existen numerosas observaciones derivadas de los trabajos de nuestro grupo que
sugieren la existencia de una interaccion funcional entre la fosfatasa Cdcl4 vy la
quinasa Cbkl1. En primer lugar, los mutantes cdc144A4 y cbk1AA comparten fenotipos
similares como la formacion de grumos o defectos en la transicién levadura-micelio.
Segundo, la actividad de Cdcl4 es necesaria en la regulaciéon de Cbkl al inicio del
crecimiento hifal (Figura 41). Tercero, estudios de co-inmunoprecipitacion han puesto
de manifiesto que Cbk1 interacciona fisicamente con Cdc14 de una forma dependiente

de la subunidad reguladora Mob?2 (Figura 49, datos no publicados).

input myclP
I T
S+ 3T 8 8 « §T %
&) = 1S S = 1S
-
Cbk1-myc = ! .
P .
Cdc14-HA w - - -
CBK1MYC CBK1MYC CDC14-HA
CDC14-HA

Figura 49. La interaccion Cbk1/Cdc14 requiere a Mob2 y Kicl. Extractos de proteinas de cultivos
de levadura de las cepas, silvestre CBK1-MYC CDC14-HA (JC308), kiciA (JC1147) y mob2A (JC785)
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-Myc. Muestras separadas por SDS-PAGE, analizadas con
anticuerpos anti-HA y/o anti-PSTAIRE. La cepa expresando CDC14-HA (JC599) se utilizd como
control negativo de la inmunoprecipitacion. Tesis Pilar Gutiérrez (Resultado no publicado).

Un andlisis de la secuencia de aminoacidos de Cdc14 puso de manifiesto, como ya
se comentd anteriormente, nueve sitios potenciales de fosforilacién por S/T quinasas
basdfilas, entre las que se encuentra la NDR quinasa Cbk1. Ademas, este analisis puso
de manifiesto la existencia de dos sitios consenso completos adicionales (full-size) para
Cbk1, la T3g y Ta4s7 (Figura 50), en la que existia una histidina en posicién -5 respecto al
residuo fosfoaceptor (H-X-K/R-K/R-X-S/T, (Mazanka et al., 2008). También se
detectaron dos sitios consenso completos de fosforilacion por quinasas dependientes
de ciclinas (Cdks), S/T-P-X-R/K, uno de ellos (Tsgs) al inicio de una secuencia de

localizacion nuclear (NLS) y otro en una regiéon PEST (Ss49), Secuencia presente en
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i i cDC14
proteinas inestables o S 2
(Rogers et al., 1986);. ? 275
Por tanto, la existencia | .
Ptase NLS PEST

de estos posibles sitios
Figura 50. Secuencia de Cdcl4. Sitios de fosforilacion por Cbkl
de fosforilacion por correspondientes a los aminoacidos T30 vy T457 (verde). Sitios de
fosforilacion por Cdks en los aminodacidos T388 y 5449 (azul). La C275 se
Cbk1/Mob2 y Cdks en encuentra dentro del dominio fosfatasa (Ptase) y es esencial para la
actividad catalitica de Cdc14. Secuencias de localizacion nuclear (NLS) y
secuencia PEST.

la secuencia de Cdc14
podria sugerir que la
funcidon de esta fosfatasa pudiera estar regulada mediante fosforilacién por estas

quinasas.

Como paso previo al estudio de la regulacion de Cdcl4, se procedid a analizar el
estado de fosforilacion de Cdc14-HA mediante SDS-PAGE con Phos-tag™. Como ya se
ha comentado, la unién de las moléculas de Phos-tag™ a los grupos fosfato de las
proteinas provoca un retraso en la migracion de estas dependiendo del nimero de
fosfatos que contengan, lo que permite un aumento en la resoluciéon de las
fosfoisoformas. El estudio de los extractos de cultivos asincrénicos levaduriformes de
C. albicans pusieron de manifiesto que Cdcl4 se detectaba como una sola banda en
torno a los 70 kDa en geles convencionales SDS-PAGE. Sin embargo, la adicién de 20
1M de Phos-tag™ al gel de acrilamida permitié la separacién de Cdc14 en numerosas
bandas con pesos moleculares entre 70 y 120 kDa (Figura 51B). Por tanto, estos

resultados sugieren que Cdc14 es una proteina altamente fosforilada.

A B
KDa Figura 51. Comparacion de la proteina
Cdc14 en SDS PAGE y SDS-PAGE con Phos-
135 — Tag. (A) Extractos de células CDC14-HA se
analizaron en SDS-PAGE al 6% de acrilamida
KDa 100— y revelado con anti-HA (3F10). (B) Los

mismos extractos se analizaron en un gel
de acrilamida al 6% suplementado con 20

70 —— UM de Phos-Tag.

55 m—

SDS-PAGE SDS-PAGE
PhosTag
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2. Construccion de mutantes fosfodeficientes de CDC14.

Como primera aproximacién al estudio de la funcion de la fosforilaciéon de Cdc14,
se procedid a construir, mediante sintesis génica, alelos de CDC14 deficientes en los
sitios de fosforilacion de Cbkl y Cdk anteriormente mencionados. En paralelo, se
construyd un alelo de CDC14 cataliticamente inactivo al sustituir la cisteina 275 por
serina (C275S). Una vez obtenidos los alelos mutantes, se utilizaron para sustituir el
alelo silvestre CDC14 de la cepa heterocigética CDC14/cdc14A (JC1564), de manera
gue se la Unica fuente de expresién de CDC14 provendria del alelo mutante. Las cepas
construidas mediante esta estrategia fueron: JC1421 (sgCDC14-HA/ cdc14A), 1C1224
(cdc14-T30A-T457A-HA/cdc14A, denominada cdc14-RAM-A), 1C1427 (cdc14-T388A-
S449A-HA/ cdcl4A, denominada cdcl14-CDK-A) vy JC1428 (cdc14-C275S-HA/
cdc14A, denominada cdc14-CS).

Una vez verificadas las cepas mediante secuenciacién, se procedié a comprobar si
dichas mutaciones afectaban la estabilidad de Cdc14 en levaduras o hifas. Como puede
observarse en la figura 52, no se detectaron diferencias significativas en los niveles de

Cdc14 en ninguna de las dos condiciones de crecimiento ensayadas.

YF (4h YPD a 30°C) HF (2h YPD +10% SB a 37°C)

. I " P o
RO T S weer 6w

Cdc14-HA 1 cdc1a-HA | (I —
-- — ]

psTAIRE | [ B I B T | | =

Figura 52. La expresion de alelos mutantes de Cdc14 es estable. Comprobacidn por Western Blot de la
estabilidad de las proteinas de Cdc14 producidas por los diferentes alelos generados mediante sintesis
génica. (A) Extractos obtenidos a partir de cultivos de levadura en fase exponencial. (B) Extractos
obtenidos a partir de cultivos hifales. Revelados con anticuerpos anti-HA; como control de carga se
utilizaron anticuerpos anti-PSTAIRE. WTsg es el alelo silvestre CDC14-HA generado por sintesis génica.
RAM-A corresponde a la forma fosfodeficiente en los sitios de fosforilacién por Cbk1l mientras que CDK-A
a la de los sitios de fosforilacion por Cdks. CS corresponde al alelo cataliticamente inactivo de CDC14.
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2.1. Estudio de los fenotipos mutantes de Cdc14 en los sitios de fosforilacion por

Cbk1 y por CDKs.

En C. albicans, la proteina Cdcl4 desempefia funciones importantes durante el
crecimiento levaduriforme y miceliar (Clemente-Blanco et al., 2006). Con el fin de
caracterizar el fenotipo de los mutantes fosfodeficientes que habiamos construidos, se
compard su morfologia respecto a las cepas control silvestre (JC1421, CDC14-HA) y
mutante cataliticamente inactivo (JC1428, cdc14-CS) en medios para el crecimiento

levaduriforme (YPD, 30°C) e inductor de la miceliacién (YPD+10% suero 37°C).

>

CDC14 cdc14-CDK-A cdc14-CS cdc14-RAM-A

YPD 30°C

YPD + 10% SB 37°C

B HF 2h YPD + 10%SB 37°C
501

401

304

Longitud pm
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& SN
(;6 (;6

Figura 53. Estudio de los fenotipos de los mutantes de Cdc14. (A) Imagenes de microscopia de
fase interferencial (DIC) de las cepas transformadas con los alelos de sintesis génica, CDC14
(JC1421), cdc14-CDK-A (JC1427), cdc14-CS (JC1428), cdc14-RAM-A (JC1424), en cultivos de levadura
y tras dos horas de induccion hifal. Barra de escala, 10um. (B) Grafica de la longitud de las hifas de
las cepas descritas anteriormente.
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Este analisis puso de manifiesto que la fosforilacion de los sitios consenso de Cbk1
no eran importantes para regular la funcion de Cdc14 ya que el mutante cdc14-RAM-A
(JC1224) se comporté como el control silvestre, tanto en levaduras como en hifas. Sin
embargo, las células cdc14-CDK-A (JC1427) presentaron defectos en la separacion
celular a 30°C, similares al mutante cdc14-CS, mientras que fueron capaces de
responder a suero a 37°C como el control silvestre, aunque las hifas eran algo mas
cortas (Figura 53). Por tanto, estos resultados sugieren que la fosforilaciéon por Cdks de
la T388 y/o la S449 de Cdcl4 es importante para regular la funcion de Cdci4,

principalmente durante el crecimiento levaduriforme.

El hecho de que el mutante cdc14-CDK-A tuviera fenotipo sugeria que estos sitios
podian estar fosforilados in vivo. Por tanto, se estudié el estado de fosforilacion de las
proteinas generadas por los alelos cdc14-RAM-A y cdc14-CDK-A en geles de Phos-
tag™, a partir de extractos de cultivos de células crecidas en YPD a 30°C. Como
controles se incluyeron células silvestres y el mutante cdcl14-CS cataliticamente
inactivo. Mientras que el patrén de migracion de Cdc14 en extractos de la cepa cdc14-
RAM-A fue similar al del control silvestre, la mutaciéon cdc14-CDK-A tuvo un gran
impacto en el comportamiento electroforético de la proteina ya que se detecté una
Unica banda que migraba a la altura de las formas menos fosforiladas en el control

silvestre (Figura 54).

En resumen, estos resultados sugieren que la T388 y/o la S449 estarian fosforiladas

in vivo y que son esenciales para determinar el estado general de fosforilacion de

CDC14-HA/A Figura 54. Anadlisis en geles de
acrilamida Phos-tag de las cepas
que incluyen el alelo de sintesis
génica de CDC14. WT se refiere a la
cepa que contiene el alelo silvestre
de sintesis génica de CDC14, CDK-A
corresponde a la cepa deficiente en
los sitios de fosforilacion por CDKs,
CS es la cepa con la copia
cataliticamente inactiva de CDC14,
RAM-A presenta el alelo mutado
SDS PhosTag-PAGE de CDC14 en los sitios de
fosforilacion por Cbki.
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Cdc14.
3. La Cdk Cdc28 regula el estado de fosforilacion de Cdc14.

Por otra parte, para conocer si la quinasa responsable de la fosforilacidn de los
residuos T388 y/o la S449 era la Cdk Cdc28, se construyd la cepa cdc28-as CDC14-HA
(JC2355). Si Cdc28 fuera la quinasa implicada en la fosforilacion de estos sitios, su
inhibicion por INM-PP1 daria lugar a un patrén de fosforilaciéon de Cdc14 similar al de

la cepa cdc14-CDK-A.

Para llevar a cabo el experimento, células de un cultivo en fase exponencial de la
cepa cdc28-as CDC14-HA se dividié en dos alicuotas que se incubaron con 25uM de
1INM-PP1 o0 2% DMSO (control) en YPD a 28°C. Posteriormente, se recogieron muestras
de las células tratadas con el andlogo cada 15 minutos durante una hora. Como control
de las isoformas de Cdc14 presentes en dicha cepa al final del experimento sin que se
hubiera inhibido Cdc28, se recogieron células a los 60 minutos en presencia de 2 %
DMSO. Posteriormente, se analizé el patréon de fosforilacion de Cdc14 de las diferentes

muestras mediante Western Blot.

Mientras que Cdcl4 migré

como una banda difusa a t0 que cdc28-as
. . ) 25M NM-PP1 DMSO
sugiere la existencia de formas
min 0 15 30 45 60 60

fosforiladas, la inhibicion de

Cdc28 tras la adicion del andlogo Cdc14-HA { . -
L o T

dio lugar a una rdpida
modificaciéon de la migracion de

Cdcl14 (t15) ya que se detectd

Figura 55. Cdc14 se fosforila por Cdc28. Extractos proteicos
como una banda nitida de las cepas cdc28-as CDC14-HA (JC2355) crecidas en MM a
28°C, analizados por Western Blot usando anticuerpos anti-
HA. Muestras recogidas a tiempos 0°,15°,30°,45"y 60"tras la
menos fosforiladas del control adicion del andlogo durante el crecimiento exponencial.

Como control de la fosforilacion se utilizd la misma cepa
silvestre (Figura 55). Ademas, la crecida en presencia de DMSO a los 60 minutos. Tincién de

pérdida de actividad Cdc28 dio azul de Coomasie como control de carga.

coincidente con las formas

lugar a la desaparicion de Cdcl4 en los extractos a los 60 min en presencia de 1INM-

PP1, a diferencia de las células incubadas con DMSO durante el mismo tiempo.
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En conjunto, todos estos resultados indican que la fosforilacion de la T388 y/o la
S449 por la Cdk Cdc28 es importante para la actividad de |la fosfatasa Cdc14 durante el

crecimiento levaduriforme.

4. La desfosforilacion de Cdc14 depende de su propia actividad fosfatasa

Cuando analizamos el estado de fosforilacion de los mutantes de Cdcl4 que
habiamos construido, obtuvimos un resultado inesperado ya que la proteina Cdc14 se
encontraba altamente fosforilada en células que expresaban uUnicamente la fosfatasa
cataliticamente inactiva (Cdc14-CS) (Figura 53). La aparicion de estas formas mas
fosforiladas podria deberse a que la mutacidn introducida (CS) afectase al plegamiento
de la proteina, lo que podria alterar de forma inespecifica su estado de fosforilacién.
Otra posible explicacion seria que la propia fosfatasa Cdcl4 catalizara su propia
desfosforilacién y, por tanto, la ausencia de su actividad fosfatasa diera lugar a un

incremento de las formas fosforiladas.

Para poder distinguir entre estas dos posibilidades, aprovechamos el caracter
diploide de C. albicans. Se construyé la cepa cdc14-CS-HA/CDC14 (JC1643) que co-
expresaba tanto a la fosfatasa silvestre sin etiquetar como a la fosfatasa inactiva
marcada con HA. Posteriormente, se analizaron los extractos de dicha cepa en geles de
Phos-tag™ y se compararon con los extractos de las cepas control CDC14-HA/cdc14Ay
cdc14-CS-HA/cdc14A en los que la Unica fuente de Cdcl4 era el alelo etiquetado. En el
primer caso (mal plegamiento), la fosforilacién observada de Cdc14-CS-HA no deberia
verse afectada por la presencia de una fosfatasa Cdc14 activa, por lo que el patrén de
migracién en geles de Phos-tag™” deberfa ser idéntico en los extractos de las cepas
cdc14-CS-HA/CDC14 y cdc14-CS-HA/cdc14A. Sin embargo, si la proteina Cdc14-CS se
pliega normalmente y Cdc14 fuera sustrato de otras moléculas de Cdc14, el patrdn de
fosforilaciéon de la proteina Cdc14-CS-HA presente en los extractos de la cepa cdc14-CS-
HA/CDC14 (JC1643) deberia ser similar al control silvestre CDC14-HA/cdc14Aya que las
moléculas de Cdc14 no etiquetadas actuarian sobre las moléculas inactivas de Cdc14-

CS-HA.
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Como puede observarse en la figura 56, la co-expresién de moléculas activas e
inactivas de Cdcl4 generd un patrén electroforético de Cdc14-CS-HA similar al del
control silvestre. Por tanto, estos resultados sugieren que la desfosforilacion de Cdc14

depende de su propia actividad fosfatasa.
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Figura. 56. La desfosforilacion de Cdcl4 depende de su propia actividad fosfatasa. La figura
representa el andlisis de los extractos de las cepas indicadas en geles con Phos-tag y revelados con
anticuerpos anti-HA (3F10) Las cepas cdc144/CDC14-HA y cdc14A/cdc14-CS-HA tienen deleccionadas
una copia de CDC14, por lo que la Unica fuente de Cdc14 corresponde al alelo etiquetado. La cepa
CDC14/ cdc14-CS-HA co-expresa moléculas de Cdc14 funcionales sin etiquetar y moléculas de Cdc14
inactivas (CS) marcadas con HA.

5. Interacciones intermoleculares de Cdc14 in vivo.

El hecho que la desfosforilacién de Cdc14 dependa de su propia actividad fosfatasa
podria ser consecuencia de un proceso de auto-desfosforilacion mediante la accién
directa de la fosfatasa sobre otras moléculas de Cdc14, lo que implicaria interacciones

entre diferentes polipéptidos de Cdc14 in vivo.

Para estudiar esta idea, se construyd una cepa en la que los dos alelos de CDC14 se
encontraban marcados con diferentes etiquetas (JC1940: CDC14-GFP/CDC14-HA) para
realizar experimentos de co-inmunoprecipitacion (co-IP) a partir de cultivos

levaduriformes en crecimiento exponencial. Como control para detectar interacciones
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inespecificas se utilizd la cepa CDC14-HA (JC1669). Para ello, extractos proteicos de las
cepas Cdcl4-HA (JC1669) y Cdc14-HA/CDC14-GFP (JC1940) se incubaron con
anticuerpos  anti-GFP  (GFP-Trap). Posteriormente, se  analizaron los
inmunoprecipitados (IP) para detectar la presencia de Cdc14-HA mediante el uso de
anticuerpos anti-HA (3F10). Como puede observarse en la figura 57, estos
experimentos pusieron de manifiesto la existencia de interacciones entre diferentes
moléculas de Cdcl4 ya que se detectd Cdcl4-HA Unicamente en el IP anti-GFP de la

cepa CDC14-GFP CDC14-HA pero no en el IP de la cepa control CDC14-HA.
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Figura 57. Interacciones intermoleculares de Cdc14. Extractos proteicos de las cepas indicadas se
inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-GFP. Posteriormente, dichos IPs se analizaron mediante
Western-blot con anticuerpos anti-GFP y anti-HA. Los carriles de la izquierda representan los IPs y
los carriles de la derecha (Input) los extractos totales antes de la IP.

En su conjunto, todas estas evidencias presentadas en los apartados 4 y 5 del
capitulo 2, sugieren que Cdcl4 cataliza su propia desfosforilaciéon a través de
interacciones intermoleculares. Por tanto, el nivel de fosforilacién de Cdc14 detectado
en geles de Phos-tag podria ser utilizado como un indicador (readout) de la actividad
enzimatica de Cdc14 en la célula. En otras palabras, si en una determinada cepa Cdc14
presentara un patrén de fosforilacién similar al mutante cdc14-cs podria ser indicativo

gue en dicha cepa la actividad de Cdc14 se encontraria inhibida.
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6. La senalizacion dependiente de Cbkl es necesaria para regular el estado de

fosforilacion de la fosfatasa Cdc14.

Como ya se ha comentado al inicio de este capitulo, la fosfatasa Cdc14 interacciona
fisicamente con Cbkl en una forma dependiente de componentes de la ruta RAM
como Mob2 o Kicl (Figura 49). Dado que observamos que dicha interaccioén se reducia
en los mutantes de la ruta RAM, nos preguntamos qué impacto podria tener esta
disminucién en la interaccién entre Cbkl y Cdcl4 sobre la actividad de la fosfatasa,

utilizando el patrén de fosforilacién de Cdc14 como indicador de su actividad catalitica.

Por tanto, se realizd un andlisis de la fosforilacién de Cdcl4-HA en distintos
mutantes de la ruta RAM, a partir de cultivos levaduriformes, y se compararon sus
perfiles electroforéticos con los controles de formas hiperfosforiladas (cdc14-CS-HA;
JC1428), desfosforiladas (cdc14-CDK-A-HA; JC1427) vy silvestre (CDC14-HA; JC1421).
Como puede observarse en la figura 58, Cdc14 aparecid hiperfosforilado en todos los
mutantes RAM analizados. Por tanto, estos resultados indican que la fosforilacién de
Cdcl14 depende de la ruta RAM. Dado que los resultados de los apartados 4 y 5
sugerian que Cdcl4 se auto-desfosforila, el hecho de que Cdcl4 se encuentre
hiperfosforilada en los mutantes RAM sugiere que el complejo Cbk1l/Mob2 es

necesario para activar a la fosfatasa Cdc14.
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Figura 58. Cdc14 se encuentra hiperfosforilado en mutantes de la ruta RAM. Extractos de las
cepas indicadas se corrieron en geles con 20 uM de Phos-tag y las diferentes fosfo-isoformas de
Cdcl4 se detectaron mediante western blot con anticuerpos anti-HA (3F10). Cepas: JC1746:
tao34A4 CDC14-HA; JC1147: kiclAA CDC14-HA; JC1680: mob2AA CDC14-HA; JC1428: cdc14-CS-
HA/cdc14A4; JC1421: CDC14-HA/cdc14 A.
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La polaridad celular establece dominios funcionales especializados en la célula
mediante la distribucidn asimétrica de proteinas y mRNAs. Esta capacidad de generar
dominios funcionales, que puede responder tanto a sefiales externas como internas, es
fundamental en el desarrollo y funcidon de células especializadas, tejidos y organos
(Biswas et al.,, 2007; Harvey and Tapon, 2007; Tapon et al., 2002). En hongos
patégenos, la virulencia se encuentra relacionada con su capacidad de generar, a
través de rutas de sefalizacién mediadas por protein-quinasas, estructuras
especializadas de infeccidn en respuesta a sefales presentes en el hospedador (Biswas

et al., 2007; Moyes et al., 2010).

Tanto en hongos como en células animales, miembros de las NDR (Nuclear
Dbf2-Related) /LATS (LArge Tumour Suppressor) quinasas son las moléculas efectoras
de rutas que regulan la polaridad celular y ciclo celular (Hergovich et al., 2006). En esta
memoria nos hemos centrado en la regulacion de la NDR quinasa Cbk1 de C. albicans,
componente central de la ruta RAM, también conocida como ruta MOR
(Morphogenesis-related NDR kinase network), que es necesaria el crecimiento hifal y

formacion de biofilms (Maerz and Seiler, 2010; Song et al., 2008).

En levaduras modelo, como S. cerevisiae y S. pombe, las NDR quinasas reciben
sefiales intracelulares que les permiten coordinar los eventos finales del ciclo celular y
morfogénesis (Racki et al., 2000; Verde et al., 1998), cosa que también ocurre en las
células levaduriformes de C. albicans, ya que Cbkl es necesaria para coordinar la
separacion celular con el final de la mitosis (Brace et al., 2011; Weiss, 2012). Sin
embargo, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el efector de la
ruta RAM también es capaz de integrar sefales extracelulares ya que modifica su
estado de fosforilacién en respuesta a sefales que activan el crecimiento hifal,
modificaciones que tienen relevancia funcional ya que son necesarias para mantener
un crecimiento hiperpolarizado continuo e inhibir la separacion celular en las formas

hifales.

Esta capacidad de integrar sefiales extracelulares de la ruta mediada por NDR
guinasas también se ha puesto de manifiesto recientemente en el fitopatdégeno
Colletotrichum orbiculare, donde la ruta MOR es necesaria para la formaciéon del

apresorio, en respuesta a sefiales generadas por la planta, estructura especializada
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fungica que inicia la infeccidn en el tejido vegetal (Kodama et al., 2017). En el hongo
patoégeno Pneumocystis, importante agente causal de neumonias graves en pacientes
inmunocomprometidos, su exposicion a células epiteliales pulmonares induce
fuertemente la expresién del gen CBK1, lo que sugiere que los niveles de esta NDR
guinasa podria estar regulada por condiciones ambientales especificas del hospedador

(Kottom et al., 2003).

Tal vez, la funcidn primigenia de la ruta RAM/MOR en levaduras haya sido la de
responder a sefales intracelulares que les permitiera coordinar los eventos finales del
ciclo celular con la morfogénesis. Sin embargo, en aquellos linajes que evolucionaron
para mantener un ciclo de vida ligado a un hospedador se haya seleccionado una
nueva capa de regulacién en las rutas mediadas por NDR quinasas que les permitiera
modificar la arquitectura celular fungica en respuesta a los nichos colonizados en el

hospedador.

Nuestros resultados muestran que Cbk1 se desfosforila rapidamente en el inicio
de la respuesta a suero para luego volver a fosforilarse durante el mantenimiento del
crecimiento hifal. En correlacién con esta dindmica dual de modificaciones post-
traduccionales, hemos encontrado que Cbk1 se requiere al inicio del crecimiento hifal
para inactivar a la proteina de unién a mRNAs Ssd1, lo que permite la formacion del
tubo germinativo, y, posteriormente, para mantener un crecimiento hiperpolarizado

del dpice de la hifa, funcidén que es independiente de su accién sobre Ssd1.

Regulacion de Cbk1 durante la transicién levadura-micelio.

La familia de las NDR/LATS quinasas posee una arquitectura de dominios
caracteristica que se encuentra conservada entre sus miembros: una region N-terminal
de unioén al coactivador MOB (MBD: Mob Binding Domain), un dominio quinasa central
con un segmento de activacion de longitud variable (T-loop de 60 a 90 residuos), y
finalmente un motivo hidrofébico C-terminal (HM o CT-loop). Basandose en estudios in
vitro, la actividad catalitica de estas enzimas estd controlada por dos eventos de
fosforilacién (Hergovich et al., 2006): uno en el T-loop (Chan et al., 2005; Jansen et al.,

2006; Stegert et al., 2004; Tamaskovic et al., 2003), mediante un proceso de auto-
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fosforilacién, y otro en el dominio CT (Thr743 en ScCbk1) por una STE20-like quinasa
(Chan et al., 2005; Jansen et al., 2006; Stegert et al., 2004; Tamaskovic et al., 2003) del
modulo central de sefializacion de la ruta. El modelo derivado de todos estos estudios
in vitro sugeriria que las modificaciones de estos residuos incrementarian la actividad
catalitica de la quinasa, potenciando asi la sefializacién de las rutas. Los estudios
cristalograficos de Cbk1l y NDR1 humana sugieren que estas modificaciones, junto a su
interaccion con la subunidad reguladora MOB, darian lugar a cambios
conformacionales en el segmento de activacidn, impidiendo que éste ejerciera su
funcién auto-inhibidora sobre el dominio catalitico de la quinasa, de forma andloga a
como se regulan las quinasas dependientes de ciclinas (Cdks) (Gogl et al., 2015; Xiong
et al., 2018). Sin embargo, los resultados obtenidos in vivo en S. cerevisiae con Cbk1
apuntan a una visién incompleta, ya que no existia correlacidn entre actividad quinasa

in vitro y la funcion in vivo en los mutantes analizados (Jansen et al., 2006).

Jansen y col observaron que el alelo fosfodeficiente en el T-loop (cbk1-S570A)
mostraba un fenotipo leve de pérdida de funciéon a pesar de tener una actividad
quinasa in vitro muy reducida. Por el contrario, el alelo fosfodeficiente en el sitio del
CT-loop (cbk1-T743A) fenocopiaba al mutante cbklAaunque tenia una actividad
quinasa in vitro normal. Por tanto, estos resultados sugieren que, al menos en Cbkl, la
fosforilacién del dominio CT debe de desempeiiar alguna otra funcién adicional a la de
promover cambios conformacionales del dominio quinasa de Cbk1, funcién adicional
gue tiene que ser importante in vivo. Dado que no se ha descrito la caracterizacién in
vivo de los mutantes equivalentes en los T- y CT-loops en células animales, no se puede

concluir si los datos obtenidos en S. cerevisiae son extrapolables a metazoos.

¢Cual podria ser esta funcién adicional? El hecho de que la proteina mutante
Cbk1-T743A se encuentre altamente fosforilada in vivo sugiere que la fosforilacién del
dominio CT podria ser necesaria para reclutar a alguna fosfatasa que eliminara otros
residuos fosforilados presentes en la quinasa que pudieran impedir su interaccién con

los sustratos (Jansen et al., 2006).

En esta memoria nos hemos centrado en la busqueda de estos residuos
fosfoaceptores en la quinasa Cbk1 de C. albicans y su posible funcién reguladora en la

transicion levadura-micelio. En concreto, nos hemos centrado en la caracterizacion de
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seis posibles sitios de fosforilacion por Cdks presentes en la secuencia de Cbk1, ya que
trabajos previos del grupo habian puesto de manifiesto la importancia de la Cdk Cdc28
en la regulacién de la subunidad reguladora Mob2 durante el crecimiento hifal

(Gutierrez-Escribano et al., 2011).

Nuestros resultados apoyan un modelo en el que el estado de fosforilacion de
Cbk1l caracteristico del crecimiento levaduriforme se modifica en respuesta a la
activacion del programa de diferenciacién hifal en una forma dependiente de estos
sitios S/T-P, ya que el mutante cbki-6A fue incapaz de refosforilarse durante el
mantenimiento del crecimiento hifal (Figura 29B). Dado que este mutante se comporté
como un alelo hipomorfo que generaba hifas significativamente mads cortas que el
control (Figura 29C), la fosforilacion de Cbkl dependiente de estos sitios debe ser
importante para regular la funcién de Cbkl en hifas. Aunque no hemos realizado
ensayos quinasa in vitro asociados a Cbk1-6A; los datos genéticos presentados en esta
memoria sugieren que la proteina mutante Cbk1-6A no tiene actividad quinasa
suficiente para realizar sus funciones in vivo en la hifa, ya que el doble mutante cbk1-
6A ssd1A4 fenocopid al doble mutante sin actividad catalitica cbk1-KD ssd1 (Figura 38A).
Curiosamente, cbk1-6A ssd1A se comportd como el control silvestre durante el
crecimiento levaduriforme, lo que sugiere que la regulacion de estos sitios no es
esencial para la actividad de Cbkl en levaduras. En su conjunto, estos resultados
sugeririan que la fosforilaciéon dependiente de los sitios S/TP ayudaria a regular
diferencialmente la interaccidn de la quinasa con sus sustratos principalmente durante

el crecimiento hifal.

Los resultados obtenidos del andlisis de los mutantes cdc28-as y hgclA
sugieren que las formas mas fosforiladas de Cbkl que se observan durante el
mantenimiento del crecimiento hifal dependen de la actividad quinasa del complejo

He<l (Figuras 30 y 31). Este resultado es consistente

Cdk especifico de miceliacién Cdc28
con la observacion de que Cdc28 fosforila a Mob2, el coactivador de Cbkl, en
respuesta a las sefiales inductoras del crecimiento hifal (Gutierrez-Escribano et al.,
2011). De forma similar a lo observado con el mutante cbk1-6A, la generacion de un
mutante fosfodeficiente en los 4 sitios consenso de fosforilacién por Cdk en Mob2

(mob2-4A) afectd al crecimiento polarizado en hifas.
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En levaduras, las Cdks son reguladores esenciales del ciclo celular vy
morfogénesis (Lew and Reed, 1993; Mendenhall and Hodge, 1998). En C. albicans, la
ciclina especifica de miceliacién Hgcl, en complejo con la subunidad catalitica Cdc28,
es esencial para mantener el crecimiento hiperpolarizado necesario para generar una
hifa (Wang et al., 2016; Wang, 2009; Zheng and Wang, 2004). En los ultimos afios se ha
puesto de manifiesto que esta Cdk"™ ejerce su funcién mediante la fosforilacion
directa de componentes importantes de diferentes complejos implicados en polaridad
y secrecion como Rga2 (Zheng et al., 2007), las septinas Cdcl1 (Sinha et al., 2007) y
Sep7 (Gonzalez-Novo et al., 2008; Li et al., 2012), la subunidad del polarisoma Spa2
(Wang et al.,, 2016) y componentes de la maquinaria de secrecién y exocisto como
Sec2 (Bishop et al., 2010) y Exo84 (Caballero-Lima et al., 2014). Nuestros resultados
incrementan esta lista afadiendo al efector final de la ruta RAM/MOR, el complejo
Cbk1/Mob2, como una nueva diana de esta Cdk"® conectando asia estas dos

importantes quinasas que regulan el crecimiento polarizado.

k"8 sobre la sefializacién mediada

éCual es el efecto de la fosforilacion por Cd
por la ruta RAM/MOR? Dado que, aparentemente, las mutaciones fosfodeficientes no
afectaron a los niveles de proteina ni a la localizacién de la quinasa (Figuras 36 y 37), la
fosforilaciéon de estos residuos deberia afectar a su actividad catalitica y/o a su
interaccidon con sus sustratos. Los resultados discutidos anteriormente nos sugieren

iHect ejerce una regulacion positiva sobre la funcion de Cbkl en el crecimiento

que la Cd
hifal ya que el mutante cbk1-6A daba lugar a hifas mas cortas (Figura 29C). Esta idea
nos indujo a preguntar si un mutante fosfomimético de CBK1 (cbk1-6E) era capaz de
suprimir, al menos en parte, el fenotipo del mutante hgclA. Para ello, construimos el
mutante cbk1-6E hgclAA, asi como el control cbkl-6E (datos no mostrados).
Inesperadamente, la mutacién cbk1-6E generd un mutante de perdida de funcidn,
tanto en levadura como en hifas, lo que sugeria que la fosforilacion constitutiva de
estos sitios podria inactivar la funcién de la NDR quinasa. Este resultado estd en
consonancia con los obtenidos por Brace y col. que observaron una regulacién
negativa de Cbkl por Cdk en S. cerevisiae ya que un mutante cbk1-6E dio lugar a la

formacién de grumos (Brace et al., 2011). Sin embargo, estos autores observaron que

el tratamiento de un inmunoprecipitado de scCbk1 con la fosfatasa Cdc14, que revierte
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especificamente la fosforilacion mediada por Cdks, no modificé actividad quinasa in
vitro de Cbk1, lo que les llevé a sugerir que la fosforilacion de estos residuos podria
interferir en las interacciones quinasa-sustrato in vivo. En nuestro caso, el hecho de
gue el mutante fosfodeficiente y fosfomimético tengan comprometida la funcidn de
Cbkl en hifas sugeriria que lo que realmente es importante es la dinamica de
fosforilacién/desfosforilacion de Cbkl para mantener una apropiada interaccién con

sus sustratos durante el crecimiento hifal.

Funcidn de Cbk1 en la transicion levadura-micelio.
A pesar de la importancia de CBK1 en el crecimiento hifal de C. albicans
(McNemar and Fonzi, 2002; Song et al., 2008) se desconocen los mecanismos

moleculares por los que esta quinasa desempefia su funcion (Sudbery, 2011).

Los resultados obtenidos en este trabajo nos han permitido definir dos
funciones de Cbkl en el desarrollo hifal: Una funcion dependiente de SSD1 que es
necesaria al inicio de la respuesta a suero para generar el tubo germinativo y otra
funcién independiente de SSD1 que se requiere para mantener el crecimiento
hiperpolarizado del apice tras la formacion del primer septo dentro de la hifa (Figura

38).

Funcidn de Cbk1 en el inicio de la respuesta a suero.

El inicio del crecimiento hifal en respuesta a suero requiere la degradacién del
represor Nrgl, responsable de inhibir la transcripcidon de los genes especificos de hifas
(HSGs, Hypha-Specific-Genes) en células levaduriformes (Braun et al., 2001; Lu et al.,
2011; Murad et al., 2001). Nuestros resultados genéticos apuntan a que Cbk1 regula
negativamente a Ssd1 al inicio del crecimiento hifal ya que la eliminaciéon de SSD1
permitio a las células deficientes en actividad Cbk1 formar tubos germinativos (Figura
38). Durante el desarrollo de este trabajo, Lee et al pusieron de manifiesto que Cbk1 es
necesaria para inactivar a la proteina Ssd1 y permitir la degradacion de Nrgl en
respuesta a suero (Lee et al., 2015). Dado que Ssdl es una proteina que regula la
traduccién de los mRNAs a los que se une de forma dependiente de la fosforilacidn por

Cbk1 (Jansen et al., 2009; Kurischko et al., 2011), se ha postulado que alguno de los
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MRNAs que se unen especificamente a Ssd1 sea necesario para la degradacién de

Nrgl.

¢Cuadl podria ser la funcidon de Cbk1 al inicio de la transicidén levadura-micelio?
En nuestro grupo hemos identificado el mMRNA de SOK1 en inmunoprecipitados de Ssd1
(Toni Ciudad, comunicacién personal). Recientemente se ha demostrado que Sok1 es
necesaria para la degradacién de Nrgl al inicio de la respuesta hifal (Lu et al., 2014).
Con el fin de reunir evidencias genéticas que determinaran la importancia de esta
interaccidon, hemos construido un triple mutante cbk1A4A4 ssd1A4A4 sok1AA (Tesis de
Antonio Esperilla, comunicacion personal). Si Cbk1 fuera necesaria para permitir la
traduccién de SOK1 reprimida por Ssdl, la delecion de SOK1 en el doble mutante
cbk1AA ssd1AA volveria a mimetizar el fenotipo del mutante cbk1AA respecto a su
incapacidad de formar tubos germinativos, extremo que se confirmé al analizar la
respuesta del triple mutante en presencia de sefiales inductoras del crecimiento hifal.
Por tanto, nuestros resultados preliminares, junto a los de Lee et al, son consistentes
con un modelo en el que la funcidn de Cbk1 al inicio de la respuesta a suero seria la de
fosforilar a Ssd1 para permitir la traduccion del mRNA de SOK1 necesaria para activar

la degradacién del represor Nrgl y permitir asi la expresion de los HGS.

Funcion de Cbk1 durante el mantenimiento del crecimiento hifal.

En C. albicans, el crecimiento polarizado se encuentra regulado de forma
diferente en las levaduras e hifas. Mientras en las primeras este crecimiento se
encuentra restringido a una pequefia ventada del ciclo celular (G1/S) para dar lugar al
nacimiento de la yema; en la fase hifal, las células mantienen un crecimiento
hiperpolarizado constante independiente del ciclo celular (Hazan et al., 2002), por lo
gue la tasa de extensién del dpice de la hifa es mucho mayor que el crecimiento de las
formas levaduriformes (0.25 pm min™* vs 0.0625 pm min') (Jones and Sudbery, 2010).
A pesar de presentar modos de crecimiento tan diferentes, los estudios realizados
hasta el momento sugieren que esta levadura polimdrfica utiliza la misma maquinaria
de secrecién y polaridad que S. cerevisiae para generar estas morfologias tan

diferentes (Sudbery, 2011). Por tanto, dicha maquinaria tiene que haber evolucionado
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de forma que le haya permitido integrar sefales extracelulares que modifiquen su
regulacién espacial y temporal para poder ser un sistema mas flexible que le permita

modificar la morfologia celular en respuesta a sefiales ambientales.

En hongos, el crecimiento polarizado tiene lugar como consecuencia de la fusién de
vesiculas secretoras a una regién concreta de la superficie celular. Estas vesiculas son
portadoras de nuevos materiales, como membranas y enzimas necesarias para sintesis
de pared celular, que son necesarios para la expansion de la superficie celular
(Sudbery, 2011). En este proceso de exocitosis polarizada intervienen numerosos
complejos multiproteicos (Park and Bi, 2007; Sudbery, 2011). En primer lugar, se
ensambla un complejo denominado polarisoma, formado por Spa2, Bud6, Pea2 y la
formina Bnil, en la superficie celular elegida. Esta formina es la responsable de nuclear
los cables de actina sobre los que se desplazan las vesiculas secretoras movidas por
proteinas motoras hacia el polarisoma. En segundo lugar, existe un complejo
multiproteico denominado exocisto, formado por 8 subunidades entre las que se
encuentran Sec3 y Exo84, cuya funcidn es retener a las vesiculas que llegan a la
membrana plasmatica. Por ultimo, el complejo SNARE es el responsable ultimo de la
fusion de la membrana de la vesicula con la membrana plasmatica. Parte de este
complejo se encuentra en la cara externa de las vesiculas (v-SNAREs) y la otra en la
cara interna de la membrana plasmatica (t-SNAREs). Cuando las v-SNAREs
interaccionan con las t-SNAREs finaliza el proceso de exocitosis ya que las membranas
se fusionan, liberando la carga en el sitio adecuado. En los procesos de exocitosis, las t-

SNARES incluyen a los homélogos de las sintaxinas y SNAP-23 (Yue et al., 2017).

Dado que la NDR quinasa Cbkl es necesaria para el crecimiento polarizado en
hongos (Bidlingmaier et al., 2001; Das et al., 2009; Maerz and Seiler, 2010; Maerz et
al., 2008; McNemar and Fonzi, 2002; Racki et al., 2000; Weiss et al., 2002) parece
légico pensar que regulara la funcién de alguno de estos complejos mediante la
fosforilacién directa de algun componente. ¢Podria ayudarnos los resultados
obtenidos en este trabajo a identificar a que nivel actia Cbk1 sobre la maquinaria de

secrecién y polaridad celular?
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Cbk1 y la sintaxina Sso2

Los datos presentados en esta memoria demuestran que la pérdida de Cbkl no
bloquea el crecimiento de la hifa. Sin embargo, la tasa de extensién es
significativamente menor que en los controles (entre el 30-50 % dependiendo de los
fondos genéticos), lo que significa que el proceso de exocitosis estd teniendo lugar de

forma claramente ineficiente.

El andlisis de los fenotipos observados en el mutante cbkl-as en presencia del
analogo 1NM-PP1 ha puesto de manifiesto que dichas células eran capaces de generar
tubos germinativos normales que posteriormente perdian la capacidad de mantener el
crecimiento focalizado en el apice tras la aparicién del primer septo en la hifa (Figura
45). Por tanto, este resultado indica que el crecimiento hiperpolarizado de la hifa tiene
dos fases: una inicial independiente de Cbkl y otra posterior dependiente de la
guinasa que se activa tras finalizar la primera mitosis dentro de la hifa. La existencia de
estas dos fases con requerimientos diferentes esta de acuerdo con las observaciones
de Li et al 2007 en la que caracterizaron el fenotipo de un mutante deficiente en la
subunidad Sec3 del exocisto (Li et al., 2007) y definieron una fase inicial independiente
de Sec3 y otra Sec3-dependiente ya que las células sec344 eran incapaces de
mantener el crecimiento polarizado después de formar el primer septo. La vinculacién
de la aparicion del fenotipo con la formacién del primer septo se desconoce, pero
tiene que estar relacionada con las septinas ya que la eliminacién de gen CDC11, que
codifica para una de las 5 subunidades de septinas, vuelve a polarizar el crecimiento

del dpice en el mutante sec34A4.

El hecho de que el crecimiento polarizado que tiene lugar en el apice de la hifa, tras
la aparicién del primer septo, dependa de Sec3 y Cbk1 podria sugerir que esta quinasa
regulara la funcion del exocisto. Dado que Sec3 no tiene sitios de fosforilacion por

Cbk1, la quinasa deberia regular el exocisto a través de algln otro componente.

Recientemente se ha puesto de manifiesto que Sec3, ademas de su funcion

conocida de retener las vesiculas secretoras en la membrana plasmatica, juega un
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papel importante en los primeros pasos de la formacién del complejo SNARE necesario

para la fusion de las vesiculas con la membrana (Yue et al., 2017).

En levaduras, Sso2 es una t-SNAREs (sintaxina) esencial que se encuentra repartida
por toda la superficie de la membrana celular y que contiene una regién N-terminal
auto-inhibitoria que bloguea su dominio SNARE impidiendo la interacciéon con otras
proteinas SNAREs (Fernandez et al., 1998). Recientemente, se ha demostrado que la
activacion de Sso2 se produce a través de un cambio conformacional como
consecuencia de su interacciéon con la proteina del exocisto Sec3 (Yue et al., 2017). Esta
modificacion en la conformacién de la sintaxina permite su asociacidon con otra t-
SNARE, Sec9, formando un complejo binario en la membrana necesario para la unién
con las v-SNAREs presentes en la superficie externa de las membranas de las vesiculas
secretoras. En concordancia con esta relacion funcional entre Sec3 y Sso2 en S.
cerevisiae, la represiéon de la expresidon de la sintaxina SSO2 durante el crecimiento
hifal de C. albicans genera un fenotipo similar al del mutante sec34 (Bernardo et al.,

2014).

En resumen, todas estas observaciones junto a que CaSso2 tiene un posible sitio de

%) podria

fosforilacién por Cbkl en su extremo N-terminal auto-inhibitorio (HSRDQT
sugerir que esta NDR quinasa regulara la sintaxina Sso2 para que su interaccién con
Sec3 sea mas eficiente. Por tanto, seria interesante en el futuro estudiar el fenotipo del

mutante fosfodecifiente sso2-T117A en condiciones de miceliacion.

Cbk1 y la subunidad del polarisoma Spa?2.

Como ya se ha comentado, el polarisoma es responsable de nuclear los cables de
actina para que las vesiculas secretoras sean transportadas al sitio de crecimiento. Por
tanto, su correcta regulacién espacio-temporal es importante para la morfogénesis

celular.

C. albicans regula la localizacidn del polarisoma de forma distinta en funcion del
tipo de crecimiento. En levaduras, el polarisoma se distribuye de forma difusa por la

superficie de la yema durante la mayor parte del ciclo celular para luego translocarse a
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la regién del plano de divisidon durante la citocinesis, de forma similar a la descrita en
S.cerevisiae. Por tanto, en esta fase de crecimiento, la regulacién del polarisoma se
encuentra coordinada con la progresion del ciclo celular. Sin embargo, cuando las
levaduras se incuban en presencia de sefales inductoras del crecimiento hifal, el
polarisoma sufre una rapida reorganizacion espacial y se concentra en un punto del
cortex celular, presumiblemente donde se producird la evaginacién del tubo
germinativo, y persiste en esa localizacion de forma independiente del ciclo celular

durante todo el crecimiento hifal (Zheng et al., 2003).

En este estudio hemos puesto de manifiesto que la actividad de Cbk1 es necesaria
para la persistencia de Spa2 en el dpice de la hifa, ya que la adicion de INM-PP1 a
células cbkl-as dio lugar a la pérdida de la senal Spa2-GFP. Este resultado es
consistente con observaciones previas de nuestro grupo en las que la fosforilacién
dependiente de Cdk de Mob2, el coactivador de Cbk1, es necesaria para mantener al
polarisoma en hifas (Gutierrez-Escribano et al., 2011). Ademas, la pérdida de la
actividad Cbk1 dio lugar a que el polarisoma alternara entre el dpice de la hifa y el
plano de divisidn a lo largo del ciclo celular, comportamiento aberrante en hifas pero
normal en levaduras. El hecho de que Spa2 volviera a concentrarse en la punta de la
hifa tras finalizar la citoquinesis indica que la actividad de Cbk1 no es necesaria para la
recolocaciéon del polarisoma en el cortex celular sino para retenerlo de forma

independiente del ciclo celular.

CaSpa2 es una proteina de 1416 aminodcidos que tiene un grupo de 4 sitios de
fosforilacién por Cbk1 en su extremo N-terminal (S121, S143, S153, and S163) ausentes
en el homoélogo de S. cerevisiae, (Gutierrez-Escribano et al., 2011; Zheng et al., 2003).
Dado que Cbkl se localiza en el apice de la hifa y fosforila estos sitios in vitro
(Gutierrez-Escribano et al., 2011), es probable que la fosforilacién constante de estos
sitios sea necesaria para garantizar su correcta localizacién durante el crecimiento
hifal, aunque es necesario generar el alelo spa2-4A para profundizar en esta hipotesis.
Recientemente, también se ha puesto de manifiesto que la fosforilacion de Spa2 por la
Cdk Cdc28, asociada inicialmente a la ciclina Clb2 y posteriormente a la ciclina Hgcl, es

necesaria para mantener el polarisoma en el dpice de la hifa (Wang et al., 2016). En
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conjunto, todas estas observaciones indican que Spa2 integra sefiales mediadas por
estas dos importantes quinasas implicadas en polaridad, Cdc28 y Cbk1, para garantizar
una rapida y robusta organizacién del polarisoma en el apice que sea independiente
del ciclo celular, lo que garantizaria mantener el crecimiento constante caracteristico

de la hifa.

Otro fenotipo interesante observado en los experimentos de time-lapse con 1INM-
PP1 consistié en observar que la inhibicion de Cbkl durante el mantenimiento del
crecimiento hifal dio lugar a un cambio brusco del patrén de crecimiento, tanto en las
células apicales como subapicales ya que empezaron a crecer en forma de levaduras, a
pesar de encontrarse en un medio con sefiales inductoras de crecimiento hifal. Este
comportamiento aberrante podria ser una consecuencia indirecta de la pérdida de la
regulacién del polarisoma. Sin embargo, parece poco probable porque las hifas del
mutante spa2-15A, que ha perdido la regulaciéon por la Cdk antes mencionada vy
mantiene una alternancia del polarisoma entre el dpice y la region del septo como las
células cbkl-as, sélo son mas anchas que las hifas control y no activan el crecimiento
levaduriforme (Wang et al., 2016). Por tanto, épor qué se reactiva el crecimiento en las

células subapicales?

La mitosis asimétrica desempefia una funcidon esencial en el desarrollo celular
(Lengefeld and Barral, 2018; Vertii et al., 2018). El hecho de que la mitosis de la célula
apical genere una célula que continua creciendo y dividiéndose y otra que bloquea su
crecimiento y progresion del ciclo celular significa que es una mitosis asimétrica que da
lugar a dos células con programas diferentes. Por tanto, si la inhibicion de Cbk1-as
produjo dos células que activaron el mismo patrén de gemacidn tras finalizar la mitosis
significa que han perdido alguna propiedad que les permitia tener destinos diferentes.
Por tanto, una posible explicacién del fenotipo de la apariciéon de yemas laterales en
las células subapicales podria deberse a que la actividad de Cbk1 fuera necesaria para
generar esta mitosis asimétrica requerida para generar dos células (apical y subapical)
con caracteristicas diferentes. En el futuro queremos profundizar en esta hipdtesis.
Una prediccion de esta idea, siempre y cuando no se requiera una accién continuada

de la quinasa, seria que la inhibiciéon de Cbkl en hifas con varios compartimentos
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subapicales daria lugar Unicamente a la aparicion de yemas laterales en el ultimo
compartimento subapical ya que éste se habria generado de una célula apical que ha

hecho mitosis en presencia de la NDR quinasa inhibida.

En S.cerevisiae, Cbkl es necesaria para generar asimetria al final de la mitosis ya
gue activa el programa transcripcional de Ace2 en el nucleo de la célula hija (Colman-
Lerner et al., 2001; Mazanka et al., 2008; Mazanka and Weiss, 2010; Nelson et al,,
2003; Weiss et al., 2002). En C. albicans es probable que este mecanismo dependiente
de Cbkl esté conservado ya que Ace2 se acumula en el nidcleo de la célula hija
(Clemente-Blanco et al., 2006; Kelly et al., 2004), la transcripcién de los genes
regulados por Ace2 dependen de Cbkl (McNemar and Fonzi, 2002; Song et al., 2008) y
los sitios de fosforilacién por los que Cbk1 controla la funcidn de Ace2 se encuentran
conservados en el ortélogo de Ace2 en C. albicans (no mostrado). Tal vez, a lo largo de
la evolucidn de C. albicans, la aparicidon de nuevos sitios de fosforilacion en diferentes
proteinas implicadas en polaridad y ciclo celular haya permitido a esta NDR quinasa
adquirir nuevas funciones durante la generacion de asimetria en la mitosis que le
hayan permitido contribuir a generar, en interaccién con otras rutas de sefializacion,
un sistema robusto que permita a las células de este patdgeno oportunista modificar
su morfologia rapidamente en respuesta a las sefiales ambientales presentes en el

hospedador.
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Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El estado de fosforilacién de la NDR quinasa Cbk1 se regula de forma diferencial
en respuesta a las sefiales ambientales que inducen la miceliaciéon. Se
defosforila a los 30 minutos en presencia de medio inductor y vuelve a

fosforilarse durante la fase de mantenimiento del crecimiento hiperpolarizado.

La defosforilacion a los 30 minutos de induccion hifal depende de la funcion de
Cbk1 sobre Ssd1, de la actividad fosfatasa de Cdc14 y de la presencia de Hgcly
Tpk2. Tpk2 fosforila a Cdc14 al inicio de la respuesta sugiriendo que esta

fosforilacidn es necesaria para activar la fosfatasa.

La hiperfosforilacion de Cbk1 durante la fase de mantenimiento del crecimiento
polarizado depende de los seis sitios S/T-P localizados en la quinasa, de la CDK
Cdc28 y su ciclina asociada Hgcl, y son importantes para la regulacién del

crecimiento de la hifa.

La fosforregulacién del residuo T548 de Cbk1l es fundamental para la correcta
morfogénesis de C. albicans. La defosforilacién constitutiva genera levaduras
redondas mientras que la fosforilacién constante provoca la separacién de las

células hifales.

Cbk1 es necesaria para activar el crecimiento hifal de forma dependiente de
Ssd1 al inicio del proceso e independiente en etapas mas tardias, siendo la
segunda funcién necesaria para mantener el crecimiento polarizado en el apice

de la hifa.

Cbk1 es necesaria para bloquear el ciclo celular en las células subapicales y para
garantizar morfologia de la hifa, reteniendo a Spa2 en la punta de la hifa de

forma independiente del ciclo celular.

107



Conclusiones

7)

8)

9)

En C. albicans los sitios de fosforilacién por Cbkl en Cdcl14 no son importantes
para la regulacién de la fosfatasa durante los procesos de invasion y separaciéon
celular. En cambio la sefaliacién por la ruta RAM es necesaria para regular el
estado de fosforilacién de la fosfatasa, sugiriendo que la funciéon de Cbkl se

necesita para la activacion de Cdc14.

En Cdc14 la fosorilacion de los sitios diana de las Cdks son importantes para la
separacion celular durante el crecimiento levaduriforme pero no en los

procesos fundamentales de la miceliacidn.

La aparicidn de multiples fosfoisoformas de Cdc14 podrian ser consecuencia de
la fosforilacién previa de la T388 y/o S449 por Cdks. La Cdk Cdc28 es la
responsable de esta fosforilaciéon, ademas, la inhibicién de su actividad provoca

un descenso en la expresion de la fosfatasa.

10) La funcién de Cdcl14 radica en su actividad fosfatasa y es importante para su

regulacién a través de su propia defosforilacion.
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Materiales y Métodos

1. Microorganismos utilizados

Se utilizé6 Candida albicans como modelo para estudiar los procesos de
morfogénesis, crecimiento y division celular. Las cepas construidas en este trabajo
derivan de los fondos genéticos BWP17 (Wilson et al., 1999) y CAl4 (Fonzi and Irwin,
1993). Su procedencia y las caracteristicas genéticas de las mismas se detallan en la

Tabla 3.

Las células de Escherichia coli utilizadas para la clonacién molecular de los
plasmidos proceden de la cepa comercial XL1-Blue Competent Cells (Agilent
Technologies). Para la obtencién de plasmidos construidos por mutagénesis se utilizd

la cepa comercial de E. coli XL-Gold extracompetent cells (Agilent Technologies).

2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Los medios de levadura utilizados fueron YPD (1% extracto de levadura, 2%
peptona, 2% glucosa) y medio minimo sintético MM (0,7% nitrégeno base, 2% glucosa)
suplementados con los aminoacidos necesarios a una concentracion final de 40mg/I de
histidina y arginina, y 80mg/I para uridina. Las concentraciones del antibidtico en la
seleccién de transformantes fueron de 150ug/ml para los nourseotricina resistentes y
20ug/ml para los nourseotricina sensibles (en la técnica de “flip out” descrita mas

adelante). Los medios sdlidos se elaboraron afiadiendo el 2% de agar.

El crecimiento hifal se indujo en medio liquido YPD o0 MM con el 10% de suero fetal

bovino en agitacién a 37°C, inoculando cultivos estacionarios a una D.0.g000,4.

Para de inhibicion de cdc28-as y cbk1-as se prepard un stock de 2,5mM de 1INM-
PP1 (Calbiochem) disuelto en DMSO vy se afiadid a los cultivos a una concentracién de

5-25uM segun las condiciones requeridas en el experimento.

Para los cultivos de E.coli se utiliz6 medio Luria Bertani (1% bactotriptona, 0,5%
extracto de levadura, 1% NaCl).La seleccidn de clones se realizd mediante siembra en
placas de LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina o con 34 ug/ml de

cloranfenicol en el caso de clones derivados del plasmido p-SFS-2A.
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Todos los medios se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a 121°C.

Para el mantenimiento y conservacién de las cepas de E. coli y levadura, las células

fueron congeladas en criotubos a -80°C en una solucién al 20% de glicerol.

3. Procedimientos generales de clonacién molecular

3.1. Obtencion de DNA plasmidico mediante el kit comercial iNtRON

Biotechnology.

Para obtener gran cantidad de DNA plasmidico de E.coli, se crecieron las bacterias
transformadas en LB-Amp a 37°C durante toda la noche. Para la extraccidon se empled
el kit comercial de lisis alcalina DNA-spin™ Plasmid DNA Purification Kit (iNtRON
Biotechnology) purificando los extractos mediante unas columnas con membranas

especializadas de gel de silica provistas en el kit.

3.2. Extraccion de DNA gendmico de Candida albicans

3.2.1. Extraccién mediante el kit MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit

La extraccion del DNA gendmico de las levaduras se realizé6 mediante el
protocolo del kit comercial MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit (Epicentre),
basado en el uso de un buffer de lisis para reblandecer la pared celular combinado con

una precipitacién rapida para eliminar macromoléculas contaminantes.
3.2.2. Extraccion mediante lisis de colonias con Acetato de Litio y SDS

El analisis rdpido de transformantes a partir de placas de agar se llevd a cabo
utilizando el método de extraccion de DNA gendmico con Acetato de Litio-SDS (Marko
Looke, 2011); para ello, las colonias individuales se resuspendieron en 100ul de
200mM LiOAc 1% SDS e incubaron a 70°C durante 15 minutos. Se afiadieron 300ul de
etanol al 96% para precipitar el DNA y se mezclaron los tubos por inversidén. Se
centrifugd a 13000 r.p.m. durante 3 minutos y se disolvio el DNA en 100ul de TE
(10mM Tris, 1mM EDTA). Los restos celulares se eliminaron centrifugando 1 minuto a

13.000 r.p.m. Finalmente se utilizaron 2l del sobrenadante para la PCR.
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3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacidon de fragmentos de DNA se hizo mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa en un termociclador, usando dos tipos de polimerasas, KAPA HiFi (KAPA
Biosystems) o Dream Taq (Thermo Scientific) segun la fidelidad requerida. Las
reacciones se realizaron siguiendo las indicaciones de la casa comercial. En general, el
DNA fue desnaturalizado durante 5 minutos a 95°C seguido de 25 ciclos que incluian
los siguientes pasos: 30 segundos a 95°C, 30 segundos a la temperatura de
anillamiento especifico de los oligonucledtidos empleados, 1 minuto de extension por
cada kilobase de DNA a amplificar a 72°C y una etapa de extensidn final de 10 minutos

a72°C.

3.4. Manipulacion del DNA

3.4.1. Obervacion de los fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA obtenidos por PCR o por digestiones con enzimas de
restriccion se analizaron en geles del 0,7-1,5% de agarosa tefiidos con Midori Green
Advance DNA Stain (Nippon Genetics) preparados en tampon TAE (40mM Tris-acetato,
1mM EDTA, pH 7,5-7,8).

3.4.2. Digestiones enzimaticas

Las enzimas de restriccidon utilizadas en este trabajo corresponden a la linea
Fast Digest™ de Thermo Scientific. En todos los casos el DNA se digirié con las enzimas

correspondientes siguiendo el protocolo del kit y durante al menos 15 minutos a 37°C.
3.4.3. Ligacidn de los fragmentos de DNA a los vectores de clonacion

Se siguid el protocolo de ligacion del kit comercial Rapid DNA Ligation Kit,
(Thermo scientific). Previa digestién de los insertos y vectores con las enzimas
correspondientes, se incubd la reaccién en el buffer con la ligasa durante 15minutos a

16°C.
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4. Construccion de cepas

La deleccién de genes en C. albicas y el marcaje con la proteina fluorescente GFP y
los epitopos myc o HA, se realizd mediante PCR utilizando los médulos pFA (Gola et al.,
2003; Reijnst et al.,, 2011; Schaub et al.,, 2006). La selecciéon inicial de los
transformantes se realizd en placas de MM suplementados con los aminoacidos
necesarios en funcion de los marcadores auxotréficos empleados o en YPD con
150ug/ml de nourseotricina (Werner BioAgents Jena, Germany) para seleccionar las
cepas SAT1. Las cepas de delecidon se confirmaron por PCR usando oligonucledtidos
recogidos en la Tabla 1 procedentes de la casa comercial Biomers.net (ULM, Germany).
La fusidn de los diferentes epitopos o de la GFP se comprobd mediante Western-Blot o

por microscopia respectivamente.

Para la construccién del mutante ssd1:frt/ssd1:frt se utilizd el plasmido p-SFS-2A
(Sasse and Morschhauser, 2012) que contiene un Unico marcador reciclable (caSAT1).

La seleccidn de estos transformantes se explica en el punto 4.4 de este apartado.

A la hora de introducir alelos con mutaciones puntuales obtenidas por mutagénesis
dirigida o mediante sintesis génica, las cepas se transformaron con fragmentos de DNA
linearizados con enzimas de restriccion, a partir de plasmidos en los que el marcador
de seleccidn se encontraba flanqueado por el alelo mutado y una regiéon 3’'UTR del

locus al que se queria dirigir la integracion.
4.1. Construccion de cepas mediante PCR con plasmidos pFA.

En los ultimos afos se han desarrollado numerosos plasmidos portadores de
secuencias que codifican para marcadores de seleccidn, ademas de secuencias de
interés como las codificantes para los epitopos myc y HA, asi como las proteinas
fluorescentes GFP, YFP y CFP(Schaub et al., 2006) que se usan como DNA molde en
reacciones de PCR. Estas reacciones se llevan a cabo con cebadores de 120 nucledtidos
de longitud disefiados especialmente para la construccién de la cepa deseada,
formados por una region de 20 nucleétidos que hibridan en los pldasmidos pFA (flechas
en la figura X) precedida de 100 pb homodlogas al sitio donde se quiere dirigir la

integracion del fragmento (fragmentos rojos y amarillos, figura 59). La utilizacién de

113



Materiales y Métodos

estos cebadores junto al pldsmido pFA deseado da lugar un fragmento lineal de DNA

portador del marcador de seleccidn y el epitopo o la proteina fluorescente deseada (en

la figura x se representa con el pldasmido pFA-myc-HIS1) flanqueados por las regiones

homoélogas del GEN X de interés. En C. albicans, existen 4 marcadores de seleccidn:

HIS1, URA3, ARG4 y SAT1, de manera que la cepa receptora debe ser auxétrofa para el

—

myc
pFA-myc-HIS1 € ==
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~
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Transformante: GenX-myc::HIS1

Figura 59. Estrategia para la construccion de cepas
portadoras de un epitopo en la region 3’
codificante de un gen. Ver texto para explicacion.
Regién amarilla representa los ultimos 100
nucledtidos codificantes del GEN X (no se incluye en
codon de parada).

marcador elegido. Tras la
transformacion, los extremos del
producto de PCR dirigen la integracién
al locus deseado, dando lugar a un gen
modificado que generara una proteina
de fusidon del Gen X con el epitopo
elegido.

Para la construccién de mutantes
en los que se elimind el gen de interés,
se utilizaron pldsmidos pFA portadores
Unicamente  del marcador de
seleccidén; los cebadores disefiados
contenian una zona de homologia de

20pb flanqueantes a los marcadores
mds una zona de 100pb que hibridan
con secuencias 5’ y 3’ de las regiones no

traducidas (UTRs) del gen de interés. La

correcta integracion del producto de PCR obtenido, denominado cassette de delecidn,

dard lugar, mediante recombinacién homdloga, a la sustitucion de una de las copias

del gen por el marcador auxotrdfico.

4.2, Construccion del plasmido pFA 3xmyc-CBK1:URA3

Dado que la adicién de un epitopo al extremo C-terminal de Cbkl afecta

parcialmente a su funcién, se disend un alelo 3xmyc-CBK1 en el que el epitopo esta

fusionado en el N-terminal y que se expresase bajo las érdenes de su propio promotor.

Para ello se amplificé la region promotora de CBK1 (aprox. 900pb) a partir de DNA
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gendmico de una cepa silvestre de C. albicans utilizando un oligonucleétido que
contuviera una secuencia de corte para Sal | en el extremo 5 (#1025) y otro con la
secuencia complementaria de tres epitopos myc colocados en fase después del ATG
inicial de CBK1 en el extremo 3" (#1023). Paralelamente se obtuvo un fragmento
correspondiente a la secuencia completa del gen CBK1, mas 289 pb después del coddén
de parada pertenecientes a la region no traducida (3'UTR); para ello se utilizé un
oligonucleétido que contenia la secuencia codificante para tres epitopos myc,
colocados justo antes del segundo coddn codificante de CBK1 (#1024) y un
oligonucleétido que contenia la secuencia de corte para BamH | e hibridaba en la
region 3’"UTR (Untranslated Region) (#1026). Estos dos productos de PCR se mezclaron
y se emplearon como DNA molde en una tercera reaccién en la que se utilizaron
primers que hibridaban en los extremos pero de mayor longitud que los empleados
anteriormente (#1063 y #1064); de manera que las secuencias complementarias de los
epitopos myc hibridarian entre si y el producto final de la PCR generaria un fragmento
de 3500 pb flanqueado por los sitios de restriccién Sal |/ BamH | correspondientes al
promotor de CBK1, las tres copias del myc, la secuencia codificante de CBK1 y una

fragmento de la regién 3'"UTR (Figura 60).

Una vez purificado y digerido este fragmento con las enzimas Sal | y BamH | se
clond por ligacién, segun el protocolo descrito en un pldsmido pFA-URA3 digerido con
las mismas enzimas, denominado pFA-3xmyc-CBK1:URA3. Posteriormente se introdujo
detras del gen URA3 del plasmido un fragmento de 647pb de la region 3'UTR de CBK1,
para dirigir correctamente la integracidn al locus del gen. Para ello se realizé una PCR
utilizando DNA gendmico como molde con los oligonucleétidos #1031 y #1069 que
contienen las secuencias de restriccién para Sac | y Sac Il respectivamente y se
clonaron el pFA-3xmyc-CBK1:URA3. Las reacciones de ligacidn se transformaron en las
cepas de E. coli XL-Blue Competent Cells (Agilent Technologies). Una vez obtenido este
pldsmido, pFA-3xmyc-CBK1-URA3-3'UTR con la copia silvestre de CBK1 se utilizé como

molde para las sucesivas reacciones de mutagénesis.
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Figura 60. Estrategia de fusion del epitopo 3xmyc en el extremo N-terminal de CBK1. Ver texto
para explicacién. El producto de PCR3 se utilizé como inserto en la ligacidn con un plasmido pFA-
URA3

4.2.1. Mutagénesis dirigida de los alelos de CBK1

Para introducir mutaciones puntuales en CBK1 se disefid un conjunto de
oligonucledtidos que incluian una mutacién Unica en el triplete de interés, donde se
sustituyo la Serina y/o Treonina correspondientes por Alanina y/o Aspartico con el fin
de generar los alelos fosfodeficientes o fosfomiméticos en los residuos identificados.
Dado que Cbk1 tiene 6 posibles sitios de fosforilacion por Cdks (Sgs, S103, S180, S392, Tsas
y Se14), se disefiaron diferentes combinaciones de alelos fosfodeficientes que incluian
Cbk1589A/$103A/5180A/$392A (Cbk1-4A), Cbkl589A/5103A/5180A/S392A/T548A/5614A (Cbk1-6A), Cbk1T548A
(cbk1-T548A), cbk1%4 (cbk1-S614A) y fosfomiméticos
bk 1589D/5103D/5180D/53920/T548D/5614D (cbk1-6D), cbk1754P (cbk1-T548D). Ademds como
control se disefid el alelo inactivo de la quinasa, sustituyendo el Aspdrtico en la
posiciéon 458 por Prolina (cbk1-KD) y un alelo sensible al andlogo del ATP 1INM-PP1

mediante la sustitucion de la Metionina 412 por Alanina
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Figura 61. Esquema del plasmido pFA-3xmyc-CBK1::URA3-3'UTR

Las reacciones de mutagénesis se llevaron a cabo siguiendo el protocolo de/ kit
Quik Change Lightning Multi Site (Agilent Technologies), utilizando como DNA molde el
pldsmido descrito anteriormente, pFA-3xmyc-CBK1-URA3-3°'UTR (Figura 61) y los
oligonucledtidos disefados, y se transformaron en la cepa de E.coli XL-Gold
Ultracompetent Cells (Agilent Technologies). Los plasmidos de los transformantes
obtenidos se secuenciaron para corroborar la presencia de las mutaciones introducidas
y se nombraron pFA-3xmyc-CBK1-URA3-3'UTR (para el alelo silvestre, ), pFA-3xmyc-
cbk1-4A-URA3-3'UTR (para el alelo fosfodeficiente en las 4 Serinas mds cercanas al
extremo N-terminal), pFA-3xmyc-cbk1-6A-URA3-3'UTR y pFA-3xmyc-cbk1-6D-URA3-
3°UTR (para los alelos fosfodeficiente y fosfomimético en los 6 sitios consenso de
fosforilacién por Cdks ), pFA-3xmyc-cbk1-T548A-URA3-3'UTR y pFA-3xmyc-cbkl-
T548D-URA3-3°UTR (para los alelos fosfodeficiente y fosfomimético en la Treonina
549), pFA-3xmyc-cbk1-S614A-URA3-3 UTR (para fosfodeficiente en la Serina 614), pFA-
3xmyc-cbk1-KD-URA3-3'UTR (para el alelo cataliticamente inactivo) y pFA-3xmyc-cbk1-
as-URA3-3°UTR (para el alelo sensible al analogo del ATP)

Con el fin de sustituir el alelo silvestre de CBK1 por los alelos mutagenizados,
los pldasmidos construidos se digirieron con las enzimas Sal | y Hind lll y se

transformaron en la cepa heterocigética CBK1/cbk1A (JC1779).

Los transformantes se confirmaron por PCR utilizando los oligonucledtidos

(#1096 y #1097) de manera que los alelos de mutagénesis que se habian integrado
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correctamente generaban un fragmento 182pb mayor que el alelo silvestre,
equivalente al tamafio de la secuencia 3xmyc. Los positivos en estas reacciones de PCR
se comprobaron también por Western-Blot y fueron secuenciados para asegurarnos de

la presencia de las mutaciones.

4.3. Sintesis génica de alelos mutantes de CDC14

Con el fin de facilitar el proceso de mutagénesis, se disefiaron los alelos mutantes
de interés de CDC14-HA y se procedid a su sintesis génica (Eurofins, mwg/operon). Se
desarrollaron seis alelos diferentes para el gen CDC14; uno correspondiente al alelo
silvestre del gen, dos fosfodeficientes y dos fosfomiméticos para los sitios de
fosforilacion dependientes de la ruta RAM (T>° y T*’) y de las CDKs (T*%8 y 5**), en los
que la Serina y/o Treonina fueron sustituidos por Alanina o Glutdmico
respectivamente. Por ultimo, como control negativo se disend un alelo inactivo en el
gue se sustituyd la Cisteina 275 del sitio catalitico por Serina. En cada una de estas

construcciones se elimind un intrén que aparece en la copia original del gen de CDC14.

Con el fin de asegurarnos una expresion fisiolégica de las construcciones, se afiadio
a la secuencia del alelo a sintetizar 339 nucleétidos de su regidn promotora asi como
una regién 3°-UTR (UnTranslated Region) de 275pb después del codén de parada para
no modificar la estabilidad del mRNA. Con el fin de facilitar el clonaje de estos alelos en
los vectores apropiados, se introdujeron las secuencias de corte para las enzimas de

restriccion Sal ly BamH |, en las regiones 5’y 3'respectivamente.

Para posibilitar la deteccion de las proteinas codificadas por esto alelos sintéticos,
se afnadié a la secuencia codificante correspondiente tres copias del epitopo HA en el

extremo 3'de CDC14.

Ademads, para facilitar la discriminacién de los transformantes que pudieran
integrar la copia de CDC14 originada mediante sintesis génica se eliminaron dos sitios
de restriccion por la enzima Nsi | en la construccion, cambiando un nucleétido de las
zonas de reconocimiento de manera conservativa, no modificando el aminoacido
traducido por el triplete. Estas regiones de corte por Nsi | se encuentran a 6 y 140
nucledtidos después del ATG respectivamente.
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4.3.1. Construccion de los plasmidos con los alelos mutantes de CDC14.

Una vez obtenidos los alelos mutantes de CDC14, se procedid a construir los
plasmidos que permitieran la integracion de dichos alelos en el locus de CDC14 en una

cepa heterocigotica CDC14/cdc14A (1C1564).

Como primer paso, se amplific6 mediante PCR un fragmento de 282pb de la
region 3’-UTR de CDC14 que se encuentra a 276pb del codén de parada. Para ello, se
utilizd6 DNA gendmico de C. albicans como molde y los cebadores CDC14-3UTR 5°
(#926) y CDC14-3UTR 3’ (#927). Con el fin de facilitar el clonaje del producto de PCR en
el plasmido pFA-URAS3, se incluyd en el oligonucleétido #926 un sitio de corte para la

enzima de restriccion Sac | y en el #927 un sitio de corte para EcoR V.

Una vez obtenido este fragmento de PCR, se cloné en el plasmido pFA-URA3,
utilizando las enzimas de restriccidn Sac | y EcoR V siguiendo el protocolo de ligacién
descrito. Se utiliz6 como cepa receptora XL1-Blue Competent Cells de E.coli (Agilent
Technologies) y se obtuvo un nuevo plasmido denominado pFA-URA3--UTR. Por ultimo
se clonaron los alelos sintéticos de CDC14 en los sitios Sal | y BamH | del pFA-URA3-
3UTR (Figura 62). Estas ligaciones se transformaron de nuevo en E.coli y los plasmidos

obtenidos se comprobaron por secuenciacién.

Los plasmidos asi obtenidos se denominaron de la siguiente forma: pFA-CDC14-
HA (WT)-URA3-3°UTR (alelo silvestre de sintesis génica), pFA-CDC14-HA (CDK-A)-URA3-
3°UTR, (alelos fosfodeficiente en sitios de fosforilacién por Cdks), pFA-CDC14-HA
(RAM-A)-URA3-3'UTR (alelos fosfodeficiente en sitios de fosforilacion por Cbk1), pFA-
CDC14-HA (CS)-URA3-3°UTR (alelo cataliticamente inactivo).

Con el fin de sustituir el alelo silvestre de CDC14 por los alelos de sintesis
génica, los plasmidos construidos se digirieron con las enzimas Sal | y EcoR V y se

transformaron en la cepa heterocigdtica CDC14/cdc14A (JC1564)

Dado que el sitio T30 se encuentra muy proximo del extremo Sal |, cabia la
posibilidad de que la recombinacidn tuviera lugar después de este residuo impidiendo
la generacién de un alelo T30A. Puesto que en los alelos sintéticos eliminamos dos

sitios de corte de la enzima Nsi |; para asegurarnos que el evento tuvo lugar
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correctamente, se amplific6 mediante PCR una secuencia de 1088pb, que incluyese la
zona conflictiva, utilizando los oligonucledtidos #929 y #991, y se digirid con Nsi |. De
esta manera, si la copia perteneciese al alelo silvestre, la digestién con la enzima Nsi |
daria lugar a tres fragmentos de 746, 133 y 206 pb; en cambio, si se tratase del alelo de

sintesis génica de CDC14, no se generaran fragmentos.

Cassette Mutagénesis CDC14
2445pb

CDC14

BamH |
Sacl
EcoRV

PECICS

Sintesis génica: 2399pb 1560pb 262pb

Nsil
Nsil

<
—0%,
<

Jiisml

4161pb

Figura 62. Plasmido mutagénesis CDC14. Para los sitios de fosforilacion por Cbkl se
sustituyd T30 y T457 por alania. Para los sitios de fosforilacion por CDKs se sustituyd T338 y
S449 por alanina. En la construccidn para el mutante cataliticamente inactivo se cambid la
ciesteina 275 por serina.

4.4. Eliminacion de genes mediante el plasmido pSFS2-A

Con el fin de solventar el problema del numero limitado de marcadores
auxotroéficos se desarrolld el pldsmido pSFS2-A (Sasse and Morschhauser, 2012) que
permite generar mutantes utilizando un Unico marcador reciclable (SAT1), que se
elimina tras la primera transformacion mediante la activacién de una recombinasa

especifica (ver mas adelante).

El plasmido pSFS2-A contiene el cassette FLIPASA (FLP)-SAT1 (Figura 64) que posee
el marcador de seleccidon caSAT1, que confiere resistencia al antibiético noursotricina y
el gen caFLP, que codifica para la recombinasa Flp de sitio especifico bajo el control del
promotor inducible MAL2 (se activa en presencia de maltosa). Este cassette esta
flanqueado por repeticiones directas del sitio minimo de reconocimiento de la
recombinasa Flp (FRT: FLP Recombination Target sequence). Por ultimo, externos a las

FRTs existen sitios de restriccion Unicos (Kpnl, Apal, Xhol y Notl, Sacll y Sacl) que
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permiten clonar las secuencias flanqueantes del gen diana que se quiere eliminar. La
adicion de estas secuencias permite la integracion del cassette SATI1-flipper en el
genoma de la levadura por recombinacién homdloga y la seleccidn de transformantes

noursotricina resistentes.

Tras comprobar la correcta integracion mediante PCR del cassette, con el fin de
reciclar el marcador SAT1 para una segunda ronda de transformacién, se induce la
expresion de la recombinasa FLP en los transformantes noursotricina resistentes
(Nou®) Para ello, los transformantes elegidos se crecen en un medio con maltosa sin el
antibiotico durante 24 horas con el fin de garantizar altos niveles de la flipasa en las
células. En aquellos transformantes en los que la recombinasa se haya expresado lo
suficiente dard lugar a la escision del cassette, “flip-out”, al estar flanqueado por las
repeticiones directas de la secuencia de reconocimiento de esta enzima, FRT. Los
transformantes que hayan realizado correctamente el “flip-out” vuelven a ser sensibles
a nourseotricina (Nou®). Con el fin de diferenciar los Nou® de los Nou®, las células se
siembran en placas con concentraciones subletales del antibiético (20ug/ml). En estas
condiciones, las células Nou® daran lugar a colonias pequefias (flecha en figura 63)

mientras que las Nou® formaran colonias grandes. Por tanto, las colonias Nou® serian

YPD + 150ug/ml Nou YPD + 20pg/ml Nou YPD

24-48 h YPMal

YPD + 150ug/ml Nou

Figura 63. Esquema del proceso de induccidn y seleccion de levaduras que han realizado el flip out
del cassette de transformacion. Una vez obtenidos los transformantes en medio YPD con 150ug/ml
de noursotricina, se induce la expresién de la recombinasa FLP creciendo las colonias en un medio
con maltosa. Posteriormente se seleccionan y reestrian en YPD aquellas de menor tamafio crecidas
en YPD con 20ug/ml del antibidtico. Por Ultimo se realiza una réplica con la concentracion de
nousotricina inicial y se conservan las sensibles a dicha concentracidén y que por tanto han escindido
el producto de transformacién
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heterocigdticas (+/-) para el gen de interés y habran eliminado el marcador de
selecciéon SAT1 por lo que podrian ser utilizadas en una segunda ronda de
transformacién con el plasmido inicial para obtener nuevos transformantes Nou® que

fueran mutantes homocigéticos (-/-) para el gen de interés (Ver figura 63).
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Figura 64. Técnica de la flipasa. El cassette SAT1-flipper que contiene el gen de resistencia a
nourserotricina (caSAT1) y el gen de la flipasa (caFLP) sustituye al gen diana mediante
recombinacién homodloga gracias a la incorporacion en el cassette de secuencias flanqueantes al
ORF de interés, convirtiendo a la cepa en resistente para nourseotricina. La induccion de la
expresion de la flipasa en un medio con maltosa provoca la escision del cassette y la reconversion
de la cepa en nourseotricina sensible. Tras dos rondas de insercién y reciclaje del cassette se
obtendrd un mutante de delecién homocigdtico para el gen diana. Tomado de (Sasse and
Morschhauser, 2012).
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4.4.1. Construccion del Cassette SAT1-flipper-SSD1

Con el fin de obtener un mutante ssdiA/ssd1A se construyé un cassette de
delecion de SSD1 basado en el pSFS2-A. Inicialmente se amplificaron los extremos
flanqueantes del gen SSD1 a partir de un DNA gendmico de C. albicans mediante PCR.
Para posibilitar la clonacién de ambos productos de PCR en el vector pSFS2-A se
incluyeron secuencias de corte de enzimas de restriccién en las parejas de cebadores
disefiados para amplificar estas regiones. De la region 5'de SSD1 se amplificaron
mediante PCR las 617pb anteriores al codén de iniciacién y se incluyeron las
secuencias de restriccién de Apa | y Xho |, utilizando los oligonucledtidos S1-AB-SSD1-
Apa | (#985) y S2-AB-SSD1-Xho | (#986). Del extremo 3'de SSD1 se amplificd un
fragmento de 649pb posteriores al coddon de parada, que contenia los sitios de
reconocimiento para Sac Il y Sac |. En este caso, los oligonucleétidos empleados fueron
S1-CD-SSD1-Sac Il (#987) y S2-CD-SSD1-Sac | (#988). Al fragmento correspondiente a la

region 5’se le denomind AB y al de la regién 3°, CD. (Figura 65).

El cassette de delecién de SSD1 se realizé en dos pasos. En primer lugar se
amplificé el fragmento CD a partir del genoma de C. albicans con el par de cebadores
#987/#988. Posteriormente, el pSFS2-A y el producto de PCR CD (649 bp) se digirieron
con las enzimas de restriccién Sacll y Sacl y se ligaron utilizando el kit comercial de
Rapid DNA Ligation Kit, (Thermo scientific). El producto de la ligacidn se utilizé para
transformar la cepa de E. coli XL1-Blue (Agilent Technologies) y se seleccionaron los
transformantes en placas de LB suplementado con cloranfenicol. Los transformantes
obtenidos se analizaron para confirmar la clonacién del fragmento CD mediante la
digestion de los plasmidos recuperados de las colonias resistentes a cloranfenicol con las
enzimas Sac | y Sac Il. Una vez clonado el fragmento CD en el pSFS2-A se procedié al
segundo paso que consistid en la clonacién del fragmento AB en este plasmido SATI1-

flipper-psFS2A-CD.

Para la insercion del fragmento AB se digirieron el plasmido obtenido de la anterior
ligacién y el fragmento de 617pb del extremo 5°de SSD1 con las enzimas Apa | /Xho | y se
siguid la misma estrategia explicada anteriormente. La comprobacidon de esta segunda

ligacion se llevé a cabo utilizando las enzimas Apa | y Xho I. A este plasmido obtenido
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finalmente se le denomind cassette-SAT1-flipper-SSD1 y fue el utilizado para transformar

la cepa de C. albicans. (Figura 65).

617pb

Apal

FRT

Producto para transformacion en C. albicans (5483 pb)

4217pb

caFLP |

r_>|:>°“

PMAL2 FRT

2853pb

Figura 65. Construccidon final del cassette
SAT1-flipper-SSD1. Gen de resistencia a
nourseotricina (caSAT1), gen de la
recombinasa (caFLP) bajo las érdenes
del promotor inducible de maltosa
(PmaL2), secuencias de reconocimiento
de la recombinasa (FRT) y gen de
resistencia a cloranfenicol (CFR) para su

clonacién en E.coli. AB y CD se refieren a
las regiones flanqueantes 5y 3'de SSD1

Cassette SAT1-flipper-SSD1 (8336pb) para su transformacién en C. albicans.

5. Transformacion de Escherichia coli

5.1. Transformacion de XL1-Blue Competent Cells

Se transformaron las células competentes XL1-Blue de E.coli con los plasmidos o
mezclas de ligacién. El método de transformacion se realizd por choque térmico a 42°C
durante 40 segundos, recuperando las células 1 hora a 37°C en medio liquido SOC (2%
triptona, 0,5% extracto de levadura, 0,05% NaCl, 10mM MgCl,, 10mM MgSO,, 1ImM
glucosa) y se sembraron en placas de LB-Ampicilina o LB-Cloranfenicol segun los
requerimientos del plasmido. Se extrajeron los pldsmidos de las colonias obtenidas por

ligacidn y se analizaron mediante PCR y secuenciacion.

5.2. Transformacion de XL-Gold Ultracompetent Cells.

Los plasmidos obtenidos de las reacciones de mutagénesis se transformaron en las
células competentes XL-Gold Ultracompetent Cells de E.coli. La transformacién se
realiz6 por choque térmico a 42°C durante 30 segundos, se recuperaron las células 1
hora a 37°C en medio liquido SOC (2% triptona, 0,5% extracto de levadura, 0,05% NaCl,

10mM MgCl;, 10mM MgS0O,, 1mM glucosa) y se sembraron diferentes diluciones en
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placas de LB-Ampicilina. Las colonias que crecieron se analizaron mediante

secuenciacion de los plasmidos obtenidos.

6. Transformacion de Candida albicans.

6.1. Transformacion con Acetato de litio

Se utilizo el protocolo de transformacién mediante acetato de litio (Walther and
Wendland, 2003). Tras crecer las células durante toda la noche, se diluyeron en medio
fresco a DOgoonm de 0.3 hasta alcanzar una DOgoonm de 1,4-1,8 (aproximadamente 4
horas) e incubadas en agitacion a 28°C con el fin de obtener un cultivo en fase
exponencial. Se centrifugaron las células, se lavaron con agua y se resuspendieron en
1.5ml de solucién 2X de acetato de litio (200mM acetato de litio, 20mM Tris HCIl pH7.5,
2mM EDTA). De esta mezcla se tomaron 100ul para transformar, a los cuales se les
afiadié 100ug de DNA de esperma de salmén desnaturalizado (“carrier”, 10mg/ml), 1-
5ug del DNA de interés y 600ul de PEG/AcLi-Sol (50% PEG 4000 en 2XAcLi-Sol). Esta
mezcla de transformacion se incubd toda la noche a 28°C y posteriormente se
sometieron a un choque térmico a 44°C durante 15 minutos. Las células se lavaron y
recuperaron en MM durante 5 minutos y finalmente se sembraron en los medios

selectivos.

Para las transformaciones con el marcador SAT1, tras el choque térmico, las células
se incubaron en 2 ml de YPD a 28°C en agitacidn durante 4-8 horas para permitir la

sintesis del antibidtico y se sembraron en placas de YPD + 150ug/ml de nourseotricina.

6.2. Transformacidn por electroporacion

Para las transformaciones mediante electroporacién se utilizé el protocolo descrito
por Reuss et al 2004. Se recogieron por centrifugacién 50ml de células de C. albicans
crecidas hasta una DOgoonm 1,7-3,5 Y se incubaron durante 1 hora a 28°C en agitacion
en 10 mililitros de una solucién 1X AcLi Sol (100mM acetato de litio, 10mM Tris-HCI pH

7.5, ImM EDTA). Posteriormente se afiadido DTT a una concentracion final de 10mM y
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se dejaron 30 minutos mas. Se lavaron las células 2 veces con 25 mililitros de agua fria
estéril y una vez con 10 mililitros de sorbitol 1 M. Finalmente las células fueron
resuspendidas en 200ul de sorbitol 1M de los que se tomaron 40 pul que se incubaron
con 1-5 ng de DNA durante 5 minutos en hielo y se electroporaron en un aparato Gene
Pulser (Bio Rad) en cubetas de 0,2cm a 1,8mA. Las células se lavaron con 1 ml de

sorbitol y se sembraron en los medios selectivos.

Para las transformaciones con el marcador SAT1, tras el pulso eléctrico, las células
se incubaron en 2 ml de YPD a 28°C en agitacion durante 3-4horas y se sembraron en

placas de YPD con nourseotricina.

7. Extraccion de RNA para RT-PCR.

La extraccion de RNA total se llevé a cabo utilizando el protocolo de lisis mecanica
del kit comercial PureLink RNA Mini Kit (Life Technologies). Se recogieron 5x10’ células
en fase logaritmica o tras 2,5 horas de induccidn hifal y se anadieron 0,5 ml de buffer
de lisis con 1% de B-mercaptoetanol, se afiadieron 0,5ml de bolas de vidrio (425-
600um; Sigma-Aldrich) y ser rompié en un equipo Ribolyser en 3 pulsos de 15
segundos y fuerza de 5.5. Se transfirio el lisado a un tubo de microcentrifuga RNasa-
free y se continud con el protocolo siguiendo las instrucciones del kit. Finalmente el
RNA se eluyd en 30 ul de agua RNasa-free y se envid para su analisis por RT-PCR. La

cuantificacién de la expresidn se realizé utilizando el método de la curva estandar.

8. Extraccion, deteccidn y analisis de proteinas

8.1. Obtencion de extractos proteicos con TCA

Para la extraccién de proteinas se utilizé el protocolo de precipitacién con Acido
Tricloracético (TCA). Las levaduras se crecieron durante toda la noche en YPD o MM
liquido, se centrifugaron y lavaron con 1ml de TCA al 20%. Una vez determinada la
masa del pellet de células se resuspendié en 100ul de TCA al 20% y se congeld en

tubos Eppendorf a -80°C al menos durante 1 hora. Tras la descongelacion de las
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muestras en hielo, se afiadieron 0,3ml de bolitas de vidrio (425-600um; Sigma-Aldrich)
y se rompieron las células mediante 3 pulsos de 15 segundos a una potencia de 5,0 en
un equipo Ribolyser (Hybaid inc). Los extractos proteicos se recuperaron agujereando
la base del tubo y centrifugando a 2000 r.p.m. sobre otro tubo Eppendorf limpio;
posteriormente se afiadieron 200ul de TCA al 5% y se volvié a centrifugar a 3000rpm
durante 5 minutos a 4°C. El precipitado obtenido se resuspendié segun la masa de las
células inicial, en un volumen determinado de 2X Sample Buffer (100mM Tris HCI,
4%SDS, 200mM DTT, 20% Glicerol, trazas de Azul de Bromofenol), después se afiadio
la mitad de este volumen de Tris 2M con el fin de neutralizar las muestras. Finalmente
se homogeneizaron las muestras con un vértex y se hirvieron a 95°C durante 5
minutos. Tras una centrifugacion a maximas revoluciones durante 5 minutos, el
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se congelaron los extractos a -80°C hasta

su andlisis por Western-Blot.

8.2. Obtencion de extractos proteicos para IP

Los extractos proteicos para la inmunoprecipitacion y posterior andlisis de
fosforilacion mediante el uso de anticuerpos fosfoespecificos o el tratamiento con
fosfatasa, se obtuvieron a partir de cultivos de células en fase exponencial, diluyendo
los cultivos estacionarios y creciéndolos segun las condiciones que exigiera el
experimento. Las células se recogieron mediante centrifugacién y se resuspendieron
en 100ul del buffer del kit comercial (Milteny) o el Co-IP Buffer (150mM NaCl, 50mM
Tris pH 7.4, 15mM EGTA, 1% Triton 100X, 10% glicerol, 1mM PMSF) con inhibidores de
proteasas (cOmplete Tables, Mini EDTA-free, Roche) y/o fosfatasas (Pierce). Las células
se rompieron con bolas de vidrio en un equipo Ribolyser a una fuerza de 5,5 durante
25” por tres pulsos. El extracto crudo se recuperd lavando los cristales con 900ul del
tampdn de lisis. Las proteinas solubles fueron recuperadas tras 30 minutos de
centrifugaciéon a maximas r.p.m. a 4°C. Para la determinacién de la concentracién de
proteinas se utilizé el reactivo comercial BCA protein Assay, Pierce, utilizando BSA para
la elaboracion de la recta patron. Los extractos de proteinas totales se pasaron por las
columnas provistas, se lavaron segun el protocolo y finalmente se eluyeron en el
Sample Buffer provisto en el kit.
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8.3. Obtencion de extractos proteicos para Co-iP con GFP-Trap.

Los extractos proteicos para la Co-inmunoprecipitacion con GFP-Trap se
obtuvieron a partir de cultivos en fase exponencial, diluyendo cultivos estacionarios a
una D.O.s0onm de 0,7 y creciéndolos durante 4 horas a 28°C en YPD. Las células se
recogieron por centrifugacién y se resuspendieron en 200ul del Buffer de Lisis (10mM
Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 0.5mM EDTA, 0.5% NP-40) con inhibidores de proteasas y
fosfatasas. Las células se rompieron utilizando bolas de vidrio, en 2 pulsos de 25
segundos a una fuerza de 5.0 en un equipo Ribolyser (Hybaid Inc.). El extracto crudo se
recuperd lavando los cristales con 900ul de Buffer de lisis. Las proteinas solubles se
recuperaron centrifugando 20 minutos a maximas r.p.m. a 4°C y se determind la
concentracién de proteinas mediante el protocolo BCA Protein Assay (Pierce). Los
extractos de proteinas totales se resuspendieron en 2X Sample Buffer. (100mM Tris pH

7.5, 4% SDS, 200mM DTT, 20% Glicerol, 0,1% Azul de Bromofenol)

8.4. Separacion electroforética e inmmunodeteccion de proteinas en SDS-PAGE

Para el andlisis mediante Western Blot, las proteinas fueron separadas en geles de
SDS-poliacrilamida al 8 0 10%. Se cargaron entre 40 y 50 pg de cada extracto proteicoy
se corrieron a 100V utilizando el sistema de electroforesis “Mini Protean I1” (Bio Rad).
El tampdn de carrera utilizado fue Tris-Glicina (Tris-base 3g/I, Glicina 18,8g/I, SDS 1g/I).
La electrotransferencia se realizé utilizando el sistema iBlot2.0 (programa 20V-1’, 23V-
4’,25V-2) o en humedo utilizando una membrana de 0,45um de PVDF Hybond (GE
Healthcare Life science) y el sistema Mini-Trans-Blot (BioRad), en tampdn CAPS-
Metanol (0.01M CAPS, 10% Metanol) durante 60 minutos a 50V/membrana.
Posteriormente se bloqued la membrana durante media hora con el 10% de leche
desnatada en polvo disuelta en PBS-Tween (137mM NacCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,;HPQy,,
2mM KH,PQ,4, 0,1% Tween®20) , 5% leche en TBS-Tween (50mM Tris pH 7.5, 150mM
NaCl, 0,1% Tween®20) o 3% de solucién bloqueante (Tropix [-Block,
appliedbiosystems), pasado el tiempo de bloqueo se anadidé anticuerpo primario a la
concentracion deseada diluido en 10% leche PBS-Tween o 5%BSA TBS-Tween en los

anticuerpos fosfoespecificos y se incubd toda la noche a 4°C en agitacién. Al dia
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siguiente se hicieron 6 lavados de 5 minutos de la membrana a temperatura ambiente
con PBS-Tween o TBS-Tween y se incubd durante 1h con el anticuerpo secundario
conjugado con la peroxidasa de rdbano diluido en 10% de leche en PBS-Tween, 5%BSA-
TBS-Tween o 3% de la solucion de bloqueo. Posteriormente se repitidé el mismo ciclo
de lavados y se procedié a la deteccidn de los complejos antigeno-anticuerpo sobre la
membrana mediante la reaccién de quimioluminiscencia desarrollada por la
peroxidasa ligada al anticuerpo secundario, afiadiéndole el sustrato Supersignal West

Femto Trial kit (Pierce Biotechnology).

8.5. Separacion electroforética especifica de proteinas fosforiladas en geles de

Acrilamida Phos-tag™

Phos-tag™ es una molécula que se une especificamente a las formas fosforiladas
de los aminoacidos Ser/Thr/Tyr, permitiendo la separacion de cada una de las formas
fosforiladas de una proteina segun el numero de fosfatos que contenga (Figura 66). El
procedimiento es similar a una SDS-PAGE convencional, las diferencias se basan en la
adicion al gel del compuesto Phos-tag™ a una determinada concentracién, establecida

tras varios €ensayos.

o Para el analisis de la proteina Cdcl4 por este

método, la concentracion de Phos-tag™

k

empleada fue de 20uM que se afadié a la

mezcla del gel del 10% de acrilamida. La

| |9

O

SDS-PAGE Convencional SDS-PAGE Phos-Tag®
(una banda) (multiples banda)

cantidad de proteinas totales cargadas en estos

Figura 66. Comparacion de la separacion  8eles fue de 10pl del extracto obtenido a partir

de bandas de una misma proteina entre

geles SDS Page y geles Phos-Tag. del protocolo con Acido Tricloracético. El

tampén de carrera utilizado en estas
electroforesis fue Tris-Glicina-SDS a pH 8.3
(25mM Tris, 192mM Glicina, 0,1% SDS). Después de la electroforesis, el gel se incubd
en tampdn de transferencia (25mM Tris, 192mM Glicina, 20% Metanol) con 1mM

EDTA durante 10 minutos y 10 minutos mas en tampdn de transferencia sin EDTA. Para
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la transferencia se utilizé6 una membrana de 0,45um de PVDF Hybond (GE Healthcare
Life science) en el sistema Mini-Trans-Blot (BioRad) o el sistema iBlot2.0 (programa
20V-1’, 23V-4’,25V-2). La inmunodeteccidn se llevd a cabo igual que en el protocolo de

SDS-PAGE.
8.6. Inmunoprecipitaciones y co-Inmunoprecipitaciones de proteinas

La preparacion de extractos proteicos para la IP se llevd a cabo siguiendo el
protocolo de extraccién descrito en los apartados 7.3 y 7.4 de materiales y métodos.
Una vez obtenidas las proteinas solubles, los lisados se incubaron con bolas
magnéticas unidas al anticuerpo correspondiente (UMACS-HA o uMACS-cs-myc)
durante 45 minutos en hielo. Esta mezcla se cargd en las columnas MACS Separation
Colums, Milteny Biotec. Y se siguid el protocolo del Kit comercial hasta la elucién de los
inmunoprecipitados. Una vez obtenidos se cargaron en geles SDS-Page y se realizé el
protocolo normal de Western Blot. Los lavados y la solucién de bloqueo se realizaron
en tampdn TBS-Tween. Como anticuerpo primario se utilizé anti-P-PKA (cell signalling)

a una concentracién 1:1000 y en TBS-Tween + 5% BSA (Sigma).

Las proteinas solubles para la Co-Inmunoprecipitacién con GFP-Trap se obtuvieron
como se indica en el apartado correspondiente. En este caso, se inmunoprecipitaron
3mg de proteina total con 25ul de bolas GFP-Trap pre-lavadas con tampdn de lisis
(10mM Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 0.5mM EDTA, 0.5% NP-40), incubando 45 minutos a
4°C en agitacion. Las bolas se lavaron 2 veces con 500ul de tampén de lavado (10mM
Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 0.5mM EDTA) y se eluyeron las proteinas afiadiendo 2X
Sample Buffer (100mM Tris pH 7.5, 4% SDS, 200mM DTT, 20% Glicerol, 0,1% Azul de
Bromofenol) hirviendo durante 5 minutos a 95°C. Los inmunoprecipitados se cargaron

en geles SDS-Page y se siguio el protocolo de Western Blot descrito.
8.6.1. Concentraciones de anticuerpos utilizadas

Para la deteccion de proteinas marcadas con los epitopos HA o myc los
anticuerpos primarios utilizados fueron Rat anti-HA 3F10 (Roche) a una concentracién
1:10000 o 1:1000 de mouse anti-myc 9E10 (Santa Cruz). La deteccidén de la proteinas
GFP se llevd a cabo utilizando una diluciéon 1:1000 del anticuerpo Mouse anti-GFP

(Roche). El anticuerpo anti PSTAIRE se utilizé a una concentracién 1:5000
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Para el anticuerpo fosfoespecifico Rabbit anti-P-PKA substrate (Cell Signaling)

concentracion utilizada fue de 1:1000.

La concentracién de los anticuerpos secundarios fue 1:10000 Goat anti-rat , 1:5000

Goat anti-mouse, 1:5000 Mouse anti-rabbit (Santa Cruz).
8.7. Tratamiento con Lambda Fosfatasa (A-PPtasa)

El tratamiento con fosfatasa se realizé con A-PP (New England Biolabs, Ipswich,
MA) y llevé a cabo en las columnas de inmunoprecipitacion de Mylteni. Una vez
obtenidos los extractos proteicos, como se explica en el punto 7.3 de este apartado, se
cargaron las muestras en las columnas, se lavaron 4 veces con 200l de tampdn de lisis
y una vez mas con el buffer de fosfatasa provisto en el kit. Posteriormente se
incubaron con 50ul del buffer con y sin la fosfatasa durante 30 minutos a 30°C.
Transcurrido este tiempo se lavaron las columnas con 100 pul de buffer de fosfatasa y
se eluyeron las proteinas en 70ul del buffer de la muestra precalentado a 95°C. Las

muestras obtenidas se procesaron mediante el protocolo de Wetern Blot convencional.

9. Técnicas de microscopia

9.1. Preparacion de las muestras

Para la visualizacion microscépica de las muestras se fijaron las células con
formaldehido al 5% para preservar su morfologia y se trataron con proteinasa K
(Img/ml) con el fin de degradar adhesinas de pared que inducen la aglomeracion de
las hifas. Este tratamiento favorece la separacidon de las células para la correcta
caracterizaciéon de su fenotipo. Tras la centrifugacion de los cultivos y retirada del
medio, el pellet se lavé con una solucién de PBS estéril; posteriormente se anadié una
disolucién 1:20 de formaldehido en PBS y se incubd a temperatura ambiente durante
10 minutos en agitacion. Para eliminar el formaldehido se centrifugaron las células y se
lavaron de nuevo con PBS. Por ultimo, se resuspendieron en un volumen adecuado de
PBS, se les afiadid la proteinasa K y se incubaron durante 30 minutos a 37°C.

Transcurrido este tiempo se conservaron a 42C hasta su posterior visualizacidn.
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9.2. Tincién con calcofluor

La tincion con calcoflior se realizd con el fin de mejorar la visualizacion de las
morfologias celulares, este fluorocromo tifie las zonas de la pared celular ricas en
quitina en C.albicans; y se excita a una longitud de onda de 372nm emitiendo una
fluorescencia azul. Para la tincidén se mezclé calcofltor a 10 mg/ml en una proporcién

1:1 con el volumen de la muestra.

9.3. Microscopia Optica

Se observaron las células y se tomaron las fotografias utilizando un microscopio
Leica DM-6000B, equipado con lentes para déptica Nomarski y una cdmara de alta
resolucién acoplada, CoolSNAP HQ2 (Photometrics). Las imagenes fueron procesadas
con el programa MetaMorph (MDS Analytical Technologies), Imagel 1.52b (Wayne
Rasband National Institutes of Health) y Adobe Photoshop Elements 7.0. (Adobe

System, Inc).

9.4. Microscopia de fluorescencia

La observacion se realizd con los microscopios Leica DM-6000B utilizando los filtros
especificos para la GFP y A4 (Calcoflior) y la cdmara de alta resolucidon acoplada,
CooISNAP HQ2 (Photometrics) y Olympus IX81 equipado con un sistema confocal

Yokogawa Spinning Disk.

9.5. Microscopia confocal: Time-lapse

Los ensayos de Time-lapse se realizaron con el fin de visualizar la deslocalizacion de
Spa2 en el polarisoma y Exo84 en el exocisto tras la inhibicién de Cbk1 a lo largo del
tiempo; ambas proteinas marcadas con GFP. Para ello se utilizaron cdmaras de ocho
pocillos (iBIDI u-slide) a las que se le afiadié 10ul por pocillo de lectina 5mg/ml y se
dejaron secar durante 20 minutos. Después se inocul6 el pocillo con 300ul del cultivo,

se dejo fijar durante 5 minutos y se lavo 2 veces con el medio requerido. Por ultimo, se
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afiadieron 300ul de medio nuevo con 25uM de 1NM-PP1 o el volumen
correspondiente de DMSO y se tomaron fotografias con el microscopio Olympus IX81
Spinning Disk cada 5 minutos utilizando el filtro de contraste de fase interferencial
(DIC) y el laser para la GFP en el mismo campo, de 5 imagenes transversales (serie Z)

con una separacién de 0,5um entre ellas.
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TABLA 1. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

TTGAAAATAAAAGAAACTGAAAAGTAATAGCCACCAAGAGACTTT

S1-CBK1 AATAACTGATTTTCTCGAGATACCTTAAAAGATCAAATAGAGTTTT #1014
ATAGATCTTGAAGCTTCGTACGCTGCAGGTC
GTAAAATAATAACTATGTATAGTTGTTCGTCCCAACAACACTCTCT

S2-CBK1 ATATTTAATGATTGTTTTTTCATGTTTTATAATGAAGGTTCTACTCG #1013
TACCACACTATCTGATATCATCGATGAATTCGAG
CAGATAGAATATACCTTGGCGCTTATGATCATCACAAAAGGGATA

S1-CDC14 CAGAAGATTTGGCATATTTCACAGTTGAAGACGCATTACCATATAA #191
TGCATTTTACGAAGCTTCGTACGCTGCAGGTC
GTATACATTGATTTAATGAAGGTGAAGCAAAAAAGAAAGAATAAC

S2-CDC14 AAATAACAAATAAAAACAGGTTATCAAAAGAAATGAACTTAACAT #192
ACATGTACAATCTGATATCATCGATGAATTCGAG
AGTGGAAGGTTGAAACGAAACGAGAAAATTAAAAAAAACACACA

S1-PTP3 ACAAAAGTTCAGTCCCACACCAGTAATAGTTTGATTGGATTAGGTT #1280
TAATTATTCAGAAGCTTCGTACGCTGCAGGTC
AAAAAAACTAAAAATCTAATTTTATATAATTTTATCAACTTGTATTG

S2-PTP3 TTTTGTTCTCTTTTGATTCTTACCCATTTCCCATTTTTTTAAAATTCTC #1281
ACCTTCTGATATCATCGATGAATTCGAG

$1-19.7504 GTTTATACATTCTTTTTTTTTGCCAAATTATCTATACAACTTGAACAA

(RTS3) CTTTTTACCTTAGTTGTCTTCATAACATTTATTAATAGAGCTCGTTA #1285
AAATAAAGAGAAGCTTCGTACGCTGCAGGT

$2-19.7504 ATATATATTGAAAAAGATATAAAAGATAAAATATGTGACCGACTCC

(RTS3) CCAAAAAATATTCAACCCAAATATATGTATATAAAACTAATAATAT #1286

AAACTGATTCTGATATCATCGATGAATTCGAG

S1Cbk1XFP TGCTAAGAATGGAGGCGGCAGAAAGAATCCAAAGGAAGATTTAC #273
CATTTATTGGATACACTTATTCTAGATTTGATTATTTGACAAGAAAG
AATGCGTTAGGTGCTGGCGCAGGTGCTTC

S2Cbk1XFP ATAATGCATAAACAATAACATCATCCGGCTGTAGTACCATTCCAAA #274
TGACCACCTATTGTTGATACATGTATGATAAGAAAAGGTTGGCAT
GCTTTGTTGTCTGATATCATCGATGAATTCGAG

S1-sgCDC14- | CGTGTCTAAAGCCAGATCCAAAAATAGGATCGCTTCTGGAAACTC #1015

GFP ACAAACATCAAGAGCACACTCTGGTGGTGTGAGAAAGTTAAGTGG
AAAGAAACATGGTGCTGGCGCAGGTGCTTC

S2-sgCDC14- | ATGTGGATGAAATCAAGGAAGAAGTACAAGACGAGTCGGCCATA #1016

GFP ACTAAGGTACTGGTAGATGATATACGAGTGGCCTATCCAAAAGAT
TCAACTCAGCCTCTGATATCATCGATGAATTCGAG

S1-CDC14HA | GCGTGTCTAAAGCCAGATCCAAAAATAGGATCGCTTCTGGAAACT #619
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CACAAACATCAAGAGCACACTCTGGTGGTGTGAGAAAGTTAAGTG
GAAAGAAACATACGCGTTATCCATATGATGTTCC

S2- TGATATTGCTGAATTAAGTTTAAAGGATTTCGATATATTGGCTTTT #620

SAT1CDC14H | GCATATGGTTCGGAAGAACAAATTGAAATTGTTGAACCAGCTTAT

A GAAGAAAACTCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG

S1SPA2 XFP | TATTGCCAAATGTACTAAAGAATTAGTCAAGACGGTGGAAGAAGC #336
TAGTCTTAAAGAAGATATTGCTTATCTTGATGCTAGAATAAGTCAA
AATCTTGAAGGTGCTGGCGCAGGTGCTTC

S2 SPA2 XFP | TAAATTCACAGCATCATCAAAAATTCATGTCCAAATACATTCGATA #337
ATTCCTACAAATACAATTATAATATCAAAATAATAAAATTATTACAT
ATATACTATATCATCGATGAATTCGAG

S1-EXO84 GATAATTTCTTGAAGATTATGCAACCACAATTGGAAGAATTAAAAC #1318

XFP TGGTGGGATTAAATGTTGATTATATATTTGAGTCTATATTAAATCTT
GAAGGTGCTGGCGCAGGTGCTTCTAAAGGTG

S2-EXO84 CCCTTTAAGATGTTTTAAGAATAAAGCTAAATGAAACCGATATTTG #1319

XFP AATCCATTATTTATTTATTTATTTGATTATTTATTTTATATAGTTATA
TATATGAGGGATCTGATATCATCGATGAATTCGAGCTCG

N-3xmyc- GAGGTCCTCCTCCGAGATTAGTTTCTGTTCGCCTAGATCCTCTTCTG #1023
CBK1-B AAATGAGCTTTTGCTCTCCGAGGTCTTCTTCGGATATAAGETTCTGT
TCCCCGGGCATAAGATCTATAAAACTCTATTTGATCTTTTAAGG
N-3xmyc- ATGCCCGGGGAACAGAAACTTATATCCGAAGAAGACCTCGGAGA #1024
CBK1-C GCAAAAGCTCATTTCAGAAGAGGATCTAGGCGAACAGAAACTAAT
CTCGGAGGAGGACCTCAATTTCGATCAGCTTACAGACGAGCAGAA
GCAAC
N-3xmyc- GACTAGGTCGACTCCTCAAAGAGAGCCATC #1025
CBK1-A
N-3xmyc- GATGGGATCCGGTTCTCACATTGCAAAGACTAATTGGCAAC #1026
CBK1-D
N-3xmyc- GACTAGGTCGACTCCTCAAAGAGAGCCATCATCAACTACTTTCCAT #1063
CBK1-A2 TAGAGGG
(Sall)
N-3xmyc- GATGGGATCCGGTTCTCACATTGCAAAGACTAATTGGCAACTATCA #1064
CBK1-D2 AAGATAATGC
(BamHlI)
Sacl_CBK1- AGCTGAGCTCGGAATTGCAACACAATAAAGCACAAACACAC #1031
3UTR
EcoRV- CCTAGGATATCCAATTGATGCTTTTGAATTGTGTTGCCAAT #605
3'CBK1 3'UTR
AB-SSD1- TTGGGCCCCTAGCCCTTGAACAAACCCACAATTC #985
Apal
AB-SSD1- GGCTCGAGGTGTGTGTGTATCAATCTATTAAAATTGTCGT #986

136




Anexos

Xhol

CD-SSD1- AGCCGCGGCTGTTCAACGTTTCAGTTCATGGAATTAAGCTC #987
Sacll

CD-SSD1-Sacl | GCGAGCTCCAATGGAGATGCAGCACGTGTTTGCAATGGAG #988
CDC14- GCTAGAGCTCCAGCAATATCATCTTCACTCAATTCAATCCAG #926
3UTR5 Sacl

CDC14- CGATTGAACCATCACACTCATTAGAGGATATC #927
3UTR3’EcoRV

G1-SSD1 GATAGTTAGTGTACAATGGGCAGA #989
G2-SSD1 GAGATGGCCATGATAATCCATCGC #990
pMal2-3 Flipper | CGGTGACTCCATCACCCAGTTTAGTTGTACCC #653
X3B-SAT1 CGCCTAACATATGTGAAGTGTGAAGGGGGAG #654
11-SSD1 GGCGCTGGGTCTAACGCGGCGG #1011
12-SSD1 TGGGGAATCAATTGGTCCTAAGTTGC #1012
G1CBK1 CGGTAGTAAAAGTTAAGGACCAAGTCAACT #415
G2B-CBK1 CATAAACAATAACATCATCCGGCTGTACTACCA #549
G1-3xmycCBK1 | TTCGAATTGGGTGGTGACAA #1096
G2-3xmycCBK1 | CTGCTGTTGTTGTAGCTGC #1097
X2-CaARG4 AATGGATCAGTGGCACCGGTG #543
X3-CaARG4 GCTCTTGGTGGTACTGCTAAAAGTGCCG #544
X2-SAT1 GCACACACTACTTAATATACACAGC #519
X3B-SAT1 CGCCTAACATATGTGAAGTGTGAAGGGGGA #654
CDC14-S2 GACCCGATCCTTTAATTGGC #998
X2-CaHIS1 CAACGAAATGGCCTCCCCTACCACAG #547
Check CDC14 3" | GTTGCAAAACTTGATGAGGAGCCC #929
G1-sgCDC14 AGGAGAGGTGTCGGGTAATTCCTC #991
R-CDC14 CGTCTAGACGAGTGGCCTATCCAAAAGAT #95
G1-6HisCDC14 | GGTCCGGTTAGTAAAGCGAAC #529
X2-CaARG4 AATGGATCAGTGGCACCGGTG #543
X3-CaARG4 GCTCTTGGTGGTACTGCTAAAAGTGCCG #544
Check-CDC14 3" | GTTGCAAAACTTGATGAGGAGCCC #929
G1-PTP3 GGGATATCGTTTAGACTACAAACAC #1282
G1-19.7504 CGACTGAAGACACAGCAACAACAAC #1287
[1-PTP3 GGAATCAAGGTGATGGTAACAAGG #1283
[1-PTP3 CCCTTGAGAATTGTCAAATTGGG #1284
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11-19.7504

CCCAACTAAGCAACTACGGGC

#1288

12-19.7504

CGAGACGATAATGATGAAGATCGAC

#1289

cbk1-DEAD TATCGATTAAAATATTATCCGGTTTGATAGCACGATGAATAA #1039
ATCCTAATTTATGAATG

cbk1-S89A CGGCTGTTGTCTAATAGGAGCTCCATGATCTAATTGAACTG #1032

cbk1-S103A TGAGCAAATCGAGGTGCTGGCATGAATGCCGAC #1033

cbk1-S180A ATGTTGTTGAACTGGAGGTGCTGTATCACTAGTTAATGCTG #1034

cbk1-S392A CAACAATCCAAGGGGCATCACTACCTGCCAAAACAT #1035

cbk1-T548A GAGCAATATAATCAGGAGCACCAACAGTGGAATACGC #1036

cbk1-S614A CTTCAGCTTCTGGTGCTAAATGAACATCTTCAGGAATTTGGA #1037
AA

CBK1-S89D ACCACCAGTTCAATTAGATCATGGAGATCCTATTAGACAACA #1113
GCC

CBK1-S103D GCCGCAAATGTCGGCATTCATGCCAGATCCTCGATTTGCTCA #1114
GC

CBK1-S180D CAACTTGCCAACAGCATTAACTAGTGATACAGATCCTCCAGT #1115
TCAACAAC

CBK1-$392D AGAAAGAGATGTTTTGGCAGGTAGTGATGATCCTTGGATTG #1116
TTGCATTATACTATT

CBK1-T548D GTAGATTGATGGCGTATTCCACTGTTGGTGATCCTGATTATA #1117
TTGCTC

CBK1-5614D GCAAGAAAGTTTCCAAATTCCTGAAGATGTTCATTTAGATCC | #1118
AGAAGCTGAAGATTTAA

cbk1l-asM412A TCAAATCACCACCAGGCAAAAATTCAGCTATCAAATACAAAT | #1299
ATTGTGAATCTTGGAAAGAATAGT

G1-CDC14 CCAATTAACTCAACGTCTATC #167
CDC14-S1 CGATGATGGAACTTGTCCTAC #997
CDC14-S2 GACCCGATCCTTTAATTGGC #998
CDC14-S3 GGTACCTATCGAGTCTCCTGG #999
CBK1-S6 GACAAGTGTGTCCTGAAAGGTG #1027
CBK1-S7 GCACCAGTTACAACAGCAACAGC #1028
CBK1-S8 CCAACCACCAGCATCGACTT #1029
CBK1-S2 CGTAAGAATCGTCAATTACAAAATTTAGGG #569
CBK1-S3 GAGTGATTTTGGATTATCTACTGGATTCC #570
CBK1-54 GGTTGGCCACCGTTTTGTTCAG #571
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F-ACT1-gPCR TGGTGATGGTGTTACTCACG #968
R-ACT1-gPCR GACAATTTCTCTTTCAGCAC #969
SCW11 F CTTCTGAACCACCTGCCACT #0L1524
SCW11R TGGTTCAATATTGGCGTTGA #0L1525

TABLA 2. Plasmidos utilizados en este trabajo

pFA-ARG4 Disrupcién génica (Gola et al., 2003)
pFA-URA3 Disrupcién génica (Gola et al., 2003)
pFA-HIS1 Disrupcidén génica (Gola et al., 2003)
pFA-HA-HIS1 Etiquetado con HA (Lavoie et al., 2008)

pFA-CDC14-HA(WT)-URA3-3'UTR

Sintesis génica

Este trabajo

pFA-CDC14(RAM_A)-HA-URA33 UTR

Sintesis génica

Este trabajo

pFA-CDC14(CDKA_A)-HA-
URA33'UTR

Sintesis génica

Este trabajo

pFA-CDC14(CS)-HA-URA3-3'UTR

Sintesis génica

Este trabajo

pSFS-2A

Disrupcién génica

(Sasse and Morschhauser,
2012)

pF-SAT1-flipper-SSD1

Disrupcién génica

En este trabajo

pFA-GFP-URA3

Marcaje de
proteinas

(Schaub et al., 2006)

pFA-3xmyc-CBK1-URA3-3'UTR

Mutagénesis

Este trabajo

pFA-3xmyc-cbk1-as-URA3-3'UTR

Mutagénesis

Este trabajo

pFA-3xmyc-cbk1-4A-URA3-3'UTR

Mutagénesis

Este trabajo

pFA-3xmyc-cbk1-6A-URA3-3'UTR

Mutagénesis

Este trabajo

pFA-3xmyc-cbk1-6D-URA3-3 'UTR

Mutagénesis

Este trabajo

pFA-3xmyc-cbk1-S614A-URA3-3'UTR

Mutagénesis

Este trabajo

pFA-3xmyc-cbk1-T548A-URA3-3'UTR

Mutagénesis

Este trabajo

pFA-3xmyc-cbk1-T548D-URA3-3 UTR

Mutagénesis

Este trabajo

pFA-3xmyc-cbk1-KD-URA3-3 'UTR

Mutagénesis

Este trabajo
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TABLA 3.Cepas de C. albicans construidas en este trabajo

BWPLT URA3A:.:imm434/U.RA3A::434 his1::hisG/his1::hisG Wilson et al
arg4::hisG/arg4::hisG
JC490 hgc1AA Yue Wang
JC810 cdc28::ARG4/URA3::pMet3-cdc28-as Yue Wang
JC1049 cbk1::ARG4/cbk1::HIS1 Yue Wang
JC1147 kicl::ARG4/kic1::URA3 CDC14-HA::SAT1 Este trabajo
JC1421 cdc14::ARG/CDC14sg(WT)-HA::URA3 Este trabajo
1C1424 cdc14::ARG/ cdc14 (T30A/T457A)-HA::URA3 Este trabajo
1C1427 cdc14::ARG/cdc14 (T388A y S449A)-HA::URA3 Este trabajo
JC1428 cdc14::ARG/cdc14 (C275S)-HA::URA3 Este trabajo
JC1564 cdc14::ARG/CDC14 Este trabajo
JC1571 ssd1::frt/ssd1::frt Este trabajo
JC1577 ssd1::frt/ssd1::frt cbk1::ARG4/CBK1 Este trabajo
JC1643 CDC14sg(CS)-HA::URA3/CDC14 Este trabajo
JC1669 CDC14-HA::SAT1/CDC14 Este trabajo
JC1680 mob2::ARG4/mob2::URA3 CDC14-HA::SAT1 Este trabajo
JC1704 ssd1::frt/ssd1::frt cdc14::HIS1/cdc14-C2755-HA::URA3 Este trabajo
JC1715 cbk1::ARG4/cbk1::HIS1 CDC14-HA::SAT1 Este trabajo
JC1746 tao3::ARG4/tao3::HIS1 CDC14-HA::SAT1 Este trabajo
JC1779 cbk1::ARG4/CBK1 Este trabajo
JC1780 cbk1::ARG4/3xmyc-CBK1::URA3 Este trabajo
JC1791 cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1 (D548P)::URA3 Este trabajo
JC1794 ssd1::frt/ssd1::frt cbk1::ARG4/3xmyc-CBK1::URA3 Este trabajo
JC1795 ssd1::frt/ssd1::frt cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1 (D548P)::URA3 Este trabajo
JC1824 cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1(S89A/5S103A/S180A/S392A)::URA3 | Este trabajo
1C1826 cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1 Este trabajo
(S89A/S103A/S180A/S392A/T548A/S614A)::URA3
1C1840 ssd1::frt/ssd1::frt cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1 Este trabajo
(S89A/S103A/S180A/S392A/T548A/S614A)::URA3
Ic1844 ssd1::frt/ssd1::frt cbk1::ARG4/3xmyc- Este trabajo
cbk1(S89A/S103A/S180A/S392A)::URA3
JC1900 cbk1::ARG4/3xmyc-CBK1-GFP::HIS1 Este trabajo
11902 cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1 Este trabajo
(S89A/S103A/S180A/S392A/T548A/S614A)-GFP::HIS1
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JC1905 cbk1:ARG4/3xmyc-cbk1-T548A::URA3 Este trabajo
JC1909 cdc28::ARG4/URA3::pMet3-cdc28-as myc-CBK1::HIS1 Este trabajo
JC1910 hgclAA cbk1::SAT1/3xmyc-CBK1::HIS1 Este trabajo
JC1918 cdc14::ARG/cdc14(C275S)-HA::URA3 myc-CBK1::HIS1 Este trabajo
JC1920 CAl4 tpk2::HisG/tpk2::HisG 3xmyc-CBK1::URA3 Este trabajo
JC1939 cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1 (D548P)-GFP::HIS1 Este trabajo
JC1940 CDC14-HA::SAT1 CDC14-GFP::HIS1 Este trabajo
JC1940 CDC14-HA::SAT1 /CDC14-GFP::HIS1 Este trabajo
cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1 )
JC1949 Este trabajo
(S89D/5103D/5180D/5392D/T548D/S614D)::URA3
cbk1::ARG4/myc-cbk1 )
JC1949 Este trabajo
(S89D/S103D/5180D/5392D/T548D/S614D)::URA3
hgclAA cbk1::SAT11/myc-cbk1 )
JC1995 Este trabajo
(S89D/S103D/S180D/S392D/T548D/S614D)::URA3
JC2026 hgclAA cbk1::SAT1 Este trabajo
JC2035 cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1-T548D::URA3 Este trabajo
JC2049 cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1-T548A-GFP::HIS1 Este trabajo
JC2051 cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1-T548D-GFP::HIS1 Este trabajo
cdc14::ARG/cdc14 (C275S)-HA::URA cbk1::SAT1/myc-cbk1 .
1C2222 Este trabajo
(S89A/S103A/S180A/S392A/T548A/S614A)::HIS1
1C2247 cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1-as (M412A)::URA3 Este trabajo
1C2249 hgclAA cbk1::SAT1/3xmyc-cbk1-T548D::URA3 Este trabajo
JC2251 ssdl::frt/ssd1::frt cbk1::ARG4/3xmyc-T548A::URA3 Este trabajo
JC2254 ssd1::frt/ssd1::frt cbk1::ARG4/3xmyc-T548D::URA3 Este trabajo
JC2266 hgclAA cbk1::SAT1/3xmyc-cbk1-T548A::URA3 Este trabajo
1C2284 cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1-as (M412A)::URA3 SPA2-GFP::HIS1 | Este trabajo
cbk1::ARG4/3xmyc-cbk1-as (M412A)::URA3 EXO84- .
JC2332 Este trabajo

GFP::HIS1
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