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Interacción de la Proteína Quinasa dependiente de cAMP con sus genes blanco en 

Saccharomyces cerevisiae.  

Resumen 

La regulación de la expresión génica mediada por proteínas quinasas es esencial para la 

correcta adaptación celular frente a un estímulo extracelular. En S. cerevisiae, la PKA está 

formada por tres subunidades catalíticas: Tpk1, Tpk2 y Tpk3 y una subunidad regulatoria: 

Bcy1. Existen antecedentes que indican la asociación de Tpk1 y Tpk2 a la cromatina 

durante el crecimiento en glucosa, glicerol y estrés oxidativo (Pokholok et al, 2006). El rol 

de la vía cAMP/PKA sobre la expresión génica en glucosa ha sido ampliamente estudiado 

(Livas et al, 2011). Por otro lado, se ha descripto, que la activación de la PKA limita la 

expresión de genes de respuesta a estrés (Leadsham et al, 2010; Ferretti et al, 2012). 

Durante el desarrollo de esta tesis analizamos la unión de Bcy1, Tpk1 y Tpk2 a diferentes 

regiones génicas en respuesta a estrés osmótico y oxidativo. Describimos que tanto las 

subunidades catalíticas como la subunidad regulatoria de la PKA se encuentran 

asociadas tanto a regiones transcriptas como a promotores de los genes blancos de 

manera estrés-dependiente. Además analizamos el requerimiento de la actividad quinasa 

y el papel de Bcy1 en la asociación de las Tpks a la cromatina. Versiones inactivas de 

Tpk1 y Tpk2 no se asociaron a la cromatina. La deleción de Bcy1 promueve una mayor 

asociación de Tpk1, mientras que anuló la asociación de Tpk2. Luego analizamos el 

posible rol de las Tpk en el remodelado de la cromatina en respuesta a estrés a través del 

análisis de la cinética de unión de factores remodeladores de la cromatina a las regiones 

donde encontramos asociadas a Tpk1 y Tpk2. Observamos unión transitoria a la 

cromatina de Arp8, Rsc1 y Snf2 seguido temporalmente por la asociación de las Tpk. 

Observamos también, la ocupación concomitante de Tpk2 y el factor de transcripción de 

unión al DNA Rap1.  

En conjunto los datos existentes y los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la 

PKA podría participar en la expresión génica mediante fosforilación in situ de los 

reguladores transcripcionales o de la cromatina. 

La distribución núcleo-citoplasmática permite regular la actividad diferencial de muchas 

proteínas quinasas. Hemos analizado la localización subcelular de las subunidades de 

PKA y su mecanismo de transporte durante estrés. Hemos observado que Tpk1-GFP y 

Tpk3-GFP acumulan en el núcleo post-estrés oxidativo y osmótico, sin embargo Tpk2-

GFP y Bcy1-GFP no cambian su acumulación nuclear. El análisis cinético de la 



 

 

   

acumulación nuclear de Tpk1 mostró mayor velocidad en respuesta a estrés osmótico 

versus oxidativo.  

Hemos determinado que la acumulación nuclear de Tpk1, Tpk2, Tpk3 y Bcy1 es un 

mecanismo de transporte activo. Sorprendentemente, cada una de las subunidades de 

PKA es importada al núcleo por diferentes carioferinas. Por otra parte, las cepas 

defectivas en carioferinas las cuales impiden la acumulación nuclear específicamente de 

Tpk1 o Tpk2 no mostraron asociación a la cromatina las Tpks, lo que sugiere el 

requerimiento de acumulación nuclear de las subunidades catalíticas para la asociación a 

sus genes blancos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

   

Interaction of cAMP-dependent Protein Kinase with its target genes in 

Saccharomyces crevisiae. 

Abstract. 

Regulation of gene expression by intracellular stimulus-activated protein kinases is 

essential for cell adaptation to environmental changes. There are three PKA catalytic 

subunits in S. cerevisiae: Tpk1, Tpk2 and Tpk3 and one regulatory subunit: Bcy1. Previous 

data indicates that Tpk1 and Tpk2 were found associated to the chromatin during growth 

on glucose, glycerol and oxidative stress (Pokholok et al, 2006). Using ChIP-real time 

assay we analyzed the Bcy1, Tpk1 and Tpk2 association to 5 genes regions in response 

to osmotic and oxidative stresses. We had demonstrated that both catalytic and regulatory 

subunits of PKA were associated to transcribed regions and promoters of target genes in a 

stress dependent manner. Furthermore we analyze the requirement of kinase activity and 

the role of Bcy1 protein on Tpk chromatin association. Inactive versions of Tpk1 and Tpk2 

do not associate to chromatin. Deletion of BCY1 promotes higher Tpk1 association, 

whereas it abolished Tpk2 association. We then analyze the possible role of Tpk on 

chromatin remodeling in response to stress conditions. We analyze the kinetics of binding 

chromatin remodelers in the regions bound by Tpk1 and Tpk2 in response to stress. 

During stress stimulus there is a transient binding to chromatin of Arp8, Rsc1 and Snf2 -

chromatin remodelers followed temporarily by Tpk association. We also observe co-

occupancy of Tpk2 and DNA-binding transcription factor Rap1. The role of cAMP / PKA on 

gene expression in glucose has been extensively studied (Livas et al, 2011). However 

PKA activation limits the expression of stress responsive genes (Leadsham et al, 2010; 

Ferretti et al, 2012). These results suggest that PKA could participate in gene expression 

by in situ phosphorylation of transcriptional or chromatin regulators. 

Actually it is known that a single protein kinase distributed dynamically between cytoplasm 

and nucleus, can regulate target genes expression by both nuclear and cytoplasmic 

signaling mechanisms. Thus, the nucleus-cytoplasmic kinases transport would be 

important to regulate differential activity in both compartments. Here we analyze stress 

subcellular localization of PKA subunits and their transport mechanism, using fluorescence 

microscopy. We observed that Tpk1 and Tpk3 accumulate in the nucleus post-oxidative 

and osmotic stress however Tpk2 and Bcy1 not change their nucleus-cytoplasmic 

distribution, staying preferentially nuclear. Our results over Tpk1 stress re-localization 

kinetics suggest that under osmotic stress is necessary its faster nuclear accumulation. 

We determined that Tpk1, Tpk2, Tpk3 and Bcy1 nuclear accumulation is ATP dependent 



 

 

   

suggesting an active transport mechanism. Surprisingly, we found that each PKA subunits 

is transported into the nucleus by different karyopherins. Moreover, karyopherin mutant 

strains which prevent nuclear accumulation of Tpk1 or Tpk2 prevented its association with 

chromatin, suggesting that nuclear accumulation of catalytic subunits to association to 

their targets genes is required. 
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Respuesta a estrés en Saccharomyces cerevisiae. 

Saccharomyces cerevisiae, es uno de los modelos de estudio más empleados, ya que es 

un sistema simple de células eucariota, unicelular con una tasa de crecimiento rápida. La 

maquinaria molecular de muchos procesos celulares se encuentra conservada tanto en 

levaduras como en plantas y en mamíferos. Esto último es sin duda la clave de por qué S. 

cerevisiae es un gran sistema de estudio. 

El medio ambiente es un factor determinante en la evolución de los organismos, ya que 

induce la selección de mecanismos que les permiten sobrevivir y adaptarse a las 

condiciones variables del mismo. La adaptación a diferentes tipos de estrés en el medio 

ambiente requiere cambios en muchos aspectos del comportamiento celular.  

La levadura Saccharomyces cerevisiae muestra diferentes fases de crecimiento bien 

definidas cuando crece en medio con glucosa como fuente de carbono: la fase lag (lag-

phase), la fase logarítmica (exponential growth phase), el cambio diáuxico (diauxic shift), 

la fase postdiáuxica (post-diauxic growth phase) y la fase estacionaria (stationary phase) 

(Figura 1). Durante la fase logarítmica las células alcanzan su máxima velocidad de 

duplicación y llevan a cabo un metabolismo fermentativo que produce etanol (Smets et al, 

2010).  
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Figura 1. Fases de crecimiento de un cultivo de S. cerevisiae. La línea azul oscura representa 
el número de células en medio con glucosa como fuente de carbono. Después de una fase 
adaptativa corta (fase lag) se consume la glucosa conforme atraviesa el crecimiento exponencial. 
Cuando la glucosa es limitante, las células ingresan en el shift diaúxico para convertir el 
metabolismo fermentativo a un metabolismo respiratorio. En la fase de crecimiento post-diaúxica, 
las células reanudan el crecimiento utilizando etanol, acetato y otros productos de la fermentación. 
Finalmente, cuando estas fuentes de carbono se agotan, las células entran en un estado de 
quiescencia, la fase estacionaria (G0). La línea celeste representa el crecimiento exponencial en 
glucosa; luego son transferidas a un medio carente de un nutriente esencial como nitrógeno o 
fosfato; esto arresta su crecimiento, quedando en G0. 
 

El crecimiento y la división celular deben estar estrictamente regulados y coordinados 

para poder responder a cambios en el medio ambiente y la disponibilidad de nutrientes. 

De esta manera las células deben monitorear continuamente dicha disponibilidad y ajustar 

tanto el crecimiento como la proliferación celular (Fingar et al, 2004). 

En levaduras, tanto la respuesta a estrés como el daño celular depende del tipo y grado 

del estrés, y de la fase de crecimiento en que este la levadura al momento en que ocurre 

el estímulo (Hohmann & Mager, 1997) desarrollando diferentes sistemas de protección. 

Por lo general, durante el periodo de crecimiento activo las células son sensibles al estrés 

mientras que en periodos de quiescencia son resistentes (Zaman et al, 2008). Por 

ejemplo, cuando se produce un aumento en la osmolaridad extracelular, las células 

pierden rápidamente agua y se contraen. Las células tienen q contrarrestar este efecto 

para mantener la forma y la turgencia y garantizar las concentraciones apropiadas de 

agua e iones intracelulares para el óptimo funcionamiento de las reacciones bioquímicas. 

Para esto, acumulan pequeñas moléculas orgánicas, como el glicerol, el cual les permite 

balancear su presión osmótica en relación con el ambiente externo. Estos osmolitos 
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parcialmente reemplazan el agua, protegen biomoléculas y dirigen el agua nuevamente 

dentro de la célula por osmosis (Albertyn et al, 1994). El estrés osmótico también tiene un 

gran impacto en la fisiología celular, causando la reorganización del citoesqueleto, 

cambios en la dinámica de la pared celular, ajustes metabólicos y el arresto del ciclo 

celular, como también la modulación de la transcripción (Hohmann et al, 2002; Martinez-

Montañés et al, 2010; de Nadal & Posas, 2010; Clotet & Posas, 2007).  

 

Respuesta general a estrés. 

Aun cuando un organismo posee mecanismos para adaptarse a los cambios en el medio 

que afectan su crecimiento y reproducción, cuando estos cambios son demasiado severos 

pueden llegar a ser letales.  

Se ha observado que la tolerancia a un determinado tipo de estrés, conlleva a la 

tolerancia a otros tipos de estrés, aunque éstos últimos sean letales cuando se aplican sin 

inducción previa. Así, por ejemplo, cuando un cultivo de levaduras se somete a un 

tratamiento moderado de calor (37°C por media hora), estas células son capaces de 

resistir a estrés oxidativo que de otro modo sería letal. A este fenómeno se le ha 

denominado “protección cruzada”, y ha dado lugar a la idea de que la levadura posee 

mecanismos comunes o generales de respuesta al estrés (Lewis et al, 1995; Wieser et al, 

1991). Este sistema de respuesta coordina e integra la necesidad de establecer un 

metabolismo basal con el objetivo de disminuir el gasto energético. Esto conlleva a una 

disminución en la tasa de crecimiento, con la inducción de diversos mecanismos de 

protección. La integración de estas respuestas determina la capacidad adaptativa de un 

organismo.  

Existe un tipo de respuesta llamada “respuesta a estrés ambiental” (ESR- enviromental 

stress response) que conlleva a un cambio en los patrones de expresión génica. Esta 

respuesta no se encuentra controlada por un mecanismo regulatorio general, sino que es 

mediada por vías específicas de señalización (Gasch et al, 2000). La ESR se inicia en 

respuesta a una amplia variedad de cambios ambientales, sin embargo los niveles y el 

momento en el cual varían los patrones de expresión génica son específicos de cada 

nuevo entorno. La respuesta ESR suele ser transitoria: inmediatamente, luego del cambio 

ambiental, la célula responde con grandes variaciones en la expresión génica; sin 

embargo, a lo largo del estrés, éstas diferencias en la expresión disminuyen y los niveles 

de transcripción general vuelven a ser similares previo al estrés (Causton et al, 2001; 

Gasch et al, 2000). Esto sugiere una fase de adaptación durante la cual la célula optimiza 
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la utilización de su medio interno antes de re-anudar el crecimiento. Una excepción a esta 

observación es el estrés nutricional, donde las células no reanudan el crecimiento, sino 

que entran en un estado de quiescencia hasta que los nutrientes vuelvan a estar 

disponibles. De hecho se ha observado que varios de los cambios en los niveles de 

expresión génica en respuesta al hambreado nutricional no son transitorios, sino que 

persisten hasta que aumente la disponibilidad de nutrientes (Gasch et al, 2000). 

Durante la ESR los genes cuya expresión es reprimida corresponden a síntesis proteica y 

funciones relacionadas con el crecimiento. Los genes que son inducidos en este tipo de 

respuesta se encuentran involucrados en una gran variedad de procesos, como genes 

involucrados en el metabolismo de lípidos (Raychaudhuri et al, 2012), progresión del ciclo 

celular (Duch et al, 2012) , mantenimiento del potencial redox, detoxificación de especies 

reactivas de oxígeno (Morano et al, 2012), autofagia, modificación de la pared celular 

(Levin et al, 2011), reparación de daño del DNA, secreción, en funciones vacuolares y 

mitocondriales entre otras (Müller et al, 2011).  

 

Vías de señalización involucradas en la respuesta celular al estrés. 

Las principales vías de transducción de señales que ocupan un rol central en la respuesta 

a diferentes tipos de estrés son: la vía de cascada de HOG-MAP quinasa (High 

Osmolarity Glycerol Mitogen Activated Protein) (de Nadal & Posas, 2010), la vía de Tor 

(Target Of Rapamycin) (De Virgilio & Loewith, 2006b; Rohde et al, 2008) y la vía de 

cAMP-PKA (Livas et al, 2011; Vandamme et al, 2012). 

La vía Hog1 

La quinasa Hog1 MAP tiene varios roles en la adaptación al estrés osmótico: modula 

directamente el transporte de iones en la membrana plasmática, la progresión del ciclo 

celular durante el estrés, afecta la eficiencia traduccional y coordina un complejo 

programa de reprogramación transcripcional en el núcleo (de Nadal & Posas, 2010) 

(Figura 2). Esto se refleja en el hecho de que la perdida de función de Hog1 conlleva a 

una osmo-sensibilidad severa y a una disminución de la activación transcripcional de la 

mayoría de los genes osmo-inducibles (Posas et al, 2000; Rep et al, 2000). 

Hog1 es rápidamente activada por fosforilación en respuesta a estrés hiperosmótico y 

transloca al núcleo donde coordina un programa de transcripción genómica (de Nadal & 

Posas, 2010). Los cambios en los patrones de expresión génica bajo estrés osmótico 

ocurren de manera transitoria. Esto implica que los componentes de señalización y 

factores de transcripción involucrados en la respuesta osmótica son activados solo por un 
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tiempo limitado, para luego retornar a su estado inicial. Dicha activación transitoria se 

debe a que Hog1 se localiza transitoriamente en el núcleo, la cual es revertida 

inmediatamente después de la reprogramación transcripcional génica (Ferrigno et al, 

1998; Reiser et al, 1999). 

 
Figura 2. Respuesta al estrés osmótico en levaduras. Un aumento de la osmolaridad 
extracelular, activa Hog1 induciendo una respuesta adaptativa tanto en el núcleo como en el 
citoplasma de la célula. La respuesta citoplasmática incluye el control de flujos iónicos, transporte 
de glicerol, enzimas metabólicas y traducción de proteínas. La respuesta nuclear involucra la 
modulación de la progresión del ciclo celular y el control de la expresión génica. Adaptado de Saito 
et al, 2012. 
 

Hog1 directamente se asocia y fosforila los factores de transcripción Sko1, Hot1, y Smp1 

(Alepuz et al, 2003; de Nadal et al, 2003; Proft et al, 2001). Sko1 es un activador/represor 

transcripcional de la familia ȕZIP (zipper-encoding regions): es un represor transcripcional 

bajo condiciones normales de crecimiento y un activador transcripcional en respuesta a 

estrés osmótico. Hot1 y Smp1 son miembros de la familia MADS (MCM1, AG, DEFA y 

SRF, estas proteínas contienen un motivo común conservado dentro del dominio de unión 

a DNA) los cuales pertenecen a diferentes clases estructurales de factores de 

transcripción y activan la transcripción bajo estrés. Además, Hog1 regula factores de 
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transcripción aún más específicos, como los activadores Msn1, Msn2, Msn4, y Yap4 

(Martinez-Pastor et al, 1996; Nevitt et al, 2004; Rep et al, 1999).  

La regulación de la actividad de los factores de transcripción por Hog1 va más allá de la 

fosforilación de los mismos. En muchos casos, los factores de transcripción forman un 

complejo estable con Hog1 en la región -50 de los genes de respuesta osmótica (Alepuz 

et al, 2001; Proft & Struhl et al, 2002). La asociación estable de Hog1 con la cromatina 

está limitada a los loci regulados por estrés osmótico (Pascual- Ahuir et al, 2006; 

Pokholok et al, 2006; Proft et al, 2006). 

El reclutamiento de Hog1 a los promotores es necesaria para coordinar el remodelado de 

la cromatina y el ensamblado del complejo de pre-iniciación de la transcripción bajo 

condiciones de estrés. Una vez asociada de manera estable con la cromatina, Hog1 tiene 

diversas funciones en la estimulación de la expresión génica. Por ejemplo, Hog1 puede 

directamente reclutar la maquinaria de la RNA polimerasa II en el caso de los genes 

regulados por Hot1 (Alepuz et al, 2003). Además, Hog1 esta directa o indirectamente 

involucrada en el reclutamiento de complejos modificadores de la cromatina o complejos 

basales de transcripción a los promotores activados por estrés. Esto incluye la deacetilasa 

de histonas Rpd3, el complejo co-activador SAGA (Spt-Ada-Gcn5-acetyltransferase), el 

complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF y el complejo Mediador (un complejo 

proteico formado por más de 20 subunidades, requerido para la transcripción dependiente 

de activadores unidos al DNA, la RNA pol II y factores generales de iniciación) (de Nadal 

et al, 2004; Proft & Struhl et al, 2002; Zapater et al, 2007). De esta manera, el 

reclutamiento diferencial de los complejos basales de transcripción puede resultar una 

forma de adaptación más dinámica a diferentes situaciones de estrés. 

El rol de Hog1 en la activación de la expresión génica no está limitada a la iniciación de la 

transcripción, ya que interactúa con la RNA pol II y se asocia a otras regiones génicas 

como las regiones codificantes (ORF, Open Reading Frames) (Pascual-Ahuir et al, 2006; 

Pokholok et al, 2006; Proft et al, 2006). Una de sus funciones durante la elongación 

transcripcional es el reclutamiento del complejo remodelador de la cromatina RSC 

(Remodelling Structure Chromatin) a los ORFs osmo-inducibles para permitir el eficiente 

desalojo de las histonas durante la elongación transcripcional. RSC está involucrado 

globalmente en la transcripción génica activada por osmo-estrés ya que células mutantes 

rscΔ son osmo-sensibles (Mas et al, 2009). 
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La vía TOR: 

Las levaduras, al igual que todos los eucariotas examinados hasta el momento, poseen 

dos complejos esenciales que contienen quinasas pertenecientes a la familia PI3 (PI3-like 

protein kinase), denominados TORC1 y TORC2 (De Virgilio & Loewith, 2006a; 

Wullschleger et al, 2006). Mientras que en la mayoría de los eucariotas una única proteína 

Tor aporta la actividad quinasa en ambos complejos, S. cerevisiae expresa dos quinasas 

diferentes, Tor1 y Tor2. Tor2 y otras cinco proteínas (Avo1, Avo2, Avo3, Bit61 y Lst8) 

forman el complejo TORC2 y regulan la organización del citoesqueleto de actina y la 

polaridad celular (De Virgilio & Loewith, 2006b; Wullschleger et al, 2005). Tor1 forma junto 

a Kog1, Lst8 y Tco89 el complejo TORC1, el cual regula la proliferación celular y la 

transición entre el crecimiento y la quiescencia. TORC1 pero no TORC2 es inhibida por la 

droga rapamicina, la cual se une al complejo y suprime su interacción con los sustratos 

blancos (Zaman et al, 2008). 

La vía de TOR controla el crecimiento de células de levaduras, moscas y mamíferos en 

respuesta a factores de crecimiento y condiciones nutricionales (Jacinto & Hall, 2003). En 

levaduras la inhibición de TOR resulta en un arresto del crecimiento que se asocia a 

cambios fisiológicos que son característicos de la fase estacionaria (Werner-Washburne 

et al, 1993). Aunque la vía de señalización por TOR ha sido investigada principalmente en 

relación a la fuente de nitrógeno en el medio (Cooper et al, 2002), se ha descripto que 

participa también en algunas respuestas evocadas por glucosa (Slattery et al, 2008). 

La proteína quinasa Sch9, un regulador central de la respuesta de crecimiento y 

longevidad (Pascual-Ahuir & Proft, 2007; Smets et al, 2010) ha sido implicado en la 

reprogramación transcripcional frente a estrés osmótico. Sch9, también denominada PKB 

pertenece a la familia de proteínas quinasas AGC y es ortólogo funcional de la quinasa S6 

de mamíferos (Voordeckers et al, 2011). Sch9 es fosforilada por Tor1 y es requerida para 

la regulación de la biogénesis de ribosomas mediada por TORC1, el inicio de la 

traducción y la entrada en la fase G0 (Urban et al, 2007). 

Bajo estrés osmótico, Sch9 se asocia a promotores específicos regulados por estrés vía el 

factor de transcripción Sko1 y contribuye a la inducción de la expresión génica junto con 

Hog1 (Pascual-Ahuir & Proft, 2007). La pérdida de función de Sch9 conlleva a la osmo-

sensibilidad y la disminución de la transcripción de los genes de respuesta a estrés.  
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La vía de señalización cAMP-PKA. 

La vía de señalización de la proteína quinasa A (PKA), forma parte de la adaptación 

transcripcional al estrés. Si bien la función principal de la vía de cAMP-PKA ha sido 

descripta para la adaptación del metabolismo respiratorio al fermentativo (Santangelo et 

al, 2006; Thevelein et al, 2000), esta vía tiene un rol directo en la regulación de la 

expresión génica bajo condiciones de estrés. En general, la actividad PKA en condiciones 

ambientales favorables promueve el crecimiento celular, la glucolisis y la progresión a 

través del ciclo celular, mientras que la resistencia a estrés es regulada negativamente 

(Rubio-Texeira et al, 2010). La actividad PKA está directamente ligada a la expresión 

génica activada por estrés osmótico vía los factores de transcripción Msn2 y Msn4 

(Martínez-Pastor et al, 1996; Schmitt & McEntee, 1996). Msn2/4 están regulados 

negativamente por la fosforilación de PKA al ser retenidos en el citoplasma bajo 

condiciones normales de crecimiento (Görner et al, 1998 & 2002).  

El factor de transcripción Sko1 también se encuentra regulado por PKA. La actividad de 

PKA actúa a través de la fosforilación especifica de sitios en Sko1, promoviendo su 

acumulación nuclear y de esta manera regula negativamente la expresión génica de 

genes blanco (Pascual-Ahuir & Proft, 2007).  

El empleo de mutantes ha evidenciado la importancia de la PKA en la regulación de la 

división celular, el tiempo de duplicación, detección del estado nutricional del medio y la 

resistencia a estrés. Mutantes que presentan la vía cAMP-PKA hiperactiva son incapaces 

de arrestar el ciclo celular en la fase G1 como consecuencia del hambreado. Este tipo de 

mutantes muestra muy baja tolerancia al estrés, pierden viabilidad al entrar en la fase 

estacionaria, y son incapaces de acumular trehalosa y glucógeno. Por el contrario, 

mutaciones que disminuyen la actividad de la vía PKA presentan fenotipos con alta 

tolerancia a condiciones de estrés, tiempos de duplicación largos (por retraso en la fase 

G1 del ciclo celular), engrosamiento de la pared celular y, asociado a ello, muestran 

acumulación de glucógeno y trehalosa, aun en la fase logarítmica de crecimiento 

(Thevelein et al, 1999). 

La importancia del cAMP en el funcionamiento celular se refleja en los múltiples 

mecanismos de regulación que modulan los niveles de esta molécula. Así, la actividad de 

la adenilato ciclasa (Cyr1) se encuentra regulada positivamente por las proteínas Ras y el 

sistema de receptores acoplados a proteínas G, Gpr1-Gpa2 (Kraakman et al, 1999). Las 

proteínas Ras, codificadas por los genes RAS1 y RAS2 (Field et al, 1988), pertenecen a la 

familia de proteínas G monoméricas y, cuando tienen GTP unido, activan a la adenilato 
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ciclasa. La inactivación de estas proteínas depende de una actividad de GTPasa 

intrínseca, la cual es estimulada por las proteínas Ira1 e Ira2 (Tanaka et al, 1989). A su 

vez, la activación de las proteínas Ras requiere de una proteína intercambiadora de 

nucleótidos de guanina llamada Cdc25 que intercambia el GDP asociado a Ras por GTP. 

Se ha descrito un homólogo de CDC25, llamado SDC25, cuyo papel en la activación de 

Ras aún se desconoce (Rubio-Texeira et al, 2009). La adenilato ciclasa también está 

regulada por el sistema Gpr1-Gpa2. La proteína Gpr1 pertenece a una familia de 

receptores acoplados a proteínas G y ha sido la primera de su clase asociada a 

respuestas nutricionales. Esta proteína percibe la glucosa del medio y activa a la proteína 

Gpa2, de la familia de las proteínas Gα heterotriméricas que a su vez activa a la adenilato 

ciclasa (Colombo et al, 1998) (Figura 3).  

 

 

 
Figura 3. La vía de Ras / PKA desempeña un papel central en la regulación crecimiento y en la 
respuesta a la fuente de carbono disponible y al estrés. Adaptado de Broach et al, 2012.  
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Mientras que la deleción simultánea de RAS1 y RAS2 lleva a la pérdida total de la 

actividad PKA y a la muerte celular, la deleción del sistema GPCR afecta sólo 

parcialmente la producción de cAMP inducida por glucosa y la actividad PKA (Mbonyi et 

al, 1988; Rolland et al, 2000). La unión cooperativa de dos moléculas de cAMP a cada 

una de las subunidades de la proteína Bcy1 provoca la disociación de las subunidades 

regulatorias y la consecuente activación de las subunidades catalíticas. Por otro lado, la 

concentración intracelular de cAMP está regulada por los genes PDE1 y PDE2 que 

codifican para dos fosfodiesterasas de baja y alta afinidad, respectivamente. La 

fosfodiesterasa de baja afinidad es a su vez blanco de la PKA, la cual la activa y, de esta 

manera regula negativamente la acumulación excesiva de cAMP (Mbonyi et al, 1990; 

Nikawa et al, 1987). 

La fosfodiesterasa de alta afinidad Pde2 controla los niveles basales de cAMP durante la 

fase estacionaria de crecimiento (Park et al, 2005) mientras que la fosfodiesterasa de baja 

afinidad Pde1, está específicamente involucrada en la inhibición de la vía de cAMP 

inducida por glucosa, y es activada a través de una retroalimentación negativa ejercida 

por la PKA (Casamayor et al, 1999). Las proteínas Ras y la adenilato ciclasa también se 

encuentran involucradas en la retroalimentación negativa de la vía cAMP-PKA (Colombo 

et al, 2004). 

Además de la regulación mediada por el cAMP, la actividad de PKA se encuentra también 

modulada por su localización subcelular, por su estado de fosforilación, por su abundancia 

proteica (Budhwar et al, 2010; Griffioen et al, 2001; Portela & Moreno et al, 2006; 

Schmelzle et al, 2004; Werner-Washburne et al, 1991).  

Las proteínas kelch Gpb1 y Gpb2 fueron identificadas inicialmente por su capacidad de 

interactuar con Gpa2. Varias evidencias han indicado que Gpb1 y Gpb2 regularían 

negativamente a la PKA. Algunos de los mecanismos propuestos para esta regulación 

incluyen inhibición de Gpr1 por Gpb1/2 (Harashima & Heitman, 2005), estimulación de la 

actividad GTPasa de Ras (Harashima et al, 2006) y estimulación de la interacción entre 

las subunidades catalíticas y regulatorias de la PKA (Peeters et al, 2006). Recientemente 

se ha demostrado que Gpb1/2 promoverían la asociación entre ambas subunidades de la 

PKA a través de la fosforilación de la subunidad regulatoria y estabilización proteica de la 

misma. Esta fosforilación se ve estimulada conforme disminuyen los niveles de glucosa en 

el medio (Budhwar et al, 2010). 
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Proteína Quinasa A (PKA). 

La PKA es un heterotetrámero compuesto de dos subunidades catalíticas (C) y dos 

regulatorias (R). La primera es la responsable de catalizar la transferencia de fosfato 

mientras que la segunda es la que le confiere dependencia al cAMP y regula su 

localización subcelular mediante la formación de complejos multiproteicos. Cuando 

aumenta la concentración intracelular de cAMP en respuesta a un estímulo, dos 

moléculas de cAMP se unen cooperativamente a cada subunidad regulatoria, 

promoviendo la disociación de la holoenzima en dos moléculas catalíticas activas y un 

dímero de subunidad regulatoria con los cuatro sitios de cAMP ocupados (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Mecanismo de activación de la holoenzima de PKA por cAMP. El heterotetrámero, en 
presencia de cAMP, se disocia en un dímero de subunidad regulatoria (R) (con los dos sitios de 
unión al cAMP ocupados) y dos subunidades catalíticas (C) activas. Subunidad regulatoria en gris, 
subunidad catalítica en celeste, cAMP en rojo. En naranja se observan los principales sitios de 
interacción RC, el sitio de pseudosustrato y una región del sitio CBD-A de unión a cAMP.  

En mamíferos existen cuatro isoformas de subunidad catalítica C, C, C y PrKX 

(Zimmermann et al, 1999). Los niveles de expresión de las diferentes subunidades de 

PKA están sujetos a regulación por hormonas que actúan a través de receptores 

acoplados a proteínas G (Jahnsen et al, 1986; Øyen et al, 1988), señales mitogénicas a 

través de receptores tirosina quinasa (Skålhegg & Tasken, 2000) y hormonas esteroideas 

(Levy et al, 1989). La regulación de las subunidades de PKA mediada por cAMP actúa 

modificando la expresión génica (Taskén et al, 1991; 1993), la estabilidad del mRNA 

(Knutsen et al, 1991) y la estabilidad de las proteínas R y C después de la disociación de 

la holoenzima (Taskén et al, 1991; Houge et al, 1990). 
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Se han hallado secuencias regulatorias río arriba de los genes que codifican para Cα, Cȕ 

(Chrivia et al, 1988) y CȖ (Reinton et al, 1998). Estos genes, excepto CȖ tienen 

promotores que carecen de la región rica en GC y de la secuencia consenso TATA. Estas 

son características de genes altamente regulados y expresados en bajo nivel (Skålhegg & 

Tasken, 2000). 

En S.cerevisiae la subunidad catalítica está codificada por tres alelos TPK1, TPK2 y 

TPK3. Las proteínas Tpk1 y Tpk3 presentan un 84 % de homología, y son un 67% y 76% 

homólogas a Tpk2 respectivamente. Las mayores diferencias se encuentran en el N 

terminal, siendo las homologías mayores en la región C terminal (Toda et al, 1987a). 

La actividad quinasa de las células de levadura está dada en su mayor medida por los 

alelos Tpk1 y Tpk2 mientras que la actividad de Tpk3 es muy baja debido a su baja 

expresión (Mazón et al, 1993).  

En mamíferos existen dos tipos de R, Tipo I y Tipo II. Cada una de ellas está codificada 

por dos genes RI y RI, RII y RII. Entre ellas difieren en peso molecular, punto 

isoeléctrico, secuencia primaria, capacidad de autofosforilación, estructura y expresión 

tejido específico (Diller et al, 2001).  

En S.cerevisiae la subunidad regulatoria está codificada por un único gen BCY1 que tiene 

una homología del 40% con las de mamífero (Toda et al, 1987b). 

A diferencia de la subunidad catalítica, la regulatoria posee una organización modular 

conservada. El dominio de dimerización y anclaje en posición N terminal, llamado D/D 

(Dimerization/Docking Domain), es un arreglo de cuatro hélices que también provee un 

sitio de anclaje para las proteínas AKAPs (A Kinase Anchoring Proteins). Los dos 

dominios de unión al cAMP se ubican en tándem en la región C terminal y se denominan 

CBD-A y CBD-B (cAMP Binding Domain). La estructura principal de estos dominios es el 

cassette de unión al fosfato PBC (Phosphate Binding Cassette), donde se une el cAMP. 

Separando el dominio de dimerización y los de unión a cAMP se encuentra una región 

bisagra flexible que contiene una secuencia inhibitoria similar a un sustrato 

(pseudosustrato) y que bloquea el sitio activo de la subunidad catalítica en ausencia de 

cAMP (Taylor et al, 2005). Las RI no pueden ser autofosforiladas por no poseer la Ser 

fosforilable en el sitio inhibidor mientras que la RII sí. La fosforilación en este sitio reduce 

la afinidad entre las subunidades R y C (Figura 5). 
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Figura 5. A la izquierda un modelo de la subunidad RI de mamíferos mostrando los dominios 
estructurados CNB A y B con el cAMP y la región bisagra. Además se indican con flechas los sitios 
de interacción con la subunidad C, con AKAPs y el sitio de dimerización. A la derecha se observa 
un esquema de la organización de las subunidades regulatorias de la PKA, la organización de los 
dominios de RI y RII donde se incluyen las regiones bisagra en detalle y en rojo la región de 
pseudosustrato. 

 

La subunidad regulatoria en S. cerevisiae, al igual que la RII de mamíferos, posee la 

secuencia de autofosforilación RRTSV en la región bisagra y la fosforilación en este sitio 

(Ser145) también disminuye la afinidad entre R y C, al menos in vitro (Kuret et al, 1988).  

La deleción del gen BCY1 provoca una desregulación de la actividad PKA en la célula, 

resultando en un fenotipo similar al presente en cepas con alta actividad PKA. En estas 

cepas se observa una alta tasa de glicólisis e inhibición de la gluconeogénesis que 

resultan en una incapacidad para crecer en fuentes de carbono no fermentable.  

Holoenzima 

La holoenzima PKA de mamíferos es un heterotetrámero formado por dos subunidades 

catalíticas y dos regulatorias. Tanto la R (RI, RI, RII, RII) como la C (C, C, C, 
PRKX) poseen distintas propiedades físicas y biológicas, están diferencialmente 

expresadas y son capaces de formar diferentes isoformas de holoenzimas de PKA 

(Taskén y Aandahl 2004).  

Aunque la clasificación del tipo de holoenzima depende de la R que la conforma, se ha 

demostrado que la combinación con las distintas subunidades catalíticas con la misma 

isoforma de R también influye en las características de la holoenzima, como la constante 
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de asociación (Ka) para el cAMP (Gamm et al, 1996), localización subcelular, afinidad por 

el cAMP y preferencia de sustratos, características que podrían contribuir  en la 

especificidad de respuesta al cAMP (Ørstavik et al, 2005).  

La holoenzima en S. cerevisiae difiere en varios aspectos bioquímicos con la de 

mamíferos. La afinidad entre R y C en la levadura es del orden de 20 nM mientras que en 

mamíferos es subnanomolar (Kuret et al, 1988). La afinidad decrece en mamíferos en el 

orden de 1000 veces con el agregado de cAMP (Kopperud et al, 2003). En S. cerevisiae 

el agregado de cAMP disminuye la afinidad R-C sólo 20 veces. Las explicaciones para 

estas diferencias se basan en las estructuras primarias de la R y a las modificaciones 

postraduccionales que sufren. La subunidad C de S. cerevisiae también es menos afín por 

el Kemptido (20-30 veces menos) y por el PKI (inhibe menos a Tpk1 que a la C de 

mamíferos) (Zoller et al, 1988). 

El mecanismo de activación generalmente aceptado para la holoenzima es la disociación 

de la misma, en presencia de altas concentraciones de cAMP, en un dímero de R unido 

por el dominio DD y dos subunidades catalíticas activas. Sin embargo también se ha 

propuesto la participación del sustrato en el mecanismo de activación. Tanto estudios 

utilizando SAXS (Small Angle X-ray Scattering) (Vigil et al, 2004) como el cristal RI:C 

obtenido (Kim et al, 2005) postulan un modelo de mecanismo de activación en donde el 

cAMP se asocia en primer lugar al dominio CBD-B de la R. La posterior asociación de 

cAMP al dominio CBD-A aumenta la accesibilidad del sustrato hacia el bolsillo catalítico 

de la C. Entonces el sustrato compite con el pseudosustrato de la R y completa la 

disociación de la holoenzima.  

Recientemente se ha descripto que la especificidad en el reconocimiento del sustrato por 

una quinasa depende de una relación dinámica de varios factores: la secuencia 

aminoacídica cerca del aminoácido fosforilado, la localización y los niveles de expresión 

tanto del sustrato como de la quinasa y por último de la presencia o ausencia de proteínas 

de anclaje que limitan las interacciones sustrato-quinasa. En particular la especificidad de 

sustrato de cada Tpk en levadura, no parece estar relacionada con aminoácidos 

determinantes en la secuencia cercana al sitio de fosforilación ni con una diferencia en la 

constante catalítica. Sin embargo, un nuevo punto de regulación debe ser considerado 

para contribuir a la selectividad de cada isoforma: la participación del sustrato en la 

activación de PKA por cAMP (Galello et al, 2010). 
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Localización subcelular de PKA 

La localización sitio específica de la PKA se ha estudiado en gran detalle en mamíferos. 

La misma está dada a través de proteínas de interacción con quinasa A (AKIPs) las 

cuales unen subunidad catalítica y proteínas de anclaje o AKAPs (A Kinase Anchoring 

Proteins) las cuales se unen a la subunidad regulatoria. Se ha descripto una gran cantidad 

de miembros de la familia de las AKAPs, la mayoría de ellos se unen a la RII mientras 

sólo unas pocas lo hacen a RI o a ambas, es decir con especificidad dual (Jarnæs & 

Taskén, 2007).  

La generación de microdominios de cAMP también lleva a una activación sitio específico. 

Los cambios en las concentraciones de cAMP se generan mediante activación o inhibición 

de la Adenilato Ciclasa mediada por ligandos cuyos receptores activan proteínas G 

asociadas a membrana. Sin embargo los niveles de cAMP generados en respuesta a un 

ligando específico están determinados por la localización y disponibilidad de dichos 

receptores y ciclasas acopladas a los mismos. Dichos dominios de cAMP están 

moldeados espacial y temporalmente por fosfodiesterasas. Se especula que gradientes 

de cAMP generados por distintos ligandos estén específicamente organizados para seguir 

distintas rutas de señalización mediadas por PKA o incluso activar un único grupo de 

moléculas de PKA localizado en determinada región mediante AKAPs para mediar su 

efecto biológico (Figura 6). 

 

Figura 6. Modelo de localización subcelular de PKA en mamíferos. La AKAP une PKA por la 
subunidad regulatoria y también fosfodiesterasas (PDE) y fosfatasas (PP). Este esquema 
representa la inhibición de PKA. Las AKAPs permiten la activación o inhibición de PKA en una 
zona determinada, dependiendo de la disponibilidad de cAMP en dicho microdominio. Adaptado de 
Patel et al, 2011.  
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La localización general de la holoenzima PKA es citoplasmática o se encuentra unida a 

organelas citoplasmáticas vía AKAPs, dependiendo del tipo de subunidad regulatoria que 

posea asociada. La activación de PKA ocurre a través de la unión de cAMP a las 

subunidades regulatorias, causando la disociación de las subunidades catalíticas, las que 

una vez liberadas translocan al núcleo regulando la trascripción génica estimulada por 

cAMP (Gupta et al, 2011). En Saccharomyces cerevisiae, no existen homólogos AKAP o 

AKIP, ni tampoco del inhibidor de PKA (PKI) y la regulación de la localización de PKA  aún 

no se conoce claramente. 

Por definición, la subunidad catalítica de la holoenzima PKA colocaliza con los complejos 

R-AKAPs. Luego de la disociación por cAMP, la localización de C no está restringida por 

la interacción con R, y se encuentran competentes para fosforilar sustratos 

preferentemente cercanos. En células de mamíferos, la señalización nuclear vía cAMP 

requiere del movimiento de subunidades C libres dentro del núcleo (Mayr & Montminy, 

2001) y su actividad es regulada por la manipulación espacio-temporal del cAMP (Sample 

et al, 2012). El ingreso de C al núcleo es por difusión pasiva (Hagiwara et al, 1993); en 

cambio, la salida del núcleo de C depende de un mecanismo de transporte activo. La 

inactivación y la exportación nuclear de C ocurren gracias a la interacción con el PKI 

(Protein Kinase Inhibitor); hecho que agregaría un punto de control sobre la accesibilidad 

de C a sustratos nucleares (Wen et al, 1994). 

También se ha demostrado que la retención de la subunidad catalítica en el núcleo 

involucra la interacción con la proteína AKIP (A-Kinase Interacting Protein). Esta se une al 

extremo amino terminal de C (residuos 14-39) y favorece la acumulación nuclear de C en 

células HeLa. Esto representa un mecanismo de control de la localización de C que difiere 

al de las AKAPs que interactúan con la subunidad regulatoria (Sastri et al, 2005). 

En S. cerevisiae, la localización subcelular de Bcy1 es dinámica y responde a cambios en 

la disponibilidad de nutrientes así como a las condiciones de estrés. Es 

predominantemente nuclear en células crecidas en glucosa, mientras que presenta una 

localización núcleo-citoplasmática en glicerol y frente a estrés térmico (Griffioen et al, 

2000). La fosforilación del cluster II de serinas en la región aminoterminal de Bcy1, 

incrementaría su afinidad por Zds1, un posible homólogo funcional a las AKAPs de 

mamífero, y como consecuencia retendría a Bcy1 en el citoplasma en ausencia de 

glucosa extracelular (Griffioen et al, 2001). La localización de Tpk1 depende de la 

interacción con Bcy1, mientras que Tpk2 presentaría localización nuclear independiente 

de cAMP (Pan & Heitman, 2002, Kumar et al, 2008). Un mecanismo implicado en la 
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localización de Tpk1 depende de la actividad de las proteínas quinasas TOR (Target Of 

Rapamycine) que controlan una gran cantidad de procesos relacionados con el 

crecimiento y la respuesta a la disponibilidad de nutrientes. Cuando las células son 

tratadas con la droga rapamicina se produce una inactivación de TOR, lo cual afecta, 

entre otras procesos, la localización de Tpk1, que se concentra rápidamente en el núcleo 

(Schmelzle et al, 2004). Además TOR regula la PKA inhibiendo la fosforilación de varios 

sitios de Bcy1 entre el dominio de dimerización y el dominio de unión a cAMP. Esta 

inhibición de la fosforilación se da a través de Sch9 y la MAP quinasa MPK1, por ende 

para algunos sustratos TOR estaría rio arriba de PKA en la cascada de señalización 

propuesta (Soulard et al, 2010). 

No se conoce si la exportación nuclear de las subunidades de PKA involucra un 

mecanismo activo. Un análisis in silico, no ha revelado aún la presencia de un homólogo 

al PKI en el genoma de S. cerevisiae; sugiriendo que el mecanismo de exportación 

nuclear de la subunidad catalítica de PKA sería diferente del descripto para células de 

mamíferos. 

En Saccharomyces cerevisiae, se describió que PKA puede ser regulada por las proteínas 

Gpb1 y Gpb2 (Figura 3) en repuesta a la disponibilidad de nutrientes (Budwhar et al, 

2010). Gpb1/2 contienen 6 o 7 repeticiones del dominio Kelch -por homología a las 

proteínas Kelch de Drosophila melanogaster- en la región carboxilo terminal que le 

permiten establecer interacciones proteína-proteína (Budwhar et al, 2011). Gpb1 y Gpb2 

actúan rio abajo de la adenilato ciclasa para afectar directamente la actividad de la PKA. 

Se ha demostrado que células que carecen de Gpb1 y Gpb2 presentan menor interacción 

Bcy1-Tpk1 (Peeters et al, 2006). Además se ha demostrado que Gpb1 y Gpb2 afectan 

tanto la abundancia como el estado de fosforilación de Bcy1 en respuesta a nutrientes 

(Budwhar et al, 2010). Gpb1 y Gpb2 son predominantemente citoplasmáticas, pero las 

Tpks localizan alternativamente entre el núcleo y el citoplasma dependiendo de las 

condiciones nutricionales (Griffioen et al, 2000). Estas observaciones plantean la hipótesis 

de que Gpb1 y Gpb2 podrían interaccionan con las Tpks localizadas en citoplasma 

controlando la localización de éstas reteniéndolas en dicho compartimento. Además, se 

reportó que la fosforilación de Tpk1 cambia en respuesta a glucosa de manera 

dependiente de Gpr1 (Portela et al, 2006). La interacción de Gpb1y Gpb2 con la Gpa2 

activa podría causar modificaciones en las subunidades catalíticas Tpks y liberarlas para 

luego translocar al núcleo y fosforilar sus sustratos (Budwhar et al, 2011). 
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Regulación de la transcripción en Saccharomyces cerevisiae. 

El proceso que lleva al inicio de la transcripción requiere varios pasos de reclutamiento de 

diferentes factores (Fuda et al, 2009; Hahn & Young, 2011). La Figura 7 esquematiza el 

inicio de la transcripción. 

En los primeros pasos, los activadores transcripcionales se unen a secuencias específicas 

de DNA cerca de los genes blanco reclutando co-activadores transcripcionales y 

componentes de la maquinaria de transcripción a través de interacciones proteína-

proteína (Figura 7 a, b y c). La selección de promotor se determina por la interacción de 

uno o más activadores transcripcionales con las secuencias específicas de DNA (sitios de 

reconocimiento) cerca de los genes blanco. Los activadores reclutan los componentes de 

la maquinaria de transcripción a estos genes vía interacciones proteína-proteína. La 

activación de la expresión génica es inducida por el reclutamiento secuencial de grandes 

complejos multi-proteicos a través de la unión a activadores. Los activadores también 

reclutan complejos remodeladores de cromatina ATP-dependientes, que mueven o 

desplazan las histonas en el promotor, lo que facilita el posicionamiento de la maquinaria 

general de transcripción. Juntos, los co-activadores y los remodeladores de nucleosomas 

facilitan el acceso rápido de la RNA polimerasa II (Pol II) y factores generales de la 

transcripción (FGT) TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y TFIIH para formar el complejo pre-

iniciación (PIC) sobre el núcleo del promotor. Estos tres primeros pasos constituyen el 

reclutamiento dependiente de activadores (Hahn & Young, 2011). 

Para que la polimerasa avance con la elongación de la transcripción de manera 

productiva, se necesita un nivel adicional de regulación (Figura 7 d y e). Después del 

ensamblaje del PIC, CDK7 en humanos TFIIH (Kin28 en levaduras) fosforila la posición 

serina 5 (S5) de la Pol II en el dominio carboxi-terminal (CTD). Al mismo tiempo, otra 

subunidad de TFIIH, la ADN helicasa XPB (Rad25 en levaduras), remodela el PIC, y 11-

15 bases de ADN en el sitio de comienzo de la transcripción (TSS) se desenrollan para 

introducir una cadena simple de ADN como molde en el sitio activo de Pol II (Saunders, et 

al 2006). Pol II a continuación, se disocia de algunos de los GTFs y continúa a una etapa 

temprana de la elongación de la transcripción. Luego del despeje del promotor, Pol II 

transcribe 20 a 40 nucleótidos del gen y se detiene en el sitio próximo de pausa del 

promotor. La elongación eficiente por Pol II requiere un segundo evento de fosforilación 

en la posición S2 del CTD de la Pol II por CDK9, una subunidad de la P-TEFb humana 

(Ctk1 en levaduras). La fosforilación de la CTD crea sitios de unión para proteínas que 

son importantes para el procesamiento de los mRNA. Los remodeladores de nucleosomas 
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también facilitan el paso de RNAPol II durante la fase de elongación de transcripción. El 

ciclo continúa con la transcripción, elongación de la transcripción por RNA Pol II, seguido 

por la terminación y re-inicio de una nueva ronda de la transcripción. 

La mayoría del DNA genómico en células eucariotas se encuentra compactado en 

cromatina por lo tanto no es accesible de manera directa para los componentes de la 

maquinaria general de transcripción (Campos et al, 2009). 

Estudios en levaduras sugieren que los genes inducibles tienden a tener mayor densidad 

de nucleosomas cubriendo sus promotores que los genes constitutivamente activos, los 

cuales tienen promotores más expuestos, desprovistos de nucleosomas. Si bien algunos 

activadores transcripcionales logran unirse a sus secuencias de ADN blanco en el 

nucleosoma, la formación del PIC y la transcripción subsiguiente son inhibidas (Cairns et 

al, 2009). 
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Figura 7. Los primeros pasos en el ciclo de la transcripción. 
a) Unión del activador al promotor determinado. b) reclutamiento de complejos multi-proteicos (que 
se muestran en violeta y rosa) a través de la unión a activadores. c) Los activadores también 
reclutan  complejos de remodelación de cromatina ATP-dependientes, que mueven o desplazan 
las histonas en el promotor, lo que facilita el posicionamiento de la maquinaria general de 
transcripción. d) Fosforilación de la Pol II en el dominio carboxi-terminal (CTD), remodelado del PIC 
y posterior elongación de la transcripción. e) Pausado de la Pol II en el sitio próximo de pausa del 
promotor. La elongación eficiente por Pol II requiere un segundo evento de fosforilación en la 
posición S2 del CTD. El ciclo continúa con la transcripción, elongación de la transcripción por Pol II, 
seguido por la terminación y re-inicio de una nueva ronda de la transcripción. 
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Remodelación de la cromatina y Transcripción. 

La accesibilidad del DNA es facilitada por dos clases de enzimas, enzimas remodeladoras 

de nucleosomas ATP-dependientes y enzimas modificadoras de histonas. Estas últimas 

modifican post-traduccionalmente el N-terminal de las proteínas histonas para alterar la 

estructura de la cromatina y proveen sitios de unión para proteínas regulatorias.  

En contraste, los complejos remodeladores de la cromatina utilizan energía proveniente 

del ATP para desordenar la interacción del DNA con los nucleosomas, moverlos, remover 

o intercambiarlos. Resultando así, una cromatina/DNA accesible para activadores-

reguladores durante procesos celulares que requieren la activación de la transcripción 

génica. 

En eucariotas, los co-activadores y los complejos remodeladores de cromatina actúan de 

manera conjunta para facilitar la activación génica en un contexto nucleosómico.  

Una vez superada la barrera de los nucleosomas el inicio de la transcripción necesita de 

complejos tales como SAGA y Mediador. Estos complejos involucrados en la activación 

de la transcripción a menudo poseen actividades enzimáticas reguladas por el amino-

terminal de las proteínas histonas de los nucleosomas. SAGA, por ejemplo, contiene la 

histona acetiltransferasa (HAT) Gnc5 (Wu et al, 2004) y Mediador contiene subunidades 

con actividad quinasa como las ciclina C y la CDK8 (Fondell et al, 2013). 

Existen otros complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP, los cuales 

utilizan la energía de la hidrolisis del ATP para remover histonas o desplazarlas de un sitio 

del DNA a otro, o actuar sobre chaperonas de histonas (Clapier et al, 2009). Uno de ellos, 

es el complejo SWI/SNF. Si bien en ausencia de este complejo los nucleosomas son 

removidos y se inicia la transcripción, dicha transcripción es mucho más lenta (Bryant et 

al, 2008). 

En Saccharomyces cerevisiae, existen cuatro grandes familias de remodeladores de la 

cromatina: la familia SWI/SNF; la familia INO80; la familia ISWI; y la familia CHD. Los 

miembros de las familias SWI/SNF y ISW1 parecen estar principalmente involucrados en 

la regulación de la transcripción gen-especifica (Martens & Winston, 2003; Mellor & 

Morillon, 2004; Saha et al, 2006).  

La familia SWI/SNF es un complejo formado por entre 8 y 11 subunidades. Varias de 

estas subunidades tienen homología con mamíferos (Khavari et al, 1993; Wang et al, 

1996). SWI/SNF se une casi exclusivamente a promotores y activan sus genes blancos al 

mismo tiempo que desplazan los nucleosomas. En contraste, los complejos BAF 
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(complejo SWI/SNF en mamíferos) se han encontrado mayormente en regiones 

intergénicas, donde actúa tanto activando como reprimiendo genes.  

RSC (Remodel the Structure of Chromatin) es un complejo relacionado con SWI/SNF. 

Comparte homología entre las ATPasas de levadura STH1 y SWI2/SNF2. RSC comparte 

dos subunidades idénticas con SWI/SNF de levaduras, Arp7 y Arp9, y varias subunidades 

homologas (Cairns et al, 1996). Estudios genéticos indican que si bien estos dos 

complejos comparten subunidades y tienen una alta homología, no son redundantes y 

están funcionalmente especializados. Ambos complejos parecen regular la expresión 

génica sin superponerse en los sets de genes que regulan (Sudarsanam et al, 2000; 

Damelin et al, 2002) 

La familia INO80 está compuesta por el complejo INO80, el complejo SWR1 y el complejo 

NuA4. Esta familia tiene afinidad por los nucleosomas, en particular por las variantes H2A, 

H2AZ y H2AX. INO80 y SWR1 pueden desplazar nucleosomas in vitro y también escindir 

histonas del DNA (Tsukuda et al, 2005; van Attikum et al, 2007). El complejo INO80 

contiene ȕ-actina y proteínas relacionadas con la actina (Arps) como las Arp5 y Arp8 las 

cuales están conservadas en moscas y mamíferos. Arp4 está presente en el complejo 

SWR1 y en el NuA4. 

La familia ISWI, se llama así por su imitación a la familia SWI/SNF. La identificación inicial 

de este complejo indica un rol en la activación de la transcripción, ya que promueven la 

trascripción de templados (Tsukiyama et al, 1995; Xiao et al, 2001). Varios  estudios 

resaltan la actividad del complejo ISWI en regiones de eucromatina. Sin embargo, ISWI 

también se concentra en regiones de heterocromatina, sugiriendo un rol para este 

complejo en la iniciación o mantenimiento de la formación de la heterocromatina (Deuring 

et al, 2000). 

En levaduras solo se encontró hasta el momento a CDH1 monómero o dímero, a 

diferencia de las subunidades enzimáticas de los otros complejos remodeladores de la 

cromatina que son multiproteicos (Tran et al, 2000). CHD1 interacciona con los complejos 

de multi-subunidades SAGA y SLIK (SAGA LIKE, un complejo del tipo histona 

acetiltransferasa SAGA), dos de los complejos HAT altamente relacionados en levadura, 

que preferencialmente acetilan H3 y H2B (Pray-Grant  et al, 2005). 

La remoción de nucleosomas facilitada por los complejos de remodelado de cromatina es 

importante para la inducción de la expresión génica inmediata pero no es esencial para 

este proceso. Es decir, en algunos genes inducibles, dándole el tiempo necesario de 

estímulo, el reclutamiento de co-activadores y la maquinaria general de transcripción 
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dirigida por un solo activador es suficiente para remover los nucleosomas del promotor. 

Sin embargo para una inducción instantánea de la expresión génica estos complejos 

remodeladores son cruciales (Soutoglou & Talianidis, 2002). Se han descripto varios 

ejemplos en levaduras, donde la perdida de nucleosomas es suficiente para inducir la 

formación del PIC y activar la expresión génica, aun en ausencia de una señal de 

inducción (Zhang & Reese, 2007; Adkins & Tyler, 2006). 

Sin embargo, estudios en diversas especies muestran que una región libre de 

nucleosomas no es suficiente para activar la transcripción. Más aun la represión es 

posible en ausencia de nucleosomas (Mirny et al, 2010). 

Aunque el modelo tradicional propuesto, reclutamiento de Pol II dependiente de 

activadores y factores de transcripción generales es válido para muchos genes inducibles, 

estudios recientes sugieren que Pol II ya está presente en muchos genes inducibles y lista 

para la transcripción (Pelechano et al, 2009; Radonjic et al, 2005; Darzacq et al, 2007). 

Se ha descripto que hay un nivel adicional de regulación que se produce durante las 

etapas iniciales de la elongación de la transcripción, antes de que Pol II se libera en un 

ciclo productivo transcripción. Además, en estos últimos años se ha sugerido que algunos 

componentes de las vías de transducción de señales que conducen a la expresión de 

genes inducibles y que se pensaba que funcionaban exclusivamente en el citoplasma, 

como las MAPKs y la PKA son reclutados a la cromatina y son componentes integrales de 

los complejos de transcripción (de Nadal & Posas, 2010; Pokholok et al, 2006). 

Un análisis genómico demostró que las vías de PKA y TOR co-regulan la expresión de 

varios genes en levaduras. Mientras TOR actúa como un activador, la vía de PKA actúa 

reprimiendo los genes respiratorios y activando los genes de proteínas ribosomales. La 

reducción  de la actividad de la PKA, causada tanto por la falta de alguna subunidad 

catalítica o por el crecimiento en galactosa reduce la acumulación de moléculas inactivas 

de RNA pol II sobre varios tipos de genes de levaduras, permitiendo así la elongación de 

la transcripción. Pelechano et al, 2009 propone un modelo para la inhibición la elongación 

de la transcripción de genes de proteínas ribosomales por PKA (Figura 8): la glucosa 

estimula el reclutamiento de la RNA Pol II y un factor general de la cromatina FACT a los 

genes de proteínas ribosomales por medio de la vía cAMP-PKA. FACT se recluta a genes 

transcritos y presenta una distribución irregular a lo largo de las regiones a ser 

transcriptas, similar a la mostrada por la RNA Pol II. PKA inhibiría la elongación de la 

transcripción por medio del factor de transcripción Rap1, el cual es específico de 

proteínas ribosomales. Dicha inhibición favorecería el pausado de la RNA Pol II, lo que 
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llevaría a un aumento en la proporción de polimerasas inactivas sobre el cuerpo de los 

genes de proteínas ribosomales. Cabe destacar que el control dependiente de Rap1 para 

genes de proteínas ribosomales no es el único tipo de control que actúa a nivel de 

elongación de la transcripción a través del genoma de levaduras. Para genes de proteínas 

de la biogénesis ribosomal y genes relacionados con mitocondrias también se ha 

observado regulación de la proporción de RNApol activas independiente de Rap1.  

 

 

 
Figura 8. Modelo propuesto para la regulación de la elongación de la transcripción en genes de 
proteínas ribosomales. Las moléculas de RNA Pol II se muestran en diferentes colores y formas en 
función de sus actividades: iniciación o elongación activa (rosa) y retrocediendo (roja). Adaptado de 
Pelechano et al, 2009. 
 

Regulación de la transcripción bajo condiciones de estrés 

Como mencionamos anteriormente, las células deben ser capaces de responder 

rápidamente a los cambios del entorno externo, aprovechar y sobrevivir en las nuevas 

condiciones. Incluso las células en un organismo multicelular necesitan responder a 

señales para determinar cuándo dividirse, migrar o morir. La producción de nuevas 

proteínas en respuesta a estímulos externos resulta en gran parte por la rápida activación 

de la transcripción de genes, esto se conoce como la inducción de la expresión génica. 

Los genes inducibles están altamente regulados y deben ser capaces de responder 

rápidamente y específicamente frente a estímulos. Una vez que el estímulo se retira, 

dichos genes deben volver rápidamente a su estado inactivo basal. Además, varios genes 

deben ser activados de manera sincronizada en respuesta a los mismos estímulos.  
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La respuesta global a nivel transcripcional de células de Saccharomyces cerevisiae 

expuestas a estrés osmótico y a otros estrés ha sido analizada en diferentes estudios 

independientes (Causton et al, 2001; Gasch et al, 2000; Posas et al, 2000; Rep et al, 

2000; Yale et al, 2001). En esta tesis nos concentraremos en estrés oxidativo, generado 

por peróxido de hidrogeno y menadiona, y estrés osmótico generado por NaCl. 

 

La respuesta al estrés oxidativo. 

El estrés oxidativo se da no solo por agentes oxidantes como el peróxido de hidrogeno, 

menadiona, diamida, KO2, o 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) sino también por varios 

estímulos que generan la producción de especies reactivas de oxigeno (ROS) como 

efectos secundarios, como por ejemplo, la temperatura.  

Todos los organismos están expuestos a ROS durante el metabolismo aeróbico o 

después de la exposición a compuestos generadores de radicales libres (Halliwell et al, 

2006). El oxígeno molecular es relativamente no reactivo e inofensivo en su estado 

fundamental, pero puede someterse a una reducción parcial para formar un número de 

ROS, incluyendo el anión superóxido y peróxido de hidrógeno (H2O2), que además puede 

reaccionar para producir el radical hidroxilo altamente reactivo. ROS son agentes tóxicos 

que pueden dañar una amplia variedad de componentes celulares resultantes de la 

peroxidación lipídica, la oxidación de proteínas, y daño genético a través de la 

modificación de ADN.  

Se dice que ocurre estrés oxidativo cuando los antioxidantes y los mecanismos celulares 

de supervivencia son incapaces de hacer frente a las ROS o los daños causados por 

ellos. S. cerevisiae responde a un estrés oxidativo mediante mecanismos celulares que 

aseguran la supervivencia de la célula después de la exposición a oxidantes. Esto incluye 

sistemas de defensa que desintoxican ROS, reducir su tasa de producción, y reparar el 

daño. Muchas respuestas son ROS específica, pero también hay respuestas generales 

evocadas por diversas condiciones de estrés. 

Se cree que la respiración mitocondrial proporciona la principal fuente de ROS en células 

eucariotas mediante el proceso de la fosforilación oxidativa (Murphy et al, 2009). Para 

generar ATP, los electrones son transportados a lo largo de complejos de proteínas que 

constituyen la cadena de transporte de electrones al aceptor final, el oxígeno molecular, 

con la formación de agua. La fuga de estos electrones de la cadena respiratoria puede 

resultar en la reducción de oxígeno, generando ROS en células de levaduras. Otros 

procesos metabólicos que potencialmente puede generar ROS endógeno, dependiendo 
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de las condiciones de crecimiento, incluyen la degradación peroxisomal de ácidos grasos 

en la vía ȕ-oxidación (Hiltunen et al, 2003) y la desaminación oxidativa de los aminoácidos 

por oxidasas de D-aminoácidos (Pollegioni et al, 2007).  

Muchos estudios de estrés oxidativo han hecho uso de compuestos simples tales como 

peróxido de hidrógeno (H2O2) como un oxidante modelo. Sin embargo, dado que las 

células pueden responder a través de respuestas oxidantes ROS específicas, se ha 

argumentado que no existe oxidante único que sea verdaderamente representativo de 

"estrés oxidativo" (Temple et al, 2005). El H2O2 es un oxidante débil; sin embargo, difunde 

y cruza las membranas fácilmente y, al reaccionar con algunos metales de transición 

como el hierro o el cobre reducidos (Fe2+ o Cu+ respectivamente) forma al radical hidroxilo 

muy reactivo (HO).  

Los organismos constantemente detectan y se adaptan a cualquier perturbación mediante 

una batería de defensa antioxidante conformada por sistemas enzimáticos y no 

enzimáticos. 

Los sistemas de defensa no enzimáticos consisten típicamente de moléculas pequeñas 

que son solubles en agua o, en algunos casos, en un ambiente lipídico. Éstos actúan en 

general como captadores de algunas de las ROS. Por ej. El glutatión (GSH), posee un 

grupo sulfhidrilo que reacciona con los oxidantes y se produce glutatión oxidado (GSSG). 

El glutatión es posiblemente el sistema de defensa no enzimático más abundante en la 

célula, en consecuencia, su papel en el mantenimiento del estado redox celular es 

importante (Collinson et al, 1995). Otros ejemplos son las poliaminas, la espermina, la 

espermidina (Balasundaram et al, 1991).  

Los sistemas de defensa enzimáticos incluyen a varias enzimas las cuales son capaces 

de remover ROS. La catalasa transforma el H2O2 en O2 y H2O. S. cerevisiae posee dos de 

estas enzimas codificadas por los genes CTA1 y CTT1. El gen CTA1 codifica para la 

catalasa que se localiza en los peroxisomas, la cual es la encargada de remover el H2O2 

que se produce durante la ȕ-oxidación de los ácidos grasos (Ruis & Hamilton, 1992).  

Las superóxido dismutasas (SOD), como MnSod codificada por el gen SOD2 que se 

localiza en la mitocondria y Cu/ZnSod codificada por el gen SOD1 de localización 

citoplásmica. Las SOD dismutan el radical superóxido a H2O2 y O2 (Gralla & Vallentine, 

1991). Además las glutarredoxinas y las tiorredoxinas, las cuales son esenciales para el 

crecimiento aeróbico de S. cerevisiae (Luikenhuis et al, 1998; Muller et al, 1991). 

La regulación de la respuesta antioxidante en S. cerevisiae ocurre mayoritariamente a 

nivel transcripcional. Se han identificado varios de los factores de transcripción que 
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regulan la expresión génica en respuesta al estrés oxidativo (Moye-Rowley et al, 2002). 

Entre los factores más extensamente estudiados en estrés oxidativo se encuentran Yap1, 

Yap2 y Gcn4. Yap1 afecta la transcripción de los genes que median la respuesta al estrés 

oxidativo, regulando los niveles celulares de glutatión y en las actividades de las enzimas 

antioxidantes mencionadas (Delaunay et al, 2000; Hohmann et al, 2003). La regulación de 

los genes de la respuesta antioxidante mediada por Yap1 depende de la acumulación 

nuclear de éste. En presencia de H2O2, su conformación proteica cambia y no puede ser 

reconocido por un sistema de exportación nuclear (mediado por Crm1/Xpo, se detalla más 

adelante), lo que promueve su acumulación nuclear (Okazaki et al, 2005). El gen YAP2 

fue identificado por su habilidad de conferir resistencia a cadmio cuando se encuentra en 

un alto número de copias; las mutantes yap2Δ son hipersensibles a varios agentes 

oxidantes (Rodrigues-Pousada et al 2010). 

Otros factores de transcripción como Sko1, Msn2/4, y Skn7 también se encuentran 

involucrados en la respuesta a estrés oxidativo. Datos recientes sustentan la existencia de 

una red regulatoria por parte de los factores de transcripción Sko1, Yap1, Msn2/4 y Snk7 

que junto a componentes de señalización promueven la respuesta a estrés oxidativo en 

hongos (Hong et al, 2013b; Roze et al, 2004). Altas concentraciones intracelulares de 

ROS activan los genes antioxidantes por dos vías de traducción de señales (Figura 9). 

Por un lado, ROS regula negativamente la vía cAMP-PKA y Msn2/4 se une al promotor 

blanco activando la expresión de genes antioxidantes. Simultáneamente ROS regula 

positivamente la vía de señalización SAPK/MAPK a través de un sistema de múltiples 

pasos de fosforilación, promoviendo la unión de Sko1 y Skn7 a los promotores y posterior 

activación génica (Hong et al, 2013a).  
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Figura 9. Modelo para la activación transcripcional de genes antioxidantes mediante 
factores de transcripción relacionados al estrés oxidativo. Ante el aumento de ROS en 
levaduras, se regula negativamente la vía cAMP-PKA, lo que promueve la unión de Msn2/4 a los 
sitios STRE en los promotores de genes antioxidantes para su activación. Simultáneamente, se 
regulan de manera positiva las SAPK/MAPK promoviendo la unión de Sko1 y Snk7-Yap1 a los 
promotores de los genes blancos. Las flechas punteadas indican la transducción de señales de 
ROS y las flechas continuas indican las vías de transducción de señales. MP System module: 
Multistep Phosphorylated System module (Sistema de múltiples pasos de fosforilación) Adaptado 
de Hong et al, 2013a. 
 

La respuesta a estrés osmótico. 

Cuando un organismo se enfrenta a una condición de estrés salino se generan, 

simultáneamente, dos tipos de estrés; por un lado, hay una condición de estrés osmótico 

que depende de la concentración de sal usada y, por otro lado, hay una toxicidad 

provocada por los diferentes iones (Figura 10).  

Se ha demostrado que altas concentraciones salinas (más de 300-500 mM) inhiben las 

reacciones metabólicas ya que perturban el balance hidrofóbico-electrostático afectando 

así el funcionamiento de las proteínas (Serrano et al, 1996).  
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Figura 10. Modelo de la respuesta de Hog1 a estrés osmótico. En respuesta a un aumento en 
osmolaridad extracelular, Hog1 MAPK se activa, induciendo respuestas adaptativas 
citoplasmáticas y nucleares. La respuesta citoplasmática incluye el control de flujos iónicos, el 
transporte de glicerol, enzimas metabólicas y traducción de proteínas. La respuesta nuclear incluye 
el control de la progresión del ciclo celular y de la expresión génica. Adaptado de Saito et al, 2012 
 

El número de genes que responden a estrés osmótico depende de la severidad del shock 

y del tiempo aplicado. En este sentido, un estudio reciente sobre la expresión génica 

global con estrés osmótico muestra un aumento del número de genes inducidos a más del 

20% del genoma -cerca de 1400 genes- a lo largo de una cinética de tiempo (Ni et al, 

2009). 

En la mayoría de los casos, los estudios sobre la regulación de la expresión génica se han 

centrado en los genes que son inducidos por estrés osmótico, aunque hay un gran 

número de genes que muestran una regulación totalmente diferente y sus niveles de 

transcritos disminuyen  (Gasch et al, 2000; Rep et al, 2000). Se ha observado que el 

número de transcritos reprimidos es tan grande como el de los inducidos, viéndose 

afectados más de 1300 genes bajo estrés osmótico (Ni et al, 2009). Entre los principales 

grupos de genes reprimidos están los que codifican proteínas ribosomales y los 

relacionados con el crecimiento celular. La represión de todos estos genes se 

correlaciona con la disminución de la iniciación de la traducción, el arresto transitorio del 
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ciclo celular y del crecimiento. La combinación de esta respuesta transcripcional y 

traduccional podría ayudar a conservar la masa y energía necesarias mientras la célula se 

adapta a las nuevas condiciones. 

 

Transporte núcleo-citoplasmático de proteínas. 

El transporte de macromoléculas entre el núcleo y el citoplasma es posible gracias a los 

complejos de poro nuclear (NCPs), que abarcan la doble membrana de la envoltura 

nuclear (NE). El transporte a través del poro nuclear no sólo localiza las proteínas 

destinadas al núcleo o citoplasma, sino que también desempeña un papel clave en las 

vías de transducción de señales y en la regulación de los principales procesos celulares. 

El NCP está compuesto por 30 de polipéptidos diferentes llamados nucleoporinas. Un 

gran número de nucleoporinas contienen secuencias repetitivas de fenilalanina-glicina 

(FG) que forman un filtro selectivo para el traspaso de las moléculas a través del poro 

nuclear, haciéndolo impermeable a las proteínas más grandes de ~ 40 kDa (Cardarelli et 

al, 2010). 

Mientras que las moléculas pequeñas (tamaño ≤ β0 a 40 kDa) pueden transitar a través 

del NCP por difusión pasiva, moléculas más grandes y complejos moleculares necesitan 

ser transportadas con la ayuda de otras proteínas y una señal de localización nuclear 

(transporte activo). Sustratos dependientes de señal se unen a importinas (para 

importación nuclear) o exportinas (exportación nuclear) para el transporte núcleo-

citoplásmico (Yang et al, 2013). 

La Señal de Localización Nuclear (NLS y por extensión, también NES -señal de 

exportación nuclear) puede definirse funcionalmente como: a) necesaria para la 

importación/exportación; b) suficiente para importación/exportación de una proteína no 

relacionada; c) capaz de unir factores de transporte directamente; d) el transporte se 

desactiva  cuando se suprime esta señal.  

Las primeras secuencias en proteínas caracterizadas, que fueron capaces de dirigir la 

localización nuclear, fueron identificadas en el antígeno viral T SV40 (PKKKRKV) y 

nucleoplasmina (AVKRPAATKKAGQAKKKKLD) (Kalderon et al, 1984). El pequeño 

tamaño y los patrones de secuencia relativamente simple de estos NLS básicos junto con 

la disponibilidad de las secuencias de genoma completo hicieron posible la identificación 

de muchos otros NLS, con la organización monopartito (fórmula general) y bipartito 

(fórmula general) de los aminoácidos básicos (Tabla 1). 
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Tabla 1. Diferentes tipos de señales de localización nuclear (Freitas et al, 2009). Las barras 
entre secuencias separan dos regiones posibles de NLS. Las letras subrayadas son las que 
integran la secuencia de la NLS bipartita. 
 

Las proteínas responsables del transporte son miembros de la familia de los receptores ȕ-

carioferinas. Son importinas o exportinas, que comparten un dominio N-terminal de unión 

a Ran guanosina-5-trifosfato (Ran-GTP). La proteína Ran (RAs-related Nuclear protein) es 

una proteína pequeña de 25KDa, miembro de la superfamilia Ras, que interviene en el 

transporte núcleo-citoplasmático durante la interfase y también interviene en la mitosis del 

ciclo celular (Sato et al, 2010). Es esencial para la translocación de RNA y proteínas a 

través del complejo del poro nuclear (Hahn et al, 2011). 

En Saccharomyces cerevisiae, existen 10 importinas y 4 exportinas. Estos receptores 

solubles interactúan con las señales específicas de importación o exportación presentes 

en sus proteínas cargos, con los componentes del NPC y con Ran-GTP (Hahn et al, 

2008). 

La vía de la importación nuclear clásica comienza con el reconocimiento de la NLS por la 

importina α, que se asocia con importina ȕ a través de su dominio de unión en el N-
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terminal (Figura 11). El complejo ternario de importación importina ȕ/α/NLS transloca a 

través del poro nuclear en un proceso que requiere la interacción de ȕ importina con las 

nucleoporinas ricas en residuos FG. Al entrar en el núcleo la importina ȕ se encuentra con 

RanGTP, a la que se une y, a su vez se libera el complejo importina α/NLS (Lott et al, 

2011). 

 
Figura 11. Modelo del mecanismo de importación-exportación clásica. La importación a través 
del poro nuclear de una proteína cargo que contiene un cNLS ocurre vía el heterodímero importina 
α / importina ȕ. La exportación nuclear ocurre con ayuda de las exportinas. Como se puede ver en 
el diagrama, el gradiente de RanGTP y RanGDP a través del núcleo es un componente esencial 
del proceso. NE: nuclear envelope, NLS: nuclear localization signal, NES: nuclear export signal. 
Adaptado de Patel et al, 2011. 
 

Luego de la importación al núcleo de la proteína cargo la importina ȕ se recicla hacia el 

citoplasma en complejo con Ran. Importina α es transportada al citoplasma por su 

exportina específica Cse1/CAS, junto con Ran-GTP. El mecanismo de disociación del 

complejo NLS / importina α no está claro. Uno de los modelos indica que se disocia de 

manera espontánea y que un dominio especifico de la importina α, inhibe la re-asociación 

de la proteína cargo. De acuerdo con un segundo mecanismo, Cse1/CAS y Ran-GTP 

liberan Importina α de la proteína cargo. Un tercer modelo propone que las nucleoporinas 

facilitan el paso de terminación de la importación (Hahn et al, 2008). 

 



  Introducción   

33 

 

Hasta el momento se han descripto dos vías de transporte principales en S. cerevisiae: la 

vía clásica de importación, que se cree que es la vía de importación de mayor prevalencia 

en la célula, la cual esta mediada por Kap95 (homóloga a los mamíferos importina ȕ1), y 

la otra Kap123. Kap95 es incapaz de unir a la proteína cargo directamente, pero se une a 

una proteína adaptadora, Kap60 (homologa importina α en mamíferos), que a su vez se 

une el NLS. Cse1, otra ȕ-carioferina implicada en la ruta clásica de importación, es 

necesaria para el reciclaje de Kap60 al citoplasma una vez que el complejo Kap95-Kap60-

cargo se ha disociado en el núcleo. Además de su papel en la vía de la importación 

clásica, Kap95 contribuye a la importación de proteínas sin necesidad de un adaptador y 

mediante el reconocimiento de una señal de importación, distinta de las NLS clásicas 

(Fernández-Cid et al, 2012).  

La otra ȕ-carioferina relevante es Kap123. Kap123 está involucrada en la importación 

nuclear de las proteínas ribosomales, histonas, etc. Sin embargo, Kap123 no es esencial 

para dicha importación ya que en ausencia de ésta, otras carioferinas pueden mediar en 

el transporte al núcleo, lo que indica una redundancia funcional entre las diferentes 

carioferinas (Martínez-Bono et al, 2010). 

 

Importancia de la flexibilidad molecular en el transporte nuclear.  

Importina α forma una superhélice que consta de 10 repeticiones llamadas armadillo 

(ARM). El dominio repetitivo ARM forma la ranura de unión a NLS, mientras que el 

dominio flexible (IBB) en el N-terminal de la importina α se asocia con el receptor 

importina ȕ. 

La considerable variación observada en los niveles helicoidales en importina-ȕ y CAS en 

diferentes estados funcionales indica que estas moléculas son flexibles. Las repeticiones 

HEAT en tándem en importina ȕ y CAS se pueden considerar como un resorte helicoidal, 

de tal manera que pequeños cambios en la orientación relativa de las repeticiones HEAT 

podrían generar cambios sustanciales en el nivel helicoidal. La flexibilidad molecular 

permite la unión de importina ȕ a una amplia gama de interactores diferentes a través de 

un mecanismo de ajuste inducido que implica cambios en el nivel helicoidal. Esto se 

puede ver, por ejemplo, al comparar las conformaciones de sus complejos con el dominio 

IBB y con RanGTP (Stewart et al, 2007; Forwood et al, 2010). 

El complejo del poro nuclear (NCP) funciona como un gran transportador. Tanto iones, así 

como pequeñas proteínas neutrales que no se unen a nucleoporinas, atraviesan el 

complejo de poros nucleares debido a la difusión (Görlich et al, 1999). En este caso, 
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pasan a través de un túnel de 8 a 10 nm de diámetro y cerca de 45 nm de longitud y no se 

necesita energía, debido a que va a favor del gradiente de concentración o del gradiente 

de carga eléctrica. Otro tipo de difusión es la difusión facilitada, donde es necesaria la 

presencia de un carrier o transportador para que las sustancias atraviesen la membrana 

vía nucleoporinas. Si las moléculas se unen a nucleoporinas, el diámetro del túnel 

aumenta a 40 nm (Panté et al, 2002; Kiseleva. et al, 1998), y el transporte se hace mucho 

más rápido. El filtro selectivo para pequeñas proteínas adopta la forma de una red de 

nucleoporinas con polipéptidos hidrofóbicos desplegados revistiendo el canal central del 

NCP. A pesar del aumento que ocurre en el diámetro del túnel, incluso algunas proteínas 

pequeñas (menos de 20-30 kD), como histonas, pueden atravesar el poro nuclear solo 

con la ayuda de mediadores y del consumo de energía. Uno de los principales actores en 

este tipo de transporte activo es la proteína Ran que se ha descripto anteriormente 

(Sorokin et al, 2007).  

 

Regulación de la expresión génica vía control de localización de factores de 

transcripción. 

Parte de la expresión génica es regulada por factores de transcripción específicos que 

reconocen y se unen a secuencias específicas de DNA. La dinámica de los factores de 

transcripción y especialmente la manera en que ingresan al espacio nuclear y su 

movilidad durante la búsqueda de sus sitios específicos en el genoma, son aspectos 

claves para la regulación de la expresión génica. La idea de que la regulación de la 

expresión génica por factores de trascripción específicos es el resultado del intercambio 

entre la dinámica de dichos factores de transcripción y reacciones intra-moleculares, 

organización del genoma y la arquitectura nuclear está siendo cada vez más 

fundamentada (Barrera et al, 2006; Heard et al, 2007; Schneider et al, 2007; Shu et al, 

2011). Recientemente se han descripto poblaciones de RNA pol II con diferencias 

cinéticas en la velocidad de elongación (Darzacq et al, 2007). 

De hecho, la transcripción puede cambiar drásticamente dependiendo de si los factores 

de transcripción están en cantidades limitantes o en exceso y si están organizados en 

estructuras estáticas pre-ensambladas (Carter et al, 2008), o si son capaces de moverse 

de manera efectiva entre diferentes loci nucleares. Por ejemplo, la expresión génica se 

vuelve estocástica cuando los factores de transcripción son limitantes (Yu et al, 2006). 

Un caso bien descripto es el factor de transcripción ATF2 (activating transcription factor 

2). ATF2 es una proteína del tipo ȕZIP (basic leucine zipper protein) y es un miembro de 
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la familia de proteínas activadoras-1 (AP-1) (Wagner et al, 2001). Como otros factores de 

transcripción del tipo ȕZIP, ATFβ utiliza un dominio proteico básico para unirse al DNA y 

una región zipper de leucina para dimerizar con otras proteínas. La actividad 

transcripcional de ATF2 puede ser regulada por múltiples mecanismos como la 

fosforilación de dos residuos treonina (T69 y T71); la interacción intramolecular entre el 

dominio de transactivación del N-terminal y el dominio ȕZIP (Li & Green, 1996) y la 

localización subcelular. Su localización subcelular es regulada por su dimerización (Liu et 

al, 2006). Alteraciones en la localización subcelular de ATF2 parece estar implicada en la 

patogénesis de varias enfermedades humanas, especialmente en cáncer (Berger et al, 

2003; Bhoumik et al, 2008; Yamada 1997; Ricote et al, 2006).  

Las levaduras poseen tanto regulación de importación como de exportación nuclear de 

factores de transcripción, permitiéndoles responder de manera correcta frente a un 

estímulo. Si alguna de estas regulaciones se ve afectada, la levadura no logra responder 

a la señal producida por el estímulo o estrés (Hao et al, 2013). Las células pueden utilizar 

estos patrones diversos de translocación de factores de transcripción para inducir distintos 

programas de expresión génica (Hao et al, 2011). 

En Saccharomyces cerevisiae, dos de los factores de transcripción mejores descriptos en 

cuanto al control de su actividad vía localización núcleo-citoplasmatica en respuesta a 

estrés son Msn2/4 y Yap1. 

El factor de transcripción de respuesta general al estrés Msn2 (Görner et al, 1998) actúa 

como un procesador de señal ajustable que podría seguir, filtrar o integrar señales de 

manera entrada-dependiente (Hao et al, 2011). Este procesamiento de señal ajustable 

parece proceder de la doble regulación de importación y exportación nuclear por 

fosforilación. La versatilidad en el procesamiento de Msn2 es crucial para generar 

respuestas dinámicas frente a diferentes tipos de estrés.  

En ausencia de estrés, Msn2 es fosforilado por PKA y localiza en el citoplasma; en 

respuesta a estrés, Msn2 es desfosforilado y transloca al núcleo donde induce la 

expresión génica (Görner et al, 1998). 

Distintos tipos de estrés naturales provocan dinámicas altamente variables de la 

translocación nuclear de Msn2 (Hao et al, 2011; Cai et al, 2008),  las cuales resultarían de 

señales de entradas oscilatorias (presuntamente por la actividad PKA) (Garmendia-Torres 

et al, 2007). Msn2 parece estar regulado en parte por 8 sitios consenso para PKA, 

localizados en los dominios de la NES y de la NLS (Görner et al, 2002). Se encontraron 

dos sitios ubicados en la NES (serinas en las posiciones S288 y S304) y cuatro sitios en 
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la NLS (S582, S620, S625, S633) funcionalmente importantes en la regulación del 

transporte nuclear (Hao et al, 2013). Los sitios en la NLS son preferidos por PKA 

(Neuberger et al, 2007; Görner et al, 2002). PKA y las fosfatasas de Msn2 localizan tanto 

en el núcleo como en el citoplasma por lo tanto Msn2 puede ser fosforilada y 

desfosforilada en ambos compartimentos.  

Formas específicas de estrés, como el shock térmico y algunas formas de estrés 

oxidativo, requieren de la activación del factor de shock térmico (HSF), una proteína 

modular que contiene un dominio de unión a DNA de la clase α-helice, un dominio zipper 

de leucina requerido para la trimerización y un dominio de activación transcripcional en el 

C-terminal. HSF se une a un elemento de shock térmico de 5 pares de bases (HSE; 

nGAAn) presente en los promotores de todos los genes de shock térmico. HSF también 

es activado por la diamida, hambreado de nitrógeno y la transición a fase estacionaria 

(Hahn et al, 2004).  

Un mecanismo independiente de HSF es mediado por Msn2/4 en respuesta a diferentes 

tipos de estrés (Gasch et al, 2000). Otro mecanismo HSF-independiente es el que 

involucra a los miembros de la familia Yap. Los factores de transcripción de la familia Yap 

(yeast activator protein) son proteínas ȕZIP. Existen 8 miembros en esta familia y 

contienen un dominio de unión a DNA distintivo, similar al convencional del factor AP-1, 

Gcn4. 

Saccharomyces cerevisiae, posee sensores que detectan bajos niveles de H2O2 y en 

consecuencia, las células activan las vías del glutatión y tioredoxina, que a su vez a 

activan Yap1 (señalización redox y anti-oxidante) (Figura 12) (Toledano et al, 2004). Yap1 

fue caracterizada por su hipersensibilidad a los agentes oxidantes H2O2 y t-BOOH (t-butyl 

hydroperoxide), así como también a químicos que generan radicales de anión superóxido 

(Rodrigues-Pousada et al, 2004). El mecanismo de acción de Yap1 en respuesta a estrés 

oxidativo quedo evidenciado en el estudio de la inducción por H2O2 y t-BOOH  del gen 

TRX2 (Kuge et al, 1997). Análisis globales han agregado un número creciente de genes 

blancos para Yap1 involucrados en la desintoxicación por ROS (Gasch et al, 2000; Lee et 

al, 1999). Yap1 es retenida en el núcleo por medio de un dominio rico en cisteína ubicado 

en el carboxilo-terminal de la proteína (Kuge et al, 1997). Por otro lado, la exportación 

nuclear es mediada por la exportina Crm1 (también conocida como Xpo1) (Yan et al, 

1998). La activación de Yap1 por H2O2 también requiere múltiples pasos de formación de 

puentes disulfuros que son importantes en la transducción de la señal de estrés por H2O2 

tanto para la apropiada duración de la señal y de la transcripción (Okazaki et al, 2007). En 
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contraste con YAP1, los demás miembros de la familia tienen diferente localización, YAP2 

y YAP8 son constitutivamente nucleares. Pereira et al, utilizando construcciones Yap4–

GFP encontró que se localizaba en el núcleo, tanto en presencia como en ausencia de 

estrés y que el estado de fosforilación de Yap4 no afecta su localización. Además 

encontró que las quinasas encargadas de la fosforilación de Yap4 son PKA y GSK3, las 

cuales afectan su estabilidad, ya que la forma no fosforilada tiene una vida media menor 

que la fosforilada (Pereira et al, 2009). Si bien la inducción de Yap4 por estrés oxidativo 

ha resultado contradictoria, se ha encontrado que este factor de transcripción responde a 

otros tipos de estrés, tales como estrés osmótico, shock térmico y metales entre otros 

(Nevitt et al, 2004). Ni et al, 2009 y colaboradores mostraron múltiples patrones de unión 

para los factores de transcripción Yap4 y Sko1. También encontraron una superposición 

de genes blancos entre Yap4, Yap6 y Sko1, tanto en condiciones de estrés osmótico 

como sin estimulo, con diferente cinética de unión.  

Está claro que los factores de transcripción pueden actuar de manera conjunta como de 

manera individual, y además regulando diferentes set de genes. El hecho de que 

diferentes factores actúen sinérgicamente contribuye al entendimiento de su función en la 

célula. Esta información es muy importante para descifrar la regulación génica en 

eucariotas, frente a diferentes cambios ambientales.  

 

 

 
Figura 12. Respuesta cruzada de factores de transcripción frente a diferentes estímulos 
ambientales. Adaptado de Rodriguez-Pousadas et al, 2010. 
 

 



  Introducción   

38 

 

Localización núcleo-citoplasmatica 

La localización de proteínas quinasas en distintos compartimientos o estructuras 

subcelulares es uno de los mecanismos para lograr la especificidad de sustratos. La 

localización puede incrementar la tasa de fosforilación de un sustrato determinado debido 

a un aumento en la concentración de reactivos en una localización subcelular. Además 

promueve la especificidad ya que se limita la cantidad de sustratos a los cuales la quinasa 

tiene acceso.  

En la actualidad existen evidencias que una misma proteína quinasa, que se distribuye 

dinámicamente entre citoplasma y núcleo, puede regular la expresión de diferentes clases 

de genes blanco tanto por mecanismos de señalización nucleares como citoplasmáticos. 

Por ende, el transporte núcleo-citoplasmático de éstas sería importante para regular su 

actividad diferencial en ambos compartimientos.  

Por ejemplo, la proteína quinasa Tor1 es distribuida dinámicamente entre citoplasma y 

núcleo; el complejo TORC1 (Tor complex 1) citoplasmático regula la expresión génica 

dependiente de RNA pol II. En contraste, TORC1 nuclear  regula la expresión 

dependiente de RNA pol I a través de la unión al promotor de rDNA 35S (Li et al, 2006). 
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Hipótesis y Objetivos 

Las células poseen redes complejas de transducción de señales que aseguran su 

correcta adaptación a las condiciones del medio ambiente. Existen varias vías de 

señalización, una de ellas es la vía cAMP-PKA la cual tiene un rol central en el control del 

metabolismo, resistencia a estrés y proliferación, particularmente en conexión con la 

fuente de carbono disponible. La vía cAMP-PKA está fuertemente regulada en tiempo y 

espacio. Esta regulación permite mantener un alto grado de especificidad y es alcanzada 

por la combinación de varios eventos, tales como la expresión diferencial de las 

subunidades que la componen, la modulación de la actividad catalítica, y por la dinámica 

de localización de la vía de señalización en complejos multiproteicos. 

La expresión de genes específicos en tiempo y espacio es un proceso clave para el 

desarrollo correcto de los organismos. La dinámica de los factores de transcripción y 

especialmente la manera en que ingresan al espacio nuclear y su movilidad durante la 

búsqueda de sus sitios específicos en el genoma, son aspectos claves para la regulación 

de la expresión génica. Recientemente se ha descripto la interacción de proteínas 

quinasas con la cromatina, revelando nuevos mecanismos de acción de dichas proteínas 

sobre la regulación de la expresión génica.  

Las evidencias presentes hasta el momento indican que si bien las tres isoformas 

catalíticas de la PKA en Sacharomyces cerevisiae, Tpk1, Tpk2 y Tpk3, son redundantes 

para la viabilidad, estas poseen funciones específicas. Cada isoforma parecería tener una 

localización núcleo-citoplasmática diferencial dependiendo de las condiciones 

nutricionales, crecimiento o estrés, pero aún no se ha determinado el mecanismo y la 

función de dicha localización en el núcleo. Evidencias aportadas por estudios a nivel 

genómico sugieren que cada Tpk se uniría a la cromatina de manera estrés específico 

(Pokholok et al, 2006). 

¿Cuál es el mecanismo molecular de asociación a la cromatina de cada isoforma 

catalítica Tpk? 

Los antecedentes bibliográficos solo han reportado la unión de las subunidades catalíticas 

de la PKA a la cromatina, pero no se ha realizado un estudio sobre Bcy1. Los niveles de 

expresión proteica y la localización núcleo-citoplasmática de las subunidades de la PKA 

sugiere una relación estequiometrica a favor de la formación de la holoenzima en 

condiciones donde las Tpk se presumen activas. Por otro lado, no se ha descripto el 

mecanismo molecular que rige el transporte núcleo-citoplasmático de las subunidades de 
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la PKA ¿Cuál es el rol de la subunidad regulatoria en el núcleo? ¿La localización 

diferencial de las subunidades de PKA influye en su interacción con la cromatina? 

La hipótesis propuesta plantea que la regulación de la expresión génica vía PKA en 

respuesta a estrés estaría dada por el reclutamiento de la quinasa a la cromatina 

permitiendo el posicionamiento de las subunidades catalíticas cerca del sustrato para una 

respuesta transcripcional rápida y localizada.  

Los resultados obtenidos en esta tesis se encuentran desarrollados en dos capítulos. El 

capítulo I tiene como objetivo estudiar el mecanismo de interacción de las subunidades de 

PKA con la cromatina y su rol en la expresión génica. El capítulo II tiene como objetivo 

analizar la localización en respuesta a estrés de las subunidades de PKA, el mecanismo 

de importación nuclear de la PKA y el rol de dicha localización sobre la expresión génica. 

Cada capítulo posee una introducción breve, la cual se encuentra contenida en la 

introducción general, una sección de resultados, una sección de discusión y una sección 

de figuras suplementarias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



     

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 

 

 

 

 

 



     

    

 

 

 
 

 

 

 

Capítulo I 

 

Estudio de la interacción de las subunidades de PKA con la 

cromatina.  

 

 

 

 

 

 

 

 



  Capítulo I   

41 

 

INTRODUCCIÓN.  

Las proteínas quinasas juegan un rol importante para una rápida y correcta adaptación 

celular frente a un estímulo extracelular. En células eucariotas, las proteínas quinasas 

activadas por estrés (SAPKs: stress-activated protein kinases) tienen un rol esencial para 

la adaptación a un estímulo extracelular (Kyriakis & Avruch et al, 2001). La adaptación 

celular a cambios en el medioambiente, involucran una estricta regulación de la expresión 

génica. Dicho proceso presenta una cinética de reacción rápida y una reversibilidad muy 

controlada, lo que permite a la célula cambiar su capacidad transcripcional en cuestión de 

minutos frente a un estrés determinado y volver a su estado basal después de que el 

estrés haya sido removido (Causton et al, 2001; Gasch et al, 2000). 

En S. cerevisiae es Hog1, el homólogo de la SAPK de mamíferos p38, la cual responde 

específicamente al incremento en la osmolaridad extracelular y es requerida para la 

adaptación celular frente al estrés osmótico (de Nadal et al, 2007). Hog1, no sólo fosforila 

directamente varios factores de transcripción para modificar sus actividades, sino que 

también se asocia a promotores de respuesta a estrés a través de dichos factores de 

transcripción (Proft et al, 2001; de Nadal et al, 2003; Capaldi et al, 2008; Ni et al, 2009). 

Una vez en los promotores, Hog1 sirve como plataforma para reclutar a los factores 

generales de transcripción, modificadores de la cromatina y la RNA Pol II. Se sabe 

también que la vía de SAPK tiene un papel en la elongación de la transcripción (Proft et 

al, 2006; Pascual-Ahuir et al, 2006). En los ORF de respuesta a estrés, Hog1 recluta 

complejos remodeladores de la cromatina como RSC para modificar la organización del 

nucleosoma. En respuesta a estrés, la fosforilación y la localización nuclear de Hog1 se 

produce en segundos y, dependiendo de la fuerza de la respuesta a estrés, puede durar 

desde 10 hasta 100 min (Hohmann et al, 2007). 

Otras MAPK (Mitogen-activated protein kinases) de la levadura, como Fus3, Kss1 y Mpk1 

también son reclutadas a la cromatina (Pokholok et al, 2006; Kim et al, 2008). Se han 

descripto otras quinasas de señalización, estructural y funcionalmente no relacionadas a 

las MAPKs, incluyendo Snf1 (Lo et al, 2005) o Tor1 (Li et al, 2006).  

Esto indicaría que las proteínas quinasas responsables de la señalización tienen un rol 

sobre la expresión génica más allá de la iniciación de la transcripción. Por ejemplo, la 

SAPK de S. pombe, Sty1 se asocia a la región codificante de genes de respuesta a estrés 

(Reiter et al, 2008). Sty1 se activa por varios tipos de estrés, incluyendo shock por calor, 

estrés oxidativo, estrés osmótico, hambreado de nutrientes y daño al DNA (Degols et al, 

1996; Degols & Russell, 1997; Toone et al, 1998; Chen et al, 2008).  
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Los cambios estructurales en la cromatina que acompañan la activación transcripcional de 

un gen, a menudo requieren de factores multiproteicos que remodelan los nucleosomas. 

Existen diferentes factores involucrados en la reestructuración de la cromatina. En S. 

cerevisiae, el complejo SWI-SNF es factor prototipo clásico de remodelación en 

eucariotas. A pesar de las diferencias funcionales y de composición, varias de las 

subunidades polipeptídicas del complejo SWI-SNF están altamente conservadas desde 

humanos hasta levaduras, como por ejemplo Snf2, como así también RSC que es 

esencial para la modificación de la estructura de nucleosomas vía hidrólisis de ATP 

(FuqiangGeng et al, 2003). Otro complejo involucrado en la remodelación de la cromatina 

es INO80 y una de las proteínas asociadas a él es Arp8, una proteína nuclear relacionada 

con la actina que forma parte de los complejos enzimáticos para la remodelación de la 

cromatina; recientemente se descubrió que puede unirse directamente al mRNA (Shen et 

al, 2000).  

Un análisis a nivel genómico en el cual se estudió la unión in vivo de proteínas quinasas a 

la cromatina (ChIP-on-chip) reveló que además de Hog1 o proteínas quinasas de la vía 

MAP quinasas (Fus3, Mpk1, Kss1), las isoformas catalíticas Tpk1 y Tpk2 de la PKA se 

asocian a regiones promotoras así como a regiones codificantes de genes específicos. 

Específicamente, Tpk1 se encontró asociada físicamente con genes que son transcriptos 

activamente en crecimiento en glucosa y bajo estrés oxidativo, mientras que Tpk2 se halló 

principalmente asociada a las regiones promotoras de genes de proteínas ribosomales 

bajo estrés oxidativo (ver Figura 14). Por otro lado, se ha descripto un rol regulatorio de la 

PKA sobre los genes de biogénesis de ribosomas (RiBi), donde la PKA sería la encargada 

de la acumulación de RNA Pol II inactiva sobre el gen inhibiendo así la elongación de la 

transcripción (Pelechano et al, 2009). En conjunto, los antecedentes sugieren que la PKA 

podría actuar sobre la expresión génica vía su asociación a la cromatina en los genes 

blanco.  

Sin embargo, la co-localización nuclear de la subunidad regulatoria y catalíticas bajo 

condiciones en donde se requeriría subunidades catalíticas activas dirige la pregunta 

acerca del rol de la Bcy1 en el núcleo.  

Para dilucidar el rol de la PKA en la regulación de la expresión génica, estudiamos la 

asociación temporal de Bcy1, Tpk1 y Tpk2 a diferentes regiones génicas en respuesta a 

diferentes tipos de estrés y que rol ejerce Bcy1 en la asociación de Tpk1 y Tpk2. 

Analizamos la co-asociación temporal Tpks-Bcy1 con complejos remodeladores de la 
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cromatina y el factor de transcripción Rap1. Además correlacionamos la asociación de la 

PKA con la expresión génica y el impacto sobre la sobrevida celular en estrés.  

Nuestros resultados indican que las isoformas catalíticas activas se unen de manera 

región génica-estrés específico; sorprendentemente Bcy1 también se halló unida a la 

cromatina y su deleción afecta de manera diferencial la asociación de cada Tpk. En 

respuesta a estrés osmótico observamos la unión de remodeladores de la cromatina- 

Arp8, Rsc1 y Snf2- seguido temporalmente por la asociación de las Tpks. En cambio en 

respuesta a estrés oxidativo observamos la co-asociación temporal entre Tpks y 

remodeladores. Además, observamos la co-asociación de Tpk1 y Tpk2 con el factor de 

transcripción Rap1. Bcy1 es necesaria para la expresión génica en respuesta a estrés 

osmótico mientras que no lo es para estrés oxidativo. La deleción de Tpk1 o Tpk2 afectó 

diferencialmente la expresión génica. En este sentido, observamos que cepas 

hiperactivas para PKA son inviables bajo condiciones de estrés. Por otro lado, la falta de 

Tpk1 o tpk2 afecta diferencialmente el crecimiento.  

En conjunto los resultados sugieren que la PKA, vía asociación a la cromatina podría 

participar en la expresión génica a través de la fosforilación in situ de factores de 

transcripción o remodeladores.  
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RESULTADOS. 

Análisis del rol de la PKA en la adaptación celular en respuesta a estrés osmótico y 

oxidativo. 

Para estudiar el rol de la actividad PKA y particularmente analizar si cada isoforma 

catalítica -Tpk1 o Tpk2- poseen una función específica en la sobrevida al estrés, 

ensayamos la sensibilidad a concentraciones crecientes de los agentes estresores NaCl, 

H2O2 y menadiona de cepas de levaduras deficientes en cada una de las subunidades 

catalíticas o en la subunidad regulatoria. Las cepas Wild- type, bcy1Δ, tpk1Δ y tpk2Δ 

fueron crecidas hasta fase exponencial en medio rico (YPGlu). Diluciones seriadas se 

sembraron en placas que contenían diferentes concentraciones del agente estresor. En la 

Figura 13 se observa que la cepa bcy1Δ resulto hipersensible al estrés osmótico (NaCl) y 

oxidativo evocado por agua oxigenada (B-iv; C-iv) indicando que la actividad desregulada 

de PKA impide la adaptación es estos tipos de estrés. Diferencialmente, bajo estrés 

oxidativo por menadiona la deleción de BCY1 (D-iv) resultó en mayor sobrevida 

comparada con la cepa salvaje indicando que una actividad alta de PKA favorece la 

resistencia al estrés oxidativo por menadiona. La cepa tpk1 presentó mayor resistencia a 

NaCl y agua oxigenada (C-ii; B-ii), mientras que la deleción de TPK2 favoreció la 

resistencia a menadiona (D-iii).  
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Figura 13. Viabilidad celular de mutantes bcy1Δ, tpk1Δ and tpk2Δ al crecimiento en estrés 
osmótico y oxidativo. La viabilidad al estrés osmótico y oxidativo se determinó mediante spot 
assay (Materiales y métodos). Diluciones seriadas (1/10) de las cepas Wild-type (W303), bcy1Δ, 
tpk1Δ y tpk2Δ fueron crecidas en placas YPGlu con el agente estresante respectivo. El crecimiento 
fue monitoreado después de la incubación durante dos días a 30ºC. Los resultados se muestran 
para las placas que no contienen ningún agente estrés (A-YPGlu), 1, 1,5 y 5 mM H2O2 (B), 0,5 y 
NaCl 1M (C), 60, 80 y 100μM Menadiona (D). No se observó crecimiento de ninguna de las cepas 
a concentraciones 10mM de H2O2 o 1.5 M NaCl.  
 

Estos resultados sugieren que la actividad de PKA es importante para la resistencia al 

estrés, donde cada isoforma catalítica de PKA, Tpk1 y Tpk2 tendrían un rol específico en 

la adaptación celular al estrés osmótico y oxidativo. 

Como se detalla en la introducción, existe una relación estrecha entre la adaptación 

celular a cambios en el medio ambiente con la regulación de la expresión génica. Dado 

que antecedentes bibliográficos indican que la PKA regula la expresión génica frente al 

estrés (Livas et al, 2011) y se ha presentado evidencia de asociación física de las Tpks a 

la cromatina (Pokholok et al, 2006) nos preguntamos cuál sería el mecanismo molecular 

ejercido por las isoformas de PKA en la regulación génica que conlleva a la adaptación y 

sobrevida frente al estrés ambiental.  

 

Análisis de los datos crudos obtenidos del análisis genómico ChIP-on-chip.  

En un artículo publicado por Pokholok et al Science, 2006 se demostró que las proteínas 

quinasas activadas por mitógenos Hog1, Fus3, Kss1 y Ste5 una proteína “scaffold” que 

participa en la respuesta a feromona y las subunidades catalíticas de la PKA, Tpk1 y Tpk2 

se encuentran asociadas físicamente a los genes que éstas regulan en el genoma de 

Saccharomyces cerevisiae. 
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En este trabajo se realizó ChIP on Chip, el cual consiste en la inmunoprecipitación de la 

cromatina combinada con hibridización en microarrays. Se emplearon microarrays de 

DNA formados por 44.290 oligonucleótidos (de 66 nucleótidos c/u) los cuales cubren el 85 

% del genoma de S.cerevisiae. Estos microarrays fueron hibridados con muestras de DNA 

amplificadas y marcadas con los fluoróforos Cy3 y Cy5 provenientes de muestras totales 

o co-inmunoprecipitadas con quinasas en estudio etiquetadas cada una con el epítope 

TAP. Particularmente para las subunidades catalíticas de la PKA este trabajo fue muy 

importante ya que por primera vez se describía a nivel genómico la unión física de las 

TPK a los genes que ellas regulan. En respuesta a cambios en la fuente de carbono, 

estrés oxidativo u osmótico, Tpk1 y Tpk2 se hallaron asociadas a 120 regiones génicas.  

Con el objetivo de establecer un patrón de unión en las cuales Tpk1 y Tpk2 aparecieron 

asociadas a la cromatina -no se disponían datos para Tpk3 ya que no se halló asociada al 

DNA debido a su bajo nivel de expresión- realizamos un análisis in silico empleando los 

datos del microarray disponibles en http://web.wi.mit.edu/young/signaling (Figura 14). 

Para este análisis sólo se emplearon los datos cuyo incremento en la señal por el 

estímulo fuera >3 veces y se clasificaron en dos grupos no redundantes. 

 

 
Figura 14. Análisis in silico de los datos crudos resultados obtenidos por Pokholok et al, 
2006. Las condiciones analizadas corresponden: reclutamiento en respuesta a estrés oxidativo 
(células crecidas en glucosa 2% estimuladas con 0.4 mM de H2O2); reclutamiento en respuesta a 
glucosa (células crecidas en glicerol 2% versus crecimiento en glucosa 2%). Para este análisis sólo 
se emplearon los datos cuyo incremento en la señal por el estímulo fuera >3 veces y se clasificaron 
en dos grupos no redundantes. Las barras representan genes con sólo Tpk2 (Tpk2); sólo Tpk1 
(Tpk1); ambas isoformas simultáneamente (Tpk1/Tpk2). RI: regiones intragénicas. RT: regiones 
que se transcriben activamente). 
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De la Figura 14 se infiere, tal como fuera observado previamente (Pokholok et al, 2006), 

que: 1) El patrón de asociación de Tpk2 en respuesta estrés oxidativo en regiones 

promotoras -regiones intragénicas (RI)- sugiere que esta isoforma podría asociarse a 

complejos DNA-proteínas en respuesta a un estímulo dependiendo del gen blanco.  

2) Tpk1 presenta un patrón de reclutamiento que correlaciona con genes que se 

transcriben activamente (RT), sugiriendo que esta isoforma interaccionaría 

específicamente con algún factor de la maquinaria transcripcional dependiendo de las 

condiciones de estrés o nutricionales. 

Estas evidencias indicarían que existe una marcada diferencia en la unión a regiones 

génicas por parte de cada isoforma Tpk, lo que sugiere que éstas presentarían diferencias 

funcionales en la regulación génica. 

Además, este análisis muestra otra categoría: 3) Genes ocupados por Tpk1 y Tpk2 

simultáneamente (categoría Tpk1/Tpk2). Este patrón de asociación podría ser 

consecuencia de la unión individual de cada Tpk a la misma región génica o asociación de 

un complejo proteína de anclaje-Tpk1-Tpk2.  

Con el objetivo de estudiar el rol y el mecanismo de acción de las subunidades de la PKA 

Tpk1, Tpk2 y Bcy1 sobre la expresión génica en respuesta al estrés osmótico y oxidativo, 

elegimos cinco genes: ALD6 y SED1; pertenecientes al grupo Tpk1-(RT) reclutamiento en 

glucosa. HSP42; gen incluido en el grupo Tpk1/Tpk2-(RT) reclutamiento en respuesta a 

estrés oxidativo. iYGL136 e iYDL061; regiones incluidas en el grupo Tpk2-(RI) 

reclutamiento en respuesta a H2O2. 

Dado que hemos observado un rol diferencial de la PKA en la sobrevida al estrés por 

H2O2 o menadiona (Figura 13) decidimos incluir menadiona como agente oxidativo. Las 

células fueron crecidas hasta fase exponencial en glucosa y posteriormente estresadas 

con NaCl, agua oxigenada o menadiona. 

Analizamos el patrón de asociación de las subunidades de la PKA a la cromatina en 

respuesta a estrés por ChIP-real time PCR (ver Materiales y Métodos) empleando cepas 

etiquetadas con el epítope TAP en su locus cromosómico: Bcy1-TAP, Tpk1-TAP, Tpk2-

TAP. Para analizar el rol de la subunidad regulatoria empleamos cepas delecionadas para 

el gen BCY1, bcy1ΔTpk1-TAP y bcy1ΔTpkβ-TAP. Para analizar el requerimiento de 

actividad catalítica empleamos las cepas tpk1dead-TAP y tpk2dead-TAP, las cuales poseen 

una mutación en el sitio activo que provoca subunidades catalíticas inactivas (Kucsera et 

al, 2000). Los resultados fueron analizados como las veces de unión de PKA a la región 

génica estudiada (ver Materiales y Métodos). En la Figura S1 se observan los controles 
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correspondientes a las veces de unión de cada subunidad de la PKA en cepas salvajes. 

Mediante northern-blot analizamos la expresión génica sobre cada gen blanco empleando 

cepas mutantes en las subunidades de la PKA pre y post estímulo. 

Para una mejor compresión de los resultados los hemos representado por región génica. 

Los niveles de expresión de las subunidades de la PKA analizadas por western-blot no 

cambiaron por la exposición de las células a los diferentes tipos de estrés oxidativo y 

osmótico (Figura S2A). Ensayos de spot assay revelaron que la viabilidad celular no 

resultó afectada por los tratamientos en cada cepa empleada en los experimentos de 

ChIP y northern-blot (Figura S2B). 

 

Rol de la PKA en la transcripción génica en respuesta a estrés: función y 

mecanismo de asociación en regiones que se transcriben activamente.  

El gen ALD6 codifica para la enzima aldehído deshidrogenasa mitocondrial involucrada 

en la producción de acetato, precursor de Acetyl-CoA. Es indispensable para proveer de 

NADPH a células que carecen de la actividad de glucose-6-fosfato dehidrogenasa 

(Grabowska et al, 2003). Ald6 se expresa en respuesta a estrés osmótico (Parmar et al, 

2011) y la falta de expresión disminuye la capacidad celular para adaptarse al estrés por 

H2O2 (Ng et al, 2008). 

En la Figura 15 se muestra la asociación de las subunidades de la PKA al ORF del gen 

ALD6 en respuesta al agregado de NaCl (Figura 15B), menadiona (Figura 15C) y agua 

oxigenada (H2O2) (Figura 15D). Se analizó la asociación de las subunidades de la PKA en 

la región media del ORF +730+842 mediante ChIP real time PCR (Figura 15A). 

En respuesta a NaCl (Figura 15 B), se observó asociación de Tpk1 y Tpk2 a partir de 10 y 

20 min post estrés. Sin embargo, Bcy1 se asoció transitoriamente a los 10 min. Cepas 

mutantes que no expresan BCY1, bcy1Tpk1 o bcy1Tpk2, mostraron unión de Tpk1 y 

Tpk2 pero su asociación fue más temprana (5 min.) lo que sugiere que la unión de Bcy1 

no es necesaria para la asociación de las Tpk pero si afecta la cinética de unión de éstas. 

Versiones catalíticamente inactivas tpkdead no se hallaron asociadas lo que sugiere el 

requerimiento de actividad catalítica para su asociación a la cromatina.  

Los niveles de expresión de ALD6 fueron analizados por Northern blot (Figura 15 E, ver 

materiales y métodos).  

Este análisis indicó que en respuesta al agregado de NaCl, ALD6 se expresa 

transitoriamente en la cepa salvaje (WT) con un máximo a los 5 min, la deleción de TPK1 

o TPK2 presentó una cinética de expresión del mRNA ALD6 similar a la cepa Wild type 



  Capítulo I   

49 

 

indicando que ambas isoformas catalíticas son redundantes. Por el contrario, la deleción 

de BCY1 aumenta la expresión a partir de 5 min. post estrés e impide el apagado de la 

expresión conforme transcurre el estrés (Figura 15 E).  

Estos resultados sugieren que Tpk1 y 2 regularían la activación transcripcional transitoria 

del mRNA ALD6 vía asociación a la cromatina en respuesta al estrés osmótico. 

Sorprendentemente hallamos que la actividad de las Tpks sobre la expresión génica de 

este locus estaría regulada temporalmente por la asociación de Bcy1 a la cromatina. La 

inhibición de la actividad catalítica por asociación de Bcy1 conllevaría al apagado de la 

expresión de ALD6.  

La Figura 15 C muestra el patrón de asociación de PKA al ORF de ALD6 en respuesta a 

menadiona. ALD6 presentó asociación de Tpk1 a los 5 min incrementándose hasta los 20 

min post estímulo, mientras que Tpk2 no se detectó asociada bajo las mismas 

condiciones. La asociación de Bcy1 aumentó rápidamente en respuesta al estrés, ya que 

a los 5 min se encontró asociada, manteniéndose hasta los 20 min post estrés. Tanto la 

versión inactiva tpk1dead y la deleción de BCY1 (bcy1ΔTpk1) eliminaron la asociación de 

Tpk1, sugiriendo que Tpk1 requiere de actividad catalítica y de Bcy1 para su asociación a 

la cromatina en respuesta a estrés oxidativo evocado por menadiona. El análisis de 

expresión mostrados en Figura 15 E, indican que se requiere de Tpk1/2 para la expresión 

de ALD6 (Wt versus tpk1Δ o tpk2Δ), mientras que la deleción de BCY1 afecto la cinética 

temporal de expresión de dicho gen. Estos resultados sugieren que en respuesta a estrés 

por menadiona Bcy1 se asocia a la cromatina para reclutar moléculas de Tpk1 y estimular 

la expresión de ALD6. Tpk2 posiblemente participe en la regulación de la expresión de 

ALD6 sin unirse a la cromatina. 

En respuesta a estrés oxidativo evocado por H2O2 (Figura 15 D), se observó la asociación 

de Tpk2 con un máximo a los 30 min. Bcy1 antecede dicha unión ya que se asocia 

transitoriamente a los 10 min. La falta de unión de Tpk2 en la cepa bcy1Δ indica que esta 

isoforma catalítica requiere de Bcy1 pero no de su actividad catalítica ya que la versión 

inactiva tpk2dead se encontró asociada a esta región génica. 

El análisis de la expresión de mRNA ALD6 (Figura 15 E, H2O2) indicó que se requiere de 

Tpk2 para su expresión basal y en respuesta al estrés (Wt versus tpk2Δ). La deleción de 

BCY1 o TPK1 afectó la inducción de la expresión de ALD6 en respuesta a H2O2 sin 

modificar los niveles basales de expresión.  

Estos resultados sugieren que la activación transcripcional de ALD6 requeriría de la unión 

de Bcy1 y de Tpk2 en repuesta al estrés oxidativo evocado por agua oxigenada. Tpk1 
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posiblemente participe de la expresión génica en respuesta a menadiona sin asociarse a 

la cromatina. 
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Figura 15. Asociación de las subunidades de la PKA a la región ORF del gen ALD6 en 
condiciones de estrés osmótico (NaCl) y oxidativo (H2O2 y Menadiona). (A) Región analizada 
del ORF ALD6. Las cepas Bcy1-TAP, Tpk1-TAP, bcy1Δ-Tpk1-TAP, tpk1dead-TAP, Tpk2-TAP, 
bcy1Δ-Tpk2-TAP, tpk2dead-TAP fueron crecidas en YPGlu hasta fase exponencial, se las sometió 
tanto a estrés osmótico 0,4M NaCl (B) u oxidativo 50 µM Menadiona (C) y 0,4mM H2O2 (D) durante 
60 minutos. Se tomaron alícuotas en los tiempos indicados y se realizó ChIP-RealTimePCR según 
se describe en Materiales y Métodos. (E) Niveles de expresión del mRNA ALD6 en respuesta a 
estrés osmótico y oxidativo. Cultivos de células Wild-type y las cepas mutantes bcy1Δ, tpk1Δ y 
tpk2Δ fueron tratados con 0,4M de NaCl, 50µM de menadiona o 0,4mM H2O2. A los tiempos 
indicados se tomaron muestras y los niveles de mRNA se determinaron por northern blot según 
materiales y métodos. Las veces de unión de PKA está dado por el incremento de la cantidad de 
proteína en la muestra inmunoprecipitada sobre la muestra sin inmunoprecipitar. Los datos 
representan el promedio ±SD y la desviación estándar de tres experimentos independientes.  
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El gen SED1, codifica para una proteína rica en serina/treonina anclada por GPI 

(glycosylphosphatidylinositol) a la pared celular y tiene importantes funciones en la 

estructura y en la biogénesis de la pared celular. La proteína Sed1 es inducida por 

hambreado de nutrientes y en fase estacionaria, siendo la proteína mayoritaria de la pared 

celular en estas condiciones. Las células que poseen el gen SED1 delecionado son 

sensibles a enzimas líticas extracelulares y a estrés oxidativo (Shimoi et al, 1998). 

Además, la inducción de la expresión de este gen bajo condiciones de estrés como el 

hambreado de nutrientes o la fase post-diaúxica es dependiente de PKC y PKA (Cardona 

et al, 2012). 

La Figura 16 muestra la unión de la PKA y su rol en la expresión de SED1. En repuesta a 

estrés osmótico evocado por NaCl (Figura 16B), se observa la unión transitoria de Tpk2 a 

la cromatina con un máximo de unión a los 10 min. Bcy1 presenta asociación máxima a 

los 10 min. del estímulo. La unión de Tpk2 depende de su actividad catalítica y de la 

presencia de Bcy1, ya que no se observa unión en cepas bcy1Δ-Tpk2 y tpk2dead. Si bien 

Tpk1 se une en menor grado que Tpk2, requiere de actividad catalítica para su unión pero 

incrementa su asociación en cepas bcy1Δ en respuesta al estímulo.  

El análisis de los niveles de expresión del mRNA SED1 muestra la expresión transitoria 

con un máximo a los 5 minutos post estrés (Figura 16 E). La deleción de TPK1 o TPK2 

anula la expresión transitoria mientras que la deleción de BCY1 afecta la cinética de 

expresión versus la cepa salvaje. Estos resultados sugieren que las subunidades 

catalíticas –principalmente Tpk2- regularían la expresión génica temporal de SED1 en 

respuesta a estrés osmótico. La subunidad regulatoria Bcy1 regularía que isoforma 

catalítica (Tpk2 o Tpk1) se asocia a la cromatina afectando también la cinética de la 

expresión génica. 

En respuesta a estrés oxidativo con menadiona, se observó la unión de Bcy1 a la 

cromatina 5 min post estímulo mientras que Tpk1 se asoció posteriormente a los 20 min 

(Figura 16C). La asociación de Tpk1 requiere de actividad catalítica y depende de la 

presencia de Bcy1. El patrón de expresión de SED1 disminuye frente al estímulo en la 

cepa Wild type, sugiriendo un rol en la represión transcripcional en respuesta a este tipo 

de estrés. En este sentido, tanto la ausencia de BCY1 como de las subunidades 

catalíticas provocan una disminución en la expresión de SED1 en condiciones basales 

afectando el patrón de transcripción conforme avanza el estímulo (Figura 16E). Estos 

resultados sugieren que la PKA afecta los niveles de expresión en células creciendo 
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exponenciales en glucosa sin asociarse a la cromatina. La asociación de Tpk1-Bcy1 

promovería la represión de la expresión de SED1 en respuesta a menadiona. 

En respuesta a agua oxigenada, Tpk1 activa se asocia con un máximo a los 10 min, para 

luego disminuir a valores similares a los primeros minutos (Figura 16D). Dicha asociación 

requiere de Bcy1. Bcy1 se asocia a tiempos posteriores a Tpk1, presentando un máximo a 

los 30 min. Tpk2 no se encontró asociada a la región en repuesta a este tipo de estrés. El 

análisis de expresión indica que en respuesta al estrés evocado con agua oxigenada 

existe una represión de la expresión génica de SED1 en cepas salvajes. La deleción de 

TPK1 aumenta la expresión de SED1, sugiriendo que Tpk1 ejercería un rol negativo sobre 

la transcripción. Estos resultados sugieren que Tpk1 vía Bcy1 se uniría a la cromatina 

para mediar la represión transcripcional del gen SED1 en respuesta al estrés evocado por 

agua oxigenada. La deleción de TPK2 anula la expresión génica sugiriendo un rol positivo 

de esta subunidad independiente de la asociación a la cromatina.  
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Figura 16. Asociación de las subunidades de la PKA a la región ORF del gen SED1 en 
condiciones de estrés osmótico (NaCl) y oxidativo (H2O2 y Menadiona). (A) Región analizada 
del ORF SED1. Las cepas Bcy1-TAP, Tpk1-TAP, bcy1Δ-Tpk1-TAP, tpk1dead-TAP, Tpk2-TAP, 
bcy1Δ-Tpk2-TAP, tpk2dead-TAP fueron crecidas en YPGlu hasta fase exponencial, se las sometió 
tanto a estrés osmótico 0,4M NaCl (B) u oxidativo 50 µM Menadiona (C) y 0,4mM H2O2 (D) durante 
60 minutos. Se tomaron alícuotas en los tiempos indicados y se realizó ChIP-RealTimePCR según 
se describe en Materiales y Métodos. (E) Niveles de expresión del mRNA SED1 en respuesta a 
estrés osmótico y oxidativo. Cultivos de células Wild-type y las cepas mutantes bcy1Δ, tpk1Δ y 
tpk2Δ fueron tratados con 0,4M de NaCl, 50µM de menadiona o 0,4mM H2O2. A los tiempos 
indicados se tomaron muestras y los niveles de mRNA se determinaron por northern blot según 
materiales y métodos. Las veces de unión de PKA está dado por el incremento de la cantidad de 
proteína en la muestra inmunoprecipitada sobre la muestra sin inmunoprecipitar. Los datos 
representan el promedio ±SD y la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
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HSP42 codifica para una proteína de shock térmico pequeña (42,8 KDa) con actividad 

chaperona; involucrada en la reorganización del citoesqueleto luego del estrés por calor 

(Trotter et al, 2002). Si bien las proteínas HSP (heat shock protein) están descriptas 

específicamente para el shock térmico, se ha presentado evidencias en la literatura que 

también están relacionadas con una respuesta general en la resistencia a estrés (de 

Nadal et al, 2011). 

En la Figura 17 se observa la asociación física de las subunidades de PKA a la región 

media de HSP42 en respuesta a estrés osmótico y oxidativo. Bcy1, Tpk1 y Tpk2 se 

asocian transitoriamente en respuesta a estrés osmótico con un valor máximo a los 10 

min. (Figura 17 B). La unión de ambas Tpk depende de su actividad catalítica. La deleción 

de BCY1 anula el reclutamiento de Tpk2 y afecta la cinética de reclutamiento de Tpk1 

(Figura 17B). Los niveles de expresión del mRNA HSP42 indican una represión de la 

expresión génica conforme avanza el estrés (Figura 17E). En conjunto éstos resultados 

sugieren que la unión de Tpk2 y Tpk1 provocaría represión transcripcional del gen en 

respuesta al estímulo. En este sentido, observamos que la deleción de cada subunidad de 

la PKA incrementó el nivel y modificó la cinética de expresión de HSP42 en respuesta a 

estrés osmótico (Figura 17E).  

En respuesta a menadiona y agua oxigenada (Figura 17 C y D), la región presenta 

asociación de Tpk1 y Bcy1. Tpk2 no se asocia en dichas condiciones. Tpk1 requiere de 

actividad catalítica y de la presencia de Bcy1 para su asociación física. Interesantemente, 

el análisis de expresión (Figura 17 E) sugiere que la asociación de Tpk1 ejercería 

activación transcripcional en respuesta a menadiona mientras que en agua oxigenada 

resultaría en la represión de este gen. El efecto observado sobre los patrones de 

expresión génica de HSP42 en las cepas bcy1Δ y tpk1Δ respecto a la cepa salvaje podría 

justificarse bajo la observación que la deleción de BCY1 afecta la unión de Tpk1 a la 

cromatina, probablemente anulando su acción sobre la expresión génica. La deleción de 

TPK2 anula la expresión, sugiriendo que Tpk2 regularía la expresión génica sin unirse a la 

cromatina. 
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Figura 17. Asociación de las subunidades de la PKA a la región ORF del gen HSP42 en 
condiciones de estrés osmótico (NaCl) y oxidativo (H2O2 y Menadiona). (A) Región analizada 
del ORF HSP42. Las cepas Bcy1-TAP, Tpk1-TAP, bcy1Δ-Tpk1-TAP, tpk1dead-TAP, Tpk2-TAP, 
bcy1Δ-Tpk2-TAP, tpk2dead-TAP fueron crecidas en YPGlu hasta fase exponencial, se las sometió 
tanto a estrés osmótico 0,4M NaCl (B) u oxidativo 50 µM Menadiona (C) y 0,4mM H2O2 (D) durante 
60 minutos. Se tomaron alícuotas en los tiempos indicados y se realizó ChIP-RealTimePCR según 
se describe en Materiales y Métodos. (E) Niveles de expresión del mRNA HSP42 en respuesta a 
estrés osmótico y oxidativo. Cultivos de células Wild-type y las cepas mutantes bcy1Δ, tpk1Δ y 
tpk2Δ fueron tratados con 0,4M de NaCl, 50µM de menadiona o 0,4mM H2O2. A los tiempos 
indicados se tomaron muestras y los niveles de mRNA se determinaron por northern blot según 
materiales y métodos. Las veces de unión de PKA está dado por el incremento de la cantidad de 
proteína en la muestra inmunoprecipitada sobre la muestra sin inmunoprecipitar. Los datos 
representan el promedio ±SD y la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
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Rol de la PKA en la transcripción génica en respuesta a estrés: función y 

mecanismo de asociación en promotores de genes ribosomales. 

La biogénesis de los ribosomas ocupa un gran porcentaje de la actividad de expresión 

génica celular. El 60% del total de la transcripción está dedicada a RNA ribosómico, 

ocupa el 50% de la actividad transcripcional de la RNA polimerasa II y el 90% del splicing 

es de RNA mensajero de proteínas ribosomales (Warner et al, 1999). Más aún, requiere la 

síntesis coordinada de 79 proteínas ribosomales que, en general, se necesitan en 

cantidades equimolares (Warner & McIntosh, 2009). La expresión de algunos genes de 

proteínas ribosomales ve afectada por las señales nutricionales y se encuentra regulada 

por varias vías de transducción de señales (Lippman et al, 2009).  

Promotor de Rps29B, región iYDL061 

Rps29B codifica para un componente proteico de la subunidad ribosomal pequeña (40S) 

(Planta et al, 1998). La Figura 18B muestra que, en respuesta a estrés osmótico, el 

promotor es ocupado principalmente por Tpk2 y ésta requiere de su actividad catalítica 

para la asociación ya que la mutante tpk2dead no se asoció a la cromatina. Bcy1 no se 

encontró asociada a esta región génica (Figura 18B), pero su deleción incrementó la 

unión de Tpk1 y anuló la unión de Tpk2. Puede especularse que la ausencia de 

asociación de Tpk2 como consecuencia de la falta de expresión de Bcy1, permitiría la 

asociación de Tpk1. 

El patrón de expresión en la cepa Wild type (Figura 18 E) indica que el mRNA de RPS29B 

es reprimido conforme avanza el estrés osmótico. La deleción de BCY1 promovió un 

incremento de la expresión génica en función del tiempo post estímulo. La deleción de 

TPK1 o TPK2 aumento los niveles basales pero la expresión fue reprimida en función del 

tiempo post estrés. Con estos resultados postulamos que la asociación de Tpk2 ejerce un 

rol regulador negativo sobre la transcripción en respuesta a estrés osmótico. Una posible 

explicación del efecto observado sobre la transcripción en cepas bcy1 sería que la unión 

de Tpk1 regularía positivamente la transcripción génica.  

Frente a estrés oxidativo (Figura 18C) evocado con menadiona no hallamos asociada a la 

PKA en esta región génica. El patrón de expresión de RPS29B indica que la PKA ejerce 

un rol inhibitorio de la expresión génica en respuesta a menadiona ya que la ausencia de 

BCY1 promueve la expresión del gen. Más aún, la deleción de TPK1 o TPK2 promueve 
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un incremento de la expresión sugiriendo un rol negativo sobre la expresión de este gen 

independiente de la asociación a la cromatina. 

En respuesta al agregado de agua oxigenada, se observa la asociación transitoria de 

Tpk2 y Tpk1 con un máximo a los 10 min (Figura 18D). Bcy1 presenta una cinética similar 

de asociación pero permanece unida hasta los 30 min post estímulo. La deleción de BCY1 

afectó solo la asociación de Tpk1. Ambas versiones inactivas tpkdead no se hallaron 

asociadas a la cromatina indicando que se requiere de actividad catalítica para la 

asociación a la cromatina. El análisis del patrón de expresión del mRNA de RPS29B 

indicó que en repuesta al agregado de agua oxigenada existe una inducción de la 

expresión concomitante con la asociación de las Tpks. La deleción de BCY1 

drásticamente afectó la respuesta transcripcional. Estos resultados sugieren que la 

asociación de Tpk1 vía Bcy1 y la asociación de Tpk2 serían necesarias para la activación 

transcripcional de RPS29B en respuesta al agregado de agua oxigenada. 
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Figura 18. Asociación de las subunidades de la PKA a la región intragénica del gen iYDL061 
en condiciones de estrés osmótico (NaCl) y oxidativo (H2O2 y Menadiona). (A) Región 
intragénica analizada. Las cepas Bcy1-TAP, Tpk1-TAP, bcy1Δ-Tpk1-TAP, tpk1dead-TAP, Tpk2-TAP, 
bcy1Δ-Tpk2-TAP, tpk2dead-TAP fueron crecidas en YPGlu hasta fase exponencial, se las sometió 
tanto a estrés osmótico 0,4M NaCl (B) u oxidativo 50 µM Menadiona (C) y 0,4mM H2O2 (D) durante 
60 minutos. Se tomaron alícuotas en los tiempos indicados y se realizó ChIP-RealTimePCR según 
se describe en Materiales y Métodos. (E) Niveles de expresión del mRNA RPS29B en respuesta a 
estrés osmótico y oxidativo. Cultivos de células Wild-type y las cepas mutantes bcy1Δ, tpk1Δ y 
tpk2Δ fueron tratados con 0,4M de NaCl, 50µM de menadiona o 0,4mM H2O2. A los tiempos 
indicados se tomaron muestras y los niveles de mRNA se determinaron por northern blot según 
materiales y métodos. Las veces de unión de PKA está dado por el incremento de la cantidad de 
proteína en la muestra inmunoprecipitada sobre la muestra sin inmunoprecipitar. Los datos 
representan el promedio ±SD y la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
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Promotor de RPL1B, región iYGL136 

La región intragénica iYGL136 antecede al gen YGL135W que codifica para la proteína 

RPL1B, componente de la subunidad ribosomal mayor (60S) (Planta & Mager, 1998). Se 

ha descripto que células de levadura carentes de Rpl1B crecen lentamente y  solo una 

fracción de subunidades 60S carentes de Rpl1 pueden asociarse a la subunidad 40S 

resultando competentes para la traducción (Lippman et al, 2009).  

En respuesta a estrés osmótico (Figura 19 B), se observó la asociación de Tpk2 y en 

menor medida de Tpk1 conforme el estrés progresa en la región promotora (Figura 19 A). 

Las versiones mutantes inactivas tpk1dead y tpk2dead no se asociaron sugiriendo que la 

unión a la cromatina requiere de la actividad catalítica. No se observó unión de Bcy1 a la 

cromatina en esta región génica pero las cepas bcy1 mostraron patrones alterados de 

asociación de las Tpks: no se observó la unión de Tpk2 y provocó una mayor asociación 

de Tpk1. El patrón de expresión de mRNA RPL1B en la cepa Wild-type frente a estrés 

osmótico muestra una represión de la expresión génica a medida que el estrés avanza. La 

deleción de BCY1 o de TPK1 o TPK2 afecto los niveles basales de expresión y no 

respondieron a variaciones de la expresión en respuesta a estrés. Estos resultados 

sugieren que la asociación de Tpk2 y Tpk1 a la cromatina regularía negativamente la 

expresión génica. El efecto ejercido por las Tpks es independiente de la unión de Bcy1 a 

la cromatina.  

En respuesta a estrés oxidativo (Figura 19 C) por el agente menadiona, no observamos 

asociación de las subunidades catalíticas de la PKA a esta región génica. Sin embargo, 

se observa que Tpk1, Tpk2 y Bcy1 regulan la represión transcripcional en respuesta a 

menadiona (Figura 19 E).  

En respuesta a agua oxigenada observamos asociación de Bcy1 y Tpk2 al promotor a los 

10 min post estímulo. La asociación de Tpk2 no depende de Bcy1 y no requiere de 

actividad catalítica (Figura 19 D). El análisis de expresión indicó que este gen es reprimido 

durante el estrés oxidativo evocado por agua oxigenada (Figura 19E). La deleción de 

BCY1 y de cada TPK afecto la respuesta transcripcional. Estos resultados sugieren que la 

asociación de Tpk2 a esta región del promotor tendría un rol regulador negativo en 

respuesta a estrés evocado por agua oxigenada mientras que Tpk1 afectaría la expresión 

sin asociación a la cromatina. 
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Figura 19. Asociación de las subunidades de la PKA a la región intragénica del gen iYGL136 
en condiciones de estrés osmótico (NaCl) y oxidativo (H2O2 y Menadiona). (A) Región 
intragénica analizada. Las cepas Bcy1-TAP, Tpk1-TAP, bcy1Δ-Tpk1-TAP, tpk1dead-TAP, Tpk2-TAP, 
bcy1Δ-Tpk2-TAP, tpk2dead-TAP fueron crecidas en YPGlu hasta fase exponencial, se las sometió 
tanto a estrés osmótico 0,4M NaCl (B) u oxidativo 50 µM Menadiona (C) y 0,4mM H2O2 (D) durante 
60 minutos. Se tomaron alícuotas en los tiempos indicados y se realizó ChIP-RealTimePCR según 
se describe en Materiales y Métodos. (E) Niveles de expresión del mRNA RPL1B en respuesta a 
estrés osmótico y oxidativo. Cultivos de células Wild-type y las cepas mutantes bcy1Δ, tpk1Δ y 
tpk2Δ fueron tratados con 0,4M de NaCl, 50µM de menadiona o 0,4mM H2O2. A los tiempos 
indicados se tomaron muestras y los niveles de mRNA se determinaron por northern blot según 
materiales y métodos. Las veces de unión de PKA está dado por el incremento de la cantidad de 
proteína en la muestra inmunoprecipitada sobre la muestra sin inmunoprecipitar. Los datos 
representan el promedio ±SD y la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
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Análisis cinético de la asociación de la PKA y proteínas de complejos 

remodeladores de la cromatina. 

Para continuar con la caracterización del mecanismo de acción de la PKA sobre la 

transcripción génica analizamos por ChIP-RealTimePCR la unión de factores asociados a 

complejos remodeladores de la cromatina Rsc1, Arp8 y Snf2 bajo las condiciones de 

estrés donde hallamos asociación de las subunidades catalíticas de la PKA. Para esto, 

células que expresan Rsc1-TAP, Arp8-TAP y Snf2-TAP fueron tratas con 0,4M NaCl 

(estrés osmótico) o 50 µM Menadiona o 0,4mM H2O2 (estrés oxidativo). La proteína Rsc1 

(complejo RSC), Snf2 (subunidad catalítica del complejo SWI/SNF) y Arp8 (componente 

del complejo INO80) forman parte de complejos que remodelan la cromatina en un 

proceso dependiente de ATP (Bungard et al, 2004; Saha et al, 2002; Shen et al, 2000). 

Mediante western blot verificamos que los niveles de expresión de las proteínas Rsc1-

TAP, Arp8-TAP y Snf2-TAP no variaron frente a los diferentes tipos de estrés (Figura 

S3A). Ensayos de spot assay revelaron que la viabilidad celular de éstas cepas no fue 

afectada por los tratamientos (Figura S3B). 

En la Figura 20 A, se observa que en respuesta a un estrés osmótico tanto regiones 

medias de los ORF ALD6 y HSP42; y del promotor del gen RPS29B existe una asociación 

transitoria de los factores Arp8, Rsc1 y/o Snf2 en correlación con transcripción activa 

evaluado por la inducción de la expresión del mRNA. La asociación temporalmente 

posterior de Tpk1 y/o Tpk2 sugiere que éstas se asociarían a la cromatina con posible 

función reguladora negativa sobre la transcripción. En análisis de asociación de Rap1 

mostró correlación temporal con la asociación de Tpk1 y Tpk2. 

Por otro lado, en respuesta a menadiona (Figura 20 B) se observó en las regiones ORF 

de ALD6 y HSP42 la asociación concomitante de Arp8, Rsc1 y las Tpks (según 

corresponda) junto con una inducción de la actividad transcripcional del ORF. Estos 

resultados concuerdan con un rol positivo de las isoformas catalíticas Tpk sobre la 

transcripción a través de la interacción con algún componente del complejo transcripcional 

o de complejos modificadores de la cromatina. Por el contrario, en la región del ORF de 

HSP42, la correlación temporal de Arp8, Snf2, Rsc1 y Tpk1 mostró la disminución de los 

niveles de mRNA. Para éste caso, los resultados sugieren un rol regulador negativo de 

Tpk1 sobre la transcripción vía asociación con algún componente del complejo 

transcripcional o de complejos modificadores de la cromatina. 

En respuesta a estrés oxidativo evocado por agua oxigenada (Figura 20 C), se observó 

correlación de la asociación de Tpks con los factores Arp8, Snf2 y Rsc1 en el ORF de 
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ALD6 y promotor de Rps29B que correlaciona con la activación transcripcional del gen. 

Por el contrario, la expresión de HSP42 es reprimido cuando Tpk1 presenta una 

correlación temporal similar a Arp8, Snf2 y Rsc1.  

En conjunto, estos resultados sugieren que dependiendo del estrés, las Tpks pueden 

asociarse temporalmente después de proteínas remodeladoras de la cromatina 

favoreciendo la represión génica (estrés osmótico) o asociarse co-temporalmente a dichos 

factores ejerciendo un rol positivo o negativo sobre la transcripción génica (estrés 

oxidativo).  
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Figura 20. Cinética de unión de remodeladores de la cromatina y Tpk1 y Tpk2 en las 
regiones ALD6, HSP42 e iYDL061 en respuesta a estrés. Las cepas Arp8-TAP, Snf2-TAP, Rsc1-
TAP y Rap1-TAP fueron crecidas en YPGlu hasta fase exponencial, se las sometió tanto a (A) 
estrés osmótico (0,4M NaCl) y oxidativo (B) 50 µM Menadiona y (C) 0,4mM H2O2). Se realizó ChIP-
RealTimePCR según Materiales y Métodos. Los gráficos son representativos de dos experimentos 
independientes. No se analizó la unión de remodeladores de la cromatina a la región intragénica de 
RPS29B bajo el estrés evocado por menadiona porque las subunidades de PKA no se hallaron 
asociadas a dicha región. 
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DISCUSIÓN. 

Los cambios en la expresión génica en respuesta a estrés garantizan la sobrevida celular 

frente al estrés inmediato, la exposición a estrés posterior o protección cruzada contra 

estrés de diferente naturaleza. 

La vía cAMP-PKA tiene un impacto principal sobre la expresión génica, ilustrado por la 

observación que aproximadamente el 90 % de los cambios transcripcionales que ocurren 

por el agregado de glucosa a células hambreadas es similar al perfil transcripcional que 

se observa en células activas en la vía cAMP-PKA (Wang et al, 2004). De acuerdo con 

esto, muchas de las proteínas “targets” sustrato de la PKA afectan directa o 

indirectamente los niveles de transcripción. Por ejemplo PKA regula de manera directa o 

indirecta la localización subcelular y la unión al DNA de distintos factores de transcripción 

como Hsf1,  Msn2/Msn4, Sfp1 y Maf1 los cuales regulan la expresión génica en respuesta 

a múltiples estrés como estrés térmico, oxidativo y hambreado de glucosa (Lee et al, 

2008; Wei et al, 2009; Marion et al, 2004).  

Sin embargo, otros estudios han demostrado que las subunidades catalíticas de la PKA, 

Tpk1 y Tpk2 tendrían otros mecanismos de participación en la regulación de la 

transcripción. Por ejemplo, se unen físicamente alrededor de 130 genes en respuesta a 

diferentes estímulos (Pokholok et al, 2006). Estas regiones comprenden promotores y 

regiones que se transcriben activamente en respuesta a estrés oxidativo y al agregado de 

glucosa a células creciendo en glicerol. De este análisis “genome wide” se ha descripto 

que Tpk2 posee un patrón de ocupancia que correlaciona con factores de transcripción y 

remodeladores de la cromatina asociados a promotores como Fhl1, Rap1 y Sfp1 en los 

genes ribosomales en respuesta a estrés oxidativo. Tpk1 presentó un patrón de 

asociación a regiones génicas transcriptas donde además se han descripto asociados 

factores de elongación, reguladores de la cromatina asociados a genes y algunos 

modificadores de histonas. Además, se ha descripto que la PKA podría inhibir la 

elongación de la RNApol II vía la unión del factor de transcripción Rap1 a genes de 

proteínas ribosomales en respuesta al cambio en la fuente de carbono (Pelechano et al, 

2009).  

En este capítulo hemos investigado el mecanismo molecular por el cual la PKA regula la 

transcripción génica vía asociación a la cromatina en la adaptación a estrés osmótico y 

oxidativo.  
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Asociación de la PKA a genes blanco en respuesta a estrés osmótico. 

Un mecanismo por el cual las células reprograman la transcripción en respuesta a 

diversos estrés involucran reclutamiento de factores de transcripción específicos 

incluyendo la RNApol II, para regular la iniciación, la elongación y la estabilidad de mRNA 

(Martinez-Montañés et al, 2010; de Nadal & Posas, 2010).  

Existe un balance dinámico entre diferentes complejos remodeladores de la cromatina así 

como enzimas modificadoras de histonas asociadas a regiones génicas necesarias para 

el silenciamiento o la estimulación de la expresión de genes de estrés. Recientemente, las 

proteínas quinasas que participan en la señalización del estrés se hallaron asociadas a la 

cromatina. Un ejemplo muy estudiado es el rol de Hog1 sobre la transcripción de genes 

que responden a estrés osmótico. Se ha descripto que ésta puede modular la iniciación 

de la transcripción por fosforilación directa de factores de transcripción específicos, 

reclutar a la RNApol II y co-activadores, reclutar deacetilasas de histonas. Además se la 

ha descripto como factor de elongación de la transcripción y dirige la asociación de 

factores remodeladores de la cromatina RSC a las regiones transcribibles de estos genes 

(de Nadal et al, 2011).  

Nosotros hemos analizado la cinética temporal de asociación de las subunidades de la 

PKA a la cromatina y la actividad transcripcional de cinco regiones génicas  en respuesta 

a estrés osmótico. Los resultados presentados (Figura 15, 16, 17) indican que en las 

regiones génicas codificantes de los genes ALD6, HSP42 y SED1 las subunidades 

catalíticas Tpk1 y/o Tpk2 se asocian a la cromatina en respuesta a estrés. 

Sorprendentemente también hallamos Bcy1 asociada a la cromatina. Bcy1 no sólo afecta 

la unión de una isoforma en particular sino también modula la cinética de unión de la Tpks 

a la cromatina y la expresión génica. De esta manera, la asociación física de Bcy1 a la 

cromatina modularía temporalmente la asociación física de las Tpks a la cromatina y en 

consecuencia la respuesta transcripcional de los genes estudiados.  

Como era de esperar, el análisis de la asociación de factores que forman parte de 

complejos remodeladores de la cromatina como Rsc1 (componente del complejo RSC), 

Arp8 (componente del complejo INO80) y Snf2 (subunidad catalítica del complejo 

SWI/SNF) mostraron correlación con la activación transcripcional del gen en repuesta al 

estrés osmótico. La asociación posterior de Tpk correlaciono con la disociación de 

factores remodeladores de la cromatina y la consecuente represión transcripcional (Figura 

20). Estos resultados sugieren que la asociación de Tpk-Bcy1 permitiría regular 

negativamente la transcripción modulando negativamente factores que modifican la 
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cromatina provocando el apagado de la expresión génica luego de los 10 min post estrés 

osmótico (Figura 21 A- NaCl). 

En los promotores de los genes ribosomales RPS29 y RPL1B (regiones iYDL061 e 

iYGL136 respectivamente, Figura 18 y 19) hemos observado que la asociación de Tpk2 y 

Tpk1 regularían negativamente la transcripción del gen. A diferencia de las regiones ORF, 

en estos promotores no hemos observado la asociación de Bcy1 a la cromatina. Sin 

embargo, la deleción de BCY1 afectó la expresión génica posiblemente por modicar que 

tipo de isoforma de asocia a la cromatina. El análisis de asociación temporal de factores 

remodeladores de la cromatina y los niveles de expresión génica mostraron que, similar a 

lo observado para las regiones codificantes, la asociación de las Tpk es posterior a la 

asociación de Arp8, Snf2 y Rsc1 (Figura 20 B- NaCl). La represión de la actividad del 

promotor sugiere un rol silenciador de las Tpks en respuesta al agregado del estrés 

osmótico.  

La respuesta adaptativa frente al estrés debe ser temporalmente restricta, ya que se ha 

observado que la inducción constitutiva de ésta ejerce un efecto nocivo al crecimiento 

celular. Por ejemplo, la activación sostenida SAPKs, tanto en levaduras como en 

mamíferos, conlleva a retraso en el ciclo celular y una respuesta similar a la apoptosis 

(Yaakov et al, 2003; Vendrell et al, 2011; Dolado et al, 2008). Nuestros resultados indican 

que la activación transcripcional restricta temporalmente en respuesta al estrés osmótico 

es dependiente de la asociación de Tpks pero principalmente de la presencia de Bcy1. La 

subunidad regulatoria de la PKA parece jugar un rol principal en la respuesta 

transcripcional transiente, controlando la temporalidad y que isoforma catalítica se asocia 

a la cromatina.  

En este sentido, el análisis de viabilidad celular frente al estrés (Figura 13) indico que la 

deleción de la subunidad regulatoria resulto completamente letal para la sobrevida al 

estrés osmótico.  

Se ha presentado evidencia que Hog1 en respuesta a NaCl 0,4 M se asocia a 36 genes 

en los primeros 5 minutos mostrando una correlación con la activación transcripcional de 

los genes donde se asocia (Poholok et al, 2006). Dentro de éstos se encuentran ALD6, 

HSP42 y SED1, cuya expresión fue regulada negativamente por la asociación de PKA  a 

los 10-20 minutos post estímulo (Figura 21A). En conjunto, estos resultados sugieren que 

la activación transcripcional transitoria en respuesta a estrés osmótico podría estar 

regulada por la asociación primaria de la vía HOG y posterior de la PKA. 
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PKA ha sido descripta en procesos de regulación de proteínas represoras de la 

transcripción como Sko1 y Rgt1. Sko1 es un represor que recluta el complejo co-represor 

Cyc8-Tup1 a los promotores de genes blanco en condiciones normales. En respuesta a 

estrés osmótico, Hog1 transloca al núcleo e hiperfosforila a Sko1 lo que promueve la 

activación de la transcripción vía reclutamiento de complejos remodeladores de la 

cromatina SWI/SNF y SAGA (Proft & Struhl 2002). Por otro lado, PKA regula 

positivamente la afinidad de Sko1 por el DNA y su acumulación nuclear (Pacual-Ahuir et 

al, 2001). 

Se ha descripto además que una vez que el regulador negativo Mth1 es degradado vía 

proteasoma, PKA podría fosforilar al factor de transcripción Rgt1 lo que promovería su 

disociación del complejo represor Cyc8-Tup1 y del DNA promoviendo la desrepresión de 

los genes targets (Adhiraj et al, 2013). 

 

Asociación de la PKA a genes blanco en respuesta a estrés oxidativo: agua oxigenada 

versus menadiona.  

Se ha demostrado previamente que diversos tipos estrés oxidativos desencadenan una 

respuesta celular específica ya que diferentes sets de genes son necesarios o requeridos 

para la protección a cada tipo de estrés (Sha et al, 2013). El análisis de la viabilidad frente 

a estrés oxidativo evocado por agua oxigenada y menadiona indicó una respuesta 

diferencial en cepas PKA hiperactivas (cepas Wild-type versus bcy1) y cepas que 

expresan Tpk1 o Tpk2 (Figura 13). Estos resultados sugieren que cada isoforma tendría 

un rol diferencial en la resistencia a cada tipo de estrés oxidativo. Estas diferencias nos 

valieron de un buen modelo para analizar si existe un rol diferencial de cada subunidad 

catalítica de la PKA en la regulación transcripcional vía asociación a la cromatina en 

respuesta a dos tipos de estrés oxidativo. 

En respuesta al agregado de menadiona como agente oxidativo, en las regiones 

codificantes de los genes ALD6, SED1 y HSP42 observamos que la asociación de Tpk1 

requiere de la expresión de Bcy1. La cinética temporal de asociación mostró que Tpk1 se 

asocia a la cromatina temporalmente posterior a la asociación de Bcy1 (Figura 20), por lo 

que especulamos que Bcy1 se asocia a la cromatina para reclutar moléculas de Tpk1. El 

análisis de la asociación de factores Snf2, Rsc1 y Arp8 mostró una correlación temporal 

con la transcripción génica y la asociación de Bcy1-Tpk1 (Figura 20). Estos resultados 

sugieren que Tpk1 vía Bcy1 podría ser parte del complejo remodelador de la cromatina 

estimulando la activación transcripcional en respuesta a menadiona. Contrariamente, la 
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unión de Tpk1 a la región media de SED1 correlaciona con la represión génica. Cabe 

aclarar que si bien no observamos a Tpk2 asociada a la cromatina en estas regiones al 

estimular las células con menadiona, cepas tpk2 presentaron un patrón de expresión 

génica alterado por lo que posiblemente Tpk2 regule la expresión génica sin unirse a la 

cromatina, modificando vía fosforilación la actividad de algún factor de transcripción no 

caracterizado aún.  

En respuesta al agregado de agua oxigenada observamos que, a diferencia de 

menadiona, en las regiones SED1 y HSP42 se asociarían Tpk1 y Bcy1 co-temporalmente 

en respuesta al estímulo para regular negativamente la expresión génica (Figuras16 y 17). 

En la región codificante de ALD6, al igual que en las células estimuladas con menadiona, 

su expresión génica es estimulada por el agregado de agua oxigenada pero en este caso 

Tpk2 vía Bcy1 se halló asociada a la cromatina (Figura 15).  

En las regiones promotoras de los genes RPS29B y RPL1B observamos un mecanismo 

de acción diferencial de la PKA sobre la respuesta transcripcional al estrés oxidativo.  

En respuesta al agregado de agua oxigenada, la activación transcripcional del gen 

RPS29B correlacionó con la unión de Tpk1 y Tpk2 a la cromatina, donde sólo Tpk1 

resulto dependiente de Bcy1 (Figura 18). Dicha asociación mostró correlación con la 

asociación de Snf2 y Rsc1 a la cromatina (Figura 20 C). Diferencialmente, la represión del 

gen RPL1B mostró correlación con la asociación de Tpk2 independiente de la asociación 

de Bcy1.  

En respuesta al agregado de menadiona no observamos asociación a la cromatina de la 

PKA pero sí un efecto sobre la respuesta transcripcional (Figura 18) sugiriendo regulación 

de la transcripción indirecta.  

Estos resultados muestran un mecanismo común en la respuesta al estrés oxidativo 

evocado por menadiona, donde la asociación de Bcy1 favorecería la asociación posterior 

de Tpk1 conforme avanza el estrés (Figura 21 A, menadiona). Sin embargo, en respuesta 

al agregado de agua oxigenada,  asociación de Tpk1 y/o Tpk2 resultó co-temporal con la 

asociación Bcy1 (Figura 21 A, H2O2). El rol estimulatorio o inhibitorio sobre la transcripción 

por parte de cada isoforma de Tpk observado resultó ser específico de cada gen/estímulo 

oxidativo y dependerá de que función sobre la transcripción tenga el potencial sustrato de 

cada isoforma Tpk en un contexto transcripcional específico. Si bien queda por 

caracterizar el/los sustratos de PKA, los resultados concuerdan con observaciones 

previas que indican especificidad de acción por parte de cada isoforma catalítica de la 

PKA en S. cerevisiae. 
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Figura 21. En respuesta a diferentes condiciones de estrés la PKA participaría en la regulación de 
la transcripción vía asociación a regiones codificantes (A) y a través de la asociación a regiones 
promotoras (B). En respuesta a estrés oxidativo evocado por agua oxigenada el rol de la PKA 
resultó positivo o negativo dependiendo del gen analizado (línea punteada).  
 

5 min. 
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Mecanismo de asociación de la PKA a la cromatina. 

Hemos realizado un análisis de proteínas asociadas a Bcy1 mediante purificación por 

afinidad seguido de espectrometría de masa. De este análisis hemos identificado a las 

subunidades mayores de la RNA Pol II, Rpb2 (subunidad B150) y Rpo21 (subunidad 

mayor B220) como interactores de Bcy1 in vivo (resultados no mostrados). Ambas 

subunidades forman parte del core central de la enzima. Para determinar que dominio de 

Bcy1 está involucrado en dicha interacción hemos realizado experimentos de pull-down 

empleando versiones salvaje Bcy1, la mutante de deleción bcy1Δ1-140 (carece del dominio 

de dimerización y el linker 1) y la holoenzima RNApol II purificada empleando la 

subunidad Rpb2-TAP etiquetada. Los resultados obtenidos indicaron que la región amino 

terminal de Bcy1 sería un potencial  dominio de interacción entre Bcy1-RNA pol II.  

Interesantemente, reportes previos han descripto que Bcy1 interacciona con Nrd1, 

proteína que interacciona con el dominio carboxilo terminal de la subunidad Rpo21 

fosforilada en Ser5 (Darby et al, 2012) y Ess1 proteína que regula la fosforilación del 

dominio carboxilo terminal de Rpo21 (Ho et al, 2002). Además, Tpk1 y Tpk2 se hallaron 

como interactores de Rpo21 (Breitkreutz et al, 2010).  

El análisis del patrón de unión de Tpk1 y Tpk2 a las regiones génicas analizadas resulto 

diferente en cepas que no expresan Bcy1 respecto a cepas salvajes. En respuesta a 

estrés osmótico observamos que Tpk2 depende de la expresión de BCY1 mientras que la 

unión de Tpk1 se observó aun en cepas bcy1 pero con una cinética de asociación 

diferente. En respuesta a estrés oxidativo por menadiona y agua oxigenada, observamos 

que Tpk1 depende de Bcy1 para su asociación a la cromatina. Más aún, la asociación de 

Bcy1 precede a la asociación de Tpk1. Diferencialmente, la asociación de Tpk2 no 

depende de la subunidad regulatoria.  

Similar a Hog1, el cual requiere de actividad catalítica para asociarse a los genes blanco 

(Alepuz et al, 2001), la asociación de Tpk1 depende de su actividad catalítica ya que las 

versiones “kinase dead” no se hallaron asociadas a la cromatina. Diferencialmente, Tpk2 

requirió de actividad catalítica para asociarse a la cromatina en respuesta a estrés 

osmótico y oxidativo por menadiona, mientras que las versiones tpk2dead se hallaron 

asociadas bajo estrés oxidativo evocado por agua oxigenada.  

Estas observaciones sugieren mecanismos de asociación diferencial de cada Tpk en 

respuesta al mismo estímulo. 

 

http://thebiogrid.org/35588/summary/saccharomyces-cerevisiae/nrd1.html


     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURAS SUPLEMENTARIAS 

CAPITULO I. 
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Figura S1. Control inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) en condiciones de estrés 
osmótico (NaCl) y oxidativo (H2O2 y Menadiona). Las cepas W303, bcy1Δ, tpk1dead, tpk2dead 
fueron crecidas en YPGlu hasta fase exponencial, se las sometió tanto a estrés osmótico 0,4M 
NaCl, oxidativo 50 µM Menadiona y 0,4mM H2O2 durante 60 minutos. Se tomaron alícuotas en los 
tiempos indicados y se realizó ChIP-RealTimePCR según se describe en Materiales y Métodos. La 
figura sólo muestra la región génica perteneciente a ALD6, ya que para las 5 regiones analizadas 
los resultados fueron similares (datos no mostrados). 
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Figura S2. Niveles de expresión y viabilidad de las subunidades de PKA en respuesta a 
estrés. (A) Extractos crudos de las cepas indicadas se prepararon según materiales y métodos y 
se sometieron a SDS / PAGE Western Blot. Los niveles de proteína de Bcy1, Tpk1, Tpk2, bcy1Δ-
Tpk1, bcy1Δ-Tpk2, tpk1dead y tpk2 dead (expresadas a partir de su localización cromosómica, 
excepto Tpk1dead y Tpk2 dead a partir de plásmido) se determinaron utilizando un anticuerpo anti-
TAP. El histograma muestra la cuantificación densitométrica de la señal de TAP con relación a la 
cantidad total de proteína cargada. Los niveles de cada proteína detectados en las diferentes 
cepas para cada condición se expresaron relativos a los niveles de expresión en condiciones 
normales (células exponencial glucosa pre estímulo). (B) Las cepas que expresan Bcy1-TAP, 
Tpk1-TAP, Tpk2-TAP , bcy1Δ-Tpk1-TAP, bcy1Δ-Tpk2-TAP, tpk1dead –TAP y tpk2 dead –TAP fueron 
crecidas en YPGlu hasta fase exponencial a 30°C y tratadas durante 40 minutos con 0.4M de 
NaCl, 50µM de menadiona y 0.4mM de H2O2. La viabilidad celular fue verificada mediante un 
ensayo de spot assay.  
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Figura S3. Niveles de expresión y viabilidad de las subunidades de PKA en respuesta a 
estrés. (A) Extractos crudos de las cepas indicadas se prepararon según materiales y métodos y 
se sometieron a SDS / PAGE Western Blot. Los niveles de proteína de RSC1, SNF2, Rap1 y Arp8 
(expresadas a partir de su localización cromosómica) se determinaron utilizando un anticuerpo anti-
TAP. El histograma muestra la cuantificación densitométrica de la señal de TAP con relación a la 
cantidad total de proteína cargada. Los niveles de cada proteína detectados en las diferentes 
cepas para cada condición se expresaron relativos a los niveles de expresión en condiciones 
normales (células exponencial glucosa pre estímulo). (B) Las cepas que expresan RSC1-TAP, 
SNF2-TAP, Rap1-TAP y Arp8-TAP fueron crecidas en YPGlu hasta fase exponencial a 30°C y 
tratadas durante 40 minutos con 0.4M de NaCl, 50µM de menadiona y 0.4mM de H2O2. La 
viabilidad celular fue verificada mediante un ensayo de spot assay. 
 

 

 

 



      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo II: 

Mecanismo de importación nuclear y localización subcelular 

de la PKA en respuesta al estrés. 
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INTRODUCCIÓN.  

En la naturaleza, tanto los organismos eucariotas como procariotas tienen la capacidad de 

adaptarse a diferentes condiciones ambientales. La respuesta a un cambio en el medio 

ambiente es coordinada por vías de transducción de señales. Dichas vías de transducción 

de señales involucran proteínas quinasas las cuales fosforilan proteínas blanco. De esta 

manera la localización subcelular es uno de los mecanismos involucrados en la regulación 

de la especificidad de sustrato. La localización de una proteína quinasa y su sustrato en 

una región subcelular determinada permitiría la fosforilación específica de ciertos 

sustratos debido al aumento de la concentración local de los reactivos y simultáneamente 

limitando el número de sustratos a los cuales la quinasa tiene acceso (Ubersax & Ferrell 

et al, 2007). En la actualidad existen evidencias que una misma proteína quinasa, que se 

distribuye dinámicamente entre citoplasma y núcleo puede regular la expresión de 

diferentes clases de genes blanco tanto por mecanismos de señalización nucleares como 

citoplasmáticos (Li et al, 2006).  

Las AKAPs (A-kinase anchoring proteins) localizan a la PKA cerca de sustratos 

específicos y ensamblan complejos de señalización multi-proteicos que incluyen 

fosfatasas y fosfodiesterasas, las cuales controlan aspectos temporales de la regulación 

de la vía de señalización por cAMP (Michel & Scott, 2002; Tasken & Aandahl, 2004). 

Producto del incremento del cAMP, isoformas específicas de moléculas de holoenzimas 

se disocian (Martin et al, 2007) y las subunidades catalíticas libres translocan dentro del 

núcleo por difusión pasiva (Harootunian et al, 1993). Sin embargo, se ha descripto la 

existencia de holoenzima PKA en el núcleo en células de mamíferos (Meoli et al, 2008; 

Zippin et al, 2004; Sample et al, 2012). Se ha demostrado que el cAMP generado en la 

membrana plasmática no activaría el pool nuclear de holoenzima PKA y se ha sugerido 

que complejos de señalización de la vía cAMP-PKA en el núcleo controlarían las 

concentraciones locales de cAMP y la actividad de la PKA nuclear (Sample et al, 2012). A 

diferencia de la entrada al núcleo, la exportación nuclear de las subunidades catalíticas 

depende de mecanismos de transporte activo. La interacción de estas subunidades con 

un inhibidor de PKA (PKI), promueve la inactivación y exportación nuclear de las 

subunidades catalíticas (Fantozzi et al, 1994; Wen et al, 1994). También se ha sugerido 

que la interacción con la proteína de interacción a PKA (AKIP) retendría a las 

subunidades catalíticas en el núcleo (Sastri et al, 2005). 

En Saccharomyces cerevisiae se ha descripto que la localización núcleo-citoplasmática 

de la PKA en levaduras está regulada por la fuente de carbono, disponibilidad de 
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nutrientes y estrés térmico. En presencia de glucosa Bcy1 se localiza en el núcleo, 

mientras que en presencia de fuente de carbono no fermentable, en la fase estacionaria 

de crecimiento o estrés térmico su distribución es núcleo-citoplasmatica (Griffioen et al, 

2000). La acumulación citoplasmática de Bcy1 depende de la interacción con la proteína 

Zds1 (Griffioen et al, 2001). En presencia de glucosa, Tpk2 se encuentra 

predominantemente nuclear, mientras que Tpk1 y Tpk3 presentan una localización 

núcleo-citoplasmática, mientras que en presencia de una fuente de carbono no 

fermentable como glicerol o en fase estacionaria, las Tpks se distribuyen 

homogéneamente entre el núcleo y el citoplasma. Se ha descripto que en fase 

estacionaria o hambreado de glucosa, Tpk2 y Tpk3 se acumulan en gránulos de estrés 

(SGs) y Processing bodies (PBs) (Tudisca et al, 2010, Tudisca et al, 2012). La localización 

nuclear de Tpk1 depende de la interacción con Bcy1 (Griffioen et al, 2000; Schmelzle et 

al, 2003; Tudisca et al, 2012), mientras que Tpk2 presentaría localización nuclear 

independiente de cAMP (Pan X and Heitman, 2002; Bharucha et al, 2008).  

El transporte de macromoléculas entre el núcleo y el citoplasma es posible gracias a los 

complejos de poro nuclear (NPCs), que abarcan la doble membrana de la envoltura 

nuclear (NE). El NPC está compuesto por 30 de polipéptidos diferentes llamados 

nucleoporinas. Un gran número de nucleoporinas contienen secuencias repetitivas de 

fenilalanina-glicina que forman un filtro selectivo para el traspaso de las moléculas a 

través del poro nuclear tanto por transporte activo como pasivo, haciéndolo impermeable 

a las proteínas más grandes de ~ 40 kDa (Cardarelli et al, 2010).  

Muchas de las proteínas que se transportan dentro o fuera del núcleo requieren un 

aparato de transporte especializado que incluye miembros de la familia importina ȕ 

(Wente et al, 2011). En Saccharomyces cerevisiae, existen 10 importinas y 4 exportinas. 

Estos receptores solubles interactúan con las señales específicas de importación o 

exportación presentes en sus proteínas cargos, con los componentes del NPC y con 

RanGTP (Hahn et al, 2008). La vía de importación de mayor prevalencia esta mediada por 

Kap95 (homóloga a los mamíferos importina ȕ1) y la otra Kap1βγ. Kap95 se une a una 

proteína adaptadora Kap60 (homóloga a importina α en mamíferos) la cual a su vez se 

une al NLS de la proteína a ser transportada. Cse1, otra ȕ-carioferina implicada en la ruta 

clásica de importación, es necesaria para el reciclaje de Kap60 al citoplasma una vez que 

el complejo Kap95-Kap60-cargo se ha disociado en el núcleo. Otra ȕ-carioferina que 

participa en la importación nuclear es Kap123, sin embargo su deleción no afecto la 
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importación general de proteínas, indicando una redundancia funcional entre las 

diferentes carioferinas (Martínez-Bono et al, 2010). 

El mecanismo por el cual las subunidades de la PKA de S.cerevisiae son exportadas e 

importadas al núcleo aun no se conoce. El análisis in silico de las secuencias primarias de 

Tpk1, Tpk2, Tpk3 y Bcy1 empleando el programa PSORT (permite buscar NLS clásicas 

monopartita PKKKRKV o bipartita AVKRPAATKKAGQAKKKKLD) no reveló la presencia 

de una señal de localización nuclear canónica. Sin embargo, se conocen varias 

secuencias de localización no clásicas las cuales  deben ser definidas experimentalmente 

(Fries et al, 2007; Marfori et al, 2011). 

Dado el rol de la PKA sobre la expresión génica por asociación física a la cromatina en 

respuesta al estrés osmótico y oxidativo (Resultados Capítulo I) fenómeno que da cuenta 

del rol de la PKA en el compartimento nuclear, hemos estudiado el mecanismo de 

importación nuclear en respuesta a dichas condiciones de estrés.  

En este capítulo hemos observado que: Tpk2 y Bcy1 se localizan en el núcleo durante el 

crecimiento exponencial en glucosa y no cambian su distribución subcelular en respuesta 

a estrés oxidativo y osmótico; Diferencialmente, Tpk1 y Tpk3 se acumulan en el núcleo en 

repuesta a estrés oxidativo y osmótico. Tpk1 tiene una cinética de acumulación nuclear 

más rápida en respuesta a estrés osmótico versus estrés oxidativo. Por otro lado, hemos 

caracterizado el mecanismo de transporte nuclear de las subunidades de PKA. La 

acumulación nuclear de Tpk1, Tpk2, Tpk3 y Bcy1 es dependiente de ATP lo que sugiere 

un mecanismo de transporte activo. Hemos determinamos que la acumulación nuclear de 

Bcy1 depende de la carioferina Kap95, mientras que Tpk1 sería dependiente de Kap123 y 

Kap114, empleando la misma vía para su acumulación nuclear en respuesta al estrés 

osmótico y oxidativo. Por último, Tpk2 emplearía la carioferina Kap108; en crecimiento 

exponencial glucosa y frente al estrés oxidativo; sin embargo bajo estrés osmótico podría 

utilizar una vía de transporte alternativo para su acumulación nuclear. Finalmente, 

determinamos que la acumulación nuclear de Tpk1 y Tpk2 es necesaria para su 

asociación a la cromatina.  
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RESULTADOS 

Localización de las subunidades de la PKA en respuesta a estrés osmótico y 

oxidativo. 

Con el objetivo de establecer si la acumulación nuclear de cada subunidad de la PKA 

regula su función nuclear sobre la transcripción génica, analizamos la localización núcleo-

citoplasmática de las diferentes subunidades de PKA en respuesta a estrés osmótico 

(NaCl) y a estrés oxidativo (H2O2). Este análisis no lo pudimos llevar a cabo con el agente 

estresante menadiona, ya que este emite fluorescencia cuando es excitado con la longitud 

de onda correspondiente a la luz UV o luz azul. Se analizó la localización de Tpk1-GFP, 

Tpk2-GFP, Tpk3-GFP y Bcy1-GFP etiquetadas en su locus cromosómico en células 

crecidas hasta fase exponencial en medio rico con glucosa (YPGlu) y a diferentes tiempos 

post estímulo con NaCl 0,4 M o H2O2 0.4mM. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. La 

localización subcelular se cuantificó como se indica en materiales y métodos.  

Los niveles de expresión de las subunidades de la PKA no variaron por la exposición a los 

diferentes tipos de estrés oxidativo y osmótico (Figura S4A). Ensayos de spot assay 

revelaron que la viabilidad celular no resultó afectada por los tratamientos (Figura S4B). El 

tratamiento con cicloheximida no mostró alteraciones en los patrones de localización 

obtenidos por estrés (resultados no mostrados). 

Como se ha descripto previamente (Tudisca et al, 2010), en células creciendo en fase 

exponencial glucosa Bcy1 y Tpk2 mostraron un patrón de localización predominantemente 

nuclear (N>C 80 %) mientras que Tpk1 y Tpk3 se distribuyeron en núcleo y citoplasma 

(Figura 22, tiempo 0 min). En respuesta al estrés oxidativo evocado por el agregado de 

H2O2, Tpk1-GFP y Tpk3-GFP se acumulan en el núcleo (70% y 65% N>C 

respectivamente). La cinética de acumulación resultó diferente, Tpk3 alcanza el máximo 

de acumulación nuclear a los 10 min. mientras que Tpk1 se acumula lentamente 

alcanzando a los 20 min de estímulo el porcentaje máximo de localización nuclear. La 

localización nuclear de Tpk2 y Bcy1 no se vio afectada por el estrés oxidativo (Figura 22). 
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Figura 22. Cinética de localización de las subunidades de la PKA en respuesta a estrés 
osmótico y oxidativo. Células que expresan Bcy1-GFP, Tpk1-GFP, Tpk2-GFP o Tpk3-GFP 
fueron crecidas hasta fase exponencial en YPGlu y posteriormente estresadas con 0.4M de NaCl y 
0.4mM de H2O2. Se tomaron alícuotas a los tiempos indicados durante 60 minutos. Las células 
fueron fijadas con formaldehido, los núcleos teñidos con DAPI y su localización analizada mediante 
microscopía de fluorescencia. El gráfico muestra el porcentaje de células con localización nuclear. 
Se contaron 100 células para cada determinación. Los valores representan la media ± SD de tres 
experimentos independientes. B) imágenes representativas pre estímulo (0 min.) y 60 min post 
estímulo con NaCl. Imágenes similares fueron observadas para el estrés con H2O2, resultado no 
mostrado. 
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Frente a un estrés osmótico evocado por el agregado de NaCl observamos que la 

localización de Bcy1, Tpk2 y Tpk3 no cambian hasta 60 minutos de estímulo. 

Diferencialmente, Tpk1-GFP transloca al núcleo rápidamente ya que a los 5 min pos 

estímulo alcanza la acumulación nuclear máxima (65% N>C). Cabe notar que la cinética 

de acumulación de Tpk1 en respuesta a los dos estímulos analizados resultó diferente, 

siendo más rápida para NaCl. 

En conjunto, estos resultados sugieren que en respuesta a diferentes tipos de estrés- 

NaCl o agua oxigenada- la acumulación nuclear de las subunidades catalíticas de la PKA 

presenta una respuesta dinámica diferente sugiriendo una función específica para la 

adaptación celular al estrés.  

 

Caracterización del mecanismo de la importación nuclear de las subunidades de la 

PKA. 

En primer lugar estudiamos si el transporte de las subunidades de PKA es dependiente de 

energía, observación que sugeriría un transporte activo al núcleo.  

Células que expresan Bcy1-GFP, Tpk1-GFP, Tpk2-GFP y Tpk3-GFP crecidas hasta fase 

exponencial en un medio con glucosa como fuente de carbono fueron recolectadas e 

incubadas en un medio sin glucosa con azida sódica y 2-deoxi-D-glucosa durante 40 

minutos a 30°C. Se tomaron alícuotas en los tiempos indicados en la Figura 23. El 

análogo de la glucosa, 2-deoxy-D-glucosa posee un grupo hidroxilo en la posición 2 

reemplazado por un hidrogeno, esto hace que no pueda ingresar en glucolisis, impidiendo 

la generación de ATP (Franzusoff & Cirillo, 1982). La azida sódica actúa inhibiendo la 

citocromo c oxidasa. Este compuesto se enlaza irreversiblemente al cofactor hemo 

interrumpiendo la cadena de transporte de electrones y por ende se interrumpe también la 

generación de energía (Duncan & Mackler, 1966). Luego para restituir el contenido 

energético celular y determinar la cinética de re-importación, se reemplazó el medio con 

glucosa y se determinó la localización subcelular de las subunidades de la PKA por 

microscopía de fluorescencia.  

En la Figura 23 se observa que la localización núcleo-citoplasma de Bcy1 llega a un 

equilibrio a los 40 minutos de depleción energética. En cambio, la importación nuclear de 

Tpk1, Tpk2 y Tpk3 luego de 30 min en condiciones de bajo contenido de ATP. Cabe notar 

que las tres Tpks mostraron una localización en gránulos citoplasmáticos. Estos gránulos 

citoplasmáticos podrían ser gránulos de procesamiento de mRNA (PBs) ya que se ha 
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descripto que la depleción de energía por agregado de 2-deoxy-glucosa más azida sódica 

promueve la formación de PB (Grousl et al, 2009) y que Tpk2 y Tpk3 se asocian a PBs 

bajo depleción de glucosa (Tudisca et al, 2012). Al re-establecer la energía celular por 

incubación en medio YPGlu, observamos que Bcy1 se acumula en el núcleo a los 5 min. 

Sin embargo Tpk1, Tpk2 y Tpk3 vuelven a ser reimportadas a los 30 min.  

Estos resultados indican que el mecanismo de transporte nuclear de las subunidades de 

la PKA es dependiente de energía, lo que sugiere un transporte activo. El siguiente 

objetivo es determinar cuáles son las carioferinas involucradas en la importación nuclear 

de las subunidades de PKA. 
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Figura 23. El transporte núcleo-citoplasmático de las subunidades de la PKA es dependiente 

de energía. Células crecidas a fase exponencial en YPGlu a 30°C fueron recolectadas, lavadas y 

resuspendidas en un medio libre de glucosa con 10mM de azida sódica y 10mM de 2-deoxy-d-

glucosa. Se tomaron alícuotas a cada tiempo indicado y se determinó la proporción de células con 

fluorescencia N>C. Para la re-importación las células fueron recolectadas, lavadas y resuspendidas 

en medio YPGlu (con 2% de glucosa). Cada tiempo representa la media de tres experimentos 

independientes n= 300.  
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Para caracterizar que miembros de la familia de importinas estarían involucrados en la 

importación nuclear de las subunidades de la PKA se realizaron siete cepas defectivas en 

una o varias importinas/exportinas (Tabla suplementaria 1) las cuales expresaron Bcy1-

GFP, Tpk1-GFP o Tpk2-GFP desde su locus cromosómico. Los niveles de expresión de 

las subunidades de la PKA no variaron en las diferentes cepas mutantes de carioferinas 

(Figura S4).  

El empleo de la cepa defectiva en KAP95 nos permite estudiar la vía clásica de 

importación nuclear, donde el complejo sustrato-Kap60-Kap95 es necesario para la 

importación nuclear (Wente et al, 2011). Esta carioferina tiene un rol fundamental en la 

fisiología celular ya que está involucrada tanto en el progreso del ciclo celular como en la 

vía de integridad de pared celular (CWI) (Taberner et al, 2010; Martinez-Bono et al, 2010). 

También participa en el ensamblaje del poro nuclear y la síntesis de fosfatidilcolina (Ryan 

et al, 2007; MacKinnon et al, 2009). 

Las demás carioferinas son redundantes en su función y pueden funcionar tanto como 

importinas o exportinas: Kap108, Kap120, Kap123, Kap114 (Leslie et al, 2004; Bakhrat et 

al, 2006; Caesar et al, 2006). La Kap114 ha sido descripta tanto para el transporte como 

para el ensamblaje de histonas en los nucleosoma (Mosammaparast et al, 2005). En un 

estudio reciente muestran que la sumoilación de la Kap114 es requerida para su correcta 

función como importina (Rothenbusch et al, 2012). La Kap123 está implicada en la vía de 

integridad celular al igual que la Kap95 y tiene un rol fundamental en la estabilidad de los 

microtúbulos (Martinez-Bono et al, 2010). Recientemente se ha demostrado que se 

requiere de la actividad conjunta de Kap114 y Kap123 para la importación nuclear de una 

variante de histonas Htz1 (H2A.Z) (Straube et al, 2010). Por último la Kap108, se encarga 

del transporte de proteínas con sitios de unión a RNA y se ha demostrado que si estos 

sitios son alterados en su secuencia, las proteínas cambian su transportador Kap108 por 

otras carioferinas como la Kap121 por ejemplo (Chaves et al, 2011). 
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Figura 24. Estudio de las carioferinas involucradas en el transporte núcleo-citoplasmático 
de las subunidades de la PKA en YPGlu. Las cepas indicadas en los gráficos fueron crecidas 
hasta fase exponencial en YPGlu a 30°C. Las células fueron fijadas con formaldehido, los núcleos 
teñidos con DAPI y su localización analizada mediante microscopía de fluorescencia. El gráfico 
muestra el porcentaje de células con localización nuclear. Se contaron 100 células para cada 
determinación. Los valores representan la media ± SD de tres experimentos independientes 
(p<0.005***).  
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Dado que la deleción del gen KAP95 es letal empleamos la cepa JCY970. Esta cepa 

permite la represión transcripcional del gen tetO-KAP95 por la expresión del represor 

TetR en presencia de doxiciclina (Martinez-Bono, et al 2010). 

La falta de expresión del gen KAP95 afecta la integridad de la pared celular y como 

consecuencia, aumenta la sensibilidad de la pared celular a concentraciones crecientes 

de zimoliasa, una enzima que degrada la pared de la levadura. Para verificar la represión 

transcripcional del gen KAP95 bajo nuestras condiciones experimentales, tratamos células 

JCY970 con doxiciclina por 4 horas (Martinez Bono et al, 2010) y ensayamos la 

sensibilidad a zimoliasa como se describe en materiales y métodos. La Figura S5 muestra 

que el tratamiento con doxiclina durante 4 horas inhibió la expresión de Kap95 

evidenciado por la disminución en la integridad de la pared celular.  

Analizamos la localización subcelular de Bcy1-GFP en células defectivas para carioferinas 

(Figura 24, A). Bcy1-GFP no se acumuló en el núcleo sólo en la cepa JCY970, sugiriendo 

que la carioferina Kap95 estaría involucrada en el transporte nuclear de Bcy1.  

Por otro lado, al analizar la localización nuclear de las subunidades catalíticas durante el 

crecimiento en glucosa observamos que Tpk1 emplearía las Kap114 y Kap123, ya que en 

ausencia de ambas se ve una disminución en la cantidad de células con Tpk1 localizada 

en el núcleo (Figura 24B). Diferencialmente, la subunidad catalítica Tpk2 mostró una 

localización en el citoplasma en la cepa kap108, sugiriendo que esta carioferina sería en 

parte responsable de su importación nuclear (Figura 24C). 

En conjunto estos resultados muestran que la subunidad regulatoria Bcy1 y cada 

subunidad catalítica Tpk1 y Tpk2 emplearían diferentes carioferinas para su importación 

nuclear.  

En el Capítulo1 hemos descripto el rol de la PKA en el núcleo a través de la unión a la 

cromatina de genes blanco en respuesta a diferentes condiciones de estrés. En este 

capítulo la Figura 22 muestra que las subunidades Tpk pueden acumularse con una 

cinética diferente dependiendo del estímulo presente. Las Figura 23 y 24 muestran que el 

transporte de las subunidades de la PKA es activo y la acumulación nuclear de éstas en 

células creciendo en glucosa como fuente de carbono sería por diferentes carioferinas. La 

siguiente pregunta está dirigida a caracterizar que carioferinas están involucradas en la 

acumulación nuclear en respuesta al estrés.   

Para esto se emplearon las cepas defectivas en una o varias importinas/exportinas que 

expresan Bcy1-GFP, Tpk1-GFP o Tpk2-GFP desde el locus cromosómico 

correspondiente y analizamos la cinética de localización subcelular de la subunidades en 
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respuesta al estrés osmótico y oxidativo. Las cepas fueron crecidas a fase exponencial en 

glucosa (T0) y luego fueron estresadas con 0.4M NaCl (osmótico) o 0.4mM H2O2 

(oxidativo) durante 60 minutos. Se tomaron alícuotas a los tiempos y se determinó la 

localización nuclear de las proteínas por microscopía de fluorescencia como se describe 

en materiales y métodos (Figura 25). 

Los niveles de expresión de las subunidades de la PKA  resultaron constantes en las 

diferentes cepas y tratamientos realizados (Figura S4A). Ensayos de spot assay revelaron 

que la viabilidad celular de las diferentes cepas empleadas no resultó afectada por los 

tratamientos (Figura S4B). La excepción fueron las cepas mutantes kap95Δ-Bcy1-GFP, 

kap95Δ-Tpk1-GFP y kap95Δ-Tpk2-GFP, las cuales no sobrevivieron al estrés post 

tratamiento con doxiciclina, por lo que no fueron empleadas en este análisis (dato no 

mostrado). 

Tpk1 mostró una distribución núcleo-citoplasmática en células creciendo exponencial en 

glucosa, donde Kap114-Kap123 serían las carioferinas encargadas de la acumulación 

nuclear de Tpk1 (Figura 24). En respuesta a estrés osmótico y oxidativo Tpk1 transloca al 

núcleo (Figura 25). En la Figura 25B se observa que las carioferinas Kap114/Kap123 

serían las responsables de la acumulación de Tpk1 en el núcleo en repuesta al estrés, ya 

que, Tpk1 no se acumula en el núcleo en repuesta a estrés osmótico y oxidativo en la 

cepa kap114kap123 en comparación con la cepa WT. 

La localización de Tpk2 en cepas kap108 presentó una acumulación nuclear menor, 

sugiriendo que esta carioferina sería responsable de la acumulación nuclear de Tpk2 

(Figura 24). Sin embargo, bajo estrés osmótico Tpk2 (Figura 25) puede acumularse en el 

núcleo lentamente en respuesta a estrés, alcanzando el valor de la cepa salvaje a los 60 

min. Estos resultados indicarían que Tpk2 emplearía carioferina/s alternativa/s para su 

acumulación nuclear en respuesta al estrés oxidativo y osmótico.  
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Figura 25. Estudio de las carioferinas involucradas en el transporte núcleo-citoplasmático 
de las subunidades de la PKA en estrés osmótico y oxidativo. Células crecidas a fase 
exponencial en YPGlu a 30°C fueron sometidas a estrés osmótico con 0.4M de NaCl y a estrés 
oxidativo con 0.4mM de H2O2. Se tomaron alícuotas en los tiempos indicados en la figura y las 
células fueron fijadas con formaldehido, los núcleos teñidos con DAPI y su localización analizada 
mediante microscopía de fluorescencia. El gráfico muestra el porcentaje de células con localización 
nuclear. Se contaron 100 células para cada determinación. Los valores representan la media ± SD 
de tres experimentos independientes.  
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Por último estudiamos la asociación física de las subunidades de PKA a la cromatina en 

cepas mutantes de las correspondientes carioferinas caracterizadas anteriormente en 

función de estrés osmótico. Cepas kap114kap123 y kap108 que expresan Tpk1-TAP 

o Tpk2-TAP respectivamente fueron crecidas hasta fase exponencial en medio YPGlu y 

estresadas por el agregado de NaCl. A diferentes tiempos se tomaron alícuotas y se 

determinó la asociación de Tpk1 y de Tpk2 a la cromatina para la región codificante del 

gen ALD6 (ver capítulo 1, Figura 15). 

 

Figura 26. Asociación de las subunidades de la PKA a la región ORF del gen ALD6 en 
condiciones de estrés osmótico (NaCl) en cepas defectivas para las carioferinas que 
transportan Tpk1 y Tpk2. Las cepas Tpk1-TAP, kap114-123Δ-Tpk1-TAP, Tpk2-TAP, kap108Δ-
Tpk2-TAP, fueron crecidas en YPGlu hasta fase exponencial, se las sometió tanto a estrés 
osmótico 0,4M NaCl durante 20 minutos. Se tomaron alícuotas en los tiempos señalados en el 
gráfico y se realizó ChIP-RealTimePCR para analizar la asociación de la PKA a la cromatina según 
materiales y métodos. 

 

En la Figura 26 se observa que la falta de la carioferina específica para cada subunidad 

catalítica Tpk afecta su asociación a la cromatina. En estrés osmótico Tpk1 se asocia a la 

región ORF del gen ALD6 en respuesta al estrés osmótico (Figura 15), sin embargo en la 

cepa kap114kap123 no se observó interacción Tpk1-DNA (Figura 26). Un 

comportamiento similar se observó para Tpk2 en la cepa kap108 versus la cepa salvaje. 

Teniendo en cuenta que la deleción de las correspondientes carioferinas disminuye la 

acumulación nuclear de Tpk1 y Tpk2, éstos resultados sugieren que la localización 

nuclear de las subunidades catalíticas sería necesaria para su asociación a la cromatina. 
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DISCUSIÓN  

La separación espacial de la transcripción y traducción en eucariotas no solo permite 

controlar la expresión génica, sino que también requiere de un transporte selectivo de 

moléculas entre los compartimientos nucleares y citoplasmáticos. Este transporte 

selectivo permite mantener una composición específica de cada compartimiento y ofrece 

la posibilidad de regular temporalmente diferentes procesos (Murray et al, 2007). 

Básicamente, la importación nuclear es realizada por ȕ-carioferinas, las cuales pueden ser 

importinas y/o exportinas. En Saccharomyces cerevisiae muchas proteínas utilizan la 

importina ȕ Kap95 la cual emplea la importina α Kap60 como un adaptador, aunque 

algunas son importadas por otras importinas, tales como la transportina Kap104.  

Hasta ahora no se había caracterizado el mecanismo que emplea la PKA para su 

transporte a través de la membrana nuclear. En este capítulo describimos que el 

transporte activo de las subunidades catalíticas Tpk1, Tpk2 y la subunidad regulatoria 

Bcy1 sería a través de diferentes carioferinas (Figura 24).  

Tanto las subunidades catalíticas como la regulatoria no presentan una secuencia del tipo 

NLS mono o bipartita clásica. Sin embargo, se han propuesto distintas clases de NLS 

típicos a partir de bases de datos de proteínas de ratón y levadura (Fries et al, 2007; 

Marfori et al, 2011). El análisis por homología de la secuencias primarias de las 

subunidades de PKA (Figura 27) permitió predecir 2 secuencias con motivos: KK/RR/K y 

R/KxxL(x)nV/YxxV/IK/R en Bcy1 y una sola secuencia del tipo R/KxxL(x)nV/YxxV/IK/R una 

para cada una de las Tpks. La caracterización de estas secuencias como potenciales NLS 

debe ser analizado experimentalmente. 
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Figura 27. Búsqueda de NLS en las subunidades de PKA por homología de secuencia. A) 
adaptado de Marfori et al, 2011. B) adaptado de Fries et al, 2007. C) Se muestran parte de las 
secuencias aminoacídicas de cada subunidad de la PKA, indicando a posición aminoacídica. Las 
letras en rojo y negro muestran homologías con las secuencias NLS descriptas por Marfori et al, 
2011 y Fries et al, 2007. 

 

La localización nuclear de la PKA en S. cerevisiae depende de las condiciones 

ambientales como la fuente de carbono y el estrés. Aún no se han descripto  AKAPs en S. 

cerevisiae sin embargo la localización citoplasmática de Bcy1 depende de su extremo 

aminoterminal y es regulada por la proteína Zds1 (Griffioen & Thevelein,  2002). Por otro 

lado se sabe que la localización nuclear de Tpk1 y no Tpk2 depende de la asociación con 

Bcy1, por lo que cada Tpk parecería tener un mecanismo de retención nuclear diferente 

(Griffioen et al, 2001; Tudisca et al, 2010). 

Nuestros experimentos muestran que cada subunidad de la PKA podría ser transportada 

al núcleo vía carioferinas diferentes lo cual permitiría un mecanismo de regulación del 

transporte núcleo-citoplasmático específico para cada subunidad. En este sentido, los 

resultados mostrados en la Figura 22, sugieren que la localización núcleo-citoplasmática 

de las subunidades de la PKA presenta una respuesta dinámica diferente en respuesta a 

Secuencia putativas

Tpk1

Tpk2

288.SGPGSSFGELALMYNSPRAATVVAT
SDCLLWALDRLTFRKILLGSSFKKRLMYD
DLLKSMPVLKSLTTYDRAKLA.315

80.KYSLQDFQILRTLGTGSFGRVHLIRSR
HNGRYYAMKVLKKEIVVRLKQVEHTNDE
R.136

82.RVHLVRSVHNGRYYAIKVLKKQQVVK
MKQVEHTNDERRMLKLVEHPFLIR.131

KKRLMY

69.KPMLQYRDTSGKYSLSDFQILRTLGT
GSFGRVHLIRSNHNGRFYALKTLKKHTIV
KLKQVEHTNDERR.138

Tpk3
R/KxxL(x)nV/YxxV/IxK/RxxxK/R

Secuencia Fries et al,2007.

Bcy1

Secuencias Marfori et al, 2011

A 

B 

C 
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diferentes tipos de estrés. Tpk1 muestra una cinética más rápida de acumulación nuclear 

en respuesta a estrés osmótico versus oxidativo (Figura 22). Diferencialmente, Tpk3 se 

acumuló en el núcleo sólo en respuesta a estrés oxidativo. Tpk2 y Bcy1 no variaron su 

localización subcelular en respuesta a estrés. Los resultados obtenidos en la Figura 25 

indican que, bajo estrés osmótico y oxidativo Tpk1 emplearía a las carioferinas 

Kap114/Kap123 para su acumulación nuclear en respuesta a estrés oxidativo y osmótico. 

Sin embargo Tpk2, se acumula en el núcleo en respuesta a estrés oxidativo y osmótico en 

la cepa kap108sugiriendo que en respuesta al estrés emplearía una vía alternativa para 

su importación al núcleo.  

La acumulación nuclear de proteínas quinasas parece no ser un mecanismo conservado 

para la asociación de éstas a la cromatina. Por ejemplo, la acumulación nuclear por el 

agregado de una señal de localización nuclear a Hog1 no fue suficiente para incrementar 

su asociación a la cromatina (Alepuz et al, 2001). Por otro lado, la localización nuclear de 

Tor1 es crítica para la síntesis de 35S rRNA pero no para la expresión de genes 

codificantes para transportadores de aminoácidos y proteínas ribosomales (Li et al, 2006). 

A diferencia, los resultados presentados aquí indican que en respuesta a estrés osmótico 

u oxidativo Tpk1 se acumula en el núcleo vía Kap123/Kap114 mientras que Tpk2 y Bcy1 

mantienen una localización nuclear vía Kap108 y Kap95 respectivamente. La acumulación 

nuclear de Tpk1 y Tpk2 sería un requisito para su participación en la regulación de la 

transcripción vía asociación a la cromatina (Figura 24).  

La acumulación nuclear de Bcy1 afectaría la cinética de unión de las Tpks a la cromatina 

(Capítulo I). 

Si bien no ha sido demostrado experimentalmente, se hipotetiza que el cAMP puede 

entrar al núcleo ya que se ha observado liberación de Tpks vía cAMP desde holoenzima 

PKA localizada en el núcleo (Griffioen et al, 2000). 

Sin embargo, estudios de localización han demostrado que Ras, Ira y Cdc25 así como 

algunos de sus efectores río abajo, por ejemplo, Cyr1 no sólo se encuentran localizados 

en membrana plasmática sino también se hallaron asociados en compartimientos como 

retículo endoplasmático, mitocondria y núcleo (Belotti et al, 2011; Dong & Bai, 2011; 

Belotti et al, 2012; Broggi et al, 2013). 

La presencia co-temporal de la subunidad regulatoria y catalíticas en sitios donde la 

actividad catalítica se presupone activa es pausible teniendo en cuenta el rol del sustrato 

en el proceso de activación de la PKA. Se ha demostrado previamente que tanto para la 

PKA tipo I de mamíferos (Vigil et al, 2004; Viste et al, 2005) como para la PKA de S. 
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cerevisiae (Galello et al, 2010) el sustrato puede favorecer la disociación de la holoenzima 

en presencia de  concentraciones de cAMP similares a las fisiológicas.  
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Figura S4. Niveles de expresión de las subunidades de la PKA y viabilidad celular de cepas 
empleadas en éste capítulo Extractos crudos de las cepas indicadas en la figura se prepararon 
luego de 40 minutos de estrés con 0.4M de NaCl y 0.4mM de H2O2 tal como se detalla en 
materiales y métodos y se sometieron a Western Blot. Los niveles de proteína de Bcy1, Tpk1, Tpk2 
y Tpk3 (expresadas a partir de su localización cromosómica) se determinaron vía SDS-PAGE 
western blot utilizando un anticuerpo anti-GFP. El histograma muestra la cuantificación 
densitométrica de la señal de GFP con relación a la cantidad total de proteína cargada. Los niveles 
de cada proteína detectados en las diferentes cepas para cada condición se expresaron en 
relación a la cantidad de dicha proteína determinados en células crecidas hasta fase exponencial 
glucosa. (B) Las cepas que expresan Bcy1-GFP, Tpk1-GFP, Tpk2-GFP y Tpk3-GFP con diferentes 
fondos genéticos fueron crecidas en YPGlu a 30°C y tratadas por 40 minutos con 0.4M de NaCl y 
0.4mM de H2O2. La viabilidad celular fue verificada mediante un ensayo de spot assay. 
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Tabla Suplementaria 1. Carioferinas de Saccharomyces cerevisiae y vertebrados (adaptado 

de Wente et al, 2010). 

 

 

 

Karyopherin transport factors of yeast and vertebrates. 

S. cerevisiae 

Karyopherins 

Vertebrate 

Karyopherins 

Examples of Cargo(s): (v) – vertebrate, (sc) – S. cerevisiae 

 

Kap95 Importin-β1 Imports via sc-Kap60/v-importin-α adaptor proteiŶs with 
cNLS; Imports via v-Snurportin the UsnRNPs; with no 

adaptor, imports v-cargo SREBP-2, HIV Rev, HIV TAT, cyclin B. 

Kap104 Transportin or 

Transportin 2 

Imports sc-cargo – Nab2, Hrp1; v-cargo – PY-NLS proteins, 

mRNA-binding proteins, histones, ribosomal proteins. 

Kap108/Sxm1  

 

Importin 8  

 

Imports sc-cargo – Lhp1, ribosomal proteins; v-cargo –SRP19, 

Smad. 

Kap109/Cse1  CAS  Imports sc-cargo – Kap60/Srp1; v-cargo – iŵportiŶ αs 

Kap111/Mtr10  Transportin SR1 

or SR2  

Imports sc-cargo – Npl3, tRNAs; v-cargo – SR proteins, HuR 

 

Kap114  Importin 9  Imports sc-cargo – TBP, histones, Nap1, Sua7; v-cargo –
histones, ribosomal proteins. 

Kap119/Nmd5  Importin 7  Imports sc-cargo – Hog1, Crz1, Dst1, ribosomal proteins, 

histones; v-cargo – Smad, ERK, GR, ribosomal proteins. 

Kap120  HsRanBP11 Imports sc-cargo – Rpf1. 

Kap121/Pse1  Importin 

5/Importin 

β3/RaŶBP5 

Imports sc-cargo – Yra1, Spo12, Ste12, Yap1, Pho4,histones, 

ribosomal proteins; v-cargo – histones, ribosomal proteins. 

Kap122/Pdr6 - Imports sc-cargo – Toa1 and Toa2, TFIIA. 

Kap123  Importin 4 Imports sc-cargo – SRP proteins, histones, ribosomal 

proteins; v-cargo - Transition Protein 2, histones, ribosomal 

protein S3a. 

Kap127/Los1   Exportin-t Exports tRNAs. 

Kap142/Msn5  Exportin 5  sc-cargo – imports replication protein A; exports Pho4, Crz1, 

Cdh1; v-cargo - exports pre-miRNA. 

Crm1/Xpo1  Importin 13  

CRM1/Exportin 1 

v-cargo – imports UBC9, Y14; exports eIF1A  

Exports proteins with leucine-rich NES, 60S ribosomal 

subunits (via NMD3 adaptor), 40S ribosomal subunits. 

—  Exportin 4 v-cargo – imports SOX2, SRY; exports Smad3, eIF5A. 

—  Exportin 6  Exports profilin, actin. 

—  Exportin 

7/RanBP16 

Exports p50-RhoGAP. 
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Figura S5. A) Deslocalización de Bcy1 hacia el citoplasma en la mutante kap95Δ (JCY970). 
Las cepas kap95Δ-Bcy1-GFP, kap109Δ-Bcy1-GFP y Bcy1-GFP fueron tratadas con Doxyciclina 
durante 6 horas. Se tomaron alícuotas cada 2 horas y se analizó la localización subcelular de 
Bcy1-GFP. Cada tiempo representa la media de tres experimentos independientes n= 300. Abajo: 
imágenes de las cepas kap95Δ-Bcy1-GFP, kap109Δ-Bcy1-GFP y Bcy1-GFP sin y con Doxyciclina. 
C) Defectos en la integridad celular en la mutante kap95Δ. Las cepas Bcy1-GFP kap95Δ-Bcy1-
GFP (tratada o no con Doxyciclina) fueron crecidas hasta fase exponencial y resuspendidas en 
agua destilada con 1mg/ml de zymolyase 100T. Se midió la OD 600nm. Los valores corresponden 
a tres experimentos independientes. La cepa JCY972 se utilizó como control. Esta cepa expresa la 
KAP109 bajo el mecanismo de TetOff, esta carioferina es una proteína de la envoltura nuclear que 
media la exportación e importación de la kap60/Srp1 y es requerida para una adecuada 
segregación de cromosomas (Schroeder et al, 1999; Xiao et al, 1993). 
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1- Cepas de levaduras 

Cepa Genotipo 

BY4741 (Wt) MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 

W3031A (Wt) MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

S288C (Wt) MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 

tpk1∆ W3031A TPK1:kanMX4 

tpk2∆ W3031A TPK2:kanMX4 

tpk3∆ W3031A TPK3:kanMX4 

TPK1-TAP S288C TPK1-TAP::HIS3 

TPK2-TAP S288C TPK2-TAP:: HIS3 

TPK3-TAP S288C TPK3-TAP:: HIS3 

TPK1-GFP S288C TPK1-GFP:: HIS3 

TPK2-GFP S288C TPK2-GFP:: HIS3 

TPK3-GFP S288C TPK3-GFP:: HIS3 

BCY1-GFP S288C BCY1-GFP:: HIS3 

JTβ0590 (Δbcy) BY4742 Mata ade2 trp1 leu2 his3 bcy1::URA3 

*tpk1Δ + TPK1d ∆tpk1 pTPK1d 

*tpk2Δ + TPK2d ∆tpk2 pTPK2d 

*bcy1Δ-TPK1-TAP JT2590 TPK1-TAP 

* bcy1Δ-TPK2-TAP TPK2-TAP BCY1::URA3 

kap109Δ (JCY0972) Mat a his3Δ1,1 met15Δ0, ura3Δ0, tetOCSE1-

KanMXtTR´::LEU 

kap114Δ (GSY501)  Matα ura3-52, leu2Δ1, his3Δ200, trp1Δ63, kap114::TRP1 

kap120Δkap114Δ 

(GSY517) 

Matα ura3-52, leu2Δ1, his3Δ200, trp1Δ63, kap120::TRP1, 

kap114::LEU2 

kap95Δ (JCY0970) Mat a his3Δ1,1 met15Δ0, ura3Δ0, tetOKap95-

KanMXtTR´::LEU 

sxm1Δ  BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; ura3D0; 

YDR395w::kanMX4 
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kap120Δ BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; ura3D0; 

YPL125w::kanMX4 

kap123Δ BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; ura3D0; 

YER110c::kanMX4 

kap114Δ BY4741; Mat a; his3D1; leu2D0; met15D0; ura3D0; 

YGL241w::kanMX4 

kap123Δ-kap114Δ Matα ura3, leu2, his3, trp1, kap123::TRP1, kap114::LEU2 

*kap109Δ-BCY1-GFP kap109Δ-BCY1-GFP 

*kap114Δ-BCY1-GFP kap114Δ-BCY1-GFP 

*kap120Δkap114Δ–

BCY1-GFP 

kap120Δkap114Δ–BCY1-GFP 

*kap95Δ-BCY1-GFP kap95Δ-BCY1-GFP 

*sxm1Δ –BCY1-GFP sxm1Δ –BCY1-GFP 

*kap120Δ-BCY1-GFP kap120Δ-BCY1-GFP 

*kap123Δ-BCY1-GFP kap123Δ-BCY1-GFP 

*kap114Δ-BCY1-GFP kap114Δ-BCY1-GFP 

*kap123Δ-kap114Δ-

BCY1-GFP 

kap123Δ-kap114Δ-BCY1-GFP 

*kap109Δ-TPK1-GFP kap109Δ-TPK1-GFP 

*kap114Δ-TPK1-GFP kap114Δ-TPK1-GFP 

*kap114Δ-kap120Δ-

TPK1-GFP 

kap114Δ-kap120Δ -TPK1-GFP 

*kap95Δ-TPK1-GFP kap95Δ JCY0970-TPK1-GFP 

*sxm1Δ -TPK1-GFP sxm1Δ -TPK1-GFP 

*kap120Δ-TPK1-GFP kap120Δ-TPK1-GFP 

*kap123Δ-TPK1-GFP kap123Δ-TPK1-GFP 

*kap114Δ-TPK1-GFP kap114Δ-TPK1-GFP 

*kap123Δ-kap114Δ-

TPK1-GFP 

kap123Δ-kap114Δ-TPK1-GFP 

*kap109Δ-TPK2-GFP kap109Δ-TPK2-GFP 
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*kap114Δ-TPK2-GFP kap114Δ-TPK2-GFP 

* kap114Δ-kap120Δ -

TPK2-GFP 

kap114Δ-kap120Δ -TPK2-GFP 

*kap95Δ-TPK2-GFP kap95Δ-TPK2-GFP 

*sxm1Δ -TPK2-GFP sxm1Δ -TPK2-GFP 

*kap120Δ-TPK2-GFP kap120Δ-TPK2-GFP 

*kap123Δ-TPK2-GFP kap123Δ-TPK2-GFP 

*kap114Δ-TPK2-GFP kap114Δ-TPK2-GFP 

*kap123Δ-kap114Δ-

TPK2-GFP 

kap123Δ-kap114Δ-TPK2-GFP 

*kap114Δ-kap123Δ-Tpk1-

TAP 

kap114Δ-kap123Δ-Tpk1-TAP 

*kap108 Δ -Tpk2-TAP kap108 Δ -Tpk2-TAP 

Tabla 2. Cepas de levaduras utilizadas en esta tesis. * Estas cepas fueron realizadas durante esta 

tesis doctoral.  

 

 

2- Plásmidos.      

Plásmido Descripción 

ptpk2d-GFP pTD55, CEN, LEU, promotor TPK2, versión inactiva de 

TPK2, fusionada a GFP Porta la mutación K99M. 

ptpk1d-GFP pTD49, CEN, LEU, promotor TPK3, versión inactiva de 

TPK1 fusionada a GFP. Porta la mutación K117M. 

YCplac33 
YCplac33 2µ URA3, promotor ADH1 versión TPK1 

Wild-type fusionada a GFP-HA3. 

Tabla 3. Plásmidos utilizados en esta tesis. 
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3- Medios y condiciones de crecimiento y tratamientos con drogas. 

El medio de crecimiento para levaduras fue preparado como describió previamente 

Sherman et al, (Sherman et al, 1981). Las cepas fueron crecidas en medio rico compuesto 

por 2% de Bactopeptona, 1% de extracto de levaduras y 2% de glucosa (YPGlu). El medio 

sintético contiene 0.67% de base nitrogenada para levaduras sin aminoácidos, 2% de 

glucosa (SD-Glu), más los aminoácidos necesarios para completar los requerimientos 

auxotróficos y mantener la selección de los plásmidos. El medio sólido contiene 2% de 

agar.  

Para realizar el estrés osmótico, células de levadura crecidas en YPGlu hasta fase 

exponencial de crecimiento se las sometió a  diferentes concentraciones de cloruro de 

sodio (0.4, 0.5 y 1M), según la cepa a tratar y el experimento llevado a cabo. En caso del 

estrés oxidativo, las células fueron incubadas con diferentes concentraciones de los 

agentes oxidativos menadiona (50, 60 80 y 100µM) o agua oxigenada (0.4, 1, 1.5 y 5mM). 

Las concentraciones específicas y el tiempo de tratamiento esta detallado en cada Figura. 

Las cepas de bacterias E.coli portadoras de los plásmidos utilizados fueron crecidas en 

medio LB-Ampi, compuesto por 1% peptona, 0.5% extracto de levaduras, 0.5% NaCl y 

ampicilina en una concentración final de 100µg/ml para mantener la selección de los 

plásmidos. 

 

4-Transformación de levaduras. 

Las células de levaduras fueron transformadas utilizando el método de acetato de litio (Ito 

et al, 1983). Las transformantes fueron seleccionadas en medio SD-Glu en ausencia del 

aminoácido/nucleótido necesario para la selección o la resistencia a drogas.   

 

5- Construcción de cepas de levaduras. 

La construcción de diferentes fondos genético que expresan Bcy1-GFP, Tpk1-GFP y 

Tpk2-GFP fue realizada como se describió previamente (Huh et al, 2003). Básicamente, el 

cassette conteniendo la región codificante carboxilo terminal de Bcy1, Tpk1 y Tpk2 

fusionado a GFP portando el marcador de selección HIS3 fue amplificado mediante PCR 

a partir de DNA genómico de Bcy1-GFP, Tpk1-GFP y Tpk2-GFP respectivamente. Los 

primers utilizados fueron: Tpk1For: TGTTAAGGAAAGCCCAAAGATTTCCCAAC, 

Tpk1Rev: GATTCCGACCTTGTTTGGAGC; Tpk2For: ACTGCAGATTTGACAAGAAG, 

Tpk2Rev:GTGCGCCAGATTTTGGTGGA;Bcy1For:GCGCGAATTCGCCGCCGACGATTTT

AC; Bcy1 Rev ACGTAAGCTTACTGTCAAGGAGGG. Se analizó la fluorescencia de cada 
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proteína de fusión mediante microscopía de fluorescencia. La expresión de las proteínas 

de fusión se verificó mediante Western blot utilizando α-GFP y α-TPK1 (Santa Cruz 

Biotechnology). 

 

 6- Preparación de extracto crudo.  

Las células de levaduras fueron crecidas en el medio apropiado hasta fase exponencial 

(OD600nm de 0.4-0.6). Las células fueron lisadas por ruptura con bolitas de vidrio a 4ºC en 

0.5 ml de Tris-HCl 50mM pH 7, EDTA 5mM, EGTA 3mM, 2-mercapto-etanol 10mM más 

inhibidores de fosfatasas (glicerofosfato 5mM, fluoruro de sodio 10mM, ortovanadato de 

sodio 0.1mM, molibdato de amonio 0.1mM, pirofosfato de sodio 10mM) y un coctel para 

inhibidores de proteasa (Roche). Los restos celulares fueron eliminados por centrifugación 

a 10.000rpm y el sobrenadante utilizado para análisis por SDS-PAGE Western Blot o para 

purificación proteica.  

 

7- Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE y Western Blot.  

Se utilizaron geles de poliacrilamida 10% T (Laemmli, 1970). Los geles se corrieron en 

buffer de corrida (glicina1.5% Tris Base 0.3% SDS 0.1%) con voltaje constante de 90 V a 

temperatura ambiente. Las proteínas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa 

(GE) usando Tris 25 mM, Glicina 192 mM, metanol 20% (v/v), durante 60 minutos a 90 

volts. Las membranas fueron bloqueadas con 5% de leche descremada, 0.05% Tween 20 

en buffer PBS e incubadas con los anticuerpos correspondientes (Tabla 3) durante 16 hs 

a 4º C. Posteriormente las membranas fueron lavadas e incubadas con el anticuerpo 

secundario correspondiente conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology) 

durante 1 h a temperatura ambiente. Después de la incubación, las membranas fueron 

lavadas e incubadas con el reactivo quimioluminiscente ECL. Las bandas inmunoreactivas 

fueron visualizadas por imagen digital (Bio-Imaging Analyzer Bas-1800II and Image 

Gauge 3.12 Fujifilm). 
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Anticuerpo 

primario 

Dilución Anticuerpo 

secundario 

Origen 

α-Tpk1 1:200 α-goat Santa Cruz Biotechnology 

α-TAP 1:1000 α-rabbit Open Byosistems 

α-GFP 1:1000 α-rabbit Santa Cruz Biotechnology 

αBcy1 COOH 

αBcy1 NH 

1:200 

1:200 

α-goat  

α-goat 

Santa Cruz Biotechnology 

Santa Cruz Biotechnology 

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en este trabajo.  

 

8- Purificación de proteínas fusionadas a TAP. Cepas Tpk-TAP y S288C (utilizada 

como control) fueron crecidas en YPGlu hasta fase exponencial y posteriormente 

estresadas con NaCl, Menadiona y H2O2. Los extractos proteicos fueron purificados por el 

método TAP como se describió previamente (Gerber et al, 2004). Los complejos proteicos 

fueron analizados mediante SDS-PAGE y western blot. 

 

9- Microscopía.  

Para realizar los experimentos de microscopia en fase exponencial de crecimiento las 

cepas fueron crecidas en 50 ml de medio YPGlu hasta una OD de 0.4-0.6. Para los 

análisis de localización en respuesta a estrés, las células fueron tratadas con el agente 

estresante indicado y se tomaron alícuotas a los tiempos determinados. Para el análisis 

del tipo de transporte nucleocitoplasmatico, las células fueron crecidas hasta fase 

exponencial (A600=0.4-0.6) en medio rico (YPGlu), se recolectaron a temperatura 

ambiente y se resuspendieron en 1 ml de 10mM de azida sódica y 10mM de 2-deoxy-o-

glucosa en un medio libre de glucosa (YP). Se incubaron hasta 60 minutos a 30°C para 

permitir el equilibrio nucleocitoplasmatico de la fluorescencia requerida. Luego las células 

fueron recolectadas a 3000 rpm por 1 minuto y resuspendidas en 100ul de un medio con 

glucosa (YPGlu) precalentado a 30°C. 

Para analizar la localización subcelular en respuesta a estrés, cultivos en fase 

exponencial en YPGlu fueron estresados por el agregado de NaCl 0.4 M o 0.4mM H2O2 y 

se tomaron alícuotas de cada cultivo a los tiempos que se indican en las figuras. Como 

control de autofluorescencia se utilizó la cepa S288C (parental de las cepas GFP) en las 

distintas condiciones. Este análisis no lo pudimos llevar a cabo con el agente estresante 

menadiona, ya que este emite fluorescencia cuando es excitado con la longitud de onda 

correspondiente a la luz UV o luz azul. 
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La cuantificación de la señal de fluorescencia se realizó mediante cuantificación de la 

intensidad de pixeles de áreas iguales correspondientes al núcleo, citoplasma o 

background. Para asignar localización nuclear o citoplasmática se definieron dos 

categorías de localización: N>C cuando la fluorescencia nuclear fue mayor que la 

citoplasmática (señal núcleo/citoplasma > 1,5) y N=C cuando la fluorescencia nuclear fue 

similar a la citoplasmática (señal núcleo/citoplasma ≤ 1,5). Cada tiempo representa la 

media de tres experimentos independientes, n= 300 cada experimento. 

Alícuotas de cada cultivo fueron fijadas en un volumen igual de formaldehído 7.4%, 

lavadas en buffer PBS y resuspendidas en una solución de Triton 0.05% PBS 1X DAPI 

(4,6-diamidino-2-phenylindol) 1 µg/ml. Luego de 30 minutos de incubación las células 

fueron cosechadas por centrifugación y montadas para su observación al microscopio de 

fluorescencia. Se utilizó un microscopio confocal Olympus FV 300. El objetivo utilizado fue 

Plan Apo 60X. Las imágenes fueron adquiridas utilizando el software Fluo View 

(Departamento de Fisiología y Biología Molecular y Celular, Facultad de Ciencias Exactas 

y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina). Las imágenes fueron procesadas 

utilizando el programa Image J del National Institute of Health y Adobe Photoshop CS5. 

 

10- Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) (Figura 28) 

Realizamos la puesta a punto del ChIP siguiendo el protocolo de Strhul et al, 1999 con las 

modificaciones que se detallan a continuación. Probamos variaciones en tiempo de 

fijación, ruptura celular, sonicación del DNA y condiciones de inmunoprecipiatción. Una 

vez establecidas las condiciones óptimas, se analizó la asociación a la cromatina en 

células crecidas en glucosa y a los tiempos determinados en las Figuras post estrés 

osmótico (0.4M NaCl) y oxidativo (50 µM menadiona y 0.4mM  H2O2) sobre las regiones 

génicas indicadas en la Tabla N°5 y con los primers indicados en la Tabla N° 6.  
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Nombre del gen Producto  Región 

ALD6/YPL061W Aldehído deshidrogenasa citosólica; se 

localiza en la superficie citosólica de la 

mitocondria bajo estrés oxidativo. 

+730+842 

SED1/YDR077W Glicoproteína estructural GPI-de pared 

celular que se induce fuertemente en fase 

estacionaria. 

+827+921 

HSP42/YDR171W Proteína de shock térmico  pequeña con 

actividad chaperona; involucrada en la 

reorganización del citoesqueleto luego del 

estrés por calor. 

+864+1014 

RPS29B/iYDL061C Componente proteico de la subunidad 

ribosomal pequeña (40S) 

-750-603 

RPL1B/iYGL136C Proteína acetilada en el amino terminal 

componente de la subunidad ribosomal 

grande (60S). 

-295-371 

Tabla 5. Genes seleccionados para la verificación por ChIP de los datos obtenidos por Pokholok et 

al, 2006. Los primers, se numeran de acuerdo al ATG de iniciación. 

 

Región Primer Foward Primer Reverse 

YPL061W/ORF ALD6 AGCTGGCTTTTACCGGT

TCT 

ACCAAATGGGCGGACTTA

C 

YDR077W/ORF SED1 GGGCACTACCACCAAA

GAAA 

AGAGGATGAAACTGGGAC

GA 

YDR171W/ORF HSP42  AGAGTGGGCATTGATG

AAAA 

AGGCACCTTAATTTGTAGT

AGAC 

iYDL061C/ORF RPS29B ATCAACTTCTAACTCAC

ACA 

CCCCCAAGTGAAATAAATA

G 

iYGL136C/ORF  RPL1B CTTCGGCCCCACAAACT

C 

CGCTTTCCTTGGATCAACA

TAC 

Tabla 6. Primers de las regiones génicas e intragenicas estudiadas. 
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10-i Preparación de fragmentos de cromatina unidos a proteína (Figura 28 A).  

Cultivos de 100 ml en YPGlu hasta fase exponencial de crecimiento fueron sometidos a 

estrés según indica cada figura. A cada tiempo indicado,  se fijaron las células con 10 ml 

de formaldehido 11% (preparado en el momento a partir de un stock comercial a 37%) en 

buffer A (50mM Hepes/KOH pH 7.5, 1mM EDTA, 100mM NaCl). Se dejaron los cultivos a 

temperatura ambiente durante 20 minutos, moviendo ocasionalmente, y se añadió 15 ml 

de glicina 3M para frenar la fijación, incubando 5 minutos. Luego, se centrifugaron las 

muestras durante 3 minutos a 3500 rpm y las células se lavaron dos veces con 100 ml de 

TBS frío (20mM Tris/HCl pH 7.5, 150mM NaCl) y una vez con 5ml de buffer de lisis FA frío 

(50mM Hepes/KOH pH 7.5, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 1% TritonX-100, 1mM PMSF, 

0.1% deoxicolato sódico) con 0.1% SDS. El precipitado obtenido se resuspendió en 1 ml 

de buffer de lisis FA con 0.5% SDS frío y se añadió 0.5ml de bolas de vidrio. Las células 

se rompieron con el MiniBeadbeater-8™ (Biospec) durante 4 rondas de 1 minuto (dejando 

las muestras en hielo durante 2 minutos entre cada ronda de agitación); se recogió el 

lisado en un nuevo tubo eppendorf frío, centrifugándolo durante 1 minuto a 13000 rpm. El 

sobrenadante se desechó y el precipitado, con la cromatina insoluble, se solubilizó en 1ml 

de buffer de lisis FA con 0.1% SDS. Se centrifugó 1 minuto a 13000 rpm y se resuspendió 

en 1ml de buffer de lisis FA con 0.1% SDS. A continuación se sonicaron las muestras con 

el fin de obtener fragmentos de DNA de aproximadamente 400 pares de bases. Para ello 

se utilizó un sonicador UP200S (Hielscher Ultrasonics GmbH), de manera que se 

realizaron 3-4 rondas de ultrasonidos durante 30 segundos. Por último, las muestras se 

centrifugaron durante 30 minutos en una minicentrífuga fría a 13000 rpm y el 

sobrenadante, que contenía los fragmentos de cromatina solubles, se transfirió a un 

nuevo tubo eppendorf. Las muestras se guardaron a -80 ºC hasta su posterior uso. 

10-ii Inmunoprecipitación, reversión del entrecruzamiento (descroslinking) y 

purificación de cromatina (Figura 28A-B-C). 

Para la inmunoprecipitación de cromatina se utilizaron bolas magnéticas Dynabeads® 

(Invitrogen), que permiten la separación de materiales biológicos como proteínas o ácidos 

nucleicos mediante su acople por afinidad a la superficie de las mismas. En nuestro 

trabajo, se utilizaron bolas que llevan acoplado covalentemente un ligando, proteína IgG 

Pan Mouse, con afinidad por el epitope TAP. Las bolas se preparan el día anterior a su 

uso, incubándolas en buffer PBS toda la noche a 4 ºC (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4; pH 7.3) y lavándolas 3 veces con 1ml de buffer PBS 

suplementado con 5mg/ml de BSA. Los lavados se realizan con un campo magnético en 
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un concentrador de partículas magnéticas DynaMag™-2 (Invitrogen), de modo que el 

material se separó rápidamente del sobrenadante, que fue eliminando simplemente por 

aspiración. Al día siguiente, se incubaron junto a 500 μl de muestra (fragmentos de 

cromatina) durante al menos 90 minutos a 4°C. Pasado este tiempo, se procedió a lavar 

las muestras de la siguiente manera: 

-dos lavados con 1 ml de buffer de lisis FA con 0.1% SDS.  

-dos lavados con 1 ml de buffer de lisis FA con 0.1% SDS y 0.5M NaCl. 

-un lavado con 1 ml de buffer B (10 mM Tris/HCl pH 8, 0.25M LiCl, 1mM EDTA, 0.5% NP-

40, 0.5% deoxicolato de sodio) 

-un lavado con buffer TE.  

Entre cada lavado se incubaron las muestras durante 3-5 minutos en un rotor a 

temperatura ambiente.  

Luego las bolas se resuspendieron en 250µl de buffer C (50mM Tris/HCl pH 7.5, 1% SDS, 

10 mM EDTA) para eluir las muestras, incubándolas durante exactamente 10 minutos a 

65 ºC, agitando cada 2 minutos. Opcionalmente se realizaron varias rondas de elución. 

Después de separarlas en el concentrador magnético, se transfirió el sobrenadante en un 

tubo eppendorf nuevo con 250µl de buffer TE y 20µl de pronasa (20 mg/ml, Roche).  
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Figura 28. Ejemplo del proceso de inmunoprecipitación de cromatina. Se muestran los 

fragmentos de cromatina previamente obtenidos por sonicación, algunos de ellos con la proteína a 

estudiar fijada al DNA con formaldehído, así como los epitopes fusionados. La proteína G pegada a 

la bola magnética permite por afinidad la inmunoprecipitación selectiva de los fragmentos de 

interés (adaptado de Charles E Massie & Ian G Mills et al 2008). 

 

Consecutivamente, se prepararon muestras de cromatina total, sin inmunoprecipitar 

(muestras CT). Para ello se empleó 50µl de cromatina fragmentada a la cual se añadió 

450µl de buffer TE y 20µl de pronasa (20 mg/ml, Roche) para obtener un volumen similar 

al de las muestras inmunoprecipitadas.  

La desligación de las proteínas de la cromatina tuvo lugar mediante la incubación de las 

muestras durante 1 hora a 42 ºC seguida de incubación a 5 horas o incluso toda la noche 
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a 65 ºC. Después se añadió 50µl de ClLi 4M y se extrajo el DNA con 1 ml de fenol-

cloroformo/isoamilalcohol (1:1), una segunda extracción con 1 ml de 

cloroformo/isoamilalcohol (24:1) y se precipitó con 1 ml de etanol más 20µg de glucógeno 

(20g/l, Roche), mediante incubación toda la noche a -20 ºC. Al día siguiente se 

centrifugaron las muestras CT y las inmunoprecipitadas (IP) durante 10 minutos a la 

máxima velocidad y se lavaron con 1 ml de etanol al 96%, siendo por último 

resuspendidas en 100µl de buffer TE.  

 

10iii- Ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real con EVA Green™ (Figura 28D-E) 

Los ensayos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo para cuantificar DNA, ya que una 

secuencia abundante puede ser identificada sobre otra menos abundante por el menor 

número de ciclos de PCR necesarios para llegar a una determinada cantidad de producto 

de PCR. En el ensayo con EVA Green™, el producto de PCR puede ser detectado por la 

incorporación de este colorante fluorescente durante su síntesis.  

Las reacciones de PCR se realizaron a volumen final 10 μl cada una, conteniendo β μl de 

DNA molde (fragmentos de Cromatina Total o Inmunoprecipitada obtenida mediante 

ChIP), γ μl de la mezcla de primers forward y reverse a γ,γ μM (según se detalla en la 

Tabla 4) y 5 μl del cóctel compuesto por una mezcla Eva Green™ qPCR Basic HS Mix 

(Biotium) que contiene el fluoróforo, el buffer de reacción, dNTPs y 5 U/μl TrueStart™ Hot 

Start Taq DNA Polimerasa (Fermentas) y el fluoróforo de referencia 5(6)-carboxy-X-

rodamina (ROX™, Molecular Probes) diluido a 0.1μM.  

La PCR cuantitativa fue llevada a cabo en un detector de secuencias Applied Biosystem 

7500 Fast utilizando las siguientes condiciones: desnaturalización inicial a 95 ºC durante 2 

minutos, seguida de 40 ciclos de 5 segundos a 95 ºC, 5 segundos a 53 ºC y 30 segundos 

a 72 ºC. Seguidamente se analizó la curva de fusión del producto, producida como 

consecuencia de la caída de la señal fluorescente debido a la fusión dependiente de 

temperatura del producto (Tm). Este análisis posibilitó la caracterización del fragmento 

amplificado y la discriminación de productos inespecíficos.  

Comparando los Ct (número de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de la 

fluorescencia significativo con respecto a la señal base) de la región interna de referencia 

con la región del gen problema en muestras inmunoprecipitadas (IP) y sin 

inmunoprecipitar (CT) se determinó el aumento de unión de las subunidades de PKA tanto 

en los promotores como en las regiones intragénicas estudiadas. La fórmula utilizada para 

determinar el grado de ocupación relativo fue:  
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Grado de ocupación= [(IP – CT) Gen problema – (IP – CT) Cepa sin etiquetar]  

Los experimentos fueron llevados cabo al menos sobre dos muestras de cromatina 

independientes para cada cepa y condición y las reacciones de PCR se realizaron por 

triplicado en una placa óptica de 96 pocillos (código #4306737, Applied Biosystems), 

sellada con plástico adhesivo. 

11- Purificación de RNA total de levadura con fenol ácido.  

Cultivos en 20 ml de medio YPGlu crecidos hasta fase exponencial (OD 600nm: 0.4-0.6) y 

se las sometió al estrés correspondiente. Se lavaron con agua y los precipitados fueron 

resuspendidos en 400µl de buffer TES (10mM Tris/HCl pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.5% SDS). 

Se añadió 400µl de fenol ácido (equilibrado a pH 4) y se mezcló bien. La mezcla se 

incubó durante 45 minutos a 65ºC y luego en hielo 5 minutos. Luego se centrifugaron las 

muestras para separar las fases durante 1 minuto a 10000 rpm. La fase acuosa se 

transfirió a un nuevo tubo eppendorf y se realizó una segunda extracción con 400µl de 

fenol ácido. Se recuperó la fase acuosa a otro tubo eppendorf, se añadió 40µl de acetato 

de sodio 3M y 2.5 volúmenes de etanol. Se centrifugaron las muestras durante 10 minutos 

a 14000 rpm y se lavó el precipitado con etanol 70%. El precipitado obtenido se dejó 

secar y se resuspendió en 100µl de buffer TE. Por último, se midió el contenido de RNA 

con un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 y se congelaron las muestras a -20 ºC. 

 

12- Análisis de expresión de RNA mensajeros (Northern Blot)  

Se realizó electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantes. El gel (100ml) se preparó 

mezclando 1 gramo de agarosa, 84 ml de agua y 10 ml de buffer MAE 10X (0.2M MOPS, 

pH 7 ajustado con NaOH, 50 mM acetato de sodio, 10mM EDTA) esterilizado por filtración 

y guardado a 4 ºC protegido de la luz. Una vez la agarosa se calentó, disolvió y enfrió a 60 

ºC, se añadió en campana de gases 6 ml de formaldehído 37% (2.2% final), se mezcló y 

vertió la disolución en una cubeta hasta que gelificó.  

Las muestras a sembrar se prepararon mezclando unos 10-γ0 μg de RNA total (5-10 μl de 

muestra), β0μl de buffer de carga 1.β5x (β.βml de formamida desionizada, 0.8ml de 

formaldehído 37%, 0.5ml 10x MAE, 0.4ml glicerol 80%, 0.1 ml azul de bromofenol 2%) y 

1μl de bromuro de etidio 0.1%.  

Luego de calentar las muestras 10 minutos a 56ºC, se llevó a cabo la electroforesis 

durante 2-3 horas a 120V. Luego, se observaron la presencia de los RNA ribosomales  (la 

subunidad 60S migra alrededor de 3.5 kb y la subunidad 40S migra alrededor de 1.8 kb) 
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en transiluminador de luz ultravioleta. Las imágenes fueron registradas en un equipo G-

box.  

La transferencia desde el gel a la membrana se llevó a cabo por el método tradicional de 

capilaridad. Para ello, el gel de RNA se incubó previamente 2 veces durante 20 minutos 

con un exceso de 10X SSC (1.5M NaCl, 0.15M Tri-Na-Citrato, ajustado a pH 7 con HCl 

1M) para eliminar el formaldehído. Después el gel se colocó encima de papel de filtro 

Whatman 3MM empapado en el líquido de transferencia (10X SSC, con gran cantidad de 

sales para unir los ácidos nucleicos). Se eliminaron las burbujas atrapadas entre el papel 

de filtro y el gel. Se colocó encima el filtro de membrana cortado del mismo tamaño que el 

gel y previamente mojado en 10X SSC. Se colocó encima 3 trozos de papel de filtro 

cortados al mismo tamaño que el gel. Seguidamente se puso encima servilletas de papel 

secas cortadas del mismo tamaño del gel y formando una pila de unos 7 cm. Por encima 

se colocó una placa de vidrio de alrededor de 250g y se dejó transfiriendo toda la noche. 

Al día siguiente se comprobó la transferencia observando el RNA transferido por 

exposición de la membrana a luz ultravioleta.  

Se procedió a fijar covalentemente el RNA al nylon utilizando UV Stratalinker, de 

Stratagene, que dosifica la luz ultravioleta adecuada. Utilizando el botón de “auto cross-

link”, se determinó una dosis óptima de 0.1β julios de luz de β54 nm. Por último, los filtros 

de membrana se conservaron a temperatura ambiente hasta su uso. Eventualmente se 

fijaron por calor durante 2hs a 80°C. 

 

12.i Marcación de sonda de DNA. 

Las sondas fueron sintetizadas por PCR. Las condiciones de la PCR fueron 3 minutos a 

95 ºC, seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 55 ºC y 2.5 minutos a 

72 ºC y un último paso de extensión de 10 minutos a 72 ºC. Cada reacción de PCR de 

100 μl contenía 10 μl de buffer 10x, 10 μl de dNTPs βmM, 1 μl de cada oligonucleótido a 

100 μM, 1 μl de DNA genómico como molde y 1 μl de DNA polimerasa a 5U/ μl.  

La amplificación y tamaño de los fragmentos de DNA se comprobó mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 0.7% y se purificaron mediante el método estándar 

“freeze-squeeze”. La técnica “freeze-squeeze” (Tautz & Renz, 198γ) se basa en la 

extracción del DNA de la agarosa por centrifugación, consiguiendo así expulsar el líquido. 

Las bandas de agarosa fueron previamente equilibradas con Buffer Tris 10mM a pH 8 

durante 15 minutos y congeladas durante al menos 2 horas para destruir la estructura del 

gel. Tras cortar las bandas, se insertaron en un cartucho con filtro (0.45 μm Durapore®) 
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obtenido del DNA Gel Extraction Kit de Montage™, y el filtro a su vez se insertó en un 

tubo eppendorf de 1.5 ml. Se centrifugaron durante 10 minutos a 12000 rpm. De esta 

manera se retuvo la agarosa en el filtro y se recuperó el líquido en el fondo del tubo 

eppendorf. Luego se purificó del DNA por precipitación con acetato de sodio 3M y etanol 

absoluto. Finalmente el DNA se resuspendió en 50 μl de buffer Tris 10mM pH 8 y se 

cuantificó su concentración. 

Las sondas radiactivas fueron generadas con una disolución llamada High Prime (Roche), 

de acuerdo a la técnica de marcación con oligonucleótidos al azar como primers (Feinberg 

& Vogelstein, 1983,1984). La mezcla High Prime contiene oligonucleótidos al azar, el 

fragmento Klenow de la DNA Polimerasa, dATP, dGTP y dTTP en un buffer concentrado 

con glicerol 50%.  

El protocolo consistió en añadir 25-100 ng de molde de DNA (sondas obtenidas en el 

paso anterior) en agua destilada estéril hasta un volumen final de 11 μl por vial y 

desnaturalizar el DNA  a 95 ºC durante 10 minutos, seguido por un enfriamiento rápido en 

hielo. Luego se añadió 4 μl de la mezcla High Prime al DNA desnaturalizado y a 

continuación β μl de β50μCi α-[32P]dCTP. Se mezcló y centrifugó antes de incubarlo a 37 

ºC durante 10 minutos. Pasado este tiempo se detuvo la reacción añadiendo β μl de 

EDTA 0.2M pH 8 y/o calentando las muestras a 65ºC durante 10 minutos.  

Antes de comenzar la hibridación, los filtros de membrana se trataron con buffer PSE (3ml 

de fosfato sódico 1M a pH 7.β, 7ml de 10% SDS y β0μl 0.5M EDTA) durante 10 minutos a 

65ºC. Este buffer tiene fuerza iónica alta y previene la unión inespecífica de DNA al filtro. 

Luego se hibridó el filtro, bañado en un tubo con 10 ml de PSE, con la sonda recién 

marcada durante toda la noche a 65 ºC. A la mañana siguiente se procedió a lavar los 

filtros dos veces durante 10 minutos a 65 ºC con 4x SSC/0.1% SDS y una vez con 0.4X 

SSC/0.1% SDS y se sellaron con plástico Saran Wrap para proceder a la exposición en 

un Hypercassette™, de Amersham Biosciences, con pantalla intensificadora. La duración 

de la exposición de los filtros por autorradiografía en los casettes dependió de la 

intensidad de hibridación obtenida y estuvo comprendida entre 1 hora y varios días a 

temperatura ambiente. La señal detectada se cuantificó exponiendo los filtros en una 

pantalla Fujifilm BAS-1500 Phosphoimager a temperatura ambiente. Después de la 

exposición, se escaneó la pantalla en un lector Fujifilm FLA5100™, utilizando el programa 

Fujifilm Image Reader y se procedió a la cuantificación mediante el software Image Gauge 

v. 4.0 de Fujifilm. 
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Cuantificación y representación de los resultados. La cuantificación se llevó a cabo sobre 

las imágenes obtenidas del mRNA ribosomal y sobre las imágenes obtenidas por el 

Fujifilm BAS-1500 Phosphoimager. Con estos datos se relativizaron todos los valores de 

mRNA a su RNA ribosomal, obteniendo así los niveles de mRNA correspondientes para 

cada proteína. Luego estos resultados se graficaron utilizando el programa Heatmap 

Builder Copyright 2003. Los datos fueron ingresados al programa y seteados para que 

cada fila refleje el mRNA obtenido en cada cepa sometida a los distintos tipos de estrés. 

La intensidad de color corresponde a la cantidad de mRNA, así color más oscuro 

corresponde a un mayor nivel de mRNA de la proteína estudiada. 

13.Validación de resultados.  

El análisis estadístico de las figuras 24 del Capítulo II se realizó utilizando la prueba de 

ANOVA-Turkey HSD, α=0,05.  
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