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RESUMEN 

 La prefoldina-like URI (ortólogo humano de Bud27) fue inicialmente descubierta como 

una proteína que interacciona físicamente con la subunidad común de las tres ARN 

polimerasas, RPB5 (Dorjsuren et al., 1998). Otras funciones se han descrito posteriormente 

tanto para URI como para Bud27. En el caso de Bud27, se ha demostrado su participación en 

el inicio de la traducción o la modulación en la expresión de genes relacionados con la 

asimilación de nutrientes, a través de la ruta TOR (Deplazes et al., 2009; Gstaiger et al., 2003).  

 El grupo del Dr. Navarro ha caracterizado otras funciones importantes de Bud27, en la 

levadura Saccharomyces cerevisiae. Se ha demostrado que Bud27 participa en el ensamblaje 

citoplasmático de las tres ARN polimerasas, en una vía dependiente de Rpb5 (Mirón-García 

et al., 2013). Por otra parte, Bud27 se asocia a la cromatina interaccionando físicamente con 

el remodelador de cromatina RSC y favorece la elongación de la transcripción de la ARN 

polimerasa (pol) II (Mirón-García et al., 2014). Además, el grupo del Dr. Navarro ha 

demostrado que Bud27 regula la transcripción de genes de proteínas ribosómicas (RPs) y 

RiBis (Ribosome Biogenesis), todos ellos transcritos necesarios para la biogénesis de 

ribosomas (Martínez-Fernández et al., 2020). De igual manera, otros autores han establecido 

una correlación entre Bud27, la ARN pol III y el complejo RSC (Vernekar and Bhargava, 2015). 

 En el presente trabajo se demuestra el papel de Bud27 en otras funciones celulares. 

Por un lado, Bud27 actúa como un regulador de la actividad de las tres ARN polimerasas, 

probablemente a través de la ruta TOR, mediando la síntesis de los componentes necesarios 

para la biogénesis de ribosomas. Por otro lado, Bud27 participa en el proceso de represión de 

la ARN pol III por parte de Maf1, a través del control de la actividad de la fosfatasa PP4. Por 

último, se ha abordo el papel que Bud27 puede ejercer sobre la actividad de la maquinaria 

transcripcional de la ARN pol III.  

 

Bud27 influye en la transcripción de las tres ARN polimerasas y en la biogénesis de 

ribosomas, probablemente a través de la vía TOR 

 En el presente estudio se muestra que Bud27 participa en la transcripción de las tres 

ARN polimerasas para modular la biogénesis de ribosomas. La biogénesis de ribosomas es 

un proceso que está regulado por la vía TOR y por la disponibilidad de nutrientes (Mayer and 

Grummt, 2006). Además, requiere la coordinación de la actividad de las tres ARN polimerasas 

para asegurar una adecuada proporción de todos los transcritos necesarios (Lempiäinen and 

Shore, 2009). Esta regulación de las tres ARN polimerasas es posible gracias a la existencia 
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de mecanismos de cross-talk, que permiten modular de forma conjunta la actividad de estas 

enzimas en función de las condiciones del medio.    

 Previamente, el grupo del Dr. Navarro demostró el papel de Bud27 sobre la elongación 

de la transcripción de la ARN pol II (Mirón-García et al., 2014). Además, ha demostrado que 

Bud27 se une a los genes de RPs, y RiBis, y que la falta de Bud27 provoca una menor 

ocupación de la ARN pol II en esos mismos genes y una drástica caída de su expresión 

(Martínez-Fernández et al., 2020). En el presente trabajo se muestra que la ausencia de 

Bud27 provoca, además, una menor interacción entre la ARN pol II y el factor de elongación 

Spt5 (Figura R5).  

 Por otro lado, nuestros datos indican que la falta de Bud27 provoca una menor 

ocupación de la ARN pol III en sus genes diana, coincidiendo con lo descrito por otros autores 

(Vernekar and Bhargava, 2015). Como consecuencia, se produce una menor síntesis y 

acumulación de estos transcritos, y probablemente una alteración de su procesamiento 

(Martínez-Fernández et al., 2020; Vernekar and Bhargava, 2015). La menor síntesis de 

transcritos de la ARN pol III provocada por la ausencia de Bud27 no parece ser causada 

exclusivamente por los defectos en el ensamblaje de la enzima (Martínez-Fernández, 2016). 

 Bud27 modula la síntesis y/o el procesamiento de transcritos de la ARN pol I (Martínez-

Fernández et al., 2020). A diferencia de su efecto sobre las otras dos ARN polimerasas, la 

falta de Bud27 provoca una mayor ocupación de la ARN pol I en las unidades transcripcionales 

de ADN ribosómico, además de un posible defecto en la procesividad de la enzima. Bud27 

podría facilitar la interacción de la ARN pol I con factores remodeladores de cromatina, con 

factores de elongación y/o regular la cantidad de copias de ADN ribosómico (ADNr) 

transcripcionalmente activas.  

 En conjunto, nuestros datos indican que Bud27 regula la actividad, posiblemente 

mediante mecanismos diferentes, de las tres ARN polimerasas con el fin de sintetizar los 

transcritos necesarios para la biogénesis ribosomal. Teniendo en cuenta que la biogénesis de 

ribosomas está directamente vinculada a la vía TOR y a la disponibilidad de nutrientes, parte 

de la función de Bud27 en este proceso podría deberse a su participación como un elemento 

de la cascada de señalización de la vía TOR (Figura R9) (Gstaiger et al., 2003; Martínez-

Fernández et al., 2020). Además, se podría especular que Bud27 coordina las tres ARN 

polimerasas a través su subunidad común Rpb5, ya que ambas proteínas interaccionan física 

y funcionalmente (Dorjsuren et al., 1998; Gstaiger et al., 2003; Mirón-García et al., 2013; 

Mirón-García et al., 2014).  
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Bud27 modula la represión de la ARN pol III a través de la fosfatasa de Maf1, PP4. 

 La represión de la actividad transcripcional de la ARN pol III se lleva a cabo gracias al 

regulador negativo Maf1 (Boguta, 2013). Se trata de una proteína cuya actividad está 

controlada principalmente a través de la vía TOR mediante un mecanismo de fosforilación 

(Boguta, 2013). La forma fosforilada de Maf1 es inactiva y se localiza mayoritariamente en el 

citoplasma. Cuando se produce la desfosforilación de Maf1, esta se transloca al núcleo donde 

ejerce su función represora uniéndose físicamente a la ARN pol III (Boguta, 2013; Moir and 

Willis, 2013). El control del estado de fosforilación de Maf1 ocurre gracias a un balance entre 

la actividad de sus kinasas y fosfatasas (Boguta, 2013; Moir and Willis, 2013). Cuando las 

condiciones de crecimiento son óptimas, las kinasas son más activas, manteniendo a Maf1 

fosforilado e inactivo (Boguta, 2013; Moir and Willis, 2013). Cuando las condiciones son 

adversas y la ruta TOR se bloquea, las kinasas se inhiben y se activan las fosfatasas que 

actúan sobre Maf1 para promover la rápida represión de la ARN pol III (Boguta, 2013; Moir 

and Willis, 2013).  

 En el presente trabajo, demostramos que Bud27 es un elemento fundamental en el 

proceso de represión de la ARN pol III. La ausencia de Bud27 provoca una mayor proporción 

de la forma fosforilada de Maf1, así como un defecto de la cinética de desfosforilación tras un 

bloqueo de la vía TOR (ver capítulo II de Resultados, apartado 1). Del mismo modo, Bud27 

parece jugar un papel en la translocación de Maf1 hacia el núcleo (Figura R18). Como 

consecuencia, la represión de la ARN pol III en células carentes de Bud27 no se lleva a cabo 

de manera adecuada (Figura R20, 21 y 22).  

 Bud27 actúa junto con la fosfatasa PP4 para regular la actividad de Maf1 y controlar 

así la transcripción de la ARN pol III (Figura R26). PP4 se ha descrito como la principal 

fosfatasa de Maf1, actuando ante diversas señales de estrés para reprimir rápidamente la 

actividad de la ARN pol III (Oler and Cairns, 2012). En el presente trabajo demostramos que 

Bud27 se asocia con PP4 y actúa directamente sobre el complejo modulando su actividad 

(Figura R34). En base a nuestros datos, proponemos un modelo en el que Bud27 controla 

directamente la actividad de PP4, cooperando en el reconocimiento del sustrato Maf1 y 

favoreciendo, probablemente, una asociación tripartita Bud27-PP4-Maf1. Cabe la posibilidad 

de que Bud27, en su función cochaperona, promueva algún cambio conformacional en PP4 

favoreciendo un estado activo.  
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Bud27 podría participar en la formación de los complejos transcripcionales de la ARN 

pol III 

 La ARN pol III es la encargada de sintetizar los ARN transferentes, el ARN ribosómico 

5S y otros ARNs no codificantes con diferentes funciones. La transcripción mediada por la 

ARN pol III es un proceso muy regulado que necesita, además de la propia enzima, otros 

elementos como los factores de transcripción basales TFIIIA, TFIIIB y TFIIIC, remodeladores 

de cromatina y otras proteínas accesorias como Nab2 o Sub1 (Acker et al., 2013).  

Nuestro grupo y otros autores hemos demostrado que la deleción de BUD27 provoca 

defectos transcripcionales de la ARN pol III (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 

2020; Vernekar and Bhargava, 2015). Dado que estos defectos transcripcionales en el 

mutante bud27Δ no están provocados por problemas de ensamblaje de la enzima, ni por una 

mayor represión de la actividad transcripcional por parte de Maf1, en el presente trabajo 

decidimos abordar el estudio de la composición de la maquinaria transcripcional de la ARN 

pol III. Para ello, se empleó la técnica de ProteomChIP, que permite el análisis de complejos 

transcripcionales asociados a la cromatina, mediante espectrometría de masas cuantitativa 

(Hierlmeier et al., 2013). De este modo, se comparó la maquinaria transcripcional de la ARN 

pol III en una cepa silvestre con el mutante bud27Δ. Por otra parte, también se analizó el 

estado de fosforilación de la subunidad Rpc53, dado que se trata de un indicador de represión 

de la ARN pol III. 

Este estudio de la maquinaria transcripcional de la ARN pol III sugiere posibles 

alteraciones en la composición de subunidades de la enzima (Figura R35), lo que podría estar 

provocando problemas en la conformación y/o estabilidad de la ARN pol III. Por otro lado, 

nuestros datos muestran un incremento en la cantidad de Tfc6, componente del complejo 

TFIIIC, en células carentes de Bud27 (Figura R36). El factor de transcripción TFIIIC es 

esencial para el reconocimiento del promotor, el reclutamiento del complejo TFIIIB y la 

formación del complejo de preiniciación (Lassar et al., 1983; Schultz et al., 1989). Este proceso 

podría estar alterado en los mutantes bud27Δ. Además, se ha propuesto que el complejo 

TFIIIC se disocia a medida que la ARN pol III avanza por el ADN molde durante el proceso 

transcripcional (Bardeleben et al., 1994; Kassavetis et al., 1990; Roberts et al., 2003), por lo 

que la falta de Bud27 podría estar provocando defectos en la elongación de la ARN pol III, 

haciendo que el factor TFIIIC no se disocie.  

Los datos de ProteomChIP del presente trabajo también muestran posibles 

alteraciones de otras proteínas que intervienen en el proceso transcripcional de la ARN pol III. 

Se observó una mayor cantidad del factor remodelador de cromatina Isw2 en el entorno 

cromatínico de la ARN pol III de los mutantes bud27Δ (Figura R37). Isw2 se ha relacionado 
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con un mayor posicionamiento de nucleosomas en las regiones adyacentes a los genes de la 

ARN pol III, lo que implica menor actividad transcripcional (Whitehouse and Tsukiyama, 2006; 

Yadon et al., 2010). En este sentido, datos de MNasa-seq del grupo del Dr. Navarro sugieren 

que en el mutante bud27Δ hay un mayor posicionamiento de nucleosomas aguas arriba del 

sitio de inicio de la transcripción, al menos para los genes de ARNt. En su conjunto, estos 

datos plantean la posibilidad de que Bud27 podría favorecer una conformación de la cromatina 

adecuada para la transcripción de la ARN pol III.  

De entre las 17 subunidades de la ARN pol II, la subunidad Rpc53 se fosforila durante 

el proceso de represión de la ARN pol III en respuesta a condiciones de crecimiento adversas 

(Lee et al., 2012). Rpc53 está relacionada con el reconocimiento de la señal de terminación 

de los genes e interviene, junto con las subunidades Rpc37 y Rpc11, en el reciclaje de la ARN 

pol III hacia el promotor (Landrieux et al., 2006; Vannini et al., 2010). Curiosamente, el proceso 

de fosforilación de Rpc53 está alterado en ausencia de Bud27 (Figura R40). Dado que la falta 

de Rpc53 provoca defectos de terminación, se produce una mayor síntesis de transcritos 

aberrantes o readthroughs por parte de la ARN pol III (Landrieux et al., 2006). La deleción de 

BUD27 también conllevó una mayor cantidad de la proteína Rrp6 en el entorno cromatínico 

de la ARN pol III (Figura R37), componente del complejo exosoma, encargado de la 

degradación de los transcritos aberrantes o readthroughs (Turowski et al., 2016). 

Estos datos sugieren que la falta de Bud27 podría estar provocando una alteración en 

la conformación de la subunidad Rpc53, o de su proceso de fosforilación por parte de las 

kinasas controladas por la vía TOR, produciendo defectos en el reconocimiento de la señal 

de terminación de los genes y/o en el reciclaje de la enzima. No obstante, todas las hipótesis 

mencionadas deben ser exploradas con detalle.  
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SUMMARY 

 The prefoldin-like URI (human orthologue of Bud27) was initially discovered as a 

protein that physically interacts with the common subunit of the three RNA polymerases, RPB5 

(Dorjsuren et al., 1998). Other functions have subsequently been described for this protein and 

for Bud27, such as the participation in translation initiation and the modulation of gene 

expression related to nutrient assimilation through the TOR pathway by Bud27 (Deplazes et 

al., 2009; Gstaiger et al., 2003). 

 Dr. Navarro's group has characterized other important roles of Bud27. It participates in 

the cytoplasmic assembly of the three RNA polymerases in an Rpb5-dependent manner 

(Mirón-García et al., 2013). Moreover, Bud27 associates with chromatin through the interaction 

with RSC. Thus, Bud27 promotes the RNA polymerase (pol) II transcription elongation (Mirón-

García et al., 2014). In addition, Dr. Navarro's group has demonstrated that Bud27 regulates 

the transcription of ribosomal protein genes (RPs) and RiBis (Ribosome Biogenesis), which 

are necessary for ribosome biogenesis (Martínez-Fernández et al., 2020). Similarly, other 

authors have established a correlation between Bud27, RNA pol III and the RSC complex 

(Vernekar and Bhargava, 2015). 

 In the present work, we demonstrate the role of Bud27 in other cellular functions. On 

the one hand, Bud27 regulates the activity of the three RNA polymerases, probably through 

the TOR pathway, mediating the synthesis of the components necessary for ribosome 

biogenesis. On the other hand, Bud27 participates in RNA pol III transcription repression by 

Maf1, by controlling PP4 phosphatase activity. Finally, the role that Bud27 may exert on the 

activity of the RNA pol III transcription machinery has been addressed.  

 

Bud27 influences the transcription of the three RNA polymerases and ribosome 

biogenesis, probably through the TOR pathway 

 The present study shows that Bud27 participates in the transcription of the three RNA 

polymerases to modulate ribosome biogenesis. Ribosome biogenesis is a process regulated 

by the TOR pathway and nutrient availability (Mayer and Grummt, 2006). In addition, it requires 

the coordination of the three RNA polymerases activity to ensure an adequate ratio of all 

necessary transcripts (Lempiäinen and Shore, 2009). The existence of cross-talk mechanisms 

regulating the activity of the three RNA polymerases may allow their coordination depending 

on growth conditions. 

 Previously, Dr. Navarro's group demonstrated the role of Bud27 in the RNA pol II 

transcription elongation (Mirón-García et al., 2014). Furthermore, it has been shown that 
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Bud27 binds to RPs and RiBi genes, and that Bud27 absence causes a lower occupancy of 

RNA pol II in those same genes and a drastic drop in their expression (Martínez-Fernández et 

al., 2020). The present work shows that the lack of Bud27 also causes a reduced interaction 

between RNA pol II and the elongation factor Spt5 (Figure R5).  

 Moreover, our data show that the lack of Bud27 causes a lower occupancy of RNA pol 

III in its target genes, in agreement with other authors (Vernekar and Bhargava, 2015). 

Therefore, there is a lower synthesis rate and accumulation of these transcripts, and probably 

an alteration of their processing (Martínez-Fernández et al., 2020; Vernekar and Bhargava, 

2015). The reduced synthesis of RNA pol III transcripts in the absence of Bud27 does not 

appear to be driven exclusively by defects in enzyme assembly (Martínez-Fernández, 2016). 

 Bud27 modulates the synthesis and processing of RNA pol I transcripts (Martínez-

Fernández et al., 2020). In contrast to the other two RNA polymerases, the absence of Bud27 

results in increased occupancy of RNA pol I in the rDNA transcriptional units and in a possible 

defect in the processivity of the enzyme. Bud27 could facilitate the interaction of RNA pol I with 

chromatin remodelling factors, elongation factors, and/or regulate the amount of 

transcriptionally active rDNA copies. 

 Altogether, our data indicate that Bud27 regulates the activity, possibly by different 

mechanisms, of the three RNA polymerases to synthesize the transcripts required for ribosome 

biogenesis. Since ribosome biogenesis is directly linked to the TOR pathway and nutrient 

availability, part of the function of Bud27 in this process may be due as an element of the TOR 

signalling pathway (Figure R9) (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020). 

Furthermore, we speculate that Bud27 coordinates the three RNA polymerases through their 

common subunit Rpb5, since both proteins physically and functionally interact (Dorjsuren et 

al., 1998; Gstaiger et al., 2003; Mirón-García et al., 2013; Mirón-García et al., 2014).  

 

Bud27 modulates the repression of RNA pol III through the Maf1 phosphatase, PP4 

 The negative regulator Maf1 carries out repression of RNA pol III transcriptional activity 

(Boguta, 2013). Maf1 activity is mainly controlled via the TOR pathway by a phosphorylation 

mechanism (Boguta, 2013). The phosphorylated form of Maf1 is inactive and mainly localized 

in the cytoplasm.  Maf1 dephosphorylation triggers Maf1  translocation into the nucleus to exert 

its repressor activity by physically binding to RNA pol III (Boguta, 2013; Moir and Willis, 2013). 

The control of the phosphorylation state of Maf1 occurs through a balance between the activity 

of kinases and phosphatases (Boguta, 2013; Moir and Willis, 2013). Under optimal growth 

conditions, kinases are more active, keeping Maf1 phosphorylated and inactive (Boguta, 2013; 
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Moir and Willis, 2013). When conditions are adverse, and the TOR pathway is blocked, kinases 

are inhibited, and phosphatases acting on Maf1 are activated to promote rapid repression of 

RNA pol III (Boguta, 2013; Moir and Willis, 2013).  

 In the current work, we demonstrate that Bud27 is an important element to repress 

RNA pol III transcription. The lack of Bud27 results in increased levels of the phosphorylated 

form of Maf1, as well as in dephosphorylation kinetics defects following TOR pathway inhibition 

(see Results chapter II, section 1). Similarly, Bud27 seems to play a role in the translocation 

of Maf1 into the nucleus (Figure R18). Consequently, repression of RNA pol III in cells lacking 

Bud27 is not carried out properly (Figure R20, 21 and 22). 

 Bud27 acts together with the phosphatase PP4 to regulate Maf1 activity and thus 

control RNA pol III transcription (Figure R26). PP4 has been described as the main 

phosphatase of Maf1, acting upon various stress signals to repress RNA pol III activity quickly 

(Oler and Cairns, 2012). In this regard, we demonstrate that Bud27 associates with PP4 and 

acts modulating its phosphatase activity (Figure R34). Based on our data, we propose a model 

in which Bud27 directly controls PP4 activity, cooperating in the recognition of the Maf1 

substrate and probably facilitating a tripartite Bud27-PP4-Maf1 association. It is possible that 

Bud27, as a cochaperone, modulates some conformational change in PP4 to promote an 

active state. 

 

Bud27 could influence the formation of RNA pol III transcriptional complexes 

 RNA pol III carries out the synthesis of transfer RNAs, 5S  ribosomic RNA and other 

non-coding RNAs with different functions. RNA pol III-mediated transcription is a highly 

regulated process that requires, in addition to the enzyme itself, other elements such as the 

basal transcription factors TFIIIA, TFIIIB and TFIIIC, chromatin remodelers and other 

accessory proteins such as Nab2 or Sub1 (Acker et al., 2013). 

 Our group and other authors have shown that deletion of BUD27 causes several 

defects in RNA pol III transcription (Gstaiger et al., 2003; Martinez-Fernandez et al., 2020; 

Vernekar and Bhargava, 2015). Since these transcriptional defects in the bud27Δ mutant are 

not caused by enzyme assembly problems, nor increased repression of transcriptional activity 

by Maf1, we decided to address the study of the composition of the RNA pol III transcriptional 

machinery. For this purpose, we employed the ProteomChIP technique, which allows the 

analysis of chromatin-associated transcriptional complexes by quantitative mass spectrometry 

(Hierlmeier et al., 2013). In this way, the transcriptional machineries of RNA pol III in a wild 
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type strain and bud27Δ mutant were compared. In addition, the phosphorylation status of the 

Rpc53 subunit was also analyzed, since it is an indicator of RNA pol III repression. 

 This study of the RNA pol III transcriptional machinery suggests possible alterations in 

the subunit composition of the enzyme (Figure R35), which could cause problems in the 

conformation and/or stability of RNA pol III. On the other hand, our data show an increase in 

the amount of Tfc6, a component of the TFIIIC complex, in cells lacking Bud27 (Figure R36). 

The transcription factor TFIIIC is essential for promoter recognition, recruitment of the TFIIIB 

complex and formation of the preinitiation complex (Lassar et al., 1983; Schultz et al., 1989). 

These processes could be altered in bud27Δ mutant. In addition, it has been proposed that the 

TFIIIC complex dissociates when RNA pol III proceeds through the DNA template during the 

transcriptional process (Bardeleben et al., 1994; Kassavetis et al., 1990; Roberts et al., 2003). 

Thus, the absence of Bud27 could cause defects in RNA pol III elongation, by impairing the 

dissociation of the TFIIIC factor from chromatin. 

 Our ProteomChIP data also suggest possible alterations of other proteins involved in 

the RNA pol III transcription process. An increased amount of the chromatin remodeling factor 

Isw2 was observed in the chromatin environment of RNA pol III of bud27Δ mutant (Figure 

R37). Isw2 has been linked to increased nucleosome positioning in regions adjacent to RNA 

pol III genes, causing lower transcriptional activity (Whitehouse and Tsukiyama, 2006; Yadon 

et al., 2010). In this regard, MNase-seq data from Dr. Navarro's group suggest that in the 

bud27Δ mutant, there is increased nucleosome positioning upstream of the transcriptional start 

site, at least for tRNA genes. Overall, these data raise the possibility that Bud27 might 

contribute to a chromatin conformation suitable for RNA pol III transcription. 

 The Rpc53 subunit is phosphorylated during RNA pol III transcription repression in 

response to adverse growth conditions (Lee et al., 2012). Rpc53 is involved in gene termination 

signal recognition, and it participates, together with the Rpc37 and Rpc11 subunits, in the 

recycling of RNA pol III back to the promoter (Landrieux et al., 2006; Vannini et al., 2010). 

Interestingly, the phosphorylation process of Rpc53 is altered in the absence of Bud27 (Figure 

R40). On the other hand, lack of Rpc53 leads to increased synthesis of readthrough transcripts 

by RNA pol III (Landrieux et al., 2006). Deletion of BUD27 also led to an increased amount of 

the Rrp6 protein in the chromatin environment of RNA pol III (Figure R37), which is a 

component of the exosome complex, responsible for the degradation of readthrough 

transcripts (Turowski et al., 2016). 

 These data suggest that the lack of Bud27 could cause an alteration in the conformation 

of the Rpc53 subunit, or its phosphorylation process by kinases controlled by the TOR 
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pathway, producing defects in the recognition of the gene termination signal and/or in the 

recycling of the enzyme. However, all of the above hypotheses need to be explored in detail. 
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INTRODUCCIÓN 

1. La levadura Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo 

 La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular perteneciente a la 

división Ascomycota, utilizado desde hace miles de años para la fabricación de vino, cerveza 

y pan y en la actualidad también como modelo de investigación científica (Satyanarayana and 

Kunze, 2009). Su genoma fue completamente secuenciado en el año 1996, siendo el primero 

entre los organismos eucariotas (Goffeau et al., 1997). S. cerevisiae tiene un genoma de 12 

Mb, repartidas en 16 cromosomas y con unos 6000 genes, además del ADN mitocondrial y 

un plásmido 2μ que se encuentra en muchas de las cepas (Futcher and Cox, 1983). 

 S. cerevisiae puede existir en forma de tres tipos celulares diferentes. Dos de ellos son 

haploides y pueden aparearse entre sí, llamados “a” y “α”. El locus MAT determina el tipo 

sexual de las células en función del alelo que posean. Así, si las células poseen el alelo MATa 

serán del tipo “a” y si por el contrario poseen el alelo MATα serán del tipo “α” (Herskowitz, 

1988). El tipo otro tipo celular es el diploide a/α, que no puede aparearse con ningún otro tipo 

celular pero sí que puede dividirse por meiosis. El ciclo de vida de S. cerevisiae tiene dos 

fases bien diferenciadas. Durante la fase asexual o vegetativa, las células (haploides o 

diploides) se dividen por gemación, dando lugar a clones idénticos. Durante la fase sexual, 

dos células haploides de diferente tipo sexual se aparean para formar el diploide a/α. Si las 

condiciones del medio son adversas (bajo contenido en nitrógeno y carbono), las células 

diploides realizan la meiosis y se forman cuatro esporas haploides, dos de tipo “a” y otras dos 

de tipo “α” (Herskowitz, 1988). 

 S. cerevisiae es un organismo mesófilo. Su temperatura de crecimiento óptima está 

en 30ºC, y su pH entre 4 y 5. Mientras hay disponibilidad de nutrientes, las células estarán 

creciendo de manera exponencial con un metabolismo fermentativo. Cuando se agotan las 

fuentes de carbono fermentables, las levaduras pasan a realizar la respiración celular, 

entrando en una fase del crecimiento llamada estacionaria. Durante esta fase, si siguen 

escaseando los nutrientes, las levaduras no se dividen exponencialmente sino que su 

crecimiento se ralentiza o incluso se detiene (Esser and Lemke, 1994).  

 El hecho de que se trate de un organismo cuyo genoma ha sido completamente 

secuenciado, así como su fácil manejo y manipulación, lo han convertido en un modelo 

fundamental para la investigación biológica (Karathia et al., 2011). Además, cuenta con la 

ventaja de que la mayor parte de sus genes codificantes tienen una alta homología con 

eucariotas superiores (Kachroo et al., 2015). 
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2. La transcripción en eucariotas. ARN polimerasas 

 La transcripción es un proceso altamente controlado y sincronizado, que implica la 

participación de las ARN polimerasas y de multitud de proteínas, entre las que se encuentran 

factores de iniciación, elongación y terminación así como diversas proteínas reguladoras 

activadoras o represoras.  

 Las ARN polimerasas están muy conservadas a lo largo de la evolución (Werner, 2008; 

Werner and Grohmann, 2011). Mientras que las bacterias, arqueas y virus tan solo cuentan 

con un tipo de ARN polimerasa (ARN pol), los eucariotas cuentan con tres tipos diferentes, 

cada una de las cuales ha evolucionado para especializarse en transcribir un grupo de genes 

determinado (Cramer et al., 2008). Las plantas cuentan, además, con las ARN polimerasas 

IV y V, las cuales no han sido descritas en ningún otro grupo de organismos (Haag and 

Pikaard, 2011). Así, la ARN pol I sintetiza el ARN ribosómico (ARNr) 35S. La ARN pol II 

sintetiza los ARN mensajeros (ARNm) y otros transcritos no codificantes. La ARN pol III 

sintetiza los ARN transferentes (ARNt), el ARNr 5S y otros ARNs no codificantes. Por último, 

las ARN polimerasas IV y V sintetizan ARNs pequeños de interferencia o ARNsi, que 

participan en el silenciamiento y la regulación de la expresión génica (Haag and Pikaard, 

2011). 

 Todas las ARN polimerasas están relacionadas evolutivamente entre sí y comparten 

bastante homología con la ARN pol bacteriana, la cual se compone de las subunidades 

ααββ’ω (Wild and Cramer, 2012). Las ARN polimerasas de S. cerevisiae han sido objeto de 

estudio durante mucho tiempo y han sido ampliamente caracterizadas. Las ARN pol I, II y III 

contienen 14, 12 y 17 subunidades respectivamente (Cramer et al., 2008). Dichas 

subunidades pueden clasificarse en cuatro grupos diferentes (Tabla I1): 

1. El esqueleto base o core, compuesto por cinco subunidades que tienen alta homología 

con la ARN pol bacteriana ααββ’ω. Son las que tienen la actividad catalítica. 

2. Subunidades propias, que solo están presentes en eucariotas y arqueas: Rpb5, Rpb10 

y Rpb12 en las tres ARN polimerasas. La subunidad Rpb8 se encuentra en eucariotas 

y tiene homología con la subunidad RpoG de algunas arqueas. En la ARN pol I se 

encuentran también Rpa14, Rpa43 y Rpa12; en la ARN pol II, Rpb4, Rpb7, Rpb9 y 

Rpb11; en la ARN pol III, Rpc17, Rpc25 y Rpc11.  

3. Subunidades específicas. La ARN pol I tiene Rpa49 y Rpa34.5. La ARN pol III tiene 

Rpc82, Rpc53, Rpc37, Rpc34 y Rpc31. 

4. Subunidades comunes. Son cinco: Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 y Rpb12 (Martínez-

Fernández et al., 2018a; Woychik et al., 1990). 
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Las subunidades de las tres ARN polimerasas eucariotas, así como las de la ARN pol 

bacteriana y de arqueas se muestran en la Tabla I1.  

 

Eucariotas 
Arqueas Bacterias 

ARN pol I ARN pol II ARN pol III 

Rpa190 Rpb1 Rpc160 Rpo1 (RpoA) β’ 

Rpa135 Rpb2 Rpc128 Rpo2 (RpoB) β 

Rpac40 Rpb3 Rpac40 Rpo3 (RpoD) α 

Rpac19 Rpb11 Rpac19 Rpo11(RpoL) α 

Rpb5 Rpb5 Rpb5 Rpo15 (RpoH)  

Rpb6 Rpb6 Rpb6 Rpo6 (RpoK) ω 

Rpb8 Rpb8 Rpb8 Rpo8 (RpoG)  

Rpb10 Rpb10 Rpb10 Rpo10 (RpoN)  

Rpb12 Rpb12 Rpb12 Rpo12 (RpoP)  

Rpa12 Rpb9 Rpc11   

Rpa14 Rpb4 Rpc17 Rpo4 (RpoF)  

Rpa43 Rpb7 Rpc25 Rpo7 (RpoE)  

Rpa49  Rpc53   

Rpa34.5  Rpc37   

  Rpc82   

  Rpc34   

  Rpc31   

   Rpo13  

Tabla I1. Subunidades que componen las tres ARN polimerasas en S. cerevisiae, arqueas y bacterias. Entre 

paréntesis se encuentran los nombres alternativos para las subunidades. 

 

2.1. ARN pol I 

 La ARN pol I se encarga de la síntesis del ARNr 35S, que tras su procesamiento, dará 

lugar, en levaduras, a las formas de ARNr 25S, 18S y 5,8S (Houseley and Tollervey, 2009). 

Tiene 14 subunidades y un peso molecular de 589 kDa, y el ARNr que sintetiza representa el 

80% del ARN total de la célula (Warner, 1999). Es la ARN polimerasa más activa, realizando 

alrededor del 60% de la actividad transcripcional total de la célula (Roberts et al., 2006a; 

Warner, 1999). En S. cerevisiae, el núcleo de la enzima está formado por las dos subunidades 

mayores, Rpa190 y Rpa135, que contactan directamente con el ADN y forman la hendidura o 
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cleft, y por las cinco subunidades comunes de las tres ARN polimerasas (Rpb5, Rpb6, Rpb8, 

Rpb10 y Rpb12). También forma parte del núcleo el heterodímero Rpac40/Rpac19 y la 

subunidad Rpa12. El dímero Rpac40/Rpac19 también está presente en la ARN pol III y 

comparte homología con las subunidades de la ARN pol II Rpb3 y Rpb11, respectivamente. 

Se ha propuesto que su función es la de servir de plataforma para el ensamblaje del resto de 

subunidades de la enzima (Fernández-Tornero et al., 2013). La subunidad Rpa12 participa en 

la escisión del ARN naciente (Fernández-Tornero et al., 2013; Kuhn et al., 2007). La ARN pol 

I cuenta con dos subunidades específicas, el heterodímero Rpa49/Rpa34.5, relacionado con 

el heterodímero Rpc37/Rpc53 en la ARN pol III y con el factor de iniciación TFIIF en la ARN 

pol II (Engel et al., 2013; Fernández-Tornero et al., 2013). El heterodímero Rpa49/Rpa34.5 se 

sitúa en la parte superior de la ARN pol I, contactando con Rpac40 y estabilizando a Rpa12 

(Engel et al., 2013). Además, la subunidad Rpa49 tiene un dominio C-terminal tWH (del inglés, 

tandem winged helix), que presenta homología con Rpc34 y con el factor de transcripción 

TFIIE (Fernández-Tornero et al., 2013). Por último, el tallo o stalk, formado por el heterodímero 

Rpa14/Rpa43, se sitúa cerca del núcleo de la enzima y tiene una alta homología con los 

heterodímeros Rpb4/Rpb7 en la ARN pol II y Rpc17/Rpc25 en la ARN pol III (Fernández-

Tornero et al., 2013; Peyroche et al., 2002; Siaut et al., 2003; Zaros and Thuriaux, 2005). La 

estructura de la ARN pol I se muestra en la Figura I1.  

Durante el proceso transcripcional, la ARN pol I es reclutada en los promotores de los 

genes 35S gracias a la interacción física entre la subunidad Rpa43 y el factor de transcripción 

Rrn3 (Peyroche et al., 2000). Para la iniciación de la transcripción, además de la interacción 

Rpa43-Rrn3, la ARN pol I necesita de otros factores de transcripción como UAF (Upstream 

Activator Factor), la proteína de unión a TATA, o TBP (TATA Binding Protein), o el Core Factor 

(CF), formado por Rrn7, Rrn6 y Rrn11 (Keener et al., 1998). Los factores UAF y TBP actúan 

como activadores, mientras que el complejo CF es imprescindible para la transcripción 

(Keener et al., 1998). Por tanto, la formación del complejo ARN pol I-Rrn3-CF es esencial para 

que la ARN pol I se sitúe en la zona promotora y comience la transcripción (Bedwell et al., 

2012). Durante la elongación, la ARN pol I también necesita la presencia de otros factores de 

transcripción. El factor de transcripción Spt5 se asocia físicamente con la ARN pol I y con 

Rrn3, y se ha sugerido que estas interacciones son importantes para la elongación de la ARN 

pol I (Schneider et al., 2006; Viktorovskaya et al., 2011). Del mismo modo, se ha demostrado 

que el factor de transcripción Hmo1 se asocia a lo largo del locus de ADNr, participando en la 

transcripción de la ARN pol I y en el procesamiento del ARNr 35S (Hall et al., 2006). Para la 

transcripción mediada por la ARN pol I, también se requiere la actividad de factores 

remodeladores de cromatina ATP-dependientes como RSC o SWI/SNF (Soutourina et al., 

2006; Zhang et al., 2013). La terminación de la transcripción y la liberación del transcrito de 
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ARNr ocurren cuando la proteína Reb1 reconoce una señal de terminación de 61 pares de 

bases (Lang and Reeder, 1995; Reeder et al., 1999). Reb1 se asocia a esa región, pausando 

el avance de la ARN pol I y facilitando la liberación del ARNr (Lang and Reeder, 1995).  

La ARN pol I existe tanto en forma monomérica como dimérica. La forma activa, capaz 

de interaccionar con Rrn3 e iniciar la transcripción es la monomérica (Milkereit et al., 1997). 

Cuando las condiciones de crecimiento no son óptimas, se produce rápidamente la 

disociación de Rrn3 y la ARN pol I, y esta última interacciona con otra molécula de ARN pol I 

formando un homodímero inactivo (Torreira et al., 2017). Cuando se restablecen unas 

condiciones de crecimiento adecuadas, la situación se revierte y la ARN pol I vuelve a 

interaccionar con el factor Rrn3 (Torreira et al., 2017). Se ha propuesto que las subunidades 

Rpa43 y Rpa14 juegan un importante papel en la regulación de la formación de los 

homodímeros inactivos de la ARN pol I y en la transición hacia los monómeros activos y su 

interacción con la región promotora de los genes (Torreira et al., 2017).  

 

 

Figura I1. Estructura cristalográfica de la ARN pol I de S. cerevisiae. Esquema de las distintas subunidades 

que componen la ARN pol I y algunas de las regiones que forman las mismas. El cuadro contiene el código de 

colores para representar las subunidades. Extraído de (Fernández-Tornero et al., 2013). 

  

 Los genes 35S en S. cerevisiae están organizados en grupos o clusters, separados 

entre sí por regiones espaciadoras cortas que contienen el gen RDN5 para el ARNr 5S y un 

origen de replicación (Planta and Raue, 1988; Warner, 1989). Se ha calculado que el número 

de repeticiones del gen 35S está en torno a 150, siendo la mitad de ellas transcripcionalmente 

activas (Cioci et al., 2003). Las condiciones de crecimiento modulan tanto la síntesis de 
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transcritos de ARNr 35S (Planta and Raue, 1988; Raué and Planta, 1991) como el número de 

copias activas de ADNr (Dammann et al., 1993; Murayama et al., 2008).  

 

2.2. ARN pol II 

 La ARN pol II ha sido la más estudiada de todas las ARN polimerasas. Se encarga de 

sintetizar todos los ARNm y algunos ARNs no codificantes, como los ARN pequeños 

nucleares (ARNsn) o los ARN pequeños nucleolares (ARNsno) (Houseley and Tollervey, 

2009). Está formada por 12 subunidades y tiene un peso molecular de 514 kDa 

aproximadamente (Cramer et al., 2000). La ARN pol II consta de cuatro subunidades (Rpb1, 

Rpb2, Rpb3 y Rpb11) que tienen sus homólogos en la ARN pol I y ARN pol III (Tabla I1), las 

cinco subunidades comunes y las subunidades Rpb9, Rpb4 y Rpb7, exclusivas de la ARN pol 

II. De todas las subunidades que la forman, todas son imprescindibles para la viabilidad celular 

excepto Rpb4 y Rpb9 (Woychik and Young, 1990). La subunidad Rpb4 forma, junto con Rpb7, 

un heterodímero (Rpb4/Rpb7) que podría disociarse del resto de la enzima en S. cerevisiae 

(Choder, 2004). El núcleo de la ARN pol II está formado por cuatro módulos móviles: núcleo 

o core, garra-lóbulo o jaw lobe, plataforma o shelf y grapa o clamp. La región de la grapa tiene 

una conformación abierta cuando el heterodímero Rpb4/Rpb7 no está ensamblado, facilitando 

la entrada del ADN molde al centro activo. Una vez que el dímero Rpb4/Rpb7 interacciona 

con el núcleo de la ARN pol II, el módulo de la grapa sufre un cambio conformacional que 

promueve la elongación de la transcripción (Cramer et al., 2001). La estructura de la ARN pol 

II se muestra en la Figura I2. 
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Figura I2. Estructura cristalográfica de la ARN pol II de S. cerevisiae. Se muestran las distintas subunidades 

que componen la ARN pol II. El esquema inferior contiene el código de colores para representar las subunidades. 

Extraído de (Armache et al., 2005). 

 

 La subunidad Rpb1 de la ARN pol II cuenta con un dominio carboxilo terminal exclusivo 

llamado CTD (C-Terminal Domain), no presente en las otras ARN polimerasas. Este dominio 

CTD está formado repeticiones en tándem de un heptapéptido, de secuencia Y1S2P3T4S5P6S7. 

El número de repeticiones de este dominio varía en función de la especie, siendo en S. 

cerevisiae de 26 y en humanos, de 52 (Chapman et al., 2008). Este dominio se modifica 

postraduccionalmente a lo largo del proceso transcripcional, participando en el reclutamiento 

de proteínas reguladoras (Eick and Geyer, 2013). 

 La iniciación de la transcripción comienza con el reconocimiento del promotor por parte 

de numerosos factores de transcripción basales y el posterior reclutamiento de la ARN pol II. 

Gerenalmente, TBP se asocia al ADN gracias al reconocimiento de la secuencia TATA. De 

esta forma, se reclutan de manera secuencial los factores de transcripción TFIID, TFIIA y 

TFIIB. Se reclutan entonces el factor TFIIF y la ARN pol II, formando de este modo el PIC 

(preinitiation complex) (Shandilya and Roberts, 2012). Por último se reclutan el complejo 

mediador y los factores TFIIH y TFIIE, favoreciendo el paso de iniciación a la elongación de 

la transcripción (Shandilya and Roberts, 2012). Para que tenga lugar el paso de la iniciación 

a la elongación, es imprescindible la acción del complejo Spt4/5, el cual parece estar implicado 

en la remodelación de la cromatina y las modificaciones de las histonas necesarias para que 

tenga lugar la elongación (Hartzog and Fu, 2013). Además, durante la iniciación, se fosforila 

tanto la Serina 5 (Ser5) como Ser7 del dominio CTD (Calvo and García, 2012). Sin embargo, 

mientras los niveles de Ser5-P disminuyen gradualmente durante la elongación, los de Ser7-
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P se mantienen estables hasta la terminación (Calvo and García, 2012). La fosfatasa del CTD, 

Rtr1, parece tener un papel importante en esta etapa (Garrido-Godino et al., 2022; Hsu et al., 

2014; Mosley et al., 2009). Durante la elongación, la ARN pol II va añadiendo nucleótidos al 

extremo 3’ de la cadena naciente de ARNm. Se trata de una etapa altamente regulada en la 

que el dominio CTD sufre diversas modificaciones como la fosforilación progresiva de Ser2 y 

la desfosforilación de Ser5, lo que permite el reclutamiento de factores que colaboran con la 

maquinaria transcripcional (Calvo and García, 2012). Como se ha mencionado anteriormente, 

la Ser7-P se mantiene sin cambios en la fosforilación hasta la terminación (Calvo and García, 

2012). La ARN pol II sufre frecuentes procesos de parada durante esta etapa, tras lo que 

puede reanudar la transcripción o quedarse bloqueada de manera estable (Darzacq et al., 

2007). La parada de la ARN pol II y la reanudación de la elongación se resuelve generalmente 

mediante varios mecanismos diferentes. El principal mecanismo es el que incluye el fenómeno 

de backtracking, mediante el cual la ARN pol II retrocede sobre el ARNm, pierde el contacto 

con el extremo 3’ del transcrito naciente y este es escindido gracias a la acción del factor TFIIS 

(Gómez-Herreros et al., 2012). Esta escisión del extremo 3’ del ARNm permite su recolocación 

en el centro activo de la enzima (Gómez-Herreros et al., 2012). Otro mecanismo está mediado 

por el complejo Ccr4-Not, el cual favorece la reanudación de la elongación de la transcripción 

sin necesidad de la escisión de un fragmento del ARNm naciente (Kruk et al., 2011). 

 La terminación de la transcripción ocurre una vez que ha terminado la síntesis del 

ARNm y la ARN pol II se disocia del ADN molde. Durante esta etapa, se producen los máximos 

niveles de Ser2-P, a la vez que se produce también la fosforilación de Tyr1 (Calvo and García, 

2012). La fosforilación de Ser2 es necesaria para el reclutamiento de la maquinaria de 

procesamiento de los ARNm en 3’ y la terminación de la transcripción (Calvo and García, 

2012). Por su parte, la función de la fosforilación de Tyr1 podría ser la de participar en el 

reclutamiento de factores de terminación (Mayer et al., 2012). El proceso de terminación está 

controlado principalmente por dos vías. En una de ellas, llamada ruta dependiente de poli(A), 

la ARN pol II alcanza y transcribe una región del ADN llamada señal de poliadenilación, tras 

lo cual reduce su procesividad y favorece la escisión y liberación del ARNm, que 

posteriormente será procesado (Shandilya and Roberts, 2012). Esta vía se observa 

mayoritariamente en transcritos de más de 1 kb. Para transcritos de menor tamaño la 

terminación suele llevarse a cabo a través de la vía dependiente de la helicasa Sen1. Sen1 

separa el híbrido ADN-ARN del centro activo de la ARN pol II, favoreciendo su disociación 

(Steinmetz and Brow, 1996).  

 La fosforilación del residuo Ser5 del dominio CTD estimula el reclutamiento de la 

maquinaria de capping, formada por las proteínas Cet1, Ceg1 y Abd1 y cuya función es la 

adición de la caperuza (nucleótido de 7-metilguanosina) en el extremo 5’ del ARNm (Ghosh 



Introducción 

 
23 

 

and Lima, 2010). El proceso de capping es co-transcripcional. La función de la caperuza es 

proteger al ARNm de la degradación y favorecer la iniciación de la traducción (Schwer et al., 

1998; Sonenberg and Hinnebusch, 2009). El pre-ARNm de eucariotas también suele sufrir un 

proceso de corte de los intrones y empalme de exones o splicing. Este proceso también es 

co-transcripcional, iniciándose en fases avanzadas de la elongación (Plaschka et al., 2019). 

Durante esta etapa, se recluta la maquinaria del espliceosoma que comienza el corte de los 

intrones y finaliza una vez acabada la transcripción (Plaschka et al., 2019). El reclutamiento 

del espliceosoma está controlado a través de fosforilaciones en el CTD (Sims et al., 2004). 

Además de los procesos de capping y splicing, la mayor parte de los ARNm de eucariotas son 

poliadenilados. Este proceso consiste en la adición de una cola de poli(A) en el extremo 3’ del 

ARNm, tras un corte endonucleolítico previo, controlado por la proteína Pab1 (Colgan and 

Manley, 1997; Mandel et al., 2008). 

 

2.3. ARN pol III 

 La ARN pol III Se encarga de la síntesis de los ARNt, el ARNr 5S y otros ARNs 

pequeños como el ARNsno U6 o la partícula de reconocimiento de la señal o SRP (Houseley 

and Tollervey, 2009). Está compuesta por 17 subunidades y tiene una masa molecular de 700 

kDa, siendo la de mayor tamaño y complejidad entre las ARN polimerasas. El núcleo de la 

enzima está compuesto por diez subunidades. Este incluye las dos de mayor tamaño (Rpc160 

y Rpc128) que forman la hendidura y el centro activo y tienen gran homología con las 

subunidades Rpb1 y Rpb2 de la ARN pol II y Rpa190 y Rpa135 de la ARN pol I (Tabla I1). 

También incluye las cinco subunidades comunes y el heterodímero Rpac40/Rpac19, que es 

común a la ARN pol I y que comparte homología con las subunidades de la ARN pol II Rpb3 

y Rpb11, respectivamente (Tabla I1). Por último, el núcleo de la enzima contiene la subunidad 

Rpc11, específica de la ARN pol III pero que tiene cierta homología con la subunidad Rpb9 

de la ARN pol II y con el factor de transcripción TFIIS (Fernández-Tornero et al., 2011) y cuya 

función es participar en el reciclaje de la enzima hacia el promotor (Landrieux et al., 2006; 

Vannini et al., 2010). La subunidad Rpc11 también es importante para la escisión del ARN 

naciente (Huang et al., 2005). 

 El heterodímero Rpc17/Rpc25, homólogo de los heterodímeros Rpb4/Rpb7 de la ARN 

pol II y Rpa14/Rpa43 de la ARN pol I, se une al núcleo y forma un tallo o stalk que favorece 

el inicio de la transcripción e interacciona con el ARN naciente (Siaut et al., 2003).  

 La ARN pol III contiene cinco subunidades específicas: Rpc82, Rpc53, Rpc37, Rpc34 

y Rpc31. Estas cinco subunidades se organizan en dos subcomplejos diferentes que se 
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asocian con el núcleo de la enzima. Por un lado, está el heterotrímero Rpc31/Rpc82/Rpc34, 

que presenta cierta homología con el factor de transcripción TFIIE y participa en la iniciación 

de la transcripción (Carter and Drouin, 2010). Las subunidades Rpc82 y Rpc34 están 

relacionadas con las proteínas Tfa1 y Tfa2 del factor TFIIE (Carter and Drouin, 2010). Ambas 

subunidades podrían interaccionar con el ADN gracias a que poseen dominios WH que 

sobresalen por fuera de la estructura del núcleo (Hoffmann et al., 2015). Rpc82 podría actuar 

a modo de puente en la estructura de la enzima para conectar la región de la grapa con el 

tallo (Hoffmann et al., 2015). Rpc34 participa en el reclutamiento de la ARN pol III en los genes 

porque interacciona físicamente con el factor de transcripción Brf1 (Brun et al., 1997). Por otro 

lado, el heterodímero Rpc37/Rpc53 se une al lóbulo de Rpc128 y a la hendidura (Fernández-

Tornero et al., 2011). Presenta homología con el dímero Rpa49/Rpa34.5 en la ARN pol I y al 

factor de transcripción TFIIF en la ARN pol II (Carter and Drouin, 2010; Kuhn et al., 2007). Su 

localización en la estructura de la enzima es similar a la que ocupa el factor TFIIF en el PIC 

de la ARN pol II (Carter and Drouin, 2010; Vannini et al., 2010) y parece tener funciones 

similares. Participa en la apertura del promotor, en el reconocimiento de la señal de 

terminación y el reciclaje de la ARN pol III, así como en la elongación (Kassavetis et al., 2010; 

Landrieux et al., 2006; Vannini et al., 2010). Además, la subunidad Rpc53 se sitúa cerca del 

extremo 3’ del transcrito naciente y del centro activo de la enzima (Kassavetis et al., 2010). La 

estructura de la ARN pol III se muestra en la Figura I3. El proceso transcripcional de la ARN 

pol III se aborda con más detalle en el apartado 3 de esta Introducción.  

 

 

Figura I3. Estructura cristalográfica de la ARN pol III de S. cerevisiae. Esquema de las distintas subunidades 

que componen la ARN pol III y algunas de las regiones que forman las mismas. El cuadro contiene el código de 

colores para representar las subunidades. Extraído de (Hoffmann et al., 2015) 
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2.4. Ensamblaje y transporte de las ARN polimerasas 

 Los procesos de biogénesis y ensamblaje de las ARN polimerasas, así como su 

transporte al núcleo no se conocen con detalle. La mayor parte de los autores proponen que 

el ensamblaje de las ARN polimerasas ocurriría parcial o totalmente en el citoplasma y sería 

anterior al importe nuclear (Boulon et al., 2010; Garrido-Godino et al., 2022; Garrido-Godino 

et al., 2021; Gómez-Navarro and Estruch, 2015; Mirón-García et al., 2013; Wild and Cramer, 

2012). Los modelos propuestos tanto en levaduras como en humanos se basan en los 

conocimientos previos del proceso de ensamblaje in vitro de la ARN pol bacteriana (Wild and 

Cramer, 2012). Este comenzaría con la formación del dímero αα, que interaccionaría 

posteriormente con la subunidad β. A continuación, el módulo ααβ interaccionaría con la 

subunidad β’. Por último, la subunidad ω se asociaría estabilizando la subunidad β’ (Wild and 

Cramer, 2012).  

 En S. cerevisiae se ha propuesto un modelo similar para la biogénesis de la ARN pol 

II (Garrido-Godino et al., 2021). En dicho modelo, el subcomplejo Rpb3, formado por las 

subunidades Rpb3, Rpb10, Rpb11 y Rpb12, se correspondería con el dímero αα bacteriano. 

Este interaccionaría con el subcomplejo Rpb2, compuesto a su vez de las subunidades Rpb2 

y Rpb9 y que se correspondería con la subunidad β bacteriana. Por último, el subcomplejo 

Rpb3-Rpb2 se asociaría con el subcomplejo Rpb1, formado por las subunidades Rpb1, Rpb5, 

Rpb6 y Rpb8 y que se correspondería con las subunidades β’ y ω bacterianas. La subunidad 

Rpb6 (subunidad ω) actuaría estabilizando todo el complejo (Nouraini et al., 1996). 

Finalmente, el dímero Rpb4/Rpb7 se asociaría con el resto de la enzima (Garrido-Godino et 

al., 2022; Garrido-Godino et al., 2021; Wild and Cramer, 2012), aunque se puede disociar de 

esta (Armache et al., 2005). Teniendo en cuenta que las subunidades de la ARN pol II que se 

corresponderían con el módulo ααββ’ω bacteriano también están conservadas en la ARN pol 

I y III, se ha sugerido una ruta de ensamblaje similar, aunque con posibles diferencias, para 

estas dos enzimas (Garrido-Godino et al., 2021; Wild and Cramer, 2012).  

 En el caso de la ARN polimerasa III, el ensamblaje podría comenzar con la formación 

del dímero Rpac40/Rpac19 (Turowski and Boguta, 2021). Este dímero podría interaccionar 

con la subunidad Rpb10, formando el complejo Rpac40/Rpac19/Rpb10, similar al 

subcomplejo Rpb3 de la ARN pol II y al dímero αα bacteriano (Turowski and Boguta, 2021). 

Este complejo interaccionaría con Rpb12, y esta unión facilitaría la asociación de Rpc128 

(subunidad β bacteriana) (Turowski and Boguta, 2021). Se ha sugerido que el resto de 

subunidades del núcleo de la enzima se ensamblarían de un modo similar al de la ARN pol II 

(Garrido-Godino et al., 2021; Turowski and Boguta, 2021; Wild and Cramer, 2012). Se ha 

propuesto, además, que las subunidades específicas de la ARN pol III podrían tener un 

ensamblaje nuclear (Hardeland and Hurt, 2006). En el caso de la ARN pol I, se ha propuesto 
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que el ensamblaje sería citoplasmático y ocurriría a través una ruta similar a la de las otras 

dos enzimas en S. cerevisiae (Garrido-Godino et al., 2021; Schneider and Nomura, 2004; Wild 

and Cramer, 2012), aunque en células de mamífero se ha propuesto que el ensamblaje 

ocurriría directamente en el promotor de los genes (Dundr et al., 2002). 

 Los estudios de los últimos años han puesto de manifiesto la necesidad de factores 

para el proceso de ensamblaje de las ARN polimerasas. Algunos de ellos son específicos de 

una sola ARN pol, mientras que otros actúan en las rutas de ensamblaje de varias de ellas 

(Garrido-Godino et al., 2021). Entre los factores de ensamblaje específicos de la ARN pol II, 

se ha demostrado la participación del complejo R2TP, la chaperona Hsp90, la GTPasa Npa3, 

la fosfatasa del CTD Rtr1, y la proteína Rtp1 (Garrido-Godino et al., 2021). Por su parte, se 

ha demostrado que la proteína Rbs1 participaría en el ensamblaje y transporte de la ARN pol 

III (Cieśla et al., 2015). Existen otros factores de ensamblaje, como Gpn2, Gpn3 o Rba50, 

compartidos entre la ARN pol II y III (Garrido-Godino et al., 2021; Xie et al., 2022). La 

prefoldina-like Bud27 es el único factor conocido que participa en el ensamblaje de las tres 

ARN polimerasas (Mirón-García et al., 2013). 

 El transporte de las ARN polimerasas al núcleo es un proceso poco conocido. La ruta 

más importante de importe nuclear de la ARN pol II involucra a la proteína Iwr1, la cual se une 

al cleft de la enzima una vez que está totalmente ensamblada (Czeko et al., 2011). Iwr1 

transporta a la ARN pol II hacia el núcleo gracias a su señal NLS, y una vez allí, se disocia de 

la enzima para poder reciclarse y exportarse al citoplasma (Czeko et al., 2011). Algunas de 

las proteínas que participan en el ensamblaje también parecen estar involucradas en el 

transporte nuclear de la ARN polimerasa II, como Rtr1, Npa3 y Rtp1 (Garrido-Godino et al., 

2021; Gómez-Navarro et al., 2013; Staresincic et al., 2011). Además, se ha propuesto que el 

factor de ensamblaje Rbs1 podría participar también en el transporte de la ARN pol III hacia 

el núcleo (Cieśla et al., 2015). 

 El proceso de ensamblaje se resume en el modelo de la Figura I4, basado en la ARN 

pol II pero extensible a las otras dos ARN polimerasas.  
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Figura I4. Modelo de ensamblaje de la ARN pol II de S. cerevisiae. Se muestran las distintas subunidades y los 

subcomplejos que componen la enzima, así como los factores de ensamblaje que participan en el proceso (en 

color blanco). La proteína Rbs1 se muestra de color rosa, puesto que solo se ha demostrado su participación en 

el proceso de ensamblaje de la ARN pol III (Cieśla et al., 2015). El proceso comienza con la formación del 

subcomplejo 3, el cual interacciona después con el subcomplejo 2 y posteriormente con el 1. El dímero Rpb4/Rpb7 

se uniría al final y con la participación de Rtr1 (Garrido-Godino et al., 2022). El factor Iwr1 se une al centro activo 

de la enzima para facilitar su transporte al núcleo (Czeko et al., 2011). Tras el importe al núcleo, algunos factores 

se liberan y se reciclan al citoplasma, mientras que otros participan en el proceso transcripcional. Aunque este 

modelo está basado en la ARN pol II, se ha propuesto que el proceso de ensamblaje de las ARN polimerasas I y 

III debe ser similar. Adaptado de (Garrido-Godino et al., 2021). 

 

2.5. Cross-talk de las tres ARN polimerasas 

 La transcripción es un importante proceso celular altamente regulado y sincronizado. 

En S. cerevisiae, el 80% de toda la actividad transcripcional de las tres ARN polimerasas va 

destinado a la síntesis de componentes ribosómicos (Warner, 1999; Xiao and Grove, 2009). 

Para ello, la ARN pol I sintetiza el ARNr precursor 35S, que tras su procesamiento, da lugar a 

los ARNr maduros 25S, 18S y 5,8S. La ARN pol II sintetiza los ARNm de todas las proteínas 

ribosómicas. También sintetiza los ARNm de más de 250 proteínas y otros 80 ARNsno 

conocidos como RiBis (del inglés Ribosomal Biogenesis), que participan en la formación de 

los ribosomas. La ARN pol III sintetiza el ARNr 5S. La regulación de esta actividad 

transcripcional se consigue gracias a la coordinación de las tres ARN polimerasas (Bhargava, 
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2021; Briand et al., 2001; Michels and Hernandez, 2006). Dicha regulación implica que las 

células ajustan la cantidad de transcritos para la biogénesis de ribosomas en función de las 

condiciones de crecimiento y la disponibilidad de nutrientes (Lempiäinen and Shore, 2009; 

Mayer and Grummt, 2006; Michels and Hernandez, 2006). 

La producción de transcritos para la biogénesis de ribosomas está estrechamente 

ligada con la proliferación y el crecimiento celular (Lempiäinen and Shore, 2009). Las tres 

ARN polimerasas están coordinadas para producir las cantidades adecuadas de todos los 

transcritos necesarios para la biogénesis de ribosomas (Lempiäinen and Shore, 2009; Michels 

and Hernandez, 2006). En este sentido, varios estudios han documentado la existencia de 

una interconexión o cross-talk entre las maquinarias transcripcionales de las tres ARN 

polimerasas.  

Se ha descrito un cross-talk entre las ARN polimerasas I y II. La estabilización del 

dímero Rpa43-Rrn3 en una cepa de S. cerevisiae que provoca que la transcripción de la ARN 

pol I no se reprima tras un tratamiento de rapamicina (que bloquea la ruta de señalización 

TOR) conlleva que la transcripción de la ARN pol II, para la síntesis de ARNm de proteínas 

ribosómicas (RPs) y RiBis, no se vea afectada, aunque sí para resto de transcritos (Chédin et 

al., 2007; Laferte et al., 2006). Esto sugiere que la síntesis de transcritos de la ARN pol I, de 

algún modo modula positivamente la síntesis de ARNm de RPs por parte de la ARN pol II 

(Laferte et al., 2006). El cross-talk entre la ARN pol I y II también parece ir en sentido opuesto. 

La ausencia de Fhl1, una importante proteína reguladora de la síntesis de ARNm de RPs, 

redujo la transcripción de la ARN pol II y también la de la ARN pol I (Rudra et al., 2005). En 

línea con lo anterior, Fhl1 forma parte de un complejo compuesto por Utp22 y Rrp7, encargado 

del procesamiento de ARNr (Rudra et al., 2007). Por lo tanto, Fhl1 podría ejercer alguna 

función en el cross-talk entre el procesamiento del ARNr y la síntesis ARNm de proteínas 

ribosómicas. 

También se ha sugerido la existencia de un cross-talk entre las ARN polimerasas II y 

III. Se ha demostrado in vitro que la presencia de proteínas ribosómicas modula positivamente 

la síntesis de ARNts por la ARN pol III (Dieci et al., 2009). En este sentido, el factor de 

transcripción de la ARN pol II, TFIIS, se asocia a la mayor parte de los genes de la ARN pol 

III (Ghavi-Helm et al., 2008). Además, algunos mutantes de DST1, gen que codifica TFIIS, 

muestran defectos transcripcionales de las ARN polimerasas II y III (Ghavi-Helm et al., 2008). 

Recientemente, un estudio proteómico para la identificación del interactoma completo de la 

maquinaria transcripcional de la ARN pol III ha permitido identificar numerosas proteínas, 

factores de transcripción y remodeladores de cromatina que podrían estar compartidos entre 

las ARN polimerasas II, pero también con la III (Bhalla et al., 2019). 
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También se ha propuesto la existencia de un cross-talk entre las ARN polimerasas I y 

III. La desregulación de la ARN pol I provoca una desregulación de la síntesis del ARNr 5S 

(Laferte et al., 2006). En el interactoma de la maquinaria transcripcional de la ARN pol III 

propuesto por Bhalla et al, también se identificaron varias proteínas reguladoras de la ARN 

pol I, que podrían estar, por tanto, compartidas entre ambas ARN polimerasas (Bhalla et al., 

2019). Este cross-talk entre las ARN polimerasas I y III parece ir en ambas direcciones, puesto 

que se ha demostrado que mutantes rpc160 provocan defectos transcripcionales de la ARN 

pol I, del mismo modo que mutantes rpa190 provocan defectos en la síntesis de pre-ARNt 

(Briand et al., 2001). 

Aunque no se conocen los mecanismos precisos del cross-talk de las tres ARN 

polimerasas, numerosas líneas de evidencia sugieren que la vía TOR (del inglés Target Of 

Rapamycin) podría ser un regulador central (Lempiäinen and Shore, 2009; Mayer and 

Grummt, 2006; Michels and Hernandez, 2006). La rapamicina inhibe la transcripción de las 

tres ARN polimerasas (Powers and Walter, 1999; Zaragoza et al., 1998), aunque lo hace 

mediante mecanismos diferentes. Se ha demostrado que la vía TOR regula la interacción del 

factor Rrn3 con la ARN pol I y el reclutamiento de esta al promotor (Claypool et al., 2004). En 

S. cerevisiae, el complejo TORC1 modula la actividad de Hmo1, un factor de transcripción de 

la ARN pol I que también se asocia a algunos promotores de genes de RPs  (Berger et al., 

2007; Hall et al., 2006). Además, la vía TOR también modula negativamente la actividad de 

Crf1 y cuando se inhibe, Crf1 actúa como una proteína reguladora, uniéndose al factor Fhl1 y 

reprimiendo la síntesis de ARNm de RPs (Martin et al., 2004a). Todo esto sugiere que el cross-

talk entre las ARN polimerasas I y II podría estar regulado a través de la ruta TOR. En línea 

con lo anterior, Tor1 (componente de TORC1) se asocia a los promotores de los genes 35S, 

favoreciendo la transcripción de la ARN pol I (Li et al., 2006), así como a los promotores de 

los genes 5S, promoviendo la actividad de la ARN pol III (Wei et al., 2009). Además, 

favorecería la síntesis de pre-ARNts, ya que fosforila e inactiva a Maf1, el único regulador 

negativo conocido de la ARN pol III (Wei et al., 2009). Esto indica que el cross-talk de las ARN 

polimerasas I y III podría estar, al menos parcialmente, controlado por la vía TOR.  

3. El proceso transcripcional de la ARN pol III 

 La ARN pol III ha evolucionado para especializarse en la síntesis se transcritos cortos 

no codificantes, como los ARNt, el ARNr 5S y otros ARNs pequeños con diversas funciones. 

Puesto que muchos de sus transcritos son componentes esenciales para la traducción, la 

ARN pol III debe sintetizarlos con una tasa elevada y, al mismo tiempo, ser susceptible de una 

regulación precisa para reprimir la transcripción cuando las condiciones de crecimiento no 

sean favorables. La ARN pol III consigue alcanzar esta elevada tasa de síntesis gracias a la 
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eficacia durante el proceso de reiniciación y a la capacidad para mantenerse asociada de 

forma estable en el mismo gen durante varios ciclos de transcripción (Dieci et al., 2013).  

3.1. Genes diana de la ARN pol III 

 Como se ha mencionado anteriormente, la ARN pol III se encarga de la síntesis de 

ARNt, ARNr 5S, los ARNs no codificantes (ARNnc) de la partícula de reconocimiento de la 

señal scR1 y de la RNasa P (RPR1), el ARNsn U6 del espliceosoma y el ARNsno snR52 

(Arimbasseri and Maraia, 2016). Clásicamente, los genes de la ARN pol III en S. cerevisiae, 

se dividen en tres clases diferentes, en función del tipo de promotores que contengan (Shukla 

and Bhargava, 2018) (Figura I5). 

 Tipo 1: es el gen RDN5, cuyo transcrito es el ARNr 5S. Se caracteriza por no tener 

caja TATA y por tener promotores internos dentro del marco de lectura del gen. En S. 

cerevisiae, existe una región con cierta homología con la secuencia consenso de la 

caja A, que va desde la posición +50 hasta +61, aunque que no es imprescindible para 

la iniciación de la transcripción (Challice and Segall, 1989). La región imprescindible 

para el inicio de la transcripción se conoce como elemento de control interno o ICR 

(del inglés Internal Control Region). El ICR de este gen en S. cerevisiae está formado 

por una caja C de 14 nucleótidos de longitud (Acker et al., 2013; Challice and Segall, 

1989).  

 Tipo 2: Son los ADNt. Estos genes están desprovistos de caja TATA y contienen tanto 

caja A como B, ambas internas. La caja A se sitúa más cerca del sitio de inicio de la 

transcripción (Schramm and Hernandez, 2002). La distancia entre ambas cajas varía 

según el ADNt, y entre ellos suele situarse un intrón (Schramm and Hernandez, 2002). 

Dado que son elemtos internos, tanto la caja A como B se transcriben y dan lugar, 

respectivamente, a los brazos D y T del futuro ARNt maduro (Turowski and Tollervey, 

2016). En el caso de S. cerevisiae, existen hasta 275 genes dentro de esta categoría 

(Shukla and Bhargava, 2018). 

 Tipo 3: Estos genes se caracterizan por poseer caja TATA y porque suelen tener los 

promotores externos (Arimbasseri and Maraia, 2016; Schramm and Hernandez, 2002). 

El gen SNR6 es el único de los genes transcritos por la ARN pol III de S.cerevisiae 

que cuenta con una caja TATA aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción 

(Leśniewska and Boguta, 2017). Además, cuenta con cajas A y B, el primero de ellos 

dentro del marco de lectura del gen y el segundo, aguas abajo de la señal de 

terminación (Leśniewska and Boguta, 2017). 

En S. cerevisiae, además de los grupos de genes anteriormente mencionados, la ARN pol 

III transcribe otros genes que no se incluyen en ninguno de ellos. El gen más largo de todos 
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los que transcribe la ARN pol III en es SCR1, el cual contiene una caja A y una caja B internas, 

dentro del marco de lectura del gen (Leśniewska and Boguta, 2017). Los genes RPR1 y 

SNR52 también cuentan con cajas A y B, pero en este caso ambos elementos se encuentran 

aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción (Leśniewska and Boguta, 2017).  

 

 

Figura I5. Tipos de genes transcritos por la ARN pol III de S. cerevisiae. Esquema de los diferentes genes 

transcritos por la ARN pol III de S. cerevisiae, con sus respectivos promotores, identificados según los colores que 

se muestran en la leyenda. El gen RDN5 (Tipo 1) cuenta con cajas A y C internas, siendo la segunda imprescindible 

para la transcripción. Los ADNt (Tipo 2) cuentan con cajas A y B internas. El gen SNR6 (Tipo 3) es el único gen de 

la ARN pol III en S. cerevisiae con caja TATA. Extraído de (Shukla and Bhargava, 2018). 

 

3.2. Factores de transcripción de la ARN pol III 

 Los factores de transcripción asociados a la ARN pol III se describieron por primera 

vez en la década de 1980. Desde entonces, numerosos trabajos han puesto de manifiesto 

que la presencia de estas proteínas es imprescindible para la transcripción mediada por la 

ARN pol III. Estos factores son la proteína Pzf1 (TFIIIA), el complejo TFIIIB y el complejo 

TFIIIC.  

 3.2.1. TFIIIA 

 Está compuesto por una única proteína con dedos de zinc, de unos 40 kDa, llamada 

Pzf1 (Acker et al., 2013). Se ha demostrado que solo es necesario para la síntesis del ARNr 

5S, siendo prescindible para todos los demás (Camier et al., 1995). Su función es la de 

reconocer la región promotora interna ICR (caja C en S. cerevisiae) del gen RDN5, ocupando 

una región de 35 pares de bases, tras lo cual favorece el reclutamiento del factor TFIIIC (Acker 

et al., 2013; Braun et al., 1989). En S. cerevisiae, Pzf1 contiene nueve dedos de zinc, de los 

cuales los tres primeros son indispensables para su unión al ADN (Woychik and Young, 1992). 
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Uno de los dominios entre los dedos de zinc 8 y 9, de 81 aminoácidos de longitud, es esencial 

para la actividad de Pzf1, al parecer porque es el que permite el reclutamiento del factor TFIIIC 

(Rowland and Segall, 1998).  

 3.2.2. TFIIIC  

 Es un factor clave en el proceso transcripcional de la ARN pol III, interviniendo en todos 

los tipos de genes. Se trata de un factor flexible que reconoce y se une a las cajas A y B de 

los genes (Schultz et al., 1989). Después de asociarse con los promotores, favorece el 

reclutamiento del factor TFIIIB aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción (Lassar et al., 

1983). En el caso del gen RDN5, primero es necesaria la unión del factor TFIIIA al promotor, 

tras lo cual se recluta el complejo TFIIIC y posteriormente, TFIIIB (Braun et al., 1989). En S. 

cerevisiae, el factor TFIIIC está compuesto por seis proteínas diferentes organizadas en dos 

subcomplejos, todas ellas imprescindibles para su actividad in vivo (Leśniewska and Boguta, 

2017). Por un lado, está el subcomplejo τA, formado por las subunidades Tfc1, Tfc4 y Tc7 y 

encargado de unirse a la caja A (Ducrot et al., 2006). Por otro lado, está el subcomplejo τB, 

formado por las subunidades Tfc3, Tfc6 y Tfc8, y encargado de unirse a la caja B (Ducrot et 

al., 2006). Se ha sugerido que las subunidades encargadas del reconocimiento directo de las 

cajas A y B son, respectivamente, Tfc1 y Tfc3, por su proximidad al molde de ADN (Gabrielsen 

et al., 1989). Experimentos de co-inmunoprecipitación han demostrado que la subunidad Tfc4 

es la que permite el reclutamiento de los factores Brf1 y Bdp1 del complejo TFIIIB (Dumay-

Odelot et al., 2002). Se ha sugerido que el reclutamiento de TBP está mediado por la 

subunidad Tfc8 (Deprez et al., 1999). Dado que el complejo TFIIIC se encarga del 

reconocimiento de las secuencias promotoras y de reclutar al factor TFIIIB, juega un papel 

fundamental en la formación del complejo de preiniciación o PIC.  

 El papel del factor TFIIIC durante la elongación no está totalmente establecido. 

Estudios in vitro sugieren que el complejo TFIIIC permanecería unido al ADN durante todo el 

proceso transcripcional (Ruet et al., 1984), mientras que otros estudios sugieren lo contrario, 

de manera que el complejo TFIIIC se disociaría del ADN una vez completado el primer ciclo 

de transcripción y su función sería la de un factor de ensamblaje para el reclutamiento del 

complejo TFIIIB (Bardeleben et al., 1994; Kassavetis et al., 1990; Roberts et al., 2003). En 

línea con lo anterior, los estudios in vivo sobre la cantidad total del factor TFIIIC unido a los 

genes demuestran que es menor que la del factor TFIIIB o de la propia ARN pol III 

(Harismendy et al., 2003; Oficjalska-Pham et al., 2006). Otros estudios más recientes 

demuestran que en condiciones de crecimiento con fuentes de carbono no fermentables, hay 

mayor asociación del factor TFIIIC que de la ARN pol III en los genes (Cieśla et al., 2018). El 

restablecimiento de las condiciones óptimas de crecimiento hace que aumente la ocupación 
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de la ARN pol III y que baje la del factor TFIIIC en los genes, lo cual va en línea con la 

posibilidad de que el complejo TFIIIC se disocie del ADN durante la elongación (Cieśla et al., 

2018). 

 Aunque en la mayor parte de los genes no parece ser necesario durante la elongación, 

el factor TFIIIC podría tener una función en el correcto reciclaje de la ARN pol III al sitio de 

inicio de la transcripción en el caso del gen SCR1 (Ferrari et al., 2004). Por otra parte, se ha 

demostrado que el factor TFIIIC interacciona físicamente con la subunidad Rpc53 de la ARN 

pol III, por lo que podría tener alguna función en la terminación y el reciclaje (Braun et al., 

1992; Landrieux et al., 2006; Nagarajavel et al., 2013). Al factor TFIIIC se le ha atribuido 

también una función en la remodelación de la estructura de la cromatina que permitiría la 

transcripción de la ARN pol III, al menos para los genes SNR6 y SCR1, debido a que existe 

competencia entre la formación del PIC y de los nucleosomas (Dieci et al., 2002; Marsolier et 

al., 1995; Shivaswamy et al., 2004). Otras posibles funciones durante las demás etapas de la 

transcripción no han sido totalmente esclarecidas.  

3.2.3. TFIIIB 

 El factor de transcripción basal TFIIIB está formado por tres proteínas diferentes: TBP, 

Brf1 y Bdp1. No se ha demostrado la existencia de este complejo de manera estable en 

ausencia de ADN, ni tampoco puede ensamblarse en los promotores de los genes a menos 

que el factor TFIIIC se haya ensamblado previamente (Huet et al., 1994). TBP (o Spt15) es 

un factor de transcripción general cuya función abarca las tres ARN polimerasas. Brf1 es una 

proteína cuyo extremo N-terminal presenta bastante homología con el factor TFIIB de la ARN 

pol II (Kassavetis et al., 1998). La función de este dominio parece ser la de facilitar la extensión 

de la burbuja de transcripción más allá del sitio de inicio (Kassavetis et al., 2001). Su extremo 

C-terminal permite la interacción con las otras dos proteínas TBP y Bdp1, manteniendo la 

estabilidad del complejo (Kassavetis et al., 1998). Por su parte, Bdp1 es la única proteína del 

complejo TFIIIB cuya secuencia de aminoácidos no presenta homología con ningún elemento 

de las otras maquinarias de transcripción. Tan solo se ha detectado cierta homología entre 

una región de 60 aminoácidos y un dominio conocido como SANT (Aasland et al., 1996). Este 

tipo de dominios está presente en varias proteínas reguladoras de la transcripción, así como 

en remodeladores de cromatina, y está considerado como un dominio de unión a cromatina 

(Yang and Seto, 2008). Parte del dominio SANT de Bdp1 también interacciona con la 

subunidad Brf1 (Aasland et al., 1996). Recientemente se ha demostrado que la subunidad 

Bdp1 está fosforilada durante el proceso transcripcional y se desfosforila cuando las 

condiciones de crecimiento no son adecuadas (Lee et al., 2015).   
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 El complejo TFIIIB es reclutado por el factor TFIIIC aguas arriba del sitio de inicio de 

la transcripción y su función más importante es la de reclutar a la ARN pol III (Acker et al., 

2013; Dieci et al., 2013). También se ha sugerido que podría participar en la apertura del 

promotor para facilitar el inicio de la transcripción (Kassavetis et al., 2001). Es, por lo tanto, un 

elemento central en el proceso transcripcional de la ARN pol III.  

3.3. Mecanismo transcripcional de la ARN pol III 

 3.3.1. Formación del PIC e iniciación de la transcripción 

 El proceso transcripcional de la ARN pol III comienza con la formación del PIC en el 

gen diana. Como se ha comentado anteriormente, la subunidad Tfc1 del factor de 

transcripción TFIIIC reconoce la secuencia de la caja A y las subunidades Tfc3 y Tfc6 

reconocen la secuencia de la caja B, ya que ambas cajas están presentes en todos los genes 

de la ARN pol III, excepto en RDN5 (Acker et al., 2013; Dieci et al., 2013). En el caso del gen 

RDN5, primero se asocia el factor TFIIIA a la caja C y posteriormente se recluta el complejo 

TFIIIC (Acker et al., 2013). Una vez se encuentra el complejo TFIIIC unido a los promotores, 

se recluta el factor TFIIIB, esencial para el inicio de la transcripción (Dieci et al., 2013; Turowski 

and Tollervey, 2016). El reclutamiento de TFIIIB comienza cuando la subunidad Tfc4 

de….interacciona con Brf1 (Leśniewska and Boguta, 2017). Entonces, TBP interacciona con 

Tfc8 y también con Brf1 (Leśniewska and Boguta, 2017). Por último, Bdp1 se recluta gracias 

a su interacción con Tfc4, que ya está unido a Brf1 (Leśniewska and Boguta, 2017). La unión 

de Bdp1 a Tfc4 podría requerir el reordenamiento del complejo TFIIIC y la disociación de la 

subunidad Tfc3 (Leśniewska and Boguta, 2017). El complejo TFIIIB queda entonces reclutado 

aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción. Varios estudios in vitro demuestran que el 

factor TFIIIB es por sí solo capaz de iniciar la transcripción de la ARN pol III, sin necesidad de 

la presencia del complejo TFIIIC (Bardeleben et al., 1994; Kassavetis et al., 1990). El complejo 

TFIIIB-ADN formado es muy estable, ya que resiste tratamientos de heparina o altas 

concentraciones salinas sin disociarse (Kassavetis et al., 1990). El factor TFIIIB recluta a la 

ARN pol III gracias a múltiples interacciones proteína-proteína. Brf1 interacciona con Rpc34 y 

Rpc17 (Schramm and Hernandez, 2002). Estas interacciones permiten que la ARN pol III se 

sitúe sobre el sitio de inicio de la transcripción. Los estudios de microscopía electrónica han 

permitido demostrar que durante la iniciación, la ARN pol III existe en dos conformaciones 

diferentes (Hoffmann et al., 2015). Esto indica dos etapas diferenciadas que se corresponden 

con un PIC cerrado y otro abierto (Hoffmann et al., 2015). En la conformación abierta la ARN 

pol III puede asociarse más eficazmente con el ADN molde. En la conformación cerrada, la 

estructura de la ARN pol III es similar a la que tiene durante la elongación (Hoffmann et al., 

2015). Tanto la subunidad Rpc34 como Rpc82 contienen dominios WH que interaccionan 
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directamente con el ADN, lo cual favorece la apertura del promotor (Hoffmann et al., 2015). 

Un reordenamiento de estos dominios aguas abajo del sitio de inicio de la transcripción 

favorece el cambio conformacional del centro activo de la ARN pol III que da paso a la 

elongación (Hoffmann et al., 2015). La estructura del complejo de preiniciación se muestra en 

la Figura I6. 

 

 

Figura I6. Esquema de la estructura del PIC en los genes tipo 1 y 2 de la ARN pol III. A) Estructura del PIC en 

los genes de ADNt (tipo 2). B) Estructura del PIC en el gen RDN5 (tipo 1). Las flechas de colores indican las 

interacciones entre los componentes del PIC. Extraído de (Schramm and Hernandez, 2002). 

 

3.3.2. Elongación 

 La mayoría de los genes que transcribe la ARN pol III tienen un tamaño inferior a las 

400 pares de bases, por lo que la elongación es una etapa muy corta. Un estudio reciente 

demuestra que hay mayor acumulación de la ARN pol III hacia la zona 5’ de los genes y otra 

ligera acumulación justo antes de la señal de terminación (Turowski et al., 2016). Este 

descubrimiento sugiere que durante la elongación, la ARN pol III pueda sufrir una atenuación 

o incluso una parada (Turowski et al., 2016). De manera interesante, las dos regiones donde 

la enzima parece experimentar una acumulación coinciden con las secuencias de las cajas A 

y B, incluso en aquellos genes en los que ambas cajas están separados por un intrón 
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(Turowski et al., 2016). Este hecho podría sugerir que el TFIIIC asociado a esas secuencias 

podría provocar una ralentización en el avance de la ARN pol III.  

 Como se ha mencionado anteriormente, existe cierta controversia sobre el papel del 

factor TFIIIC durante la elongación. Aunque un estudio in vitro sugiere que seguiría asociado 

al ADN durante la elongación (Ruet et al., 1984), la mayor parte de los trabajos in vitro e in 

vivo sugieren que se disociaría completamente del ADN una vez que comienza la elongación 

(Bardeleben et al., 1994; Cieśla et al., 2018; Harismendy et al., 2003; Kassavetis et al., 1990; 

Oficjalska-Pham et al., 2006; Roberts et al., 2003). La necesidad de disociar el complejo TFIIIC 

de los promotores podría explicar, en parte, el hecho de que se observe una acumulación de 

la ARN pol III en esas zonas.  

 3.3.3. Terminación y reciclaje 

 La señal de terminación de la ARN pol III consiste en un tramo de varias timinas 

presentes en la hebra no transcrita, que puede variar en longitud según la especie 

(Leśniewska and Boguta, 2017). Los genes de S. cerevisiae requieren, como mínimo, 6 

timinas para una adecuada terminación (Braglia et al., 2005). El tamaño de este tramo y los 

nucleótidos presentes a ambos lados de la señal de terminación influyen en la eficacia de la 

terminación (Arimbasseri et al., 2013). Se han identificado tres subunidades de la ARN pol III 

(Rpc53, Rpc37 y Rpc11) como las más importantes durante la terminación. El heterodímero 

Rpc37/Rpc53 participa en el reconocimiento de la señal de terminación (Landrieux et al., 

2006), mientras que la subunidad Rpc11 es necesaria para la escisión del ARN naciente 

(Huang et al., 2005). El dímero Rpc37/Rpc53 se disocia con facilidad del resto de la enzima 

(Lorenzen et al., 2007) y su falta hace que la enzima tenga problemas para reconocer la señal 

de terminación, generando una mayor proporción de transcritos aberrantes conocidos como 

readthrough (Landrieux et al., 2006). El mecanismo preciso de terminación no se conoce con 

exactitud, aunque se sabe que se produce una ralentización en el avance de la polimerasa 

cuando esta llega a la señal de terminación (Arimbasseri et al., 2013). Algunos estudios 

sugieren que podría formarse un complejo de preterminación o PTC (del inglés pre-termination 

complex), necesario para que el transcrito recién sintetizado sea liberado del centro activo de 

la ARN pol III (Arimbasseri and Maraia, 2015). Para ello, es necesario que las subunidades 

Rpc53, Rpc37 y Rpc11 interaccionen con la tercera y cuarta timinas de la señal de 

terminación. A continuación, el dominio C-terminal de la subunidad Rpc37 y la quinta timina 

permitirían la liberación del transcrito (Arimbasseri and Maraia, 2015). Los estudios de 

microscopía electrónica han confirmado estos resultados puesto que se ha observado que 

cinco residuos de Rpc37 interaccionan con las primeras cuatro timinas de la señal de 

terminación (Hoffmann et al., 2015). La terminación finaliza en el sitio canónico (séptima u 
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octava timina en S. cerevisiae), aunque se ha demostrado que se genera una pequeña 

proporción de transcritos readthrough, que se extienden entre 50 y 200 nucleótidos aguas 

abajo de la señal de terminación (Turowski et al., 2016). Estos transcritos readthrough son 

degradados rápidamente por el exosoma (Turowski et al., 2016).  

 El reciclaje y la elevada tasa de transcripción mediada por la ARN pol III es posible 

gracias a que el factor TFIIIB permanece unido al ADN de manera estable (Dieci et al., 2013). 

El reciclaje se define como el proceso mediante el cual la ARN pol III vuelve a ser reclutada 

en la misma molécula de ADN donde completó el primer ciclo de transcripción (Dieci et al., 

2013). Además, el correcto reconocimiento de la señal de terminación en el sitio canónico es 

necesario para un reciclaje eficaz. De lo contrario, la tasa de reciclaje de la ARN pol III se 

vuelve mucho más lenta (Dieci et al., 2013; Turowski and Tollervey, 2016). Un estudio 

demuestra que la presencia de los factores de transcripción TFIIIB y TFIIIC es necesaria para 

el reclutamiento de la ARN pol III al promotor durante el primer ciclo de transcripción y también 

para la rápida tasa de reciclaje de esta en los ciclos posteriores (Ferrari et al., 2004). Se ha 

demostrado que este proceso no es estocástico, sino que es específico debido a la unión de 

los factores de transcripción a las secuencias promotoras (Dieci et al., 2013). Los estudios in 

vitro demuestran que el factor TFIIIC es prescindible para el reciclaje de la ARN pol III en la 

mayoría de los genes, si bien es necesario en el caso de la transcripción de SCR1 (520 pares 

de bases aproximadamente) (Dieci et al., 2013). Además de los factores de transcripción 

basales, se ha demostrado que el dímero Rpc37/Rpc53, junto con la subunidad Rpc11, es 

imprescindible para el reciclaje de la ARN pol III (Landrieux et al., 2006). Por otra parte, se ha 

propuesto que la fosforilación de la subunidad Rpc53 tras la inhibición de la vía TOR podría 

interferir en el reciclaje de la ARN pol III (Lee et al., 2012). 

En la Figura I7 se muestran las diferentes interacciones en la maquinaria 

transcripcional de la ARN pol III durante la iniciación y el reciclaje. 
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Figura I7. Esquema de las interacciones proteína-proteína y proteína-ADN durante la iniciación y el reciclaje 

de la ARN pol III. Las flechas rojas indican interacciones proteína-proteína y las flechas azules indican 

interacciones proteína-ADN. Las flechas discontinuas indican interacciones hipotéticas. Extraído de (Dieci et al., 

2013). 

 

 3.3.4. Otras proteínas involucradas en la transcripción de la ARN pol III 

 Además de los factores de transcripción basales TFIIIA, TFIIIB y TFIIIC, se han 

descrito otras proteínas que tienen alguna función en la transcripción mediada por la ARN pol 

III. Se ha constatado la existencia de un factor de transcripción, conocido como TFIIIE, el cual 

actúa como potenciador de la transcripción in vitro de los genes ADNt y RDN5 (Dieci et al., 

1993). Se ha demostrado que participa también en la transcripción del gen SNR6 (Rüth et al., 

1996).  

Sub1 fue inicialmente identificado como un coactivador de la ARN pol II, aunque se ha 

descrito que mejora la transcripción de la ARN pol III in vitro (Wang and Roeder, 1998). 

Posteriormente, estudios de genome-wide demostraron que Sub1 se une tanto a genes de la 

ARN pol II como de la ARN pol III (Tavenet et al., 2009). La deleción de SUB1 provoca una 

caída en la transcripción de la ARN pol III, así como defectos en la ocupación de la ARN pol 

III y Bdp1 en los genes (Acker et al., 2014; Conesa and Acker, 2010; Rosonina et al., 2009; 

Tavenet et al., 2009). In vitro, Sub1 contribuye al reclutamiento de los factores TFIIIC y TFIIIB 

en los promotores de los ADNt, posiblemente gracias a interacciones físicas con subunidades 

de ambos complejos (Acker et al., 2014; Conesa and Acker, 2010). La función más importante 
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de Sub1 parece ser la de facilitar la iniciación y el reciclaje de la ARN pol III (Tavenet et al., 

2009).  

 Nab2 es una proteína esencial que se descubrió por ser un factor de unión al ARNm 

poliadenilado (Anderson et al., 1993). Posteriormente se descubrió que Nab2 favorece la 

transcripción de la ARN pol III gracias a que promueve la interacción del factor TFIIIB con el 

promotor (Reuter et al., 2015). Se ha demostrado que se une físicamente tanto a la ARN pol 

III como al factor TFIIIB (Reuter et al., 2015). Alelos mutantes de NAB2 provocan una menor 

ocupación de la ARN pol III en los genes (Reuter et al., 2015). Además, se le han propuesto 

otras importantes funciones, como el control sobre la neosíntesis de los transcritos de la ARN 

pol III (Schmid et al., 2012) o la degradación de transcritos aberrantes o readthrough (Turowski 

et al., 2016).  

 3.3.5. Remodelación de la cromatina 

 Uno de los elementos clave en el control de la regulación de la expresión génica es la 

cromatina. La cromatina se compone principalmente de unas proteínas básicas llamadas 

histonas, las cuales se organizan en unas estructuras denominadas nucleosomas. El núcleo 

de un nucleosoma está compuesto de un octámero formado por dos copias de histonas H2A, 

H2B, H3 y H4. La hebra de ADN se enrolla alrededor del octámero, dando casi dos vueltas 

completas, con 147 nucleótidos por vuelta. Cada octámero de histonas está enlazado con el 

siguiente gracias a un fragmento de ADN llamado lazo internucleosómico y a la histona H1. 

 La presencia de cromatina es, generalmente, represiva. Numerosos estudios in vivo e 

in vitro han demostrado que los factores de transcripción basal, los activadores, los 

coactivadores, represores y demás proteínas que participan en la transcripción son incapaces 

de unirse al ADN cuando este está condensado en nucleosomas. La estructura cromatínica 

viene determinada por cuatro factores fundamentales: posicionamiento de nucleosomas, 

remodelación de la cromatina, modificaciones de histonas y variantes de histonas. Los 

nucleosomas son, por tanto, un importante elemento de regulación génica. De hecho, las 

histonas poseen una elevada cantidad de residuos susceptibles de sufrir todo tipo de 

modificaciones postraduccionales, que en último término son los mecanismos que controlan 

la estructura cromatínica y, por tanto, la expresión génica (Smolle and Workman, 2013). Este 

conjunto de mecanismos que alteran la expresión génica sin modificar la secuencia de 

nucleótidos del ADN es lo que se denomina epigenética.  

 En el caso concreto de la ARN pol III, a diferencia de las otras dos ARN polimerasas, 

la mayor parte de los genes no tienen secuencias reguladoras aguas arriba del sitio de inicio 

de la transcripción (Orioli et al., 2012). Sin embargo, se ha demostrado que la actividad de la 

ARN pol III depende de la estructura de la cromatina en las regiones adyacentes a los genes 
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(Shukla and Bhargava, 2018; Yadon et al., 2010). Los genes ADNt en S. cerevisiae están 

desprovistos de nucleosomas en el tramo que corresponde a la región codificante, desde el 

sitio de inicio de la transcripción hasta la señal de terminación (Bhargava, 2013; Kumar and 

Bhargava, 2013). La mayoría de los genes de la ARN pol III tienen el tamaño aproximado de 

un nucleosoma. Como se ha comentado anteriormente, la asociación del factor TFIIIC a la 

unidad transcripcional puede ser la causa de la exclusión de los nucleosomas (Dieci et al., 

2002; Marsolier et al., 1995; Shivaswamy et al., 2004). En este sentido, en S. cerevisiae 

existen 29 pseudogenes de ARNt o TLEs (del inglés tRNA-like elements) que contienen 

secuencias promotoras incompletas y no se transcriben (Pavesi et al., 1994). In vivo, se ha 

demostrado que estos pseudogenes están ocupados por nucleosomas (Nagarajavel et al., 

2013). Los genes ADNt están libres de nucleosomas, excepto en las regiones flanqueantes. 

Se ha demostrado la existencia de un nucleosoma aguas arriba del sitio de inicio de la 

transcripción y de otro posicionado después de la señal de terminación en todos los ADNt 

(Kumar and Bhargava, 2013). Curiosamente, se ha demostrado que el nucleosoma que se 

posiciona aguas abajo lo hace en una posición variable en función del gen de ADNt, mientras 

que el que se posiciona aguas arriba lo hace en una posición fija (Kumar and Bhargava, 2013). 

Otros genes de la ARN pol III, como SNR6, muestran un posicionamiento de los nucleosomas 

muy similar a los ADNt, aun a pesar de tener unas secuencias promotoras algo diferentes 

(Figura I5) (Kumar and Bhargava, 2013). 

 La estructura cromatínica y el posicionamiento de nucleosomas depende de 

numerosos complejos proteicos. Uno de ellos es RSC (del inglés Remodels Structure of 

Chromatin), un complejo de 15 subunidades que pertenece a los remodeladores de cromatina 

ATP-dependientes (Cairns et al., 1996). Su subunidad catalítica es Sth1, mientras que las 

demás subunidades cuentan con varios dominios que podrían participar en el reclutamiento 

de otras proteínas a los genes diana (Saha et al., 2005).  

Los estudios de genome-wide han demostrado que RSC se une a las regiones 

adyacentes de los ADNt (Ng et al., 2002). La interacción física entre la subunidad Rsc4 y Rpb5 

(Soutourina et al., 2006) es necesaria para la transcripción de la ARN pol III (Kumar and 

Bhargava, 2013; Mahapatra et al., 2011). La deleción del dominio C-terminal de Rsc4 (rsc4-

Δ4) provoca la pérdida de interacción de RSC con la ARN pol III (Soutourina et al., 2006) y un 

aumento del posicionamiento de nucleosomas en muchos ADNts, lo que conlleva una caída 

en su actividad transcripcional (Kumar and Bhargava, 2013). La ausencia de la subunidad 

Sth1 provoca una menor ocupación de la ARN pol III en los genes y un aumento en el 

posicionamiento de los nucleosomas, y por lo tanto un descenso en la actividad transcripcional 

(Parnell et al., 2008). Teniendo en cuenta que los ADNt tienen poca presencia de nucleosomas 

y una elevada ocupación de RSC, y que la falta de actividad de RSC provoca un mayor 
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posicionamiento de nucleosomas, parece que la función principal de RSC es la de mantener 

una baja ocupación de nucleosomas para facilitar la transcripción de la ARN pol III (Parnell et 

al., 2008).  

El complejo FACT también juega un importante papel en la remodelación de la 

cromatina. En S. cerevisiae, está compuesto de tres subunidades: Spt16, Pob3 y Nhp6 

(Formosa et al., 2001). Nhp6 interacciona con los nucleosomas y recluta al heterodímero 

Spt16-Pob3 en esa región (Formosa et al., 2001). Diferentes estudios han puesto de 

manifiesto la importancia de Nhp6 para la transcripción tanto de SNR6 como de los ADNt 

(Acker et al., 2013). Nhp6 se asocia in vivo a los ADNt y favorece su expresión, posiblemente 

facilitando el reclutamiento del factor TFIIIB aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción 

(Braglia et al., 2007). Otros estudios sugieren que el complejo FACT regularía la transcripción 

de la ARN pol III actuando a modo de chaperona, favoreciendo el movimiento de la histona 

H2A.Z en el gen SUP4 (Mahapatra et al., 2011).  

Las proteínas Isw1 y Isw2 también participan en la remodelación de la cromatina de 

los genes de la ARN pol III. Se ha propuesto que ambas proteínas participan en el 

posicionamiento de nucleosomas de los ADNt (Kumar and Bhargava, 2013). Ambas proteínas 

parecen tener funciones antagónicas. Isw1 se encuentra asociada en el sitio de inicio de la 

transcripción de los ADNt, y su deleción (isw1Δ) conlleva un mayor posicionamiento de 

nucleosomas en esa región (Tirosh et al., 2010). La función de Isw1 podría ser la de mantener 

los ADNt con una baja ocupación de nucleosomas para facilitar la transcripción (Zentner et 

al., 2013). Por su parte, Isw2 se une aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción de los 

ADNt (Kumar and Bhargava, 2013) y su función es la de favorecer el reclutamiento de 

nucleosomas en esas regiones para reprimir la expresión de los genes (Whitehouse and 

Tsukiyama, 2006; Yadon et al., 2010). 

Las modificaciones de las histonas también juegan un importante papel en la expresión 

de los genes de la ARN pol III. La acetilación favorece la expresión de los genes, debido a 

que se eliminan cargas positivas de los residuos de lisina de las histonas, se genera una 

repulsión con el ADN (cargado negativamente) y la cromatina se relaja en esa región, 

permitiéndose el acceso a las zonas promotoras. Algunos estudios han demostrado que 

durante el crecimiento en fase exponencial en S. cerevisiae, la lisina en posición 56 de la 

histona H3 (H3K56) presente en la zona promotora de los ADNt se mantiene acetilada 

(Rufiange et al., 2007). La histona acetiltransferasa encargada de esta modificación es Rtt109, 

la cual se activa gracias a las chaperonas Asf1 y Vps75 (D’Arcy and Luger, 2011). En 

concordancia, se ha demostrado que tanto Asf1 como Vps75 se asocian a varios genes de la 

ARN pol III (Schwabish and Struhl, 2006; Selth et al., 2009). Aunque Rtt109 no parece 
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asociarse a los genes de la ARN pol III, su deleción provoca una menor ocupación de Bdp1, 

lo que sugiere que podría participar en la regulación de la expresión génica in vivo, tal vez 

acetilando las histonas libres cuando no están ensambladas en nucleosomas (Dhillon et al., 

2009; Selth et al., 2009). Del mismo modo, también se ha observado que las histona 

desacetilasas Hda1 y Hos2 se asocian in vivo a los ADNt (Mou et al., 2006; Venters et al., 

2011). 

 

3.4. Regulación de la actividad de la ARN pol III 

 En células creciendo exponencialmente, la síntesis de transcritos de la ARN pol III 

representa un 15% del total de la actividad transcripcional (Moir and Willis, 2013). La actividad 

de la ARN pol III se regula de manera muy precisa en respuesta a los cambios en las 

condiciones crecimiento. Este control se ejerce principalmente gracias al represor Maf1, 

aunque también debido a modificaciones postraduccionales de la subunidad Rpc53 de la 

propia enzima. 

 3.4.1. Maf1 

Maf1 es el único represor negativo conocido de la ARN pol III, conservado desde 

levaduras hasta humanos (Boguta, 2013; Pluta et al., 2001; Reina et al., 2006; Willis et al., 

2004). Se identificó por primera vez en un estudio de supresión génica, donde se aisló el alelo 

maf1-1 que reducía la eficacia del supresor SUP11 y provocaba un fenotipo de 

termosensibilidad cuando la cepa que lo portaba crecía en medios con fuentes de carbono no 

fermentables (Murawski et al., 1994). Maf1 se identificó poco tiempo después como un posible 

factor con funciones en la transcripción de la ARN pol III cuando se observó que la 

sobreexpresión de algunos fragmentos del gen RPC160 corregían los defectos de crecimiento 

del mutante maf1-1 (Boguta et al., 1997). 

La proteína Maf1 tiene tres dominios conservados en todos los organismos, llamados 

A, B y C (Pluta et al., 2001; Reina et al., 2006). Los dominios B y C están separados entre sí, 

en prácticamente todos los organismos, por unos 10 aminoácidos (Boguta, 2013). En cambio, 

la distancia entre los dominios A y B varía enormemente entre especies (Boguta, 2013). Estos 

dominios son exclusivos de Maf1, ya que no se ha encontrado homología con ninguna otra 

proteína (Boguta, 2013). Sin embargo, se desconoce su función exacta (Boguta, 2013). Un 

estudio propone que el dominio A de Maf1 es necesario para su interacción con la ARN pol III 

y el dominio B, para interaccionar con Brf1 (Reina et al., 2006). Maf1 es una proteína con 

movimiento núcleo-citoplasmático. En S. cerevisiae, la proteína Maf1 tiene dos secuencias de 

localización nuclear o NLS (del inglés Nuclear Localization Signal), una descrita cerca del 
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extremo N-terminal (NtNLS) y otra derca del C-terminal (CtNLS) (Pluta et al., 2001). La 

organización de la proteína Maf1 en diferentes especies se muestra en la Figura I8.  

 

 

Figura I8. Esquema de la proteína Maf1 en diferentes especies. A) Regiones de la secuencia de Maf1 con alta 

homología entre diferentes organismos. B)  Alineamiento de la región CtNLS en diferentes especies. Hs: Homo 

sapiens; Mm: Mus musculus; Dm: Drosophila melanogsater; Ce: Caenorhabditis elegans; Sc: Saccharomyces 

cerevisiae. Extraído de (Khanna et al., 2015). 

 

 En condiciones de crecimiento óptimas, Maf1 está localizado mayoritariamente en el 

citoplasma, aunque una pequeña parte es nuclear (Moir et al., 2006; Towpik et al., 2008). Su 

localización citoplasmática está controlada a través de dos mecanismos. Por un lado, la 

inactivación mediante fosforilación de sus dominios NLS (Moir et al., 2006). Por otro lado, el 

exporte nuclear de Maf1 fosforilado por la exportina Msn5 (Towpik et al., 2008). 

 El estado de fosforilación de Maf1 se corresponde con su localización celular. La forma 

fosforilada de Maf1 se corresponde con una localización citoplasmática, mientras que su 

forma desfosforilada es principalmente nuclear (Graczyk et al., 2011; Lee et al., 2009; Moir et 

al., 2006; Oficjalska-Pham et al., 2006; Roberts et al., 2006b; Wei et al., 2009). La forma 

desfosforilada de Maf1 es la forma “activa”, puesto que es la que ejerce la función represora 

sobre la ARN pol III (Graczyk et al., 2011; Oler and Cairns, 2012; Roberts et al., 2006b; Towpik 

et al., 2008). Cuando las condiciones de crecimiento son óptimas, Maf1 está fosforilado y 

retenido en el citoplasma gracias a la acción directa de varias kinasas. Se ha propuesto que 

Sch9 es la principal kinasa de Maf1, actuando a través de la vía TOR (Huber et al., 2009). 

Sch9 fosforila a Maf1 in vitro e interaccionan físicamente en una forma dependiente de 

rapamicina (Lee et al., 2009). También se ha descrito que PKA (Protein Kinase A) es una 
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importante kinasa de Maf1 (Moir et al., 2006). La kinasa TORC1 fosforila a Sch9 para controlar 

la actividad de Maf1 (Urban et al., 2007), aunque también se ha demostrado que fosforila 

directamente a Maf1 in vitro (Wei et al., 2009). La kinasa CK2 (Casein Kinase 2) se ha descrito 

que fosforila a Maf1 in vitro (Graczyk et al., 2011). La función de CK2, in vivo, es la de 

restablecer la actividad de la ARN pol III, fosforilando a Maf1 después de que ejerza su función 

represora en el núcleo en un medio con una fuente de carbono no fermentable (Graczyk et 

al., 2011). Todas estas kinasas contribuyen en mayor o menor grado a mantener a Maf1 

fosforilado e inactivo cuando las condiciones de crecimiento son óptimas, permitiendo así la 

actividad de la ARN pol III (Moir and Willis, 2013). 

Maf1 actúa como efector de diferentes rutas de señalización para reprimir a la ARN 

pol III (Ciesla et al., 2007; Oler and Cairns, 2012; Upadhya et al., 2002). Bajo diferentes 

situaciones de estrés como bloqueo de la vía TOR, daño en la pared celular, estrés del retículo 

endoplasmático o daño en el ADN, Maf1 se desfosforila, entra al núcleo y reprime la actividad 

de la ARN pol III (Ciesla et al., 2007; Oler and Cairns, 2012; Upadhya et al., 2002). Se ha 

sugerido que PP2A podría ser una de las fosfatasas de Maf1 (Oficjalska-Pham et al., 2006). 

Otro estudio propone que es PP4 (del inglés Protein Phosphatase 4) la principal fosfatasa de 

Maf1 (Oler and Cairns, 2012). PP4 es una serina/treonina fosfatasa de la familia de las PPPs 

(Phosphoprotein phosphatases), muy conservada en eucariotas y que participa en diversos 

procesos celulares esenciales (Cohen et al., 2005; Gingras et al., 2005; Heideker et al., 2007; 

Park and Lee, 2020). PP4 es un complejo de varias proteínas: Pph3, Psy2 y Psy4. Pph3 es la 

subunidad con actividad catalítica, mientras que la subunidad Psy2 tiene función reguladora, 

siendo ambas necesarias para la desfosforilación de Maf1 in vivo (Gingras et al., 2005; Oler 

and Cairns, 2012; Van Hoof et al., 2005). Psy4 participa en la desfosforilación de la histona 

H2A (Keogh et al., 2006). Se han descrito otras posibles subunidades reguladoras, como Rrd1 

o Tip41, que se asocian físicamente a Pph3 y son necesarias para la desfosforilación de Maf1 

(Gingras et al., 2005; Oler and Cairns, 2012; Van Hoof et al., 2005). PP4 controla la represión 

de la transcripción de la ARN pol III, integrando diferentes rutas de señalización para 

desfosforilar a Maf1 (Oler and Cairns, 2012). La regulación por fosforilación/desfosforilación 

de Maf1 se muestra en el modelo de la Figura I9. 

 



Introducción 

 
45 

 

 

Figura I9. Modelo propuesto sobre el control del estado de fosforilación, localización y actividad de Maf1. 

A) En condiciones óptimas de crecimiento, Maf1 se encuentra mayoritariamente fosforilado por la acción de las 

diferentes kinasas. En su estado fosforilado, Maf1 no tiene acción represora y es exportado del núcleo por Msn5. 

B) En condiciones de estrés, Maf1 se acumula en el núcleo y es desfosforilado principalmente por la fosfatasa 

PP4. Cuando está desfosforilado, Maf1 puede unirse a la ARN pol III y al factor TFIIIB inhibiendo la transcripción. 

Extraído de (Oler and Cairns, 2012). 

 

Se desconocen algunos aspectos del mecanismo de inhibición por parte de Maf1, 

aunque podría interferir con varias etapas del proceso transcripcional. Cuando Maf1 está 

localizado en el núcleo y está desfosforilado, se une físicamente al extremo N-terminal de la 

subunidad Rpc160 de la ARN pol III (Oficjalska-Pham et al., 2006; Pluta et al., 2001; Vannini 

et al., 2010). Esta unión de Maf1 provoca un reordenamiento del heterotrímero 

Rpc31/Rpc82/Rpc34 dentro de la estructura de la ARN pol III, impidiendo la asociación ARN 

pol III-TFIIIB, y así, reprimiendo la iniciación de la transcripción (Vannini et al., 2010) (Brun et 

al., 1997). De esta manera, Maf1 impide que la ARN pol III sea reclutada en los promotores 

de los genes (Vannini et al., 2010). La acción represora de Maf1, por tanto, no implicaría una 

inhibición de la actividad catalítica de la ARN pol III, sino que impide su asociación con el 

factor TFIIIB (Vannini et al., 2010). Se ha sugerido que Maf1 se uniría a la enzima durante la 

elongación (Vannini et al., 2010). Por otra parte, estudios in vitro demuestran que Maf1 inhibe 

el reclutamiento de TFIIIB por parte del complejo TFIIIC-ADN, y también impide el 

reclutamiento de la ARN pol III al complejo TFIIIB-TFIIIC-ADN (Desai et al., 2005). También 
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se ha demostrado que Maf1 coprecipita con el componente Brf1 del factor TFIIIB (Desai et al., 

2005; Pluta et al., 2001). Por último, experimentos de ChIP demuestran que Maf1 se une a 

los genes durante la represión, aunque no se ha establecido si es una consecuencia indirecta 

de su asociación con la ARN pol III (Oficjalska-Pham et al., 2006; Roberts et al., 2006b).  

3.4.2. Rpc53  

Aunque Maf1 es el principal regulador negativo de la ARN pol III, se ha demostrado 

que existen otros mecanismos de represión de la ARN pol III. El alelo mutante de MAF1 en el 

que se sustituyeron los residuos fosforilables por residuos de alanina (Maf17A), provoca que 

Maf1 esté permanentemente desfosforilado y con localización nuclear, reprimiendo a la ARN 

pol III (Huber et al., 2009). En estas condiciones, es necesario someter a las células a un 

tratamiento de estrés para lograr la completa represión de la ARN pol III (Huber et al., 2009). 

Este descubrimiento sugirió que debían existir mecanismos adicionales durante el proceso de 

represión para permitir la actividad de Maf1. Uno de estos mecanismos adicionales es la 

fosforilación de la subunidad Rpc53 de la ARN pol III, llevada a cabo por las kinasas Kns1 y 

Mck1, las cuales son efectores de la ruta TOR (Lee et al., 2012). Kns1 es el único miembro 

de la familia de kinasas LAMMER/Clk en S. cerevisiae (Padmanabha et al., 1991). Los niveles 

de Kns1 se mantienen bajos cuando está activa la vía TOR y aumentan cuando esta se inhibe 

(Lee et al., 2012). Por otra parte, Mck1 es uno de los cuatro miembros de la familia de las 

glucógeno-sintasa kinasas 3 o GSK3, la cual tiene importantes funciones en diversos 

procesos como el crecimiento celular, metabolismo basal o la apoptosis (Jope and Johnson, 

2004). Se ha demostrado que tanto Kns1 como Mck1 fosforilan a Rpc53 en diferentes 

condiciones de estrés, aunque actuando de manera secuencial (Lee et al., 2012). La deleción 

de KNS1 o MCK1 provoca que Rpc53 no se fosforile en ninguna condición de estrés (Lee et 

al., 2012). Cuando Rpc53 no se fosforila, se produce una atenuación de la represión de la 

ARN pol III (Lee et al., 2012). De manera interesante, se ha demostrado que la fosforilación 

de Rpc53 por parte de estas dos kinasas se lleva a cabo mediante un mecanismo 

independiente de Maf1 pero complementario a su actividad represiva (Lee et al., 2012). Se ha 

propuesto un modelo en el que la fosforilación de Rpc53 favorece un cambio conformacional 

de la enzima que facilita su interacción con Maf1, produciéndose la completa represión de la 

ARN pol III (Lee et al., 2012) (Figura I10). 
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Figura I10. Modelo propuesto sobre el control de la represión de la ARN pol III a través de la vía TOR. 

Cuando hay disponibilidad de nutrientes y la vía TOR está activa, Sch9 y PKA fosforilan a Maf1 manteniéndolo 

inactivo. Las kinasas efectoras de la vía TOR, Kns1 y Mck1, se mantienen a bajos niveles e inhibidas. Cuando la 

ruta TOR se bloquea, estas kinasas fosforilan a la subunidad Rpc53 de la ARN pol III, favoreciendo un cambio 

conformacional de la enzima que facilita la interacción con Maf1, el cual ha sido desfosforilado por PP4. Extraído 

de (Lee et al., 2012). 

 

4. Prefoldinas y prefoldinas-like 

 Las prefoldinas son una familia de proteínas conservadas en los eucariotas, 

originalmente descritas como cochaperonas capaces de capturar polipéptidos desplegados y 

transferirlos a las chaperoninas de clase II ATP-dependientes CCT (del inglés Chaperonin 

Containing TCP-1) (Kubota et al., 1994; Vainberg et al., 1998). Aunque no se han encontrado 

prefoldinas en bacterias, sí están presentes en arqueas, lo que sugiere que las prefoldinas 

eucariotas pueden tener su origen evolutivo en este grupo (Leroux et al., 1999). El complejo 

prefoldina típico está formado por seis subunidades: 2 de clase α (Pfd3 y Pfd5) y 4 de clase β 

(Pfd1, Pfd2, Pfd4 y Pfd6) (Figura I11 A). Su diana mejor caracterizada son los componentes 

del citoesqueleto (Geissler et al., 1998). El complejo prefoldina capta los monómeros 

desplegados de actina y de α y β tubulina, y se mantiene unido a ellos hasta que los transporta 

al complejo CCT (Geissler et al., 1998). Además de estas funciones, también se ha descrito 

que el complejo prefoldina en S. cerevisiae participa en la elongación de la transcripción de la 

ARN pol II (Millán-Zambrano et al., 2013). 

 Existen otras proteínas tipo prefoldina (prefoldina-like) que participan en el ensamblaje 

citoplasmático de complejos que no forman parte del citoesqueleto (Millán-Zambrano and 
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Chávez, 2014). En mamíferos, además del complejo prefoldina canónico, las subunidades 

PFDN2 y PFDN6 (Pfd2 y Pfd6 en S. cerevisiae, respectivamente) forman otro complejo con 

las proteínas UXT, RPB5, WDR92/Monad, PDRG1 y URI (Bud27 en S. cerevisiae) (Gstaiger 

et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2018b). Este complejo prefoldina-like adopta una 

conformación en la que todas las subunidades α y algunas β son sustituidas por polipéptidos 

prefoldina-like (Figura I11 B) (Millán-Zambrano and Chávez, 2014). El complejo prefoldina-like 

coopera funcionalmente con el complejo chaperona R2TP, el cual está formado por las 

subunidades RVB1, RVB2, PihD1 y hSpagh (Figura I11 B) (Kakihara and Houry, 2012). Entre 

las funciones del complejo prefoldina-like humano destacan su participación en el ensamblaje 

citoplasmático de la ARN pol II (Boulon et al., 2010) y el ensamblaje y estabilización de la 

kinasa relacionanda con complejo fosfatidilinositol-3 kinasa (Hořejší et al., 2010). Cabe 

mencionar que el complejo R2TP también existe en S. cerevisiae, aunque no se ha detectado 

la presencia del complejo R2TP-prefoldina-like en este organismo (Martínez-Fernández et al., 

2018b). 

 

 

Figura I11. Esquema de la estructura del complejo prefoldina y prefoldina-like en mamíferos. A) El complejo 

prefoldina en mamíferos y en S. cerevisiae está formado por 2 subunidades de clase α (Pfd3 y Pfd5, verde oscuro) 

y 4 de clase β (Pfd1, Pfd2, Pfd4 y Pfd6, verde claro). B) El complejo prefoldina-like (solo descubierto en mamíferos) 

está compuesto de las dos subunidades tipo β del complejo prefoldina (PFD6 y PFD2) y otros polipéptidos que 

sustituyen a las demás subunidades canónicas del complejo prefoldina (UXT, RPB5, WDR92/Monad, PDRG1 y 

URI). Este complejo se asocia al complejo chaperona R2TP (azul) para ejercer sus funciones. Extraído de (Millán-

Zambrano and Chávez, 2014). 
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4.1. La prefoldina-like Bud27/URI 

 La proteína URI (del inglés Unconventional RPB5 Interactor) humana, también llamada 

RMP (del inglés RPB5 Mediating Protein), de 508 aminoácidos, fue identificada por primera 

como un factor que interaccionaba con la subunidad común de las tres ARN polimerasas, 

RPB5 (Dorjsuren et al., 1998). Poco tiempo después se identificó el gen ortólogo de URI en 

S. cerevisiae (YFL023w), en un estudio donde se identificaron varios mutantes que 

presentaban un patrón de selección del sitio de gemación alterado (Ni and Snyder, 2001). Al 

gen YFL023w se le denominó BUD27 (BUD site selection 27) (Ni and Snyder, 2001).  

 4.1.1. Organización y localización de Bud27/URI 

Bud27 y su ortólogo humano URI, son miembros de la familia de prefoldinas que 

actúan como chaperonas ATP-independientes (Martínez-Fernández et al., 2015; Martínez-

Fernández et al., 2018b; Millán-Zambrano and Chávez, 2014). El gen URI en D. melanogaster 

sí es esencial y las mutaciones en C. elegans producen múltiples efectos somáticos, así como 

esterilidad (Kirchner et al., 2008; Parusel et al., 2006). El gen BUD27 de S. cerevisiae no es 

esencial para la viabilidad celular, aunque su deleción provoca una respuesta transcripcional 

alterada de genes mayoritariamente relacionados con el metabolismo de aminoácidos 

(Gstaiger et al., 2003).  

Tanto Bud27 como URI tienen tres regiones conservadas en su secuencia de 

aminoácidos: dominio prefoldina (PFD), dominio de unión a Rpb5 y caja URI (Figura I12) 

(Delgermaa et al., 2004; Martínez-Fernández et al., 2015; Mirón-García et al., 2013). Ninguno 

de esos dominios parece ser esencial para la función de Bud27 in vivo (Deplazes et al., 2009; 

Mirón-García et al., 2013). Sin embargo, el dominio PFD es importante para las funciones de 

Bud27. Permite la interacción de Bud27 con Pfd6 (Gstaiger et al., 2003), es importante para 

el papel de Bud27 en la elongación de la transcripción de la ARN pol II (Mirón-García et al., 

2014) y también para la interacción de Bud27 con el factor de iniciación de la traducción eIF1A 

(Deplazes et al., 2009). Además, se ha propuesto que el dominio PFD en URI es importante 

para su interacción con el complejo R2TP-prefoldina-like (Mita et al., 2013). El dominio de 

unión a Rpb5 es, como su nombre indica, necesario para la interacción de Bud27/URI con la 

subunidad común de las tres ARN polimerasas, Rpb5 (Gstaiger et al., 2003; Mirón-García et 

al., 2013; Mita et al., 2013). No se ha identificado una función clara para la caja URI, aunque 

su deleción parece afectar ligeramente la traducción (Deplazes et al., 2009). En humanos, se 

ha demostrado que la caja URI es necesaria para la interacción de URI con el factor de 

transcripción TFIIF (Wei et al., 2003). 
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Figura I12. Esquema de Bud27 en S. cerevisiae y URI en humanos. Se muestran las tres regiones conservadas: 

dominio prefoldina, dominio de unión a Rpb5 y caja URI. Se muestran, además, la señal de localización nuclear o 
NLS (Nuclear Localization Signal), la señal de exporte nuclear o NES (Nuclear Export Signal) y la señal de 
localización citoplasmática o CLS (Cytoplasmic Localization Signal). Extraído de (Martínez-Fernández et al., 
2018b). 

 

 Bud27/URI es una proteína con localización núcleo-citoplasmática. En cultivos 

celulares humanos se demostró que URI se mueve entre núcleo y citoplasma, aunque su 

localización mayoritaria es citoplasmática (Delgermaa et al., 2004). Esto concuerda con la 

presencia en la proteína URI de una señal de localización nuclear (NLS) y otra señal de 

localización citoplasmática (CLS) (Figura I11) (Delgermaa et al., 2004). Del mismo modo, 

también se demostró que aunque URI es principalmente citoplasmático en D. melanogaster, 

una pequeña parte se localiza en la cromatina, asociada a la ARN pol II (Kirchner et al., 2008). 

 La proteína Bud27 de S. cerevisiae fue originalmente descrita como citoplasmática 

(Deplazes et al., 2009). El grupo del Dr. Navarro demostró posteriormente que la deleción del 

dominio NES provocaba su acumulación en el núcleo (Mirón-García et al., 2013). Además, 

Bud27 tiene funciones relacionadas con la transcripción, lo que concuerda con su 

translocación al núcleo (Martínez-Fernández et al., 2020; Mirón-García et al., 2014; Vernekar 

and Bhargava, 2015). De manera interesante, la translocación de Bud27 al núcleo es 

independiente de la exportina Xpo1 y de la polarización de los microtúbulos, a diferencia de 

lo que ocurre con URI en células humanas (Mirón-García et al., 2013; Mita et al., 2013). 

 Por último, se ha descrito que URI sufre modificaciones postraduccionales, aunque la 

importancia de estas sobre su función no ha sido explorada en profundidad (Gstaiger et al., 

2003; Mita et al., 2013). 

 4.1.2. Bud27 interviene en la traducción  

 La traducción es un proceso celular esencial muy regulado en el que participan de 

forma coordinada los ribosomas, varios factores de traducción y chaperonas que se encargan 

del control y plegamiento de los polipéptidos de nueva síntesis (Frydman, 2001). Uno de los 

principales mecanismos de control de calidad traduccional consiste en la fosforilación del 
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factor de iniciación eIF2a por parte de la proteína Gcn2. Este mecanismo inhibe la traducción 

de muchas proteínas y ayuda en la activación de otros factores regulados por estrés, como 

Gcn4 (Albanese et al., 2006). En condiciones óptimas de crecimiento, la expresión de Gcn4 

está inhibida a nivel traduccional, manteniéndose bajos niveles de la misma. Bajo diferentes 

situaciones de estrés o carencia de nutrientes o aminoácidos, se dispara la expresión de 

Gcn4, el cual es un factor de transcripción que controla la expresión de varios genes 

relacionados con el metabolismo de los aminoácidos (Hinnebusch, 2005). 

 Bud27 contribuye a regular negativamente la expresión de Gcn4 (Deplazes et al., 

2009; Gstaiger et al., 2003). La deleción de BUD27 provoca un aumento en los niveles de la 

proteína Gcn4 (Gstaiger et al., 2003). La desrepresión de Gcn4 en una cepa mutante 

creciendo en condiciones óptimas es un factor indicativo de defectos en la iniciación de la 

traducción, y provoca lo que se conoce como fenotipo Gcd- (del inglés General control 

depressed) (Deplazes et al., 2009). Estos mutantes se caracterizan por presentar, además de 

una mayor expresión de Gcn4, una menor cantidad de complejo ternario o TC (del inglés 

Ternary Complex), que consiste en el ARNt iniciador de metionina (Met-ARNtiMet), el factor de 

iniciación eIF2 y el GTP, unidos a la subunidad menor del ribosoma, 40S , (Hinnebusch, 2005). 

Mutantes con defectos en la traducción presentan un crecimiento lento y termosensibilidad 

(Cuesta et al., 1998). Todos estos fenotipos están presentes en los mutantes bud27Δ 

(Deplazes et al., 2009; Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020; Mirón-García et 

al., 2013; Mirón-García et al., 2014). Además, la ausencia de Bud27 provoca que las células 

sean sensibles a drogas inhibidoras de la traducción como la paramomicina, higromicina B o 

la cicloheximida (Deplazes et al., 2009). Además, los mutantes bud27Δ presentan un perfil de 

polisomas alterado (Deplazes et al., 2009; Martínez-Fernández et al., 2020; Vernekar and 

Bhargava, 2015). 

 El papel de Bud27 se asocia con la iniciación de la traducción, ya que promueve el 

reclutamiento del TC a la subunidad 40S del ribosoma (Deplazes et al., 2009). Este proceso 

ocurre gracias a la interacción de Bud27 con el factor de iniciación de la traducción eIF1A y 

con los ribosomas (Deplazes et al., 2009). Bud27 también interacciona con chaperonas de la 

familia Hsp70 y Hsp40, como Ssb1 y Sis1, y con la prefoldina Pfd6 (Deplazes et al., 2009; 

Gstaiger et al., 2003; Mirón-García et al., 2013; Möckli et al., 2007). Esto sugiere que Bud27, 

al menos de manera indirecta, podría participar en el control de calidad co-traduccional y en 

el plegamiento proteico.  

 4.1.3. Bud27 participa en el ensamblaje citoplasmático de las tres ARN polimerasas 

 Bud27 es la primera proteína para la que se ha descrito su papel en la biogénesis y 

ensamblaje de las tres ARN polimerasas (Mirón-García et al., 2013). La ausencia de Bud27 
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provoca la acumulación citoplasmática de las tres ARN polimerasas (Martínez-Fernández et 

al., 2020; Mirón-García et al., 2013). La localización de Bud27 no influye en la localización de 

las ARN polimerasas, lo cual indica que Bud27 no participa en el transporte de estas enzimas 

al núcleo (Mirón-García et al., 2013). El papel de Bud27 sobre la biogénesis de las ARN 

polimerasas también es independiente de las prefoldinas (Mirón-García et al., 2013). Además, 

el papel de Bud27 en la biogénesis y ensamblaje de las ARN polimerasas es independiente 

del factor de transporte Iwr1 (Mirón-García et al., 2013). 

 Bud27 participa en este proceso en una vía dependiente de Rpb5, y es fundamental 

para el correcto ensamblaje de Rpb5 y Rpb6 en el núcleo de las ARN polimerasas (Mirón-

García et al., 2013). Una función similar se ha sugerido para el homólogo humano URI, al 

menos en el caso de la ARN pol II (Mirón-García et al., 2013; Mita et al., 2013). Por último, 

otros autores han descrito que Bud27 participa en la biogénesis de las subunidades Rpc160 

y Rpc128 y en el ensamblaje de la ARN pol III (Vernekar and Bhargava, 2015).   

4.1.4. Bud27 participa en la transcripción de las ARN polimerasas II y III 

Los mutantes bud27Δ presentan un fenotipo de sensibilidad a drogas que reducen la 

disponibilidad de nucleótidos para la trasncripción, como el 6-Azauracilo o el ácido 

micofenólico (Martínez-Fernández et al., 2020; Mirón-García et al., 2014). La deleción de 

BUD27 provoca una menor ocupación de la ARN pol II en múltiples genes, lo cual podría 

deberse, al menos parcialmente, a los defectos de ensamblaje de la enzima (Mirón-García et 

al., 2013; Mirón-García et al., 2014). Sin embargo, el grupo del Dr. Navarro demostró que los 

defectos transcripcionales provocados por la ausencia de Bud27 eran independientes de 

Rpb5 (Mirón-García et al., 2014). Bud27 se asocia a la cromatina e interacciona con Rpb1, la 

subunidad mayor de la ARN pol II, fosforilada en el dominio CTD tanto en Ser5-P como en 

Ser2-P (Mirón-García et al., 2014). Su ausencia provoca un patrón de fosforilación del CTD 

alterado, con una mayor proporción de Ser5-P y Ser2-P, lo cual indica problemas en la 

elongación de la transcripción (Mirón-García et al., 2014). BUD27 interacciona genéticamente 

con RSC4, RSC1 y RSC8 (Collins et al., 2007; Mirón-García et al., 2014) y a nivel de proteína, 

Bud27 interacciona físicamente con Sth1, todos ellos componentes del complejo remodelador 

de cromatina RSC (Mirón-García et al., 2014). La función de Bud27 podría ser la de mediar la 

interacción entre la subunidad Rpb5 de la ARN pol II y el complejo RSC, dado que la ausencia 

de Bud27 provoca una pérdida de esta interacción (Mirón-García et al., 2014). Esto puede 

ocurrir estableciéndose una asociación tripartita Rpb5-Bud27-RSC, que favorecería una 

adecuada conformación de la cromatina que permita la transcripción. 

De acuerdo a lo anteriormente mencionado, el trabajo de nuestro grupo muestra que 

la ausencia de Bud27 provoca una menor ocupación de la ARN pol II en los genes de RPs y 
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RiBis, así como una menor acumulación de ARNm de RPs (Martínez-Fernández et al., 2020). 

Curiosamente, Bud27 se une también a los genes de RPs y RiBis (Martínez-Fernández et al., 

2020). 

De manera similar a lo que sucede en el caso de la ARN pol II, se ha descrito que la 

deleción de BUD27 conlleva una menor ocupación de la ARN pol III en muchos de sus genes 

diana (Vernekar and Bhargava, 2015). Como consecuencia, hay una menor síntesis de 

transcritos de la ARN pol III (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020; Vernekar 

and Bhargava, 2015). La ausencia de Bud27 provoca una pérdida de interacción entre la ARN 

pol III y RSC (Vernekar and Bhargava, 2015). Por lo tanto, Bud27 podría, de nuevo, facilitar la 

interacción entre la ARN pol III y RSC para mantener una adecuada estructura de la cromatina 

que favorezca la transcripción.  

Se han descrito funciones para el homólogo humano de Bud27, URI, en la 

transcripción. Se ha descrito que URI actúa como un modulador positivo de la transcripción 

en D. melanogaster (Kirchner et al., 2008). En células humanas, URI modula la transcripción 

del receptor de andrógenos celular, actuando a modo de represor (Mita et al., 2011). También 

se ha descrito una función correpresora de URI en la transactivación de la proteína del virus 

de la Hepatitis B, HBx, debido a que interfiere en la interacción entre Rpb5 y TFIIB (Dorjsuren 

et al., 1998). Además, se ha propuesto que actúa como supresor de la activación de la 

transcripción de genes de la ARN pol II debido a su interacción con el factor general de 

transcripción TFIIF (Wei et al., 2003). 

4.1.5. Otras funciones de Bud27/URI 

La participación de Bud27 y URI en otros importantes procesos celulares se ha 

sugerido en base a varios trabajos. En S. cerevisiae, Bud27 podría tener un papel en los 

procesos de reparación del ADN (Muñoz-Galván et al., 2013). Por un lado, la deleción de 

BUD27 provoca una alteración en el sistema de recombinación de cromátidas hermanas 

(Muñoz-Galván et al., 2013). Por otro lado, la ausencia de Bud27 aumenta los niveles de la 

proteína Rad52, implicada en la reparación de roturas de doble cadena en el ADN en 

condiciones de crecimiento vegetativo y durante la meiosis (Muñoz-Galván et al., 2013).  

Se ha sugerido que Bud27 podría ser el elemento central de un complejo proteico que 

incluye a la histona desmetilasa Gis1, la cual participa en la regulación de genes en 

condiciones de falta de nutrientes en S. cerevisiae (Tronnersjö et al., 2007). Por último, se ha 

propuesto un papel oncogénico de la proteína URI humana (Burén et al., 2016; Mita et al., 

2016; Theurillat et al., 2011; Tummala et al., 2014). 
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4.1.6. Bud27/URI es un elemento de la ruta de señalización TOR 

 La ruta TOR es la principal vía de señalización celular que vincula la disponibilidad de 

nutrientes con procesos celulares como la transcripción, la traducción o la división celular 

(Loewith and Hall, 2011; Mayer and Grummt, 2006). La ausencia de nutrientes o de factores 

de crecimiento inhibe el funcionamiento de la vía TOR, lo que produce una inmediata 

respuesta transcripcional en la célula (Hardwick et al., 1999). La mayoría de los genes 

regulados a través de esta ruta están relacionados con el metabolismo y con la biosíntesis de 

aminoácidos (Hardwick et al., 1999) y con el control de la biogénesis de ribosomas (Martin et 

al., 2006) (ver siguiente apartado sobre la ruta TOR).  

Se ha propuesto que tanto Bud27 como URI participan en la respuesta transcripcional 

dependiente de la ruta TOR, concretamente en aquellos genes relacionados con la biosíntesis 

de aminoácidos (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020). Los trabajos del 

grupo del Dr. Navarro muestran que el mutante bud27Δ presenta unos 1000 genes 

desregulados, de los cuales aproximadamente un 30% coinciden con los que se alteran tras 

un bloqueo de la vía TOR (Martínez-Fernández et al., 2020). Los genes cuya expresión 

aumentó están relacionados con procesos biosintéticos, mientras que aquellos en los que su 

expresión disminuyó están relacionados con traducción, biogénesis de ribosomas y 

procesamiento de ARNr (Martínez-Fernández et al., 2020). En concordancia, otro trabajo 

anterior mostró que la inactivación de Bud27 provoca una desregulación de 39 genes, de los 

cuales 37 coinciden con los alterados tras un bloqueo de la vía TOR con rapamicina y/o por 

carencia de aminoácidos (Gstaiger et al., 2003). Según el mismo estudio, una parte de los 

genes de la ARN pol II desregulados contienen una secuencia consenso para Gcn4 (Gstaiger 

et al., 2003). Como se ha mencionado anteriormente, Gcn4 es un activador transcripcional de 

genes relacionados con la biosíntesis de aminoácidos (Hinnebusch, 2005). El hecho de que 

el perfil transcripcional del mutante bud27Δ mimetice parcialmente un bloqueo de la vía TOR 

con rapamicina, sugiere que Bud27 puede ser un elemento dentro de esta vía. Además, se 

ha demostrado que los niveles de Bud27 descienden tras una situación de carencia de fuentes 

de nitrógeno (Gstaiger et al., 2003), lo cual podría explicar las similitudes en la respuesta 

transcripcional del mutante bud27Δ y de la inhibición de la vía TOR. Finalmente, se ha 

demostrado que URI se fosforila a través de la vía TOR, aunque la función biológica de este 

hecho no se ha establecido todavía (Gstaiger et al., 2003; Mita et al., 2013).  

Las funciones de Bud27 se resumen esquemáticamente en la Figura I13. 
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Figura I13. Esquema de las diferentes funciones, tanto nucleares como citoplasmáticas, de Bud27 en S. 
cerevisiae. La prefoldina-like participa en el ensamblaje citoplasmático de las tres ARN polimerasas en una vía 

dependiente de Rpb5 (Mirón-García et al., 2013), en la iniciación de la traducción (Deplazes et al., 2009), en la 
transcripción de las ARN polmerasas II y III gracias a su interacción con RSC (Mirón-García et al., 2014; Vernekar 
and Bhargava, 2015), y se le han propuesto posibles funciones en la recombinación homóloga y la reparación del 
ADN (Muñoz-Galván et al., 2013). Además, se ha sugerido que sea un elemento de la vía TOR (Gstaiger et al., 
2003; Martínez-Fernández et al., 2020). Extraído de (Martínez-Fernández et al., 2018b). 

 

5. La ruta de señalización TOR. Aspectos generales 

 La ruta de transducción de señales TOR está conservada desde levaduras hasta 

humanos y es la vía más importante en la regulación del crecimiento, el metabolismo y la 

división celular (Loewith and Hall, 2011; Mayer and Grummt, 2006). Se descubrió gracias a la 

rapamicina, una droga producida por la bacteria Streptomyces hygroscopicus que provoca 

inmunosupresión, inhibición de la división celular y arresto del ciclo celular (Loewith and Hall, 

2011). La rapamicina se une físicamente a la proteína Fpr1 de S. cerevisiae y a FKBP12 en 

humanos (Crespo and Hall, 2002). El complejo Fpr1-Rapamicina interacciona físicamente con 

el complejo TORC1, bloqueando la cascada de señalización y sus efectores (Crespo and Hall, 

2002). Debido a las similitudes entre este bloqueo de la vía TOR por la acción de la rapamicina 

y el tratamiento de carencia de nutrientes sobre las células, se sugirió que la vía TOR controla 

el crecimiento, la división celular, la autofagia y la biogénesis de ribosomas en función de la 

disponibilidad de nutrientes y de otras señales de estrés (Mayer and Grummt, 2006).  
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 El gen TOR1 codifica una kinasa de la familia de las PI3K-like (del inglés 

Phosphatidylinositide 3-kinase) (Mayer and Grummt, 2006). Tor1 es una proteína de 2470 

aminoácidos, con un peso molecular aproximado de 280 kDa y cinco dominios bien 

diferenciados (Schmelzle and Hall, 2000). Tor1 tiene, desde el dominio N-terminal hasta el C-

terminal, varias repeticiones del dominio HEAT, un dominio FAT, un dominio FRB, el dominio 

kinasa con actividad catalítica y un dominio FATC (Schmelzle and Hall, 2000). El dominio 

FRB, de unos 100 aminoácidos, es el dominio de unión al complejo Fpr1-Rapamicina (Loewith 

and Hall, 2011). Tor1 es la kinasa del complejo TORC1, que cuenta además con las proteínas 

Lst8, Tco89 y Kog1 en S. cerevisiae (Loewith and Hall, 2011). El complejo TORC1 puede 

existir en una forma alternativa, en la que la proteína Tor2 sustituye a Tor1 (Loewith et al., 

2002). El complejo TORC1 se encuentra localizado principalmente en la membrana de la 

vacuola, el mayor orgánulo celular que actúa como reservorio de nutrientes (Urban et al., 

2007). También se ha descrito su presencia en mitocondrias, membrana del retículo 

endoplasmático y en la cromatina (Desai et al., 2002; Li et al., 2006; Wei et al., 2009). Como 

se ha mencionado anteriormente, la actividad de la vía TOR y del complejo TORC1 está 

controlada por la disponibilidad de nutrientes (fuentes de nitrógeno y carbono), por señales de 

estrés como estrés osmótico, estrés redox o cambios de temperatura y por la exposición a 

drogas como la rapamicina o la clorpromazina (Loewith and Hall, 2011). Otro de los elementos 

que controla la actividad de TORC1 es el llamado complejo EGO (del inglés Escape from 

rapamycin-induced growth arrest) (Dubouloz et al., 2005). El complejo EGO está compuesto 

de cuatro subunidades (Ego1, Ego3, Gtr1 y Gtr2), responde a los niveles celulares de leucina 

y, al igual que TORC1, se localiza principalmente en la membrana de la vacuola (Dubouloz et 

al., 2005).  

TORC1 controla, mediante fosforilación directa, una cascada de señalización con 

diversos efectores que actúan en múltiples procesos celulares. Aguas abajo de esta cascada 

de TOR se encuentra, entre otras proteínas, la kinasa Sch9 (Urban et al., 2007). Sch9 es 

sustrato directo de TORC1 y tiene importantes funciones en procesos tales como la 

biogénesis de ribosomas, la iniciación de la traducción o la entrada de las células en fase G0 

(Huber et al., 2009; Urban et al., 2007). TORC1 también modula la actividad de las fosfatasas 

tipo 2A, como PP2A o Sit4 (Jacinto et al., 2001; Jiang and Broach, 1999). Este control lo ejerce 

a través proteína esencial Tap42, el cual actúa a modo de regulador negativo (Jacinto et al., 

2001; Jiang and Broach, 1999). Gracias a las dos vías de Sch9 y Tap42, la ruta TOR regula 

a una gran cantidad de efectores modulando su actividad a través del cambio en su estado 

de fosforilación. De esta forma, la vía TOR controla procesos como la síntesis de proteínas, 

la transcripción de numerosos genes relacionados con los procesos biosintéticos, la autofagia 

o el ciclo celular (Loewith and Hall, 2011). Por ejemplo TORC1 controla la actividad de Fhl1, 
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Ifh1, Sfp1 o Rap1, todos ellos importantes factores de transcripción para la biogénesis de 

ribosomas (Fingerman et al., 2003; Marion et al., 2004; Martin et al., 2004b; Miyoshi et al., 

2003; Schawalder et al., 2004; Wade et al., 2004). También controla indirectamente, a través 

de la fosfatasa Sit4, la actividad del factor de transcripción Gln3, importante para la regulación 

de genes relacionados con el metabolismo del nitrógeno (Jacinto et al., 2001). Como se ha 

comentado anteriormente, TORC1 controla el estado de fosforilación de Maf1, 

mayoritariamente a través de Sch9 y PP4, para regular la represión de la transcripción de la 

ARN pol III (Oler and Cairns, 2012; Urban et al., 2007; Wei et al., 2009). Además, se ha 

demostrado que TORC1 se asocia directamente a la cromatina en las zonas promotoras de 

los genes de ADNr 35S y 5S, jugando un importante papel en su expresión (Li et al., 2006; 

Wei et al., 2009).  

 En S. cerevisiae, existe un parálogo del gen TOR1, llamado TOR2 que codifica la 

kinasa Tor2 (Loewith and Hall, 2011). Como se ha comentado anteriormente, Tor2 puede 

intercambiarse por la proteína Tor1 en el complejo TORC1, siendo este igualmente funcional 

(Loewith et al., 2002). Sin embargo, la proteína Tor2 forma parte de otro complejo, donde no 

es intercambiable por Tor1, llamado TORC2 (Wullschleger et al., 2005). Aunque las kinasas 

Tor1 y Tor2 son similares, sus respectivos complejos son funcionalmente diferentes (Loewith 

and Hall, 2011). El complejo TORC2 está formado por las subunidades Tor2, Avo1, Avo2, 

Avo3, Bit61 y Lst8, y es insensible a la rapamicina (Wullschleger et al., 2005). Actúa en una 

única vía, donde controla la síntesis de esfingolípidos, la endocitosis de algunos sustratos y 

la polarización de los monómeros de actina del citoesqueleto (Loewith and Hall, 2011). Por lo 

tanto, las funciones del complejo TORC2 también son las de promover el crecimiento celular, 

y puede que actúe de algún modo coordinado con el complejo TORC1 (Loewith and Hall, 

2011). Las funciones de ambos complejos en S. cerevisiae se muestran, de manera resumida, 

en la Figura I13. 
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Figura I14. Resumen de las funciones de los complejos TORC1 y TORC2 en S. cerevisiae. El complejo 

TORC1 controla y coordina procesos tales como la biogénesis de ribosomas, la traducción o la autofagia en función 

de la disponibilidad de nutrientes y las condiciones del medio. Por su parte, TORC2 controla principalmente la 

polarización de las subunidades de actina, para facilitar la expansión del citoesqueleto. Extraído de (Wullschleger 

et al., 2006). 
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OBJETIVOS 

 La transcripción es un importante proceso celular que permite la expresión de los 

genes y que es llevado a cabo en la mayoría de eucariotas por las ARN polimerasas I, II y III. 

La prefoldina-like Bud27 es una proteína tipo cochaperona que interacciona física y 

funcionalmente con la subunidad Rpb5, común a las tres ARN polimerasas. Nuestro grupo y 

otros autores hemos demostrado que Bud27 interviene tanto en el ensamblaje como en la 

transcripción de las tres ARN polimerasas. Además, también hemos propuesto que Bud27 

participa en la regulación de la transcripción a través de la vía TOR, de la cual forma parte.  

Basado en todo lo anterior, en el presente trabajo nos propusimos profundizar en el 

papel de Bud27 como coordinador de la actividad de las tres ARN polimerasas a través de la 

vía TOR, con especial atención a su papel en la regulación transcripcional de la ARN pol III.  

Los objetivos de este trabajo han sido: 

1. Determinar el papel de Bud27 como posible coordinador de la transcripción de las 

tres ARN polimerasas y la biogénesis de ribosomas, a través de la ruta TOR. 

2. Establecer la función de Bud27 en la regulación de la transcripción de la ARN pol III 

mediante su interconexión con el represor Maf1.  

3. Investigar la posible función de Bud27 en la formación de los complejos 

transcripcionales de la ARN pol III en cromatina. 
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OBJECTIVES 

Transcription is an important cellular process that enables gene expression and is 

carried out in most eukaryotes by RNA polymerases I, II and III. The prefoldin-like Bud27 is a 

cochaperone-like protein that physically and functionally interact with Rpb5, a common subunit 

to all three RNA polymerases. Our group and others have shown that Bud27 is involved in 

both the assembly and transcription of all three RNA polymerases. In addition, we have also 

proposed that Bud27 participate in transcription regulation as a component of the TOR 

pathway.  

For these reasons, we explored the role of Bud27 in coordinating the activity of the 

three RNA polymerases through the TOR pathway, with special attention to its role in the 

transcriptional regulation of RNA pol III.  

The objectives of this work are: 

1. To determine the role of Bud27 as a possible coordinator of the transcription of the 

three RNA polymerases and ribosome biogenesis, through the TOR pathway. 

2. To establish the function of Bud27 in the regulation of RNA pol III transcription 

through its interconnection with the Maf1 repressor.  

3. To investigate the possible function of Bud27 in the formation of RNA pol III 

transcriptional complexes in chromatin. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento  

 Los medios de cultivo y condiciones específicas de crecimiento para microorganismos 

en la elaboración de este trabajo se detallan a continuación: 

1.1. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento para Escherichia coli 

 Medio LB (Luria-Bertani): Es el medio de cultivo estándar para E. coli. Está compuesto 

de triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v) y NaCl 0,5% (p/v). Para la 

obtención de medio sólido (LB agar), se suplementó con agar 1,5% (p/v). En función 

de los requerimientos experimentales, al medio se le añadió ampicilina (100 μg/ml). 

 Medio SOC (Super Optimal broth with Catabolic repressor): Medio de cultivo 

típicamente empleado para la recuperación de las células tras la electroporación. 

Consta de triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), MgSO4 0,48% (p/v), 

glucosa 0,36% (p/v), NaCl 0,05% (p/v) y KCl 0,0186% (p/v). 

El cultivo de E. coli necesita una temperatura de 37ºC. Para el cultivo líquido, las células 

se incuban en un matraz en agitación (180-200 rpm). En el caso de cultivos en medio sólido 

(LB agar), las células se incuban en placas en estufas a 37ºC.  

1.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento para Saccharomyces cerevisiae 

 Medio completo YPD (Yeast Peptone Dextrose): Medio rico de crecimiento de 

levaduras. Está compuesto de glucosa 2% (p/v), peptona 2% (p/v) y extracto de 

levadura 1% (p/v). Para la obtención de medio sólido (YPD agar) se añadió agar 2% 

(p/v). Como alternativa, dependiendo de los requerimientos experimentales se 

sustituyó la glucosa por galactosa (YPGal). 

 Medio mínimo SD (Synthetic Dropout): Medio mínimo de crecimiento de levaduras. 

Está compuesto de base de nitrógeno de levadura YNB (Yeast Nitrogen Base) 0,17% 

(p/v), glucosa 2% (p/v) y sulfato de amonio 0,5% (p/v). Para la obtención de medio 

sólido (SD agar) se añadió agar 2% (p/v). Este medio necesita de la adición de 

vitaminas y aminoácidos detallados en la Tabla MyM 1, en función de las auxotrofías 

y/o prototrofías de cada cepa.  

 Medio de esporulación (SPO): Medio de cultivo para la esporulación de células 

diploides y obtención de células haploides. Contiene extracto de levadura 0,1% (p/v), 

glucosa 0,05% (p/v) y CH3CO2K 1% (p/v). Para la obtención de medio sólido se añadió 
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agar 2% (p/v). Este medio debe suplementarse con ¼ de las concentraciones 

habituales de aminoácidos (Tabla MyM 1).  

Las células de S. cerevisiae se cultivan a temperatura permisiva de 30ºC en agitación (180 

rpm) o en placas en estufas. En función de las condiciones experimentales, las células se 

incubaron a temperaturas restrictivas de 34ºC, 36ºC o 37ºC.  

1.3. Aminoácidos, vitaminas, antibióticos y drogas 

 1.3.1. Aminoácidos y vitaminas 

 Los aminoácidos y vitaminas empleados en este trabajo como suplementos de medios 

de cultivo se detallan en la Tabla MyM 1. 

Aminoácidos y vitaminas Concentración final (mg/l) 

Adenina 50  

Histidina 20  

Leucina 150  

Lisina 30  

Metionina 20  

Triptófano 20  

Uracilo 20  

Tabla MyM 1. Aminoácidos y vitaminas 

  

1.3.2. Antibióticos y drogas 

 Ácido 5-fluororótico (FOA). Droga utilizada como sistema de selección en levaduras 

(Boeke et al., 1984), basándose en la presencia del gen URA3 que codifica la enzima 

oritidina 5-fluoro-UMP fosfato descarboxilasa. Esta enzima convierte el ácido 

fluororótico en 5-fluoro-UMP, metabolito tóxico para la célula. Por tanto, aquellas cepas 

con un gen URA3 (cromosómico o plasmídico) no podrán crecer en un medio que 

contenga FOA. Por su parte, las cepas que no contengan el gen URA3 crecerán con 

normalidad. Mediante este mecanismo se pueden eliminar plásmidos de las células si 

estos contienen el gen URA3. El FOA se añade directamente al medio SD 

(suplementado con aminoácidos y vitaminas) a una concentración final de 0,5 mg/ml.  

 Geneticina (G-418). Compuesto aminoglucósido producido por la bacteria 

Micromonospora rhodorangea y cuyo mecanismo de acción es la inhibición de la 

traducción por parte del ribosoma 80S eucariota (Bar-Nun et al., 1983). Se emplea 

como marcador en la selección de células de eucariotas (Davies and Jimenez, 1980). 

Cuando se añade al medio YPD se hace a una concentración final de 200 μg/ml. 
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 Nourseotricina (ClonNat). Compuesto aminoglucósido producido por varias bacterias 

del género Streptomyces. Inhibe la síntesis de proteínas y ha sido utilizado como 

marcador en la selección de eucariotas (Goldstein and McCusker, 1999). Cuando se 

añade al medio YPD se hace a una concentración final de 200 μg/ml.  

 Rapamicina. Antibiótico macrólido producido como metabolito secundario por 

Streptomyces hygroscopicus (Vezina et al., 1975). El mecanismo de actuación de la 

rapamicina es la inhibición de la ruta de señalización TOR (del inglés Target Of 

Rapamycin) (Raught et al., 2001). Esta droga se añadió al medio YPD o SD 

suplementado con aminoácidos y vitaminas a una concentración variable dependiendo 

de los requerimientos experimentales. 

 Ácido micofenólico. Esta droga actúa reduciendo los niveles de nucleótidos presentes 

en la célula dificultando la elongación de la transcripción (Franklin and Cook, 1969). 

Se añadió al medio SD suplementado con aminoácidos y vitaminas a una 

concentración variable dependiendo de los requerimientos experimentales. 

 Cicloheximida. Este compuesto es producido por la bacteria Streptomyces griseus y 

actúa bloqueando la actividad peptidil transferasa de la subunidad mayor del ribosoma 

(Siegel and Sisler, 1964). Se añadió al medio SD suplementado con aminoácidos y 

vitaminas a una concentración variable dependiendo de los requerimientos 

experimentales. 

 Metil metanosulfonato (MMS). Es un agente alquilante del ADN, ampliamente utilizado 

para inducir daño al ADN y roturas de la doble hélice (Beranek, 1990). Se añadió al 

medio YPD a una concentración variable dependiendo de los requerimientos 

experimentales. 

 Hidroxiurea (HU). Es un compuesto que reduce la disponibilidad de nucleótidos, 

inhibiendo la replicación del ADN y provocando roturas de la doble hélice (Koc et al., 

2004). Se añadió al medio YPD a una concentración variable dependiendo de los 

requerimientos experimentales. 

 Fleomicina. Se utiliza para inducir daño al ADN y roturas de la doble hélice (Sleigh, 

1976). Se añadió al medio YPD a una concentración variable dependiendo de los 

requerimientos experimentales. 

 4-nitroquilona 1-óxido (4-NQO). Es una droga que mimetiza una exposición de las 

células a luz ultravioleta y que se emplea para producir roturas en la doble hélice de 

ADN y estudiar los mecanismos de reparación (Koske and Stich, 1973). Se añadió al 

medio YPD a una concentración variable dependiendo de los requerimientos 

experimentales. 
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2. Cepas, oligonucleótidos, plásmidos y anticuerpos 

2.1. Cepas de microorganismos 

2.1.1. Cepa de Escherichia coli 

 Para la electroporación de E.coli se empleó la cepa MC1066 (Martinez-Arias and 

Casadaban, 1983), cuyo genotipo se detalla a continuación: K-12 leuB6 A(lacIPOZY)X74 

trpC9830 pyrF74::Tn5 (Kmi) strA.  

2.1.2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae 

 El organismo usado en este trabajo ha sido la levadura Saccharomyces cerevisiae, 

ampliamente utilizado como modelo en investigación biológica (Karathia et al., 2011). Los 

nombres, genotipos y procedencia de las cepas usadas en el presente trabajo se describen 

en la Tabla MyM 2. 

 

Cepa Genotipo Origen 

AC1327 

HOΔ hml::ADE1 mata::hisG hmr::ADE1 his4::NAT-leu (Xho- 

to Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO ade1 lys5 ura3-52 

trp1::hisG pph3Δ::HPH 

(Villoria et al., 2019) 

AC1822 

HOΔ hml::ADE1 mata::hisG hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- 

to Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO ade1 lys5 ura3-52 

trp1::hisG 

(Villoria et al., 2019) 

AC1468 

HOΔ hml::ADE1 mata::hisG hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- 

to Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO ade1 lys5 ura3-52 

trp1::hisG rad51Δ::URA 

(Villoria et al., 2019) 

BY4741 MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 Euroscarf 

BY4742 MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 Euroscarf 

ISS2 
MATα his3-Δ200 lys2-Δ801 ura3-Δ52 trp1-Δ63 ade2-Δ101 

RPC160::13xMyc::kanMX6 
(Acker et al., 2014) 

MAF1-GFP 
MATa his3- Δ1 leu2- Δ0 met15- Δ0 ura3- Δ0 

MAF1::GFP::HIS3MX6 

Cedido por Dr. M. 

Boguta 

SCOC1836 
MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 

IMD2::TAP::HIS3MX6 

Cedido por Dr. O. 

Calvo 

Y14010 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YIL035C::kanMX4 

(pph3::kanMX4) 
Euroscarf 

YDL150W 

TAP 

MATa his3- Δ1 leu2- Δ0 met15- Δ0 ura3- Δ0 

RPC53::TAP::HIS3MX6 
Open Biosystems 
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YFGS3 

MATa Ade2-1 ura3-1 his3-11 trp1-1 leu2-3, FOB1::HIS3 

YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) número de copias ADNr 

∼190 

Este trabajo 

YFGS4 

MATa ADE2-1 ura3-1 his3-11 trp1-1 leu2-3, FOB1::HIS3 

YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) número de copias ADNr 

∼25 

Este trabajo 

YFNOL1 

MATα his3-Δ200 lys2-Δ801 ura3-Δ52 trp1-Δ63 ade2-Δ101 

RPC160::13xMyc::kanMX6 YFL023W::HIS3MX6 

(bud27::HIS3MX6) 

(Martínez-

Fernández, 2016) 

YFN105 
MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 trp1-Δ63 

YFL023W::kanMX4 (bud27::kanMX4) 

(Mirón-García et al., 

2013) 

YFN310 

MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 ura3-Δ0 trp1-Δ63 

RPA190::3xHA::HIS3 RPC160::13xMyc::TRP1 

RPB8::TAP::HIS3MX6 YFL023W::kanMX4 (bud27::kanMX4) 

Este trabajo 

YFN311 

MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-801 trp1-Δ63 ura3-52 

RPA190::3xHA::HIS3 RPC160::13xMyc::TRP1 

RPB8::TAP::HIS3MX6 

Este trabajo 

YFN316 
MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-801 met15-Δ0 ura3-Δ0 trp1-Δ63 

SPT5::TAP::HIS3MX6 YFL023W::kanMX4 (bud27::kanMX4) 
Este trabajo 

YFN317 
MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 trp1-Δ63 

SPT5::TAP:: HIS3MX6 
Este trabajo 

YFN334 
MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 trp1-Δ63 

YFL023W::kanMX4 (bud27::kanMX4) RPB8::ECFP::SpHIS5 

(Mirón-García et al., 

2013) 

YFN335 
MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 trp1-Δ63 

RPB8::ECFP::SpHIS5 

(Mirón-García et al., 

2013) 

YFN683 
MATa his3- Δ1 leu2- Δ0 met15- Δ0 ura3- Δ0 

YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 

(Martínez-

Fernández, 2016) 

YFN684 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YJL164C::kanMX4 

(tpk1::kanMX4) YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 

YFN685 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YPL203W::kanMX4 

(tpk2::kanMX4) YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 

YFN686 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YKL166C::kanMX4 

(tpk3::kanMX4) YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 

YFN687 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YHR205W::kanMX4 

(sch9::kanMX4) YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 

YFN688 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YAL016W::kanMX4 

(tpd3::kanMX4) YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 

YFN689 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YIL035C::kanMX4 

(cka1::kanMX4) YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 
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YFN690 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YPL180W::kanMX4 

(tco89::kanMX4) YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 

YFN691 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YIL035C::kanMX4 

(pph3::kanMX4) YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 

YFN734 
MATa his3- Δ1 leu2- Δ0 met15- Δ0 ura3- Δ0 

MAF1::GFP::HIS3MX6 YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 

YFN751 
MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 

PPH3::3xHA::HIS3 
Este trabajo 

YFN752 
MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 

PPH3::3xHA::HIS3 YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 

YFN787 
MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 

PPH3::3xHA::HIS3 PSY2::13xMyc::kanMX6 
Este trabajo 

YFN788 

MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 

PPH3::3xHA::HIS3 PSY2::13xMyc::kanMX6 

YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 

Este trabajo 

YFN800 

MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 

PPH3::3xHA::HIS3 PSY2::13xMyc::kanMX6 

PSY4::TAP::URA3 

Este trabajo 

YFN801 

MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 

PPH3::3xHA::HIS3 PSY2::13xMyc::kanMX6 

PSY4::TAP::URA3 YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 

Este trabajo 

YFN802 

HOΔ hml::ADE1 mata::hisG hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- 

to Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO ade1 lys5 ura3-52 

trp1::hisG YFL023W::kanMX4 (bud27::kanMX4) 

Este trabajo 

YFN803 

HOΔ hml::ADE1 mata::hisG hmr::ADE1 his4::NAT-leu-(Xho- 

to Asp718) leu2::HOcs ade3::GAL::HO ade1 lys5 ura3-52 

trp1::hisG pph3Δ::HPH YFL023W::kanMX4 

(bud27::kanMX4) 

Este trabajo 

YFN804 
MATa his3- Δ1 leu2- Δ0 met15- Δ0 ura3- Δ0 

RPC128::TAP::URA3 
Este trabajo 

YFN805 
MATa his3- Δ1 leu2- Δ0 met15- Δ0 ura3- Δ0 

RPC128::TAP::URA3 YFL023W::natNT2 (bud27::natNT2) 
Este trabajo 

YFN813 

MATa his3- Δ1 leu2- Δ0 met15- Δ0 ura3- Δ0 

RPC53::TAP::HIS3MX6 YFL023W::kanMX4 

(bud27::kanMX4) 

Este trabajo 

YFN815 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YDR007w::kanMX4  

(TRP1::kanMX4) PPH3-MYC::TRP1 
Este trabajo 

YFN831 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YDR007w::kanMX4  

(TRP1::kanMX4) PPH3-MYC::TRP1 BUD27-LytA::HIS3 
Este trabajo 
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Y11089 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YPL203W::kanMX4 

(tpk2::kanMX4) 
Euroscarf 

Y11261 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YJL164C::kanMX4 

(tpk1::kanMX4) 
Euroscarf 

Y11428 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YIL035C::kanMX4 

(cka1::kanMX4) 
Euroscarf 

Y12072 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YPL180W::kanMX4 

(tco89:: kanMX4) 
Euroscarf 

Y15016 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YKL166C::kanMX4 

(tpk3::kanMX4) 
Euroscarf 

Y16866 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YAL016W::kanMX4 

(tpd3::kanMX4) 
Euroscarf 

Y17202 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YDR007w::kanMX4  

(TRP1::kanMX4) 
Euroscarf 

Y17797 
MATα his3-Δ1 leu2-Δ0 lys2-Δ0 ura3-Δ0 YHR205W::kanMX4 

(sch9::kanMX4) 
Euroscarf 

Tabla MyM 2. Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo. 

 

2.2. Oligonucleótidos 

 Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo, clasificados por su aplicación, se 

encuentran en la Tabla MyM 3. 

Oligonucleótido Secuencia (5’  3’) Gen y/o región 

PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 

35S(prom)-501 TTCCGTATTTTCCGCTTCC Promotor 35S ADNr 

35S(prom)-301 CACTTGTACTCCATGACTAAACCC Promotor 35S ADNr 

35S-501 ATTTCCGGCAGCAGAGAGAC 35S ADNr, Región 5’  

35S-301 TTTCCCACCTATTCCCTCTTG 35S ADNr, Región 5’ 

35S-502 GGGTTTAGACCGTCGTGAGA 35S ADNr, Región 3’ 

35S-302 GCATGGATTCTGACTTAGAGG 35S ADNr, Región 3’ 

18S-501 CATGGCCGTTCTTAGTTGGT 18S ADNr 

18S-301 ATTGCCTCAAACTTCCATCG 18S ADNr  

25S-501 CAACCGGGATTGCCTTAGTA 25S ADNr 

25S-301 CACGGGATTCTCACCCTCTA 25S ADNr 

5S-501 GCGGCCATATCTACCAGAAA 5S ADNr 

5S-301 CTGAGTTTCGCGTATGGTCA 5S ADNr 
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pretRNALeu3(CAA)

-502 
GGCGCCTGATTCAAGAAATA 

ADNtLeu3; Por delante y 

dentro del intrón. Usado 

para analizar el pre-ARNt 

Leu3 

pretRNATrp(CCA)-

501 
CGACTCCAATTAAATCTTGGAAA 

ADNtTrp; Por delante y 

dentro del intrón. Usado 

para analizar el pre-ARNt 

Trp 

pretRNAIle(TAT)-

501 
GGTTTCCGAAGTTTCTGTGCC 

ADNtIle; Por delante y 

dentro del intrón. Usado 

para analizar el pre-ARNt 

Ile 

tRNALeu3(CAA)-

501 
GGTTGTTTGGCCGAGCGGTC 

ADNt Leu3. Usado para 

ChIP 

tRNALeu3(CAA)-

503 
GCGCCTGATTCAAGCTCAG 

ADNt Leu3; antes y 

después del intrón. 

Usados para analizar el  

ARNt Leu3 maduro 

tRNATrp(CCA)-502 GAGCTTTCGACTCCAAATCG 

ADNt Trp; antes y 

después del intrón. 

Usados para analizar el 

ARNt Trp maduro 

tRNALeu3(CAA)-

301 
TTCGAACTCTTGCATCTTACG ADNtLeu3; zona 3’  

tRNATrp(CCA)-301 GGAATTGAACCTGCAACCCT ADNt Trp; zona 3’ 

tRNAIle(TAT)-301 GGATTGAACCCACGACGG ADNt Ile; zona 3’ 

SCR1-501 CGGCCGGGATAGCACATAT SCR1 

SCR1-301 GACACACTCCATCCCCGAG SCR1 

PMA1p-503 AAAGGCCAAATATTGTATTATTTTCAA PMA1, región 5’ 

PMA1p-302 TTGGTGTTATAGGAAAGAAAGAGAAAA PMA1, región 3’ 

IntergChrV-F TGTTCCTTTAAGAGGTGATGGTGAT 
Intergénico  

(cromosoma V) 

IntergChrV-R GTGCGCAGTACTTGTGAAAACC 
Intergénico  

(cromosoma V) 

Retrotranscripción o transcripción reversa (RT) 
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tRNALeu3-302 GAGATTCGAACTCTTGCATCTT ADNt Leu3 

tRNATrp-302 TGAAACGGACAGGAATTGAACC ADNt Trp 

tRNAIle-302 CTCGAGGTGGGGATTGAACC ADNt Ile 

Deleción de genes mediante recombinación homóloga. 

BUD27-502 GAGGATAGGCGATGAGCTGCTC Promotor BUD27 

BUD27-302 TCAGCAGTTCCTCTAGTTTTATATCG Aguas abajo BUD27 

BUD27-303 CGAAGACTTGTACGAATAAGC Aguas abajo BUD27 

Dbud27_Fw TGTTGACCTGAAGTCCGCAG Promotor BUD27 

Dbud27_Rv CCTACAATCCTTACACCGAGCC Aguas abajo BUD27 

Análisis de marcadores 

KANB CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT 
KAN; región codificante. 

Cebador reverse 

KANC TGATTTTGATGACGAGCGTAAT 
KAN; región codificante. 

Cebador forward 

A1 TCATCAATATCACCCCAAGC MAT; región codificante 

alpha1 TACTTCGAAGCCTGCTTTCA MAT; región codificante 

MAT_reverse GCTTGTACCAGAGGAAGCAAA 
MAT; aguas abajo del 

codón de STOP 

Tabla MyM 3. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

 

2.3. Plásmidos 

Los plásmidos empleados para expresión, clonación o etiquetado de proteínas se 

detallan en la Tabla MyM 4. 

Plásmido 
Marcadores de 

levadura 
Origen 

pFL44L ORI (2μm) URA3 (Bonneaud et al., 1991) 

pFL44L-BUD27 ORI (2μm) URA3 Este trabajo 

pCM189 ORI (CEN) URA3 (Garí et al., 1997) 

pCM189-BUD27 ORI (CEN) URA3 (Mirón-García et al., 2013) 

pCM189-BUD27-GFP ORI (CEN) URA3 (Mirón-García et al., 2013) 

pCM189-BUD27ΔNES-GFP ORI (CEN) URA3 (Mirón-García et al., 2013) 

pCM189-BUD27ΔNLS-GFP ORI (CEN) URA3 Este trabajo 

pFL44L-RPB5 ORI (2μm) URA3 (Rubbi et al., 1999) 
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pBS1539 
Para etiquetado TAP 

en C-terminal. URA3 
(Puig et al., 2001) 

pFAa-13Myc-kanMX6 
Para etiquetado 13Myc 

en C-terminal. kanMX6 
(Longtine et al., 1998) 

pFA6a-His3MX6 

Para etiquetado 3HA 

en C-terminal. 

His3MX6 

(Longtine et al., 1998) 

Tabla MyM 4. Plásmidos utilizados en este trabajo. 

 

2.4. Anticuerpos 

Los anticuerpos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla MyM 5. 

Anticuerpos primarios 

Nombre Origen Epítopo 

Diluciones y 

cantidades según 

usos 

Referencia 

PAP 
Conejo  

(monoclonal) 
Etiqueta TAP 1:5000 para western blot Sigma-Aldrich 

TAP N-ter 
Conejo 

(policlonal) 

Etiqueta TAP. 

Región N-terminal 

1:200 para 

inmunofluorescencia 
Invitrogen 

c-Myc 

(9E10) 

Ratón 

(monoclonal) 

c-Myc humana 

Aminoácidos 408-

439  

1:3000 para western blot 

1:200 para 

inmunofluorescencia 

Santa Cruz 

Biotechnology 

HA (12CA5) 
Ratón 

(monoclonal) 

Etiqueta HA: 

YPYDVPDYA 

1:1000 para western blot      

2μl para IPs 
Roche 

HA high 

affinity 

(3F10) 

Rata 

(monoclonal) 

Etiqueta HA: 

YPYDVPDYA 

1:2500 para western blot  

1:200 para 

inmunofluorescencia 

Sigma-Aldrich 

LytA 
Conejo 

(policlonal) 
Etiqueta LytA 

1:1000 para western blot 

2μl para IPs 
Biomedal 

Pgk1 

(459250) 

Ratón 

(monoclonal) 

3-Fosfoglicerato 

quinasa 
1:7000 para western blot Invitrogen 

Histona H3 

(ab1791) 

Conejo 

(policlonal) 

Extremo C-terminal 

(100 aá) de la 

histona H3 humana 

1:10000 para western blot Abcam 

Rpb1 (CTD) 
Conejo 

(policlonal) 

Dominio C-terminal 

de la subunidad 
1:2000 para western blot 

Laboratorio del 

Dr. Navarro 
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Rpb1 de la ARN 

polimerasa II (CTD) 

de S. cerevisiae 

(Cuevas-

Bermúdez et al., 

2019)  

Rpa190 
Conejo 

(policlonal) 

Subunidad Rpa190 

de la ARN 

polimerasa I de S. 

cerevisiae 

1:2000 para western blot 

Cedido por 

Dr.Pierre 

Thuriaux 

Rpa34.5 
Conejo 

(policlonal) 

Subunidad Rpa34.5 

de la ARN 

polimerasa I de S. 

cerevisiae 

1:3000 para western blot 

Cedido por 

Dr.Pierre 

Thuriaux 

Rps6 

(ab40820) 

Conejo 

(policlonal) 

Proteína ribosomal 

S6 humana 
1:1000 para western blot Abcam 

Rps6-P 

(2211) 

Conejo 

(monoclonal) 

Serinas 235/236 

fosforiladas de la 

proteína ribosomal 

S6  humana 

1:3000 para western blot 
Cell Signaling 

Technology 

Maf1 
Conejo 

(policlonal) 
Proteína Maf1 1:10000 para western blot 

Cedido por Dr. 

Olivier Lefebvre 

Anticuerpos secundarios 

Nombre Conjugación Concentración Referencia 

Ratón IgG 

(H+L) 
Peroxidasa 1:10000 para western blot BioRad 

Conejo IgG Peroxidasa 1:10000 para western blot Sigma-Aldrich 

Rata Peroxidasa 1:5000 para western blot 
Santa Cruz 

Biotechnology.  

Conejo IgG 

Alexa (H+L) 
Alexa Fluor® 546 1:200 para Inmunofluorescencia Invitrogen 

Rata IgG 

(H+L) 
Alexa Fluor® 488 1:200 para Inmunofluorescencia Invitrogen 

Ratón IgG 

(H+L) 
Alexa Fluor® 488 1:200 para Inmunofluorescencia Invitrogen 

Tabla MyM 5. Anticuerpos utilizados en este trabajo. 
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3. Técnicas de manipulación de microorganismos 

3.1. Técnicas de manipulación de Escherichia coli. Electroporación 

 La cepa electrocompetente de E. coli MC1066 fue cultivada en medio líquido LB y 

transformada por electroporación. Para ello, se partió de 50 μl de células electrocompetentes 

(equivale aproximadamente a 1010 células/ml, en 10% de glicerol) y se añadió 1 μg de 

plásmido en una cubeta de electroporación estéril y fría, de 0,2 cm de anchura. Se les dio un 

pulso eléctrico de 4-5 milisegundos y un campo eléctrico de 12,5 kV/cm (MicropulserTM; 

BioRad), tras lo cual las células se resuspendieron en 1 ml de medio SOC (atemperado 

previamente a 37ºC) y se incubaron a 37ºC durante 1 hora. Las células transformadas fueron 

sembradas en placas de LB sólido suplementado con ampicilina (100 μg/ml).  

 Para la obtención de células electrocompetentes, todo el procedimiento se realizó en 

frío. Se partió de 1 litro de cultivo bacteriano en LB en fase exponencial (D.O.600~0,5-0,6). El 

cultivo se centrifugó a 5000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Las células se lavaron dos veces 

con 1 volumen de H2O MiliQ estéril fría y una vez más con 0,01 volúmenes de glicerol 10% 

(v/v) estéril frío. Por último, las células se resuspendieron en 1 ml de glicerol 10% (v/v) y se 

hicieron alícuotas de 50 μl que se congelaron rápidamente en N2 líquido y se almacenaron a 

-80ºC.  

3.2. Técnicas de manipulación de Saccharomyces cerevisiae 

 3.2.1. Transformación rápida 

 Este método se empleó para la transformación de plásmidos. Para ello, se usó el 

método descrito previamente por Chen et al,. (Chen et al., 1992). Se partió de 10 ml de células 

recogidas en fase exponencial (D.O.600~0,7-0,8) o bien directamente desde placa en el medio 

necesario. Las células se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos a temperatura 

ambiente, el pellet se resuspendió en 150 µl de PEG4000 40% (p/v), LiAc 0,2 M, DTT 0,05 M, 

y se añadieron 2 μg de ADN plasmídico. Las células se incubaron a 45ºC durante 45 minutos. 

Después, se centrifugaron a 3000 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente. El pellet de 

células obtenido se lavó con H2O MiliQ estéril y se centrifugó en las mismas condiciones que 

en el paso anterior. Finalmente, las células se resuspendieron en 200 µl de H2O MiliQ estéril 

y se sembraron en placas con medio sólido. El medio escogido para la siembra fue el 

necesario para poder seleccionar transformantes.  
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 3.2.2. Transformación por el método Acetato de Litio / ADN de cadena sencilla / 

Polietilenglicol 

 Este método se basa en otro previamente descrito por Gietz et al (Gietz et al., 1995), 

pero con algunas modificaciones. Este método sirve tanto para la transformación de levaduras 

con plásmidos como para la recombinación cromosómica con fragmentos de ADN. Se partió 

de un cultivo de 10 ml en fase exponencial (D.O.600 ~0,6-0,8) en YPD o SD. Las células se 

centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. El pellet obtenido se 

lavó primero con 0,1 volumen de H2O MiliQ estéril y después con 0,1 volumen de TE/LiAc (TE 

[TrisHCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH=7,5]; LiAc [LiAc 0,1 M, pH=7,5]). El pellet de células fue 

resuspendido en 50 μl de TE/LiAC y 300 μl de una solución 40% (p/v) PEG4000/TE/LiAc. 

Posteriormente se añadieron 50 μg de ADN de esperma de salmón (previamente hervido e 

incubado rápidamente en hielo para su desnaturalización) y 1 μg de ADN transformante 

(plasmídico o fragmento para recombinación). A continuación, se dio un breve vórtex y las 

células se incubaron durante 1 hora en un baño a 30ºC. Pasado ese tiempo, se sometieron a 

un choque térmico de 20 minutos en un baño a 42ºC. Tras el choque térmico, las células se 

centrifugaron y el pellet se lavó con 1 ml de H2O MiliQ estéril. Finalmente, las células se 

resuspendieron en 400 μl de H2O MiliQ estéril y se sembraron en placas con medio sólido. El 

medio en el que se sembraron fue el necesario para poder realizar la posterior selección de 

recombinantes/transformantes. Cuando dicho medio de selección incluía el antibiótico G-418 

o nourseotricina, previamente a la siembra, las células fueron resuspendidas en 1 ml de medio 

YPD líquido e incubadas a 30ºC en agitación durante 2 horas u overnight, con la finalidad de 

facilitar la expresión del gen de resistencia.  

 3.2.3. Preparación de células competentes y transformación por el método de Acetato 

de Litio / Sorbitol / Polietilenglicol 

 Alternativamente al método descrito en el apartado anterior, en ocasiones se utilizó 

este método que permite generar células competentes y guardarlas a -80ºC. Para la 

generación de células competentes con este método, se partió de un cultivo de 50 ml en fase 

exponencial (D.O.600 ~0,6-0,8) en YPD o SD. Las células se centrifugaron a 3000 rpm durante 

3 minutos a 4ºC. El pellet obtenido se lavó primero con 0,1 volumen de H2O MiliQ estéril y 

después con 10 ml de TE/LiAc (TE [TrisHCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8]; LiAc [LiAc 0,1 M, 

pH=8]). Las células se centrifugaron en las mismas condiciones que en el paso anterior y el 

pellet se resuspendió en 5 ml de TE/LiAc/Sorbitol (TE [TrisHCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8]; 

LiAc [LiAc 0,1 M, pH=8]; Sorbitol 1 M). Las células se centrifugaron en las mismas condiciones 

que en el paso anterior, el pellet se resuspendió en 750 µl de TE/LiAc/Sorbitol y se pasó a un 

tubo de 1,5 ml. Las células se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos a temperatura 

ambiente. El pellet se resuspendió en 360 µl de TE/LiAc/Sorbitol y se añadieron 50 μg de ADN 
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de esperma de salmón (previamente hervido e incubado rápidamente en hielo para su 

desnaturalización). En este paso se pueden hacer alícuotas de 50 µl y congelarlas hasta su 

uso a -80ºC. 

 Para la transformación, se cogieron 10 µl de células competentes del paso anterior, se 

les añadió 100-200 ng de ADN transformante y 185 µl de una solución 40% (p/v) 

PEG4000/TE/LiAc. A esta mezcla se le dio un breve vórtex y se incubó durante 1 hora en un 

baño a 30ºC. Pasado ese tiempo, a las células se les añadió 0,1 volúmenes de DMSO (20 µl) 

y se incubaron a 42ºC durante 15 minutos en un baño. Tras el choque térmico, las células se 

centrifugaron y el pellet se lavó con 1 ml de H2O MiliQ estéril. Finalmente, las células se 

resuspendieron en 400 μl de H2O MiliQ estéril y se sembraron en placas con medio sólido. El 

medio en el que se sembraron fue el necesario para poder realizar la posterior selección de 

recombinantes/transformantes. Cuando dicho medio de selección incluía el antibiótico G-418 

o nourseotricina, previamente a la siembra, las células fueron resuspendidas en 1 ml de medio 

YPD líquido e incubadas en un baño a 30ºC durante 2 horas u overnight, con la finalidad de 

facilitar la expresión del gen de resistencia. 

 3.2.4. Generación de cepas diploides 

 Para la obtención de cepas diploides, se realizaron cruces entre cepas haploides de 

signo sexual opuesto (MATa/MATα). Las células de ambas cepas haploides se 

resuspendieron conjuntamente en 50 μl de H2O MiliQ y se depositaron 5 μl en una placa con 

medio rico sólido YPD, tras lo que se incubaron en una estufa a 30°C, overnight. La posterior 

selección de células diploides de hizo en base a los marcadores de auxotrofía requeridos.  

 3.2.5. Esporulación 

 Para la esporulación de diploides y obtención de haploides, se utilizó el medio de 

esporulación SPO (ver apartado 1.2.). Este medio de cultivo es pobre en fuentes de carbono 

y nitrógeno y otros nutrientes, lo cual obliga a las células diploides a realizar la división 

meiótica que da lugar a 4 células hijas haploides contenidas en un asca. Para forzar esta 

esporulación, las células diploides se incubaron a 30ºC en medio SPO durante los días 

necesarios, hasta que se observaron ascas (tétradas) al microscopio. 

 3.2.6. Selección de haploides 

 La selección de células haploides tras la esporulación requiere en primer lugar la 

digestión del asca que las rodea. Para ello, se resuspendieron las ascas en 50 μl de H2O MiliQ 

estéril conteniendo Zimoliasa 20T (US Biological) a una concentración final de 1mg/ml y se 

incubaron en un baño a 37ºC durante 30 minutos. Pasado ese tiempo, se dio un vórtex suave 
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con el fin de disgregar las esporas y se sembraron en el medio selectivo adecuado para la 

discriminación de los haploides de interés.  

 La comprobación de la haploidía de las células se hizo verificando su signo sexual 

mediante PCR, utilizando los oligonucleótidos MAT_reverse, alpha1 y A1 (Tabla MyM 3). 

Además, por cruce con otra cepa haploide de signo sexual opuesto, se comprobó al 

microscopio la formación o no de diploides y la aparición de tétradas.  

 3.2.7. Generación de nuevas cepas mediante deleción de genes o etiquetado de 

proteínas 

 Tanto la deleción de genes como el etiquetado se realizaron por recombinación del 

producto de ADN de interés amplificado por PCR con una región cromosómica de secuencia 

homóloga. 

 Para la deleción de genes, se amplificó por PCR la región con el gen de resistencia a 

G-418 o a nourseotricina con oligonucleótidos aguas arriba del codón de inicio y aguas abajo 

del codón de STOP. Este amplicón de PCR contiene el gen de resistencia y está flanqueado 

por regiones se secuencia homóloga al gen que quiere ser delecionado. Utilizando este 

sistema se han generado las cepas YFGS3, YFGS4, YFN802, YFN803 y YFN813 (Tabla MyM 

2): se amplificó el gen de resistencia a G-418 o a nourseotricina desde ADN genómico de otra 

cepa bud27Δ::natNT2 o bud27Δ::KanMX4 con oligonucleótidos aguas arriba y aguas debajo 

del gen BUD27 (Tabla MyM 3). Las cepas generadas de esta forma se comprobaron por PCR 

con oligonucleótidos específicos (Tabla MyM 3) y por la resistencia correspondiente.  

 El etiquetado de determinadas proteínas se hizo amplificando el fragmento de ADN 

recombinante desde plásmidos o desde ADN genómico. El etiquetado de las cepas YFN751, 

YFN752, YFN787, YFN788, YFN800 y YFN801 (Tabla MyM 2) se realizó amplificando el 

casete correspondiente con oligonucleótidos específicos desde los plásmidos pFAa-13Myc-

kanMX6 y pFA6a-His3MX6 (Longtine et al., 1998) o bien desde el plásmido pBS1539 (Puig et 

al., 2001) (Tabla MyM 4). El etiquetado de las cepas YFN804, YFN805, YFN809 y YFN810 se 

realizó amplificando por PCR un fragmento del gen de interés junto con la etiqueta y el 

marcador a partir de ADN genómico de una cepa preexistente, usando oligonucleótidos de la 

parte final de la región codificante del gen y aguas abajo de la misma. Este fragmento se 

recombinó en la nueva cepa para la obtención del etiquetado. Cuando se etiquetó una cepa, 

se comprobó posteriormente por western blot con anticuerpos específicos la correcta 

expresión de la proteína etiquetada.  
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4. Técnicas de Biología molecular 

4.1. Técnicas de manipulación y análisis de ácidos nucleicos 

 4.1.1. Extracción de ADN plasmídico de E. coli 

 Para la obtención de plásmido, se partió de 5 ml de cultivo de E. coli en LB con 

ampicilina, en agitación a 180 rpm y 37ºC. La extracción se realizó utilizando el kit comercial 

PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Los plásmidos se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa y se cuantificaron 

según se indica en el apartado 4.1.6.  

 4.1.2. Extracción de ADN genómico de S. cerevisiae 

 Para la extracción de ADN genómico se partió de un cultivo líquido de 10 ml en 

agitación en fase exponencial (D.O.600~0.6-0.8) que se centrifugó a 4000 rpm a temperatura 

ambiente durante 4 minutos para obtener el pellet de células, o bien recogiendo masa celular 

desde una placa con medio sólido. Las células se lavaron con 0,1 volúmenes de H2O MiliQ y 

se resuspendieron en 200 μl de tampón de lisis de levaduras (Triton X-100 2% (v/v), SDS 1% 

(p/v), NaCl 100 mM). Se añadió el equivalente a un volumen de 300 μl de perlas de vidrio 

(425-600 μm, Sigma-Aldrich) y 200 μl de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) pH=8. 

Se agitó a máxima potencia a 4ºC durante 4 minutos. Tras la rotura se añadieron 200 μl de 

tampón TE (Tris-HCl 10 mM pH=8, EDTA 1 mM pH=8) y se centrifugó a 13000 rpm durante 5 

minutos a 4°C. El ADN, desde el sobrenadante, se precipitó con 1 ml de etanol absoluto frío 

mezclado por inversión durante unos segundos, y se centrifugó a 13000 rpm durante 5 

minutos a 4°C. Una vez precipitado el ADN, se lavó con 1 ml de etanol al 70% (v/v), se secó 

y se resuspendió en 50 μl de H2O MiliQ estéril.  

 El ADN se visualizó mediante electroforesis en geles de agarosa y se cuantificó según 

se indica en el apartado 4.1.6. 

 4.1.3. Extracción de ADN plasmídico de S. cerevisiae 

 Para la obtención de plásmidos desde S. cerevisiae, se partió de un cultivo líquido de 

5 ml en agitación, en medio SD suplementado con aminoácidos dependiendo del tipo de 

auxotrofía y del marcador del plásmido. Las células se centrifugaron a 4000 rpm a temperatura 

ambiente durante 4 minutos y al pellet resultante se le añadieron 100 μl de tampón de lisis de 

levaduras (Triton X-100 2% (v/v), SDS 1% (p/v), NaCl 100 mM), 100 μl de 

fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) pH=8 y el equivalente a un volumen de 300 μl de 

perlas de vidrio (425-600 μm, Sigma- Aldrich). Se agitó a máxima potencia, a 4ºC durante 2 

minutos, y se centrifugó a 13000 rpm durante 5 minutos a 4°C. La fase acuosa superior se 
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recuperó y se pasó a otro tubo, al cual se le añadieron 100 μl de H2O MiliQ estéril. A la solución 

resultante se le añadieron 500 μl de tampón I de lavado del kit comercial QIAprep® Spin 

Miniprep Kit (QIAGEN). Finalmente, la solución se pasó por una columna de este mismo kit y 

el AND plasmídico se eluyó según las especificaciones del fabricante.  

 El ADN se visualizó mediante electroforesis en geles de agarosa y se cuantificó según 

se indica en el apartado 4.1.6. 

 4.1.4. Extracción de ARN de S. cerevisiae 

 Para la extracción de ARN total de S. cerevisiae se recogieron 50 ml de cultivo líquido 

en fase exponencial (D.O.600~0,6-0,7) y se centrifugaron a 3000 rpm durante 4 minutos a 4ºC. 

Se lavaron con 10 ml de H2O MiliQ libre de RNasa y se volvieron a centrifugar en las mismas 

condiciones. El pellet de células obtenido se pasó a un tubo de 1,5 ml y se resuspendió en 

500 µl de tampón AE (NaAc 50 mM pH=5,3, EDTA 10 mM pH=8), 50 µl de SDS 10% (p/v) y 

500 µl de fenol equilibrado en tampón citrato 0,1 M, pH=4,3. Se dio un vórtex breve y a 

continuación se sometió a una incubación de 65ºC en agitación durante 4 minutos. Tras una 

incubación en hielo durante 2 minutos, se centrifugó a 13000 rpm y 4ºC durante 2 minutos. El 

sobrenadante se recuperó con cuidado, se pasó a un nuevo tubo y se volvieron a añadir 500 

µl de fenol equilibrado en tampón citrato 0,1 M, pH=4,3. Se centrifugó en las mismas 

condiciones descritas anteriormente y el sobrenadante se volvió a pasar a otro tubo nuevo. Al 

sobrenadante se le añadieron 500 µl de cloroformo equilibrado con etanol y tras agitación en 

vórtex durante 5 segundos  se centrifugó a 13000 rpm y 4ºC durante 1 minuto. El sobrenadante 

se recogió y se pasó a un nuevo tubo. Para la precipitación del ARN, se añadieron 30 µl NaAc 

3 M, pH=5,3, se mezcló bien el contenido, se añadieron 750 µl de etanol absoluto frío y 4 µl 

de glicógeno 10 mg/ml. La mezcla se mantuvo a -20ºC durante un tiempo que puede oscilar 

entre 20 minutos u overnight. Pasado ese tiempo, se centrifugó a 13000 rpm y 4ºC durante 

30 minutos. El pellet obtenido se resuspendió en 50 µl de H2O MiliQ libre de RNasa. 

 El ARN se visualizó mediante electroforesis en geles de agarosa y se cuantificó según 

se indica en el apartado 4.1.6. 

 4.1.5. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 Para la realización de PCRs se emplearon dos tipos de polimerasas diferentes, 

dependiendo del tipo de análisis a realizar. Por un lado, se usó la ADN polimerasa BIOTOOLS 

(BIOTOOLS B&M Labs, S.A.) para comprobación de marcadores de cepas y otros 

procedimientos rutinarios. Por otro lado, para la amplificación de fragmentos de ADN para 

clonación o recombinación homóloga, se usó la enzima iProof High-Fidelity DNA Polymerase 

(BioRad). En todos los casos se siguieron las indicaciones de los fabricantes. 
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 Para la comprobación rápida desde colonias de S. cerevisiae por PCR, parte de la 

misma se resuspendió en 2,4 μl de NaOH (0,02 N) y las células se congelaron en N2 líquido 

y se incubaron posteriormente a 100ºC durante 10 minutos. Este ciclo de congelación y 

calentamiento a 100ºC se repitió tres veces. A esta solución se le añadieron los reactivos de 

PCR y se procedió a realizar la técnica. 

 El ADN se visualizó mediante electroforesis en geles de agarosa y se cuantificó, si era 

necesario, según se indica en el apartado 4.1.6. 

 4.1.6. Electroforesis y cuantificación de ácidos nucleicos 

 Las muestras de ácidos nucleicos obtenidas por diversos procedimientos (ADN 

plasmídico, ADN genómico, ARN, producto de PCR, etc.) se analizaron de forma rutinaria por 

electroforesis en geles de agarosa. Los geles se prepararon en tampón TAE 0,5X (Tris-acetato 

20 mM, EDTA 1 mM, pH=8,5) variando la concentración de agarosa entre 0,6-3% (p/v) 

dependiendo de las características del ácido nucleico a analizar. Antes de cargarlas, a las 

muestras se les añadió un volumen de tampón de carga 6X (azul de bromofenol 0,25% (p/v), 

glicerol 30% (v/v)) hasta dejarlo a una concentración final de 1X. La electroforesis se realizó 

con el gel de agarosa dentro de una cubeta Mini-Sub®, Sub-Cell, ReadyAgarose™ (BioRad) 

con tampón TAE 0,5X y a un voltaje variable, nunca superando los 10 V/cm de gel.  

 Como compuesto intercalante se usó bromuro de etidio (0,5 μg/ml), incubando el gel 

en esta solución durante el tiempo necesario y lavando posteriormente con agua, o RedSafeTM 

(0,00005% v/v) añadido directamente sobre el gel de agarosa. Para la visualización de las 

muestras se empleó luz ultravioleta.  

 Para la cuantificación espectrofotométrica de ácidos nucleicos se utilizó el equipo 

NanoVue® Plus Spectophotometer (GE Healthcare). La medida de absorbancia se hizo 

utilizando una D.O.=260 nm. Para el cálculo de la pureza, se hizo el ratio A260/A280. Se 

consideró que las muestras tenían una pureza óptima si este ratio estaba en torno a 1,8 para 

muestras de ADN, y en torno a 2 para muestras de ARN. 

 4.1.7. Transcripción inversa o retrotranscripción 

 El estudio de niveles de expresión de ARNt de este trabajo se realizó mediante 

retrotranscripción y análisis por PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). Para la obtención 

de ADN complementario (ADNc) a partir de ARN se empleó el kit comercial iScript™ cDNA 

synthesis kit (BioRad), siguiendo las especificaciones del fabricante, con algunas 

modificaciones: se utilizaron 500 ng de ARN (ver apartado 4.1.4.) junto con 4 µl de tampón de 

reacción 5x en un volumen final de 20 µl, al que se añadieron 10 pmol de cebador reverso. El 

cebador reverso añadido en cada reacción de retrotranscripción dependió del ARNt que se 
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quiso amplificar, aunque se pueden usar varios en paralelo, (ver Tabla MyM 3). Antes de 

añadir la retrotranscriptasa, el tubo que contenía el ARN, el tampón de reacción y el cebador 

reverso se incubó en un termobloque a 65ºC durante 10 minutos. Pasado ese tiempo, el tubo 

se puso en hielo durante 5 minutos. A continuación, a cada tubo se le añadió la 

retrotranscriptasa y se llevó a cabo la reversotranscripción en un termociclador con el 

programa indicado por el fabricante. Acabada la retrotranscripción, al volumen de 20 µl se le 

añadieron 30 µl de H2O MiliQ libre de RNasa y DNasa para tener un volumen final de 50 µl. 

 4.1.8. PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR)  

 Para el análisis por qPCR en este trabajo se utilizó el equipo CFX384™ Real-time PCR 

detection systems (BioRad).  

 Para el análisis de ADNc procedente de ARNt se empleó el kit comercial SsoFast™ 

EvaGreen® Supermix (BioRad). En un volumen final de 5 µl, se pusieron 1,5 µl de H2O MiliQ 

libre de RNasa y DNasa, 0,5 µl de ADNc preparado según se indica en el apartado anterior, 

10 pmoles de los oligonucleótidos Forward y Reverse y 2,5 µl de mezcla de reacción del kit 

(2X).  

 Las muestras de ChIP (ver apartado 4.1.9.) fueron analizadas utilizando SYBR® 

Premix Ex Taq™ (Takara) en un volumen final de 5 µl. 

 4.1.9. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

 Con esta técnica se persigue analizar la densidad relativa de proteínas asociadas a 

regiones específicas del ADN. El protocolo de ChIP abarca varias etapas que se explican a 

continuación:  

 Cultivo y crosslinking: 50 ml de cultivo en medio YPD o SD en fase exponencial (D.O.600 

~0,5-0,6) se fijaron con formaldehido a una concentración final de 1% (v/v), a 

temperatura ambiente durante 15 minutos y agitando el matraz cada 2-3 minutos. La 

fijación se detuvo añadiendo 10 ml de glicina 2,5 M e incubando las células durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Las células se centrifugaron a 4000 rpm durante 3 

minutos a 4ºC y se lavaron cuatro veces con 25 ml de TBS frío (NaCl 150 mM, Tris–

HCl 20 mM pH=7,5). Los pellets de células se sumergieron en N2 líquido y se 

congelaron hasta su uso.  

 Obtención y fragmentación de cromatina (sonicación): Las células obtenidas desde 50 

ml de cultivo se resuspendieron en 300 μl de tampón de lisis ChIP frío (HEPES 50 mM, 

EDTA 1 mM pH=8, NaCl 140 mM, Triton-X-100 1% (v/v), Desoxicolato de sodio 0,1% 

(p/v), PMSF 1 mM, Benzamidina 0,15% (p/v), cóctel inhibidor de proteasas (Complete, 

Roche)) y se transfirieron a un tubo de 1,5 ml al cual se le añadieron 300μl de perlas 
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de vidrio (425-600μm, Sigma-Aldrich). La mezcla fue agitada a máxima potencia 

durante 15 minutos a 4ºC para romper las células. El tubo que contenía este primer 

lisado se agujereó en su base con una aguja incandescente y se centrifugó durante 1 

minuto a 13000 rpm y 4ºC para pasar todo su contenido a otro tubo de 1,5 ml nuevo. 

El extracto celular de este nuevo tubo se sonicó en el equipo Bioruptor® UCD-200 

(Diagenode) durante 30 minutos, divididos en tres ciclos de 10 minutos a máxima 

potencia (30” ON, 30” OFF) y a 4ºC, con intervalos de 5 minutos en hielo entre cada 

ciclo. Las muestras sonicadas fueron centrifugadas a 12000 rpm durante 5 minutos a 

4ºC, recuperando el sobrenadante (400 μl) en un nuevo tubo y congelándolo a -80ºC.  

 Comprobación de la cromatina: La cromatina recién fragmentada debe ser 

comprobada y visualizada antes de continuar con el protocolo de ChIP. Una muestra 

de cromatina bien sonicada debe tener fragmentos de entre 300-500 pb. Para 

comprobar la cromatina, a 40 μl de muestra sonicada se le añadieron 105 μl de tampón 

de elución (Tris-HCl 50 mM, pH=8, EDTA 10 mM pH=8, SDS 1% (p/v)) y 5 μl de RNasa 

A (10 mg/ml), y se incubó overnight en agitación (660 rpm) a 65ºC. Posteriormente se 

añadieron 7,5 μl de proteinasa K (20 mg/ml) (Novagen) y se realizó una nueva 

incubación durante 90 minutos en agitación (660 rpm) a 37ºC. Las muestras se 

purificaron con el kit comercial NucleoSpin® Extract II (MACHEREY-NAGEL), 

siguiendo las instrucciones del fabricante para muestras que contienen SDS. 

Finalmente, se resuspendieron en 30 μl de H2O MiliQ. Se analizaron 20 μl de muestra 

purificada en un gel de agarosa al 1,5% (p/v) con un tampón de carga con sacarosa 

40% (p/v) y carente de azul de bromofenol. 

 Inmunoprecipitación: Para la inmunoprecipitación (dado que los ChIps se hicieron a 

partir de la proteína Rpb8-TAP) se emplearon 50 μl de Dynabeads Pan Mouse IgG 

(Invitrogen) lavadas 2 veces con PBS/BSA (BSA 0,1% (p/v), NaCl 137 mM, KCl 2,7 

mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO 1,8 mM). A continuación, las Dynabeads se incubaron 

con los extractos sonicados (previamente se separaron 10 μl para usarlos como ADN 

total o extracto (INPUT)), en una proporción de 50 μl de Dynabeads/350 μl de muestra 

sonicada, durante 90 minutos a 10ºC en agitación (660 rpm). Las Dynabeads con las 

proteínas unidas se lavaron dos veces con tampón de lisis ChIP, dos veces con 

tampón de lisis ChIP suplementado con NaCl 360 mM, dos veces con tampón de 

lavado (Tris-HCl 10 mM pH=8, LiCl 250 mM, NP-40 0.5% (v/v), Desoxicolato de sodio 

0,5% (p/v), EDTA 1 mM pH=8) y una última vez con tampón de elución (Tris-HCl 50 

mM pH=8, EDTA 10 mM pH=8, SDS 1% (p/v)). Finalmente, las proteínas unidas a las 

Dynabeads se eluyeron en dos incubaciones sucesivas con 50 μl de tampón de 

elución, durante 10 minutos a 65ºC en agitación (1200 rpm). Al eluato obtenido se 

añadieron 90 μl de tampón de elución, haciendo un volumen final de 190 μl. Por otro 
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lado, 140 μl de tampón de elución se añadieron a los 10 μl de INPUT que se separaron 

previamente. Las muestras inmunoprecipitadas y los extractos se incubaron overnight 

(no más de 16 horas) a 65ºC en agitación (660 rpm). Tras la incubación, se añadieron 

7,5 μl de proteinasa K (20 mg/ml) (Novagen) y se realizó una nueva incubación durante 

90 minutos en agitación (660 rpm) a 37ºC. Las muestras fueron purificadas con el kit 

comercial NucleoSpin® Extract II (MACHEREY-NAGEL) siguiendo las instrucciones 

del fabricante para muestras que contienen SDS y se resuspendieron en 50 μl de H2O 

MiliQ.  

 Análisis por qPCR: Para el análisis de las muestras mediante qPCR, se utilizó 1μl de 

extracto (INPUT) a una dilución 1:100 y 1μl de muestra de ChIP a una dilución 1:2. Se 

empleó la enzima SYBR® Premix Ex Taq™ (Takara) junto con los oligonucleótidos 

para amplificar la región de interés (ver Tabla MyM 3) en un volumen final de 5 μl. Los 

datos de ChIP del presente trabajo se muestran como “niveles de enriquecimiento”. 

Para calcular el enriquecimiento, se analizó la potencia (Log2) de la diferencia entre el 

valor de Ct («cycle threshold») para la región intergénica (cromosoma V) y el valor de 

Ct del fragmento de interés, tanto en extracto (INPUT) como en la muestra de ChIP. 

Para la obtención de los niveles de enriquecimiento se calculó el ratio ChIP/Extracto 

(INPUT). 

 

4.2. Técnicas de manipulación y análisis de proteínas 

 4.2.1. Extracción y cuantificación de proteínas 

 Los métodos de extracción de proteínas totales dependieron de los requerimientos 

experimentales. Fundamentalmente se utilizaron dos métodos diferentes que se describen a 

continuación. 

 Método del ácido tricloroacético (TCA): Para la extracción de proteínas por el método 

de TCA se recogieron 5 ml de cultivo celular en fase exponencial (D.O.600 ~0,8-1,0) y 

se centrifugaron a 3000 rpm durante 4 minutos. El pellet de células se lavó con 1 ml 

de H2O MiliQ y se centrifugó en las mismas condiciones. Las células se 

resuspendieron en 200 μl de TCA 20% (v/v), se añadieron 200 μl de perlas de vidrio 

(425-600 μm, Sigma-Aldrich) y se agitaron a máxima potencia en vórtex durante 1 

minuto a 4ºC. El contenido se pasó a un nuevo tubo. Al tubo inicial que contenía el 

pellet con la rotura celular y las perlas de vidrio se añadieron 400 μl TCA 5% (v/v) y se 

agitó nuevamente a máxima potencia durante 10 segundos a temperatura ambiente 

para recuperar las proteínas que no hubieran sido recogidas tras la primera rotura. El 

contenido se pasó al nuevo tubo que contenía el sobrenadante de la primera rotura y 
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la mezcla se centrifugó a 14000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Se descartó el 

sobrenadante y se añadieron 10 μl Tris-HCl 1.5 M pH=8,8 y 20 μL de tampón de carga 

Laemmli 2X (120 mM Tris-HCl pH=8,8, 4% SDS (p/v), 4% azul de bromofenol (p/v), 

2% β-mercaptoetanol (v/v), 10% glicerol (v/v)). En ocasiones, el pellet del paso anterior 

vira a color amarillo debido a su alta acidez. Para neutralizar dicha acidez se añaden 

entre 1-5 μl Tris-HCl 1,5 M pH=8,8. Las muestras fueron hervidas durante 10 minutos 

a 100ºC, centrifugadas a 13000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente y 

analizadas por SDS-PAGE y western blot.  

 Método estándar: Fue utilizado para preparar extractos para inmunoprecipitaciones 

(ver apartado 4.2.2.). Se partió, de manera estándar, de un volumen de cultivo líquido 

de 100 ml en fase exponencial (D.O.600~0,8-1) y las células se recogieron por 

centrifugación durante 5 minutos a 3000 rpm y 4ºC. Se lavaron con 1 volumen de H2O 

MiliQ y el pellet de células se resuspendió en 300 μl de tampón de lisis (HEPES 50 

mM pH=7,5, NaCl 120 mM, DTT 0.5 mM, EDTA 1 mM, CHAPS 0.3% (p/v)) 

suplementado con cóctel inhibidor de proteasas 1x (Complete, Roche), PMSF 0,5 mM, 

ortovanadato 2 mM y fluoruro sódico 1 mM, más el equivalente de 200 μl de perlas de 

vidrio (425-600 μm, Sigma-Aldrich). A continuación, se agitó a máxima potencia 

durante 15 minutos a 4ºC. Tras la rotura, se procedió a centrifugación a 14000 rpm 

durante 15 minutos a 4ºC y se recuperó el sobrenadante que se volvió a centrifugar 

en las mismas condiciones. El sobrenadante final es el extracto de proteínas obtenido.  

 Método con sonicación: Alternativamente al método anterior, para algunas 

inmunoprecipitaciones de este trabajo se hizo una extracción de proteínas tras un 

crosslinking previo y una sonicación posterior. Se partió de un volumen de cultivo 

líquido de 100 ml en fase exponencial (D.O.600~0,8-1) al que se le añadió formaldehido 

a una concentración final de 1% (v/v), a temperatura ambiente durante 15 minutos y 

agitando el matraz cada 2-3 minutos. La reacción se detuvo añadiendo Tris-glicina a 

una concentración final de 10 mM. Las células se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 

minutos a 4ºC y el pellet se lavó tres veces con 25 ml de TBS frío (NaCl 150 mM, Tris–

HCl 20 mM pH=7,5). Para la rotura, se resuspendió el pellet de células en 300 μl de 

tampón de lisis ChIP frío (HEPES 50 mM, EDTA 1 mM pH=8, NaCl 140 mM, Triton-X-

100 1% (v/v), Desoxicolato de sodio 0,1% (p/v), PMSF 1mM, Benzamidina 0,15% (p/v), 

cóctel inhibidor de proteasas (Complete, Roche) y se transfirieron a un tubo de 1,5 ml 

al cual se le añadieron 300μl de perlas de vidrio (425-600μm, Sigma-Aldrich). La 

mezcla fue agitada a máxima potencia durante 15 minutos a 4ºC. El tubo que contenía 

este primer lisado se agujereó en su base con una aguja incandescente y se centrifugó 

durante 1 minuto a 13000 rpm y 4ºC para pasar todo su contenido a otro tubo de 1,5 

ml nuevo. El extracto celular se sonicó en el equipo Bioruptor® UCD-200 (Diagenode) 
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durante 30 minutos divididos en tres ciclos de 10 minutos a máxima potencia (30” ON, 

30” OFF) y a 4ºC, con intervalos de 5 minutos en hielo entre cada ciclo. La muestras 

sonicadas fueron centrifugadas a 12000 rpm durante 5 minutos a 4ºC, recuperando el 

sobrenadante en un nuevo tubo.  

 4.2.2. Inmunoprecipitación de proteínas 

 Los experimentos de inmunoprecipitación de proteínas están basados en los descritos 

por Soutourina et al (Soutourina et al., 2006) con algunas modificaciones. Para ello, se usaron 

37 μl de Dynabeads M280 sheep anti-ratón o anti-conejo (Invitrogen) por muestra conteniendo 

1 o 2 mg de proteína total, dependiendo del experimento. Las Dynabeads se lavaron con 200 

μl de BSA disuelto en PBS al 0,1% (p/v) durante 5 minutos a 10ºC en agitación (660 rpm) y 

se incubaron nuevamente con 50 μl de PBS/BSA 0,1% (p/v) durante 30 minutos a 10ºC en 

agitación (660 rpm) para bloquearlas. A continuación, las Dynabeads se incubaron durante 1 

hora a 10ºC en agitación (660 rpm) con el volumen apropiado de anticuerpo primario (ver 

Tabla MyM 5) y el volumen necesario de PBS/BSA 0,1% (p/v) hasta completar 50 μl finales. 

Pasado ese tiempo, las Dynabeads conjugadas con el anticuerpo primario se lavaron 3 veces 

durante 5 minutos a 10ºC en agitación (660 rpm) con 300 μl de tampón de lisis (HEPES 50 

mM pH=7,5, NaCl 120 mM, DTT 0.5 mM, EDTA 1 mM, CHAPS 0.3% (p/v)). Tras los lavados, 

se incubaron con 1 o 2 mg de proteína total (dependiendo del experimento), completando 

hasta un volumen final de 200 μl con tampón de lisis. Esta incubación se realizó durante 3 

horas, a 10ºC y en agitación (660 rpm). Posteriormente, las Dynabeads con el extracto se 

lavaron 5 veces con 300 μl de tampón de lisis durante 5 minutos a 10ºC en agitación (660 

rpm). La elución se realizó añadiendo 19 μl de tampón de lisis y 6 μl de tampón de carga 

Laemmli 4x (1x: Tris-HCl 10 mM pH=6,8, SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 0,02% (p/v), 

glicerol 10% (v/v), β-mercaptoetanol 0,77M). El tubo que contenía la muestra junto con los 

tampones de lisis y de carga fue hervido durante 10 minutos a 100ºC antes de retirar las 

Dynabeads y analizar el contenido por SDS-PAGE y western blot. 

 En el caso de purificaciones TAP se siguió el mismo procedimiento anteriormente 

descrito, con algunas modificaciones. Se emplearon 50 μl de Dynabeads Pan Mouse IgG 

(Invitrogen) por muestra conteniendo 1 o 2 mg de proteína total, dependiendo del experimento. 

Las Dynabeads se lavaron con 200 μl de BSA disuelto en PBS al 0,1% (p/v) durante 5 minutos 

a 10ºC en agitación (660 rpm) y se incubaron nuevamente con 50 μl de PBS/BSA 0,1% (p/v) 

durante 30 minutos a 10ºC en agitación (660 rpm) para bloquearlas. Pasado ese tiempo, las 

Dynabeads se incubaron con 1 o 2 mg de proteína total (dependiendo del experimento), 

completando hasta un volumen final de 200 μl con tampón de lisis (HEPES 50 mM pH=7,5, 

NaCl 120 mM, DTT 0.5 mM, EDTA 1 mM, CHAPS 0.3% (p/v)). Esta incubación se realizó 
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durante 3 horas, a 10ºC y en agitación (660 rpm). Posteriormente, las Dynabeads con el 

extracto se lavaron 5 veces con 300 μl de tampón de lisis durante 5 minutos a 10ºC en 

agitación (660 rpm). La elución se realizó añadiendo 19 μl de tampón de lisis y 6 μl de tampón 

de carga Laemmli 4x (1x: Tris-HCl 10 mM pH=6,8, SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 0,02% 

(p/v), glicerol 10% (v/v), β-mercaptoetanol 0,77M). El tubo que contenía la muestra junto con 

los tampones de lisis y de carga fue hervido durante 10 minutos a 100ºC antes de retirar las 

Dynabeads y analizar el contenido por SDS-PAGE y western blot. 

 4.2.3. Análisis de estabilidad de complejos proteicos 

 El estudio de la estabilidad de complejos proteicos en el presente trabajo se realizó 

mediante dos métodos diferentes que se detallan a continuación. Tras la realización de 

cualquiera de los dos métodos, se analizaron las proteínas de interés mediante SDS-PAGE y 

western blot siguiendo el procedimiento habitual.  

 Incubación a 37ºC: Con la incubación del extracto a temperatura elevada (37ºC) se 

pretende comprobar si el aumento de temperatura tiene algún efecto sobre las 

interacciones entre las proteínas que forman parte del complejo, y comprobar si este 

es más inestable. Para realizar este método, se recogieron cultivos líquidos de células 

en medio YPD en fase exponencial (D.O.600~0,7). Las células se centrifugaron durante 

3 minutos a 3000 rpm y 4ºC, se lavaron con H2O MiliQ y se hizo una extracción de 

proteínas siguiendo el “método estándar” (ver subapartado 4.2.1). Tras la extracción y 

la cuantificación de proteína total, una parte del extracto (1 o 2 mg, dependiendo del 

experimento) se incubó en un baño a 37ºC durante 30 minutos. Pasado ese tiempo, 

se realizó una purificación TAP de la manera habitual (ver subapartado 4.2.2) y los 

resultados se analizaron por SDS-PAGE y western blot. 

 Gradiente de NaCl: La estabilidad de complejos proteicos se estudió también 

realizando una purificación TAP de proteínas tras un gradiente de NaCl. Al igual que 

con el método anterior, con este procedimiento se pretende comprobar si el aumento 

en la concentración de NaCl del tampón tiene algún efecto sobre las interacciones 

entre las proteínas que forman parte del complejo, y comprobar si este es más 

inestable. Para ello, se recogieron cultivos líquidos de células en medio YPD en fase 

exponencial (D.O.600~0,7), se centrifugaron durante 3 minutos a 3000 rpm y 4ºC, se 

lavaron con H2O MiliQ y se hizo una extracción de proteínas siguiendo el “método 

estándar” (ver subapartado 4.2.1). Tras la extracción y la cuantificación de proteína 

total, se realizó una purificación TAP de la manera habitual (ver subapartado 4.2.2), 

con pequeñas modificaciones: en lugar de los lavados antes de la elución con el 

tampón habitual, las Dynabeads con el complejo proteico unido se lavaron tres veces 
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con el tampón de lavado habitual (HEPES 50 mM pH=7,5, DTT 0.5 mM, EDTA 1 mM, 

CHAPS 0.3% (p/v)), pero con concentraciones crecientes de NaCl (250 mM, 500 mM 

y 1M). Se guardaron alícuotas antes de comenzar los lavados de NaCl y tras terminar 

el último lavado, con el fin de poder comparar el complejo antes de los lavados y 

después. Las alícuotas antes y después de los lavados se hirvieron en tampón de 

carga Laemmli durante 10 minutos para eluir el complejo y poder analizar el resultado 

mediante SDS-PAGE y western blot. 

 4.2.4. yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions) 

 El método de yChEFs fue desarrollado por el grupo del Dr. Navarro (Cuevas-Bermúdez 

et al., 2019; Cuevas-Bermúdez et al., 2020). Se fundamenta en el aislamiento y purificación 

de fracciones enriquecidas de cromatina para el posterior análisis de proteínas por SDS-

PAGE, western blot y/o espectrometría de masas. De manera estándar, se parte de un cultivo 

de 100 ml en fase exponencial (D.O.600 ~0,6-0,8). Las células se recogieron por centrifugación 

durante 5 minutos a 3000 rpm y 4ºC. Se lavaron con 1 volumen de H2O MiliQ estéril y el pellet 

de células se resuspendió en 200 μl de Tampón 1 (HEPES 20 mM pH=8, KCl 60 mM, NaCl 

15 mM, MgCl2 10 mM, CaCl2 1 mM, ácido butírico 10 mM, Triton X-100 0,8% (v/v), sacarosa 

250 mM, espermidina 2,5 mM, espermina 0,5 mM) y se añadió el equivalente a 200 μl de 

perlas de vidrio (425-600 μm, Sigma-Aldrich). Las células se agitaron en vórtex a máxima 

potencia durante 4 minutos a 4ºC. Las muestras se centrifugaron a 500xg, durante 5 minutos 

a 4ºC para clarificar el sobrenadante. Este paso se repitió hasta dos veces más, pasando 

siempre el sobrenadante a un tubo nuevo y descartando el pellet. El sobrenadante final se 

transfirió a un nuevo tubo y fue centrifugado a 20000xg durante 25 minutos a 4ºC. El pellet 

(Pellet 1) obtenido se resuspendió en 200 μl de Tampón 1 y fue centrifugado en las mismas 

condiciones. Tras descartar el sobrenadante, el pellet obtenido (Pellet 2) se resuspendió en 

200 μl de Tampón 2 (HEPES 20 mM pH=7,6, NaCl 450 mM, MgCl2 7,5 mM, EDTA 20 mM, 

glicerol 10% (v/v), NP-40 1% (v/v), urea 2 M, sacarosa 0,5 M, DTT 1 mM, PMSF 0,125 mM) y 

fue centrifugado en las mismas condiciones. Se descartó el sobrenadante y el pellet obtenido 

(Pellet 3), que se corresponde con la fracción cromatínica enriquecida, se resuspendió en 20 

μl de tampón de carga Laemmli 1x (Tris-HCl 10 mM pH=6,8, SDS 2% (p/v), azul de bromofenol 

0,02% (p/v), glicerol 10% (v/v), β-mercaptoetanol 0,77M) si se utilizaba para análisis por SDS-

PAGE y western blot.  

 4.2.5. Western blot 

 Para el análisis de proteínas se realizó la técnica de western blot, a partir de geles de 

poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) en condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 

1970). Para la preparación de los geles, de manera estándar se usó acrilamida/bis-acrilamida 
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(37,5:1) y en el caso de geles para separar proteínas fosforiladas se usó acrilamida/bis-

acrilamida (33,5:0,3). Dependiendo del tamaño y características de la proteína que se quiso 

analizar, el porcentaje de acrilamida en el gel varió desde el 6% hasta el 15%. Para la 

electroforesis, se utilizó de manera estándar el sistema vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell 

(BioRad); para la separación de proteínas fosforiladas, se empleó el sistema DASG-250-02 

(C.B.S. Scientific). La electroforesis se realizó a voltaje constante de 100V para el gel 

concentrador y a 200V para el gel separador, en un tampón compuesto de Tris-HCl 50 mM 

pH=8,3-8,6, glicina 0,38 M, SDS 0,1% (p/v).Las proteínas se transfirieron a una membrana de 

PVDF Immobilon-P (Millipore©), activadas previamente durante 30 segundos con metanol a 

temperatura ambiente. La transferencia se realizó por electrotransferencia semiseca en un 

equipo Trans-Blot Semidry Transfer Cell (BioRad). Se emplearon ocho piezas de papel 

Whatman© del mismo tamaño, de 1 cm mayor a cada lado de la membrana, distribuidas de la 

siguiente forma: 3 piezas humedecidas con tampón ánodo I (Tris-HCl 0,3 M pH=10,4, metanol 

10% (v/v)), 2 piezas humedecidas con tampón ánodo II (Tris-HCl 25 mM pH=10,4, metanol 

10% (v/v)) y 3 piezas en tampón cátodo (Tris-HCl 25 mM pH=9,4, metanol 10% (v/v), glicina 

40 mM). Se colocaron las 3 piezas del ánodo I sobre el sistema de transferencia. Sobre ellas 

se colocaron las 2 piezas del ánodo II y a continuación, la membrana de PVDF. Sobre esta 

última se dispuso el gel y por último las 3 piezas del cátodo. La transferencia se realizó a 

temperatura ambiente durante 45 minutos, a 2,5 mA/cm2 de tamaño del papel Whatman© 

utilizado para cada transferencia. Pasados los 45 minutos se comprobó la transferencia 

incubando la membrana durante 5 minutos a temperatura ambiente en una solución de Rojo 

Ponceau (0,5% p/v) diluida en ácido acético glacial 1% (v/v) y posterior lavado con H2O 

destilada. 

 Para realizar el blotting, de manera estándar la membrana se bloqueó con una solución 

de leche en polvo desnatada al 5% (p/v) en tampón PBS-Tween (Tween 20 0,05% (p/v), NaCl 

137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO 1,8 mM) durante 30 minutos, en agitación y 

a temperatura ambiente. De manera alternativa, la membrana se bloqueó con BSA al 5% (p/v) 

diluido en PBS durante 30 minutos, en agitación y a temperatura ambiente. En determinadas 

ocasiones, el bloqueo se realizó a 4ºC toda la noche. Tras el bloqueo de la membrana, esta 

se incubó con el anticuerpo primario (para ver las concentraciones de uso, ver Tabla MyM 5), 

diluido en una solución de leche en polvo desnatada 2% (p/v) en tampón PBS-Tween, durante 

90 minutos a temperatura ambiente u overnight a 4ºC. Posteriormente la membrana se lavó 3 

veces (durante 10 minutos cada lavado) en agitación, a temperatura ambiente y con una 

solución de leche en polvo desnatada 2% (p/v) en tampón PBS-Tween. Después se incubó la 

membrana con el anticuerpo secundario (para ver las concentraciones de uso, ver Tabla MyM 

5), diluido en tampón PBS-Tween, durante 30 minutos a temperatura ambiente. La membrana 
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se lavó 3 veces (durante 10 minutos cada lavado) en agitación y a temperatura ambiente con 

PBS-Tween. Para la detección quimioluminiscente se empleó el kit comercial ECL-prime kit 

(Amersham) siguiendo las especificaciones del fabricante. 

 En aquellos casos en los que se quiso analizar otra proteína en la misma mebrana, fue 

necesario deshibridar. La deshibridación consiste en eliminar de la membrana los anticuerpos 

primarios y secundarios previamente utilizados. Para ello la membrana se incubó durante 30 

minutos en una solución de Tris-HCl 62,5 mM pH=6,8, SDS 2% (p/v), β-mercaptoetanol 100 

mM, a 50ºC, en un horno de hibridación y se lavaron posteriormente tres veces durante 10 

minutos, a temperatura ambiente, con PBS-Tween. Tras esto, la membrana está prepara para 

realizar un nuevo western blot en las condiciones anteriormente descritas.  

 4.2.6. ProteomChIP 

 Los estudios de ProteomChIP para el análisis de los complejos transcripcionales en 

cromatina fueron realizados en colaboración con el grupo de investigación del Dr. Jorge Pérez 

Fernández en el departamento de Bioquímica III dirigido por el Profesor Herbert Tschochner, 

en la Universidad de Regensburg (Regensburg, Alemania). La técnica de ProteomChIP fue 

desarrollada por el Dr. Jorge Pérez Fernández (Bruckmann et al., 2016; Hierlmeier et al., 

2013). Esta técnica permite purificar proteínas mediante cromatografía de afinidad en su 

ambiente cromatínico. La composición proteica de los complejos cromatínicos purificados se 

realizó por espectrometría de masas en tándem (MALDI-TOF/TOF). Para ello, se hizo un 

crosslinking de la muestra in vivo, se purificó la cromatina y se solubilizó mediante sonicación. 

A partir de la fracción de cromatina solubilizada se purificó la proteína de interés mediante 

inmunoprecipitación. Dado el fraccionamiento necesario de la cromatina para su solubilización 

mediante sonicación, se emplearon agentes entrecruzantes que permitieron estabilizar los 

complejos proteína-ADN durante todo el proceso de purificación. De forma previa al análisis 

por MALDI-TOF/TOF, las proteínas resultantes del proceso de purificación se trataron con 

tripsina y los péptidos resultantes se sometieron a un proceso de marcaje con iTRAQTM 

(iTRAQTM labelling kit, Invitrogen). Dicho marcaje consiste en la unión covalente al extremo 

amino terminal de los péptidos de moléculas marcadoras que confieren idéntica relación 

masa/carga en el espectro de masas primario. La fragmentación de los reactivos de iTRAQ 

libera grupos con diferentes relaciones masa/carga, permitiendo la cuantificación de los 

péptidos a los que se encontraban unidos. El protocolo de ProteomChIP comprende varias 

etapas que se desarrollan a continuación: 

 Cultivo y crosslinking: de manera estándar, se partió de 1 litro de cultivo de células 

crecidas en medio YPD, en fase exponencial (D.O.600 ~0,6-0,8). Las células se fijaron 

con formaldehído a una concentración final de 0.5% (v/v), a 30ºC, en agitación durante 
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10 minutos. La reacción se detuvo añadiendo Tris/glicina a una concentración final de 

10 mM. Las células se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos y el pellet se lavó 

dos veces con 50 ml de PBS frío y una vez con 50 ml de tampón de lisis frío (HEPES–

KOH 50 mM pH=7,5, NaCl 200 mM, EDTA 0. 5mM, Triton 1% (v/v), Desoxicolato de 

sodio 0.1% (p/v), SDS 0.1% (p/v), Benzamidina 2 mM, PMSF 1 mM). 

 Obtención y fragmentación (sonicación) de cromatina: El pellet de células se pesó en 

una balanza de precisión y se resuspendió en 1,5 ml de tampón de lisis (suplementado 

con cóctel inhibidor de proteasas (Complete, Roche) por cada gramo de células. Las 

células se alicuotaron en tubos de 2 ml y la lisis celular se realizó con perlas de vidrio 

(0,75-1 mm, Roth) en un equipo FastPrep (MP biomedicals), en 12 ciclos de 30 

segundos a máxima velocidad a 4ºC, con intervalos de 30 segundos en hielo. Tras la 

rotura, el tubo que contenía este primer lisado se agujereó en su base con una aguja 

incandescente y se centrifugó durante 1 minuto a 13000 rpm y 4ºC para pasar todo su 

contenido a otro tubo de 1,5 ml nuevo. El extracto se centrifugó a 3000 rpm, 5 minutos, 

y 4ºC. Se descartó el sobrenadante y el pellet se lavó con tampón de lisis (10000 rpm, 

5 minutos, a 4ºC). El pellet se resuspendió en 1 ml de tampón de lisis y se sonicó en 

el equipo Branson Sonifier 250, en 5 ciclos de 10 pulsos (Microtip limit 3, 90% Duty 

cycle) con intervalos de 30 segundos en hielo. El lisado se centrifugó a 10000 rpm, 10 

minutos a 4ºC y el sobrenadante se pasó a un nuevo tubo, guardando 30 μl para su 

posterior análisis por SDS-PAGE y western blot. 

 Inmunoprecipitación: Para la inmunoprecipitación, se incubó el total del lisado con 200 

μl de IgG de suero de conejo (I5006-100MG, Sigma-Aldrich) acoplado a esferas 

magnéticas (1mm BcMag, FC-102, Bioclone) durante 3 horas a 4ºC en agitación. 

Pasado ese tiempo, las esferas magnéticas se lavaron cuatro veces con 1 ml de 

tampón de lisis durante 5 minutos a 4ºC en agitación y dos veces más, en las mismas 

condiciones, con tampón AC (NH4OAc 100 mM pH=7,4, MgCl2 0.1 mM). La elución de 

las proteínas se realizó mediante la desnaturalización de las mismas en medio alcalino 

con NH4OH.  Para ello se añadieron 500 μl de NH4OH 500 mM a las esferas 

magnéticas con las proteínas unidas y se agitaron durante 20 minutos a temperatura 

ambiente. Este paso se repitió tres veces más hasta obtenerse un volumen de elución 

final de 2 ml. Dichas fracciones de elución se liofilizaron durante 16 horas en una 

speed-vac. 

 Marcaje y análisis. Previo al análisis por espectrometría de masas, los eluatos de cada 

muestra se marcaron con reactivos iTRAQTM, siguiendo las especificaciones del 

fabricante. Para ello, a cada muestra liofilizada se le añadieron 25 μl de Dissolution 

buffer (iTRAQTM labelling kit, Invitrogen). y 2 μl de Reducing Reagent (iTRAQTM 
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labelling kit, Invitrogen) y se incubaron durante 90 minutos a 60ºC en agitación. Pasado 

ese tiempo, se añadió 1 μl de Cysteine Blocking Reagent (iTRAQTM labelling kit, 

Invitrogen) y se incubaron las muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

Las proteínas de la muestra fueron tratadas durante 16 horas a 37ºC con 2 μl de 

tripsina (1mg/ml). Los reactivos de marcaje iTRAQTM se equilibraron con 70 μl de 

etanol, se añadieron a cada muestra y se incubaron durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Pasado ese tiempo, las proteínas de cada muestra estaban marcadas con 

un isótopo diferente. Se combinaron todas en un tubo y se liofilizaron 16 horas en una 

speed-vac. Las muestras liofilizadas y combinadas se disolvieron en ácido 

trifluoroacético 0,1% (v/v) previo a la separación de las fracciones por cromatografía 

líquida de alta resolución o HPLC (High Performance Liquid Chromatography) en un 

equipo nano-flow HPLC-system (Dionex) acoplado en línea al equipo maxis 4G 

(Brukeren) en el servicio Biochemie-Zentrum Regensburg (BZR), Lehrstuhl Biochemie 

I, de la Universidad de Regensburg (Regensburg, Alemania). El análisis estadístico de 

los datos de espectrometría de masas para identificar la intesidad de señal iTRAQ para 

cada péptido se realizó en el mismo servicio de la Universidad de Regensburg, tal y 

como se ha descrito previamente por Jakob et al (Jakob et al., 2012). 

 

5. Técnicas de microscopía 

5.1. Análisis de fluorescencia in vivo 

 Para el estudio de la localización celular de proteínas etiquetadas con alguna proteína 

fluorescente, se partió de un cultivo líquido crecido en medio SD en fase exponencial (D.O.600 

~0,5-0,8). Se recogió 1 ml del cultivo y se centrifugó a 3000 rpm durante 2 minutos a 

temperatura ambiente y una pequeña porción de células se resuspendieron en 3 μl de medio 

de montaje Vectashield (Vector Laboratories) con 1,25 μg/ml DAPI. El equipo utilizado para la 

visualización fue un microscopio de fluorescencia (Olympus BX51). 

 

5.2. Inmunolocalización 

 Para la localización celular de la proteína de interés, se partió de 10 ml de cultivo en 

medio YPD, en fase exponencial (D.O.600~0,5-0,7) y se fijó con formaldehido al 3,7% en 

agitación durante dos horas a temperatura ambiente. Las células fijadas fueron recogidas a 

3000 rpm durante 5 minutos y se lavaron dos veces con 5 ml de PBS. Seguidamente las 

células se resuspendieron en 500 μl de tampón fosfato-sorbitol (K2HPO4 30 mM, KH2PO4 70 
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mM, Sorbitol 1,2 M). Se tomaron 200 μl de células en tampón fosfato-sorbitol, se les añadió 

3,2 µl de β-mercaptoetanol 1,42 M y 2,5 µl de Zimoliasa 10 mg/ml (US Biological) y se 

incubaron durante 1 hora a 30ºC para obtener esferoplasmtos. Pasado ese tiempo, los 

esferoplastos se lavaron 2 veces con 500 μl de PBS-Tween y se resuspendieron en 100 µl de 

esa misma solución. 20 µl de esferoplastos se extendieron y dejaron secar sobre un 

portaobjetos tratado con polilisina. Los esferoplastos fijados sobre el portaobjetos se lavaron 

3 veces con 200 μl de PBS. Se incubaron después en una cámara húmeda con 20 µl de PBS 

conteniendo 1mg/ml de BSA durante 30 minutos. Se lavaron 3 veces con 200 μl de PBS y se 

incubaron con 20 µl del anticuerpo primario, diluido en PBS conteniendo 1 mg/ml BSA (para 

ver las concentraciones de uso, ver Tabla MyM 5) a 4ºC y overnight. Tras 3 lavados con 200 

µl de PBS, se incubaron con 20 µl del anticuerpo secundario fluorescente, diluido en PBS 

conteniendo 1 mg/ml BSA (para ver las concentraciones de uso, ver Tabla MyM 5) durante 1 

hora a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuación, se lavaron 3 veces con 200 µl 

de PBS y se incubaron con 20 µl de DAPI 1 µg/ml en PBS durante 10 minutos en oscuridad. 

Se lavaron 3 veces con 200 µl de PBS, se añadieron 5 µl de medio de montaje Vectashield 

(Vector Laboratories) y los portaobjetos se cubrieron con cubreobjetos para su posterior 

observación al microscopio de fluorescencia. Cada cubreobjetos fue sellado sobre el 

portaobjetos con unas gotas de esmalte de uñas convencional. La preparación puede ser 

guardada durante varias semanas a 4ºC en una cámara húmeda en oscuridad. El equipo 

utilizado para la visualización fue un microscopio de fluorescencia (Olympus BX51). 
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RESULTADOS.  

Capítulo I. Papel de Bud27 en la transcripción de las 3 ARN polimerasas 

0. Antecedentes 

 Trabajos previos del grupo del Dr. Navarro han demostrado que Bud27 participa en el 

ensamblaje citoplasmático de las 3 ARN polimerasas, vía Rpb5 (Mirón-García et al., 2013). 

Bud27 también tiene una función destacada en la elongación de la transcripción mediada por 

la ARN pol II ya que facilita la interacción física entre el complejo remodelador de cromatina 

RSC y la ARN pol II elongante (Mirón-García et al., 2014). El grupo del Dr. Navarro también 

ha demostrado que Bud27 se une a las regiones de ADN de los genes que codifican proteínas 

ribosómicas y RiBis, y que su falta conlleva una caída en los niveles de esos mismos 

transcritos debido a que hay una menor ocupación de la ARN pol II (Martínez-Fernández et 

al., 2020). 

  La participación de Bud27 en la transcripción no se limita únicamente al ensamblaje 

citoplasmático de las ARN polimerasas y la elongación de la ARN pol II. Se ha propuesto que 

Bud27 interviene en la transcripción de la ARN pol III favoreciendo tanto su ensamblaje 

citoplasmático como la interacción con RSC (Vernekar and Bhargava, 2015). En esta línea, 

un trabajo del grupo del Dr. Navarro demuestra, mediante northern blot, que la falta de Bud27 

provoca una disminución en la cantidad de algunos ARNt inmaduros y maduros (Martínez-

Fernández et al., 2020). Además, los experimentos de pulso-caza del mismo trabajo muestran 

que podría haber un defecto en la neosíntesis de transcritos de la ARN pol III (ARNt inmaduros 

y ARNr 5S) (Martínez-Fernández et al., 2020). Por otra parte, en estos mismos experimentos 

se observa un defecto en la neosíntesis del ARNr 35S así como una acumulación de algunos 

transcritos inmaduros como el ARNr 7S y el 27S, lo cual sugiere posibles defectos tanto en la 

síntesis como en el procesamiento (Martínez-Fernández et al., 2020). Todo esto apunta a que 

la ausencia de Bud27 también podría provocar defectos en la transcripción mediada por las 

ARN polimerasas I y III, además de los ya descritos para la ARN pol II. 

 Por otra parte, la sobreexpresión de RPB5 en cepas carentes de Bud27 es capaz de 

revertir el defecto de ensamblaje de las 3 ARN polimerasas, tanto a 30ºC, como ya se había 

demostrado (Mirón-García et al., 2013), como tras un choque térmico a 37ºC (Figura R1 A). 

Sin embargo, la sobreexpresión de RPB5 sólo corrige levemente la sensibilidad del mutante 

bud27Δ al ácido micofenólico (Figura R1 B), droga que reduce la disponibilidad de nucleótidos 

trifosfato y que se usa para identificar cepas con defectos de elongación de la transcripción 

(Shaw et al., 2001). Además, la sobreexpresión de RPB5 sólo corrige parcialmente los 
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defectos transcripcionales de la ARN pol III del mutante bud27Δ a 30ºC, y no parece corregir 

significativamente los defectos a 37ºC (Martínez-Fernández, 2016). Todos estos datos indican 

que Bud27 tendría una función relevante en la transcripción de las 3 ARN polimerasas más 

allá de su papel en el ensamblaje de las mismas. Dado que el mecanismo por el cual Bud27 

modula la transcripción mediada por la ARN pol II ha sido previamente descrito por nuestro 

grupo, en el presente capítulo nos centraremos en abordar el impacto que tiene la falta de 

Bud27 en la transcripción mediada por las ARN polimerasas I y III. 

 

 

Figura R1. Análisis del efecto de la sobreexpresión de RPB5 en el mutante bud27Δ en el ensamblaje de las 

ARN polimerasas y en la sensibilidad a ácido micofenólico. A) Localización de la subunidad común a las tres 

ARN pols, Rpb8, mediante microscopía de fluorescencia en el mutante bud27Δ (YFN334) y su cepa isogénica 

silvestre (YFN335) tras la sobreexpresión de RPB5, tanto a 30ºC como tras un choque térmico a 37ºC durante 12 

horas. B) Sensibilidad de la cepa mutante bud27Δ (YFN105) al ácido micofenólico (100 µg/ml) tras la 

sobreexpresión de RPB5 o del propio gen BUD27 (en el plásmido multicopia pFL44L), a 30ºC. 
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 La coordinación de la transcripción por parte las tres ARN polimerasas es un proceso 

celular esencial para asegurar una adecuada proporción de todos los transcritos necesarios 

para la biogénesis de ribosomas y el crecimiento celular (Barba-Aliaga et al., 2021; 

Lempiäinen and Shore, 2009; Mayer and Grummt, 2006). Se ha especulado que esta 

interconexión de las ARN polimerasas podría estar controlada por elementos de la ruta TOR,  

(Boguta, 2009; Laferte et al., 2006; Martin and Hall, 2005; Martin et al., 2006; Mayer and 

Grummt, 2006). La ruta TOR está constitutivamente activa en condiciones de crecimiento 

óptimas y se inhibe cuando estas son inadecuadas. Además, se ha descrito que Bud27 y su 

ortólogo humano, URI, estarían dentro de la vía TOR controlando la correcta expresión de 

genes relacionados con el metabolismo de los aminoácidos y la producción de ARNt (Gstaiger 

et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020). Por otra parte, tanto Bud27 como URI, 

interaccionan física y funcionalmente con Rpb5, una de las subunidades comunes de las tres 

ARN polimerasas eucariotas (Dorjsuren et al., 1998; Gstaiger et al., 2003; Ito et al., 2001; 

Martinez-Fernandez and Navarro, 2018; Mirón-García et al., 2013; Mirón-García et al., 2014; 

Mita et al., 2013). Puesto que Bud27 integra las funciones de interaccionar con Rpb5 y 

participar en la señalización de la ruta TOR, nuestra hipótesis es que Bud27 podría ser un 

elemento clave en la coordinación de la transcripción entre las tres ARN polimerasas a través 

de la ruta TOR. 

1. Influencia de Bud27 en la transcripción mediada por la ARN pol I 

1.1. Análisis de la asociación de la ARN pol I a la cromatina 

 Como se ha comentado anteriormente, la falta de Bud27 provoca defectos de 

ensamblaje de las tres ARN polimerasas y una deslocalización parcial de estas en el 

citoplasma (Mirón-García et al., 2013). Además, tiene un impacto negativo en la elongación 

de la transcripción mediada por la ARN pol II por su deficiente asociación con RSC (Mirón-

García et al., 2014). Se ha propuesto un papel similar para Bud27 en la transcripción mediada 

por la ARN pol III (Vernekar and Bhargava, 2015). Sin embargo, el estudio de la influencia de 

Bud27 sobre la transcripción mediada por la ARN polimerasa I no se ha llevado a cabo. Los 

datos de northern blot y pulso-caza del grupo del Dr. Navarro muestran que en ausencia de 

Bud27 se producen defectos en la neosíntesis del ARNr 35S y una acumulación de algunos 

transcritos inmaduros de la ARN pol I, como el ARNr 7S y el 27S(Martínez-Fernández et al., 

2020).  

Por ello, es de interés profundizar en el papel de Bud27 sobre la transcripción de la 

ARN pol I. En primer lugar, decidimos analizar la ocupación de la ARN pol I en los genes de 

ADNr 35S en una cepa mutante bud27Δ mediante inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). 
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Dado que se ha propuesto que el perfil transcripcional de un mutante bud27Δ es parcialmente 

similar al que se produce tras un bloqueo de la ruta TOR (Gstaiger et al., 2003; Martínez-

Fernández et al., 2020), que se ha descrito que la inhibición de esta ruta conlleva una menor 

ocupación de la ARN pol I en los genes de ADNr 35S (Claypool et al., 2004; Torreira et al., 

2017), y que la falta de Bud27 conlleva la deslocalización de la ARN pol I (Mirón-García et al., 

2013), nuestra hipótesis inicial es que la falta de Bud27 provocaría una caída en la ocupación 

de la ARN pol I en los genes 35S.  

Para contrastar nuestra hipótesis, se llevaron a cabo experimentos de ChIP en el 

mutante bud27Δ y la cepa silvestre, expresando el alelo funcional Rpb8-TAP desde su propio 

promotor y crecidas a temperatura permisiva. Se realizaron también experimentos de ChIP en 

condiciones similares tras un choque térmico de 12 horas a 37ºC, debido a que los defectos 

en la síntesis y/o procesamiento de transcritos de la ARN pol I en el mutante bud27Δ se 

observaron a 37ºC (Martínez-Fernández et al., 2020). Se analizaron diferentes regiones de la 

unidad transcripcional 35S con cebadores específicos, esquematizadas en la Figura R2 A. 

Cabe destacar que, aunque inmunoprecipitamos una subunidad común a las tres ARN 

polimerasas (Rpb8-TAP), dado que la fragmentación de la cromatina mediante sonicación 

genera fragmentos de en torno a 400 o 500 pares de bases, podemos asumir que los datos 

de enriquecimiento de las diferentes regiones de la unidad transcripcional 35S corresponden 

siempre a purificaciones de moléculas de ARN pol I. Los resultados de ChIP demuestran que 

a 30ºC en el mutante bud27Δ hay mayor enriquecimiento de la ARN pol I en la zona promotora 

y a lo largo de toda la unidad transcripcional 35S, que es estadísticamente significativa en la 

zona del 18S (Figura R2 B). Esta mayor ocupación de la ARN pol I se observa en toda la 

unidad transcripcional 35S tras el choque térmico a 37ºC (Figura R2 C). Aprovechando el uso 

de la subunidad común de las tres ARN polimerasas, Rpb8-TAP, y como control del 

experimento, se analizó la ocupación de la ARN pol II en la zona inicial y final del gen PMA1. 

El resultado demostró una menor ocupación de la ARN pol II en este gen en el mutante 

bud27Δ (Figura R2 D), tal y como se había descrito previamente (Mirón-García et al., 2014).  
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Figura R2. Análisis de la ocupación de la ARN pol I en la unidad transcripcional del gen de ADNr 35S 

mediante inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). A) Esquema de la unidad transcripcional 35S y de los 

cebadores empleados en los experimentos de ChIP (para más detalles sobre los cebadores, ver Tabla MyM 3). B) 

Niveles de enriquecimiento de ARN pol I (Rpb8-TAP) asociada a cromatina en el mutante bud27Δ (YFN310) 

comparado con su cepa isogénica silvestre (WT; YFN311) en el gen 35S en condiciones de crecimiento permisivas 

(30ºC). C) Niveles de enriquecimiento de ARN pol I asociada a cromatina en el mutante bud27Δ comparado con 

su cepa isogénica silvestre en el gen 35S tras un choque térmico a 37ºC de 12 horas. D) Niveles de enriquecimiento 

de la ARN pol II asociada a cromatina en el mutante bud27Δ comparado con su cepa isogénica silvestre en el gen 

PMA1, utilizado como control del experimento. Los valores se presentan como la media de 3 réplicas 

independientes (para más detalles sobre el cálculo de los niveles de enriquecimiento, ver apartado 4.1.9. del 

Material y Métodos). Los asteriscos muestran diferencias estadísticamente significativas calculadas mediante la t 

de Student: (*) P < 0,1, (**) P < 0,05, (***) P < 0,01. 

 

De manera contraria a lo que postulamos con nuestra hipótesis inicial, el resultado del 

experimento de ChIP no muestra una menor ocupación de la ARN pol I en la cromatina, sino 

un mayor enriquecimiento de ARN pol I asociada a lo largo del gen 35S en el mutante bud27Δ, 

más evidente a 37ºC. Este resultado apunta a un papel específico de Bud27 en la transcripción 

de la ARN pol I, que parece ser independiente de los defectos causados por una inhibición 

parcial de la vía TOR (Claypool et al., 2004; Torreira et al., 2017) así como de los defectos de 

ensamblaje (Mirón-García et al., 2013). Curiosamente, los niveles relativos de ARN pol I 

decrecen en mayor medida en el mutante bud27Δ con respecto a la cepa silvestre desde la 

zona promotora hasta la zona final del gen, lo cual puede indicar defectos en la elongación de 

la transcripción de la ARN pol I en esta cepa.  

Para confirmar los resultados obtenidos mediante ChIP, se realizó un experimento de 

yChEFs, que permite la obtención de fracciones enriquecidas de cromatina y el análisis de los 

niveles de proteínas asociadas a la cromatina mediante western blot (Cuevas-Bermúdez et 

al., 2019; Cuevas-Bermúdez et al., 2020). Los resultados de western blot, utilizando 

anticuerpos específicos frente a subunidades de la ARN pol I (Rpa34.5 y Rpa190) mostraron 

que la cantidad de estas proteínas asociadas a cromatina en el mutante bud27Δ era 

prácticamente idéntica a la del silvestre (Figura R3), tal y como se había observado en el 

experimento de ChIP (Figura R2 B). Puesto que las cepas utilizadas en este experimento 

contenían una versión funcional del alelo Rpc160-MYC, se analizó también la cantidad total 

de esta subunidad de la ARN pol III asociada a cromatina (resultados comentados en el 

apartado 2.1 dedicado a la ARN pol III).  
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Figura R3. Análisis de las ARN pol I y III asociadas a la cromatina. La cepa mutante bud27Δ (YFNOL1) y su 

isogénica silvestre (ISS2) se cultivaron en medio YPD a temperatura permisiva (30ºC) y se recogieron en fase 
exponencial (D.O.600~0,7). Se obtuvieron fracciones cromatínicas mediante el procedimiento de yChEFs (Cuevas-
Bermúdez et al., 2019) y se analizaron las proteínas Rpa34.5, Rpa190 para la ARN pol I y Rpc160 (Rpc160-MYC) 
para la ARN pol III, así como el control de cromatina H3 y el control de citoplasma, Pgk1, mediante SDS-PAGE y 
western blot. 

 

Para intentar elucidar si hay defectos en la elongación de la transcripción de la ARN 

pol I en el mutante bud27Δ, se calculó la procesividad de la enzima usando los datos de ChIP 

del experimento anterior. Según se ha descrito por (Schneider et al., 2007), se puede 

comparar el reclutamiento de la ARN pol I entre la zona inicial y final del gen 35S para estimar 

su procesividad relativa. Esta se calcula como el ratio del valor de enriquecimiento entre la 

zona final del gen y la zona inicial. Concretamente, el cálculo de la procesividad de la ARN 

pol I en este trabajo se hizo a partir de los datos de ocupación de la enzima en la zona 35Sf 

(6200-6388) y la zona 35Si (538-638) (ver Figura R2 A). Como se puede ver en la Figura R4 

la procesividad relativa de la ARN pol I del mutante bud27Δ es aproximadamente un 20% 

menor a la de la cepa silvestre.  
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Figura R4. Estimación de la procesividad de la ARN pol I en el mutante bud27Δ comparado con su cepa 

isogénica silvestre. La procesividad relativa se estimó en base al método descrito previamente (Schneider et al., 

2007), que consiste en dividir el valor de enriquecimiento de la ARN pol I en la zona final del gen 35S respecto a 

la zona inicial (35Sf/35Si). Se usaron los valores de los experimentos representados en la Figura R2. 

 

 El hecho de que los resultados sugieren que la procesividad de la ARN pol I está 

afectada, refuerza la idea de que la falta de Bud27 podría conllevar una alteración en la 

elongación de la transcripción. Con el fin de intentar ahondar en el papel específico de Bud27 

en la transcripción mediada por la ARN pol I, decidimos analizar la interacción entre el factor 

de transcripción Spt5 y la ARN pol I.  

1.2. Análisis de la interacción entre Spt5 y la ARN pol I en el mutante bud27Δ 

 Spt5 interacciona físicamente con Spt4 formando el complejo activo Spt4/5, que actúa 

como un factor de elongación en la transcripción mediada por la ARN pol I y II (Hartzog and 

Fu, 2013; Viktorovskaya et al., 2011). Las cepas con el alelo spt4Δ o mutantes puntuales del 

gen SPT5 tienen afectada la síntesis y procesamiento de los ARNr (Schneider et al., 2006; 

Viktorovskaya et al., 2011). Además, se ha descrito una interacción directa de Spt5 con la 

ARN pol I para promover la transcripción (Schneider et al., 2006). Con el fin de investigar si la 

falta de Bud27 provoca defectos en la asociación Spt5-ARN pol I, se decidió analizar la 

interacción física mediante copurificación TAP entre Spt5 (Spt5-TAP) y la ARN pol I en cepas 

bud27Δ y en su cepa isogénica silvestre. Para ello, se crecieron las cepas mutante bud27Δ 

(YFN316) y su isogénica silvestre (YFN317), expresando ambas un alelo funcional de Spt5-

TAP en medio YPD a temperatura permisiva (30ºC) o bien tras un choque térmico a 37ºC 

durante 12 horas.  
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 Como se puede observar en la Figura R5, no hubo una alteración significativa en la 

asociación entre Spt5 y las dos proteínas de la ARN pol I analizadas (Rpa190 y Rpa34.5) en 

el mutante bud27Δ con respecto a la cepa silvestre, ni a 30 ni a 37ºC. Curiosamente, la 

deleción de BUD27 sí provocó un defecto de asociación entre Spt5 y la subunidad mayor de 

la ARN pol II a 30ºC (Figura R5 A), más acusada en células crecidas a 37ºC (Figura R5 B), 

en consonancia con lo descrito previamente por el grupo del Dr. Navarro, donde se observaron 

defectos en la elongación de la transcripción de la ARN pol II (Mirón-García et al., 2014). 

 

 

Figura R5. Análisis de la interacción entre Spt5 y las ARN pol I y II. A) 2 mg de proteína de la cepa mutante 

bud27Δ (YFN316) y su cepa isogénica silvestre (YFN317) cultivadas en medio YPD a 30ºC hasta alcanzar la fase 

exponencial (D.O.600~0,7) se utilizaron para la purificación TAP (Spt5-TAP) y el resultado se analizó mediante 

western blot, usándose los anticuerpos anti-PAP (Spt5), anti-Rpa34.5 (ARN pol I), anti-Rpb1 (ARN pol II) y anti-

Pgk1 como control. B) Experimento similar al anterior tras un choque térmico a 37ºC durante 12 horas. 
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Estos resultados indican que Bud27 participa en la transcripción mediada por la ARN 

pol I a través de un mecanismo que podría ser diferente al de la ARN pol II. Con el objetivo de 

intentar profundizar en el mecanismo mediante el cual Bud27 podría influenciar la 

transcripción de la ARN pol I, decidimos analizar el impacto en el crecimiento causado por la 

variación del número de copias del ADNr 35S tras la deleción de BUD27.  

1.3. Análisis del número de copias del gen ADNr 35S en el mutante bud27Δ 

Los experimentos de northern blot y pulso caza del grupo del Dr. Navarro demuestran 

que la falta de Bud27 conlleva una menor transcripción del ADNr (Martínez-Fernández et al., 

2020). Sin embargo, los experimentos de ChIP mostrados en el apartado 1.1 del presente 

capítulo sugieren que hay una mayor cantidad relativa de ARN pol I en el ADNr en células 

carentes de Bud27. Planteamos una posibilidad que podría explicar este hecho: puede ocurrir 

que el mutante bud27Δ tenga un menor número de copias activas del gen 35S con mayor 

cantidad de moléculas de ARN pol I (con menor procesividad) por cada unidad transcripcional. 

Como paso previo para intentar responder esta disyuntiva, se estimó el número de copias del 

gen 35S en la cepa silvestre y en el mutante bud27Δ mediante qPCR, con una pareja de 

cebadores que amplifican la región 18S del ADNr. Para ello, se utilizaron los datos de los 

extractos (INPUTs) del experimento de ChIP del apartado 1.1 y los niveles del amplicón 18S 

se relativizaron frente a los niveles de una región intergénica del cromosoma V. Como se 

puede ver en la Figura R6, no se observaron diferencias significativas en la cantidad de copias 

del gen 35S entre el silvestre y el mutante bud27Δ.  
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Figura R6. Estimación del número de copias del gen 35S. Los niveles de acumulación del amplicón 18S, 

obtenidos en las muestras de extractos (INPUTs) del experimento de ChIP (ver subapartado 1.1 de este capítulo), 

se relativizaron frente a los niveles de una región intergénica del cromosoma V. Los valores corresponden a la 

media y desviación típica de tres réplicas técnicas a partir de tres réplicas biológicas independientes. 

 

Para intentar darle una explicación al mayor número de moléculas de ARN pol I en la 

cromatina del mutante bud27Δ, se decidió analizar el crecimiento de cepas con alto y bajo 

número de copias de ADNr (Cioci et al., 2003) tras la deleción de BUD27. Se ha estimado que 

el número habitual de copias del gen 35S es de unas 150, de las cuales aproximadamente la 

mitad son transcripcionalmente activas (Cioci et al., 2003). El número de unidades 

transcripcionales del gen 35S se puede reducir hasta un mínimo de 25, aproximadamente, sin 

que esto afecte sustancialmente el crecimiento de las cepas (Cioci et al., 2003). La viabilidad 

de las cepas con bajo número de copias de ADNr se mantiene gracias a que hay una mayor 

cantidad de moléculas de ARN pol I por unidad transcripcional (French et al., 2003). Para el 

estudio a realizar, se delecionó el gen BUD27 en una cepa con alto número de copias (ADNr 

≈ 190 copias) y en una cepa con bajo número de copias (ADNr ≈ 25 copias). A continuación, 

las cepas construidas se transformaron con el plásmido centromérico pcm189-BUD27 para 

obtener el silvestre, o con el plásmido vacío pCM189ø (vacío) y se analizó el crecimiento de 

estas cepas a distintas temperaturas.  

Tal y como puede observarse en la Figura R7, el crecimiento de la cepa mutante 

bud27Δ estaba muy afectado cuando contenía alto número de copias de ADNr, incluso a la 

temperatura permisiva de 30ºC. Este fenotipo no se observaba en la misma cepa conteniendo 

el plásmido con BUD27 (silvestre). Sorprendentemente, la deleción de BUD27 no alteró el 

crecimiento de la cepa con bajo número de copias de ADNr a 30ºC, y tan solo levemente a 

34ºC, si se compara con su silvestre. Por tanto, se deduce que la reducción del número de 
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copias de ADNr parece favorecer el crecimiento del mutante bud27Δ, incluso a temperatura 

restrictiva.  

 

 

Figura R7. Estudio del crecimiento de las cepas mutantes bud27Δ con alto (yFGS3) y bajo (yFGS4) número 

de copias del gen ADNr 35S. Las cepas yFGS3 e yFGS4 se transformaron con el plásmido centromérico vacío 

pCM189ø o con el mismo plásmido expresando BUD27 (pcm189-BUD27). El crecimiento se analizó mediante 

diluciones seriadas en medio SD (suplementado con los requerimientos para mantener los plásmidos) a 30 y 34ºC. 

 

 Este resultado sugiere que un mayor número de copias de ADNr, al conllevar más 

copias activas, afecta gravemente al crecimiento del mutante bud27Δ, mientras que reducir el 

número hasta 25 mejora su crecimiento. Probablemente, la reducción de copias de ADNr 35S 

favorezca un entorno cromatínico en el que las ARN polimerasas I del mutante bud27Δ, con 

un procesividad relativa más baja, puedan distribuirse y “concentrarse” entre menos copias. 

Aumentar el número de copias hasta 190 hace que las moléculas de ARN pol I del mutante 

bud27Δ se tenga que dispersar entre mayor número de copias. No obstante, se necesitan 

nuevos experimentos que permitan seguir profundizando en el papel específico de Bud27 

durante el proceso transcripcional mediado por la ARN poli I y así, confirmar o desmentir las 

hipótesis planteadas. 

 Con el objetivo de continuar profundizando en la influencia de Bud27 sobre la 

transcripción de las tres ARN polimerasas y establecer su posible papel como coordinador de 

las mismas, decidimos estudiar el impacto causado por la falta de Bud27 en la transcripción 

mediada por la ARN pol III. 
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2. Influencia de Bud27 en la transcripción mediada por la ARN pol III 

 Los experimentos de northern blot del grupo del Dr. Navarro muestran que en el 

mutante bud27Δ hay una menor cantidad de algunos ARNt inmaduros (pre-ARNt) y maduros 

(Martínez-Fernández et al., 2020). Además, los experimentos de pulso-caza también 

demuestran que hay un defecto en la neosíntesis de los transcritos producidos por la ARN pol 

III (Martínez-Fernández et al., 2020). Previamente, otros autores han demostrado que la falta 

de Bud27 conlleva una menor síntesis de ciertos transcritos de la ARN pol III como RPR1, 

SCR1 y SNR6 (Vernekar and Bhargava, 2015) así como de ARNts (Gstaiger et al., 2003; 

Vernekar and Bhargava, 2015).  

Para profundizar en el papel de Bud27 en la actividad de la ARN pol III, se decidió 

investigar mediante ChIP el reclutamiento de la enzima en los tres tipos diferentes de genes 

(tipo 1, 2 y 3), en las cepas usadas anteriormente conteniendo la subunidad Rpb8 etiquetada 

con TAP (Rpb8-TAP). Para ello, se cultivó el mutante bud27Δ y la cepa isogénica silvestre en 

medio rico YPD a 30ºC o tras un choque térmico de 12 horas a 37ºC, ya que al igual que lo 

que ocurre con lo descrito para la ARN pol I, algunos de los defectos transcripcionales de la 

ARN pol III en el mutante bud27Δ se observan de forma más evidente a 37ºC (Martínez-

Fernández et al., 2020). Los experimentos de ChIP demostraron que la ocupación de la ARN 

pol III en todos los tipos de genes, RDN5 (tipo 1), SUP56 (tL(CAA)A) (tipo 2), y SCR1 (tipo 3) 

fue mucho menor en el mutante bud27Δ que en la cepa silvestre, siendo algo más acusado 

tras el choque térmico a 37ºC (Figura R8). Este resultado corrobora lo descrito previamente 

por otros autores (Vernekar and Bhargava, 2015), demostrando que la falta de Bud27 

provocaba una menor asociación de la ARN pol III con sus genes diana. Además, los 

resultados de ChIP también van en consonancia con los resultados de los experimentos de 

yChEFs de este trabajo, donde se observó a temperatura permisiva (30ºC) una menor 

cantidad total de Rpc160 asociada a cromatina en el mutante bud27Δ (apartado 1.1, Figura 

R3).  
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Figura R8. Análisis de la ocupación de la ARN pol III en los genes RDN5 (tipo 1), SUP56 (tL(CAA)A) (tipo 2), 

y SCR1. Los niveles de enriquecimiento de ARN pol III (Rpb8-TAP) asociada a cromatina en el mutante bud27Δ 

(YFN310) comparado con su cepa isogénica silvestre (WT; YFN311) se midieron mediante qPCR con cebadores 

específicos para tres clases diferentes de genes (RDN5, SUP56 y SCR1), en condiciones de crecimiento 

permisivas (30ºC) o tras un choque térmico a 37ºC durante 12 h. Los valores se presentan como la media de 3 

réplicas independientes (para más detalles sobre el cálculo de los niveles de enriquecimiento, ver apartado 4.1.9. 

del Material y Métodos). Los asteriscos muestran diferencias estadísticamente significativas calculadas mediante 

la t de Student: (*) P < 0,1, (**) P < 0,05, (***) P < 0,01. 
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Este menor reclutamiento de la ARN pol III a los genes en el mutante bud27Δ puede 

deberse, al menos en parte, al defecto en el ensamblaje de la ARN pol III, tal y como se ha 

propuesto anteriormente por nosotros y otros autores (Mirón-García et al., 2013; Vernekar and 

Bhargava, 2015). Sin embargo, la sobreexpresión de RPB5 corrige el defecto de ensamblaje 

de la ARN pol III en el mutante bud27Δ tanto a 30ºC (Mirón-García et al., 2013) como a 37ºC 

(Figura R1 A), y sin embargo no corrige totalmente los defectos transcripcionales ni a 30 ni a 

37ºC (Martínez-Fernández, 2016). Del mismo modo, tampoco se corrige la sensibilidad de la 

cepa mutante bud27Δ al ácido micofenólico (Figura R1 B). Este hecho sugiere que Bud27 

podría tener un papel importante en la transcripción mediada por la ARN pol III más allá del 

papel que pueda tener en su ensamblaje. 

3. Integración de la función de Bud27 con la ruta TOR mediante el estudio del estado de 

fosforilación de la proteína ribosómica Rps6  

 En el presente capítulo, se ha mostrado que la falta de Bud27 produce defectos 

transcripcionales de las ARN pol I y III. Además, recientemente, el grupo del Dr. Navarro ha 

demostrado que la falta de Bud27 conlleva un menor reclutamiento de la ARN pol II en algunos 

genes de proteínas ribosómicas y de otros factores necesarios para la biosíntesis de 

ribosomas (RiBis) (Martínez-Fernández et al., 2020). Teniendo en cuenta que en S. cerevisiae 

hasta el 80% del total de la transcripción se destina a la producción de componentes para la 

biogénesis de ribosomas (Xiao and Grove, 2009), la consecuencia más inmediata del defecto 

transcripcional en las células bud27Δ es una menor disponibilidad de transcritos para esta 

función. Se ha propuesto que existe una coordinación entre la transcripción de las tres ARN 

polimerasas eucariotas y la ruta TOR (Boguta, 2009; Lempiäinen and Shore, 2009; Martin and 

Hall, 2005; Martin et al., 2006; Mayer and Grummt, 2006). De igual modo, se ha vinculado de 

forma directa la disponibilidad de nutrientes con la ruta TOR y la biogénesis de ribosomas 

(Mayer and Grummt, 2006; Schmelzle and Hall, 2000). Puesto que Bud27 se ha propuesto 

como un posible elemento dentro de la vía TOR (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et 

al., 2020), decidimos comprobar si la influencia que ejerce sobre la transcripción de las tres 

ARN polimerasas y, consecuentemente, sobre la biogénesis de ribosomas, se debe, al menos 

parcialmente, a su papel como un factor dentro de esta ruta. Para ello, se analizó la 

fosforilación de la proteína ribosómica Rps6, que depende directamente de la actividad de la 

ruta TOR, necesaria para el crecimiento celular en S. cerevisiae (González et al., 2015), así 

como para la activación de genes requeridos para la biogénesis de ribosomas en mamíferos 

(Chauvin et al., 2014). En S. cerevisiae, Rps6 se fosforila en dos residuos (Ser232 y Ser233) 

por la kinasa Ypk3 cuando hay disponibilidad de nutrientes en un proceso que está bajo control 

directo de la vía TOR (González et al., 2015). En condiciones de bloqueo de ruta TOR, como 
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la adición de rapamicina al medio o la carencia de nutrientes, Rps6 se desfosforila 

rápidamente (González et al., 2015). Por ello, el análisis de la fosforilación de Rps6 se ha 

considerado como una forma fiable de evaluar la actividad de la ruta TOR. Para analizar el 

impacto de la falta de Bud27 sobre la actividad kinasa de TOR, se cultivaron la cepa mutante 

bud27Δ (YFN683) y su isogénica silvestre (BY4741) en medio rico YPD y se recogieron 

alícuotas a diferentes tiempos (20, 40, y 60 minutos) tras la adición de rapamicina.  Usando 

anticuerpos específicos frente a la proteína total Rps6 y su forma fosforilada (Rps6-P), 

mediante western blot, demostramos que antes de comenzar el tratamiento de rapamicina 

(Tiempo=0), la cantidad de Rps6-P era menor en el mutante bud27Δ que en la cepa silvestre 

(Figura R9). Este resultado indica que la actividad de la vía de señalización TOR, que es la 

que mantiene la fosforilación de Rps6, es menor cuando falta Bud27. Por otra parte, el 

tratamiento con rapamicina produjo la casi total desfosforilación de Rps6 tras 60 minutos de 

tratamiento en la cepa silvestre (Figura R9). Sin embargo, en el mutante bud27Δ esta 

desfosforilación de Rps6 se produjo de una forma mucho más lenta, puesto que seguía 

observándose Rps6 fosforilado incluso después de 60 minutos de tratamiento (Figura R9). 

Este resultado indica que también hay una alteración en el proceso de inhibición de la vía 

TOR en el mutante bud27Δ. En su conjunto, estos datos sugieren que Bud27 es una proteína 

fundamental tanto para la correcta actividad de la vía TOR en condiciones óptimas de 

crecimiento, como para su inhibición tras una situación de estrés. Este hecho puede sugerir 

que Bud27 podría modular la actividad de las 3 ARN polimerasas y la biogénesis de 

ribosomas, al menos parcialmente, a través de la ruta TOR. 

   

 

Figura R9. Análisis de la cinética de desfosforilación de Rps6 tras el tratamiento con rapamicina. A) 

Extractos de proteínas con TCA de la cepa mutante bud27Δ y su isogénica silvestre (WT) a tiempo inicial y tras el 

tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml, 20, 40 y 60 minutos) se analizaron por western blot usando los anticuerpos 

anti-Rps6-P, anti-Rps6 y anti-Pgk1. 
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Los resultados mostrados en este capítulo y los previamente publicados por el grupo 

del Dr. Navarro (Martínez-Fernández et al., 2020; Mirón-García et al., 2014) y otros autores 

(Gstaiger et al., 2003; Vernekar and Bhargava, 2015), demuestran que Bud27 participa en la 

transcripción de las 3 ARN polimerasas en S. cerevisiae y, quizás, en otros organismos. De 

esta manera, Bud27 podría interconectar las actividades de las tres enzimas, probablemente 

actuando a través de la ruta TOR. Nuestros resultados sugieren, además, que los 

mecanismos mediante los cuales Bud27 actúa sobre la actividad de cada una de las enzimas 

podrían comportar componentes diferentes. La influencia de Bud27 sobre la ARN pol II ha 

sido estudiada (Mirón-García et al., 2014) y sobre la ARN pol III es el objeto de los siguientes 

capítulos de esta tesis. Finalmente, el papel de Bud27 sobre la ARN pol I se está abordando 

en el grupo de investigación. 
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Capítulo II Estudio de la interconexión entre la prefoldin-like Bud27, el represor 

transcripcional Maf1 y la ruta TOR 

 

0. Antecedentes 

 Los resultados presentados en el capítulo I de este trabajo muestran que Bud27 

modula, directa o indirectamente, la transcripción mediada por la ARN polimerasa III. Nosotros 

y otros autores hemos demostrado que la falta de Bud27 provoca una disminución en la 

acumulación de algunos transcritos de la ARN pol III (Martínez-Fernández et al., 2020; 

Vernekar and Bhargava, 2015). Dado que se ha propuesto que Bud27 podría ser un elemento 

importante en la modulación de la actividad de la ruta TOR (Gstaiger et al., 2003; Martínez-

Fernández et al., 2020) y que su falta provoca defectos transcripcionales de la ARN pol III 

(Martínez-Fernández et al., 2020; Vernekar and Bhargava, 2015), al menos parcialmente 

independientes del ensamblaje de la enzima (Figura R1 B) (Martínez-Fernández, 2016), 

nuestra hipótesis de trabajo es que Bud27 podría estar influenciando la actividad de la ARN 

pol III a través de elementos reguladores. Entre estos elementos está Maf1, un regulador 

negativo general conservado desde levaduras hasta humanos (Pluta et al., 2001; Reina et al., 

2006). En respuesta a diferentes tipos de estrés, Maf1 se desfosforila y es transportado al 

núcleo donde inhibe la transcripción de la ARN pol III interaccionando físicamente con ella y 

con subunidades del factor de transcripción TFIIIB (Desai et al., 2005; Oficjalska-Pham et al., 

2006; Pluta et al., 2001; Upadhya et al., 2002). Aunque el control del estado de fosforilación y 

la actividad de Maf1 puede implicar a diversas rutas de señalización (Upadhya et al., 2002), 

se ha demostrado que las kinasas y fosfatasas de la vía TOR son los que tienen una función 

predominante en este proceso (Oficjalska-Pham et al., 2006; Oler and Cairns, 2012; Roberts 

et al., 2006; Wei et al., 2009). En base a ello, en el presente capítulo abordamos el posible 

papel de Bud27 sobre la regulación de Maf1 en el control de la actividad de la ARN pol III. 
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1. Estudio de la influencia de Bud27 sobre la fosforilación y entrada al núcleo del 

represor de la ARN polimerasa III, Maf1 

1.1. Análisis del patrón de fosforilación y del proceso de desfosforilación de Maf1 

 La inhibición de la ruta de señalización TOR, que simula una situación de carencia de 

nutrientes, conlleva que el represor Maf1 se desfosforile en el citoplasma, pasando a su forma 

activa, lo que permite su entrada al núcleo, su interacción física con la ARN pol III y la represión 

de su actividad (Boguta, 2013; Willis et al., 2004). Dado que la falta de Bud27 mimetiza 

parcialmente la inhibición de la ruta TOR (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 

2020), quisimos estudiar la influencia de esta proteína en la fosforilación de Maf1, su entrada 

al núcleo y su represión sobre la actividad de la ARN pol III. Para ello analizamos el estado 

de fosforilación de Maf1 en una cepa silvestre y en una cepa mutante bud27Δ, así como el 

patrón de desfosforilación tras la inhibición de la ruta TOR mediante rapamicina. Se recogieron 

alícuotas de ambas cepas a tiempo inicial (tiempo=0) y tras un tratamiento con rapamicina 

(20, 40, 60 y 120 minutos) y usando un anticuerpo específico para la proteína Maf1, se 

determinó su estado de fosforilación. El análisis de Maf1 por western blot revela claramente 

dos formas de la proteína durante la fase exponencial de crecimiento (Figura R10): la banda 

superior, correspondiente a la forma fosforilada e inactiva y la banda inferior, correspondiente 

a la forma desfosforilada y activa (representadas respectivamente como Maf1-P y Maf1 en la 

Figura R10). Además, se observó un ligero incremento de la forma fosforilada de Maf1 frente 

a la no fosforilada en el mutante bud27Δ con respecto a la cepa silvestre antes de comenzar 

el tratamiento (tiempo=0). Por otro lado, el análisis de la desfosforilación de Maf1 sugiere una 

ralentización en la velocidad de la cinética en la cepa mutante bud27Δ con respecto a la cepa 

isogénica silvestre durante el tratamiento con rapamicina. 

 

 

Figura R10. Análisis de la desfosforilación de Maf1. Extractos de proteínas (con TCA) de la cepa mutante 

bud27Δ (YFN105) y su isogénica silvestre (WT; BY4741) crecidas en medio YPD a 30ºC, en fase exponencial 

(D.O.600~0,7), a tiempo inicial y tras el tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml) durante 20, 40, 60, 90 y 120 minutos 

fueron analizados mediante western blot usando los anticuerpos anti-Maf1 y anti-Pgk1. Las flechas señalan las 

formas fosforilada (superior) y desfosforilada (inferior) de Maf1. 
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Nuestra hipótesis inicial de trabajo implicaba que los defectos transcripcionales de la 

ARN pol III provocados por la falta de Bud27 podrían estar causados por una mayor represión 

por parte de Maf1. Sin embargo, los resultados del experimento anterior sugieren lo contrario, 

ya que la falta de Bud27 conlleva una mayor proporción de la forma fosforilada (inactiva) de 

Maf1, tanto antes como después del tratamiento con rapamicina, con respecto a la forma 

desfosforilada. Por otra parte y de manera interesante, estos resultados sugieren que la 

carencia de Bud27 podría estar alterando la desfosforilación de Maf1 debido a una represión 

más lenta de la ruta TOR, o por una alteración en la actividad de la/las fosfatasas que actúan 

sobre Maf1. 

Puesto que el mutante bud27Δ tiene defectos en el ensamblaje de las tres ARN 

polimerasas (Mirón-García et al., 2013), decidimos estudiar si el defecto en la cinética de 

desfosforilación de Maf1 era dependiente del defecto de ensamblaje de las ARN polimerasas. 

Para ello, se sobreexpresó RPB5 en una cepa bud27Δ y su cepa isogénica silvestre (WT) 

para corregir el defecto de ensamblaje de las ARN polimerasas provocado por la falta de 

Bud27, tal y como se ha descrito previamente (Martínez-Fernández et al., 2020; Mirón-García 

et al., 2013). El análisis mediante western blot del patrón de desfosforilación de Maf1, tanto 

en condiciones de crecimiento exponencial como tras un tratamiento con rapamicina, 

demostró que la sobreexpresión de RPB5 en la cepa silvestre no tuvo ningún efecto en la 

desfosforilación de Maf1 con respecto a la cepa silvestre y no corrigió el defecto de 

desfosforilación de Maf1 en la cepa mutante bud27Δ (Figura R11). 

 

 

Figura R11. Análisis de la desfosforilación de Maf1, en sobreexpresión de RPB5. Extractos de las cepas 

silvestre WT; (BY4741) y bud27Δ (YFN683) transformadas con el plásmido vacío pFL44L (pFL44Lø) y con el 

mismo plásmido que permite sobreexpresar RPB5 (pFL44L-RPB5), crecidas a 30ºC en SD (suplementado con los 

requerimientos necesarios) hasta la fase exponencial (D.O.600~0,7) y tras el tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml, 

1 hora). Las proteínas extraídas con TCA fueron analizadas por western blot usando los anticuerpos anti-Maf1 y 

anti-Pgk1. 
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Los resultados muestran que el defecto en la desfosforilación de Maf1 causado por la 

falta de Bud27 no es una consecuencia indirecta de los defectos en ensamblaje de las ARN 

polimerasas.  

Por otra parte, se ha descrito que tras el tratamiento con rapamicina se produce una 

síntesis de novo de Maf1 (Oficjalska-Pham et al., 2006). Para analizar si se produce una 

acumulación de Maf1 neo-sintetizado tras el tratamiento con rapamicina en el mutante 

bud27Δ, decidimos inhibir la síntesis proteica con cicloheximida. La cicloheximida es una 

droga que bloquea la actividad peptidil transferasa de la subunidad mayor del ribosoma 

(Siegel and Sisler, 1964) y que ha sido utilizada previamente para bloquear la síntesis de novo 

de Maf1 (Oficjalska-Pham et al., 2006). Al igual que en el experimento anterior, se analizó 

mediante western blot el patrón de desfosforilación de Maf1 en el mutante bud27Δ y en su 

cepa isogénica silvestre, tanto en condiciones de crecimiento exponencial como tras una 

inhibición de la vía TOR con rapamicina, habiendo bloqueado previamente (o no) la síntesis 

proteica con cicloheximida. Los resultados de la Figura R12 muestran que no hay diferencias 

importantes en la cantidad total de Maf1, ni en su patrón de fosforilación, ni en el mutante 

bud27Δ ni en la cepa silvestre, independientemente de la presencia o no de cicloheximida en 

el medio. 

 

 

Figura R12. La adición de cicloheximida no altera el patrón de fosforilación de Maf1. Extractos de las cepas 

silvestre (BY4741) y bud27Δ (YFN683), crecidas en medio YPD a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial 

(D.O.600~0,7) fueron tratadas o no, según se indica, con cicloheximida (10 µg/ml, 10 minutos) para inhibir la 

traducción y a continuación con rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora). Las proteínas extraídas con TCA fueron analizadas 

por western blot usando los anticuerpos anti-Maf1 y anti-Pgk1. 
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Maf1 es un regulador negativo de la ARN pol III, actuando como un último efector que 

integra las señales procedentes de diferentes rutas celulares (Ciesla et al., 2007; Oler and 

Cairns, 2012; Upadhya et al., 2002). Así, la aplicación de otros tipos de estrés diferentes al 

bloqueo de la ruta TOR mediante rapamicina, como son la carencia de glucosa en el medio, 

la fase estacionaria del cultivo, el metil metanosulfonato (MMS) o el ditiotreitol (DTT), entre 

otros, también provoca la rápida desfosforilación de Maf1 y la consecuente represión de la 

actividad de la ARN pol III (Oficjalska-Pham et al., 2006; Oler and Cairns, 2012; Roberts et al., 

2006; Willis et al., 2004). Teniendo todo esto en cuenta, se quiso comprobar si el defecto de 

desfosforilación de Maf1 en las cepas carentes de Bud27 se producía también bajo el efecto 

de otros tipos de estrés. Para ello, células del mutante bud27Δ y su cepa isogénica silvestre 

se trataron con rapamicina (a modo de control), con ditiotreitol (DTT), o se sometieron a una 

situación de carencia de glucosa (SD –glucosa). De las tres condiciones experimentales se 

recogió una alícuota antes del tratamiento (tiempo=0) y a distintos tiempos tras la aplicación 

del estrés (30 y 60 minutos) para analizar la cinética de desfosforilación de Maf1 mediante 

western blot. La Figura R13 muestra que la carencia de Bud27 provoca una alteración en la 

cinética de desfosforilación de Maf1 en todas las situaciones experimentales. Este resultado 

señala un posible papel de Bud27 como una proteína que integra diferentes señales de estrés 

que convergen finalmente en la correcta desfosforilación de Maf1 para coordinar la represión 

de la actividad de la ARN pol III.  

 

 

Figura R13. Análisis de la desfosforilación de Maf1 bajo diferentes situaciones de estrés. Extractos de las 

cepas silvestre (WT; BY4741) y bud27Δ (YFN683) crecidas en medio YPD a 30ºC hasta alcanzar la fase 

exponencial (D.O.600~0,7) fueron tratados con rapamicina (0,4 μg/ml), lavadas y cultivadas en medio carente de 

glucosa (SD – glucosa) o tratadas con DTT (5mM) durante los tiempos indicados. Las proteínas extraídas con TCA 

fueron analizadas por western blot usando los anticuerpos anti-Maf1 y anti-Pgk1. 
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Los datos mostrados hasta el momento indican que Bud27 es una proteína 

determinante en el control del estado de fosforilación de Maf1, siendo necesaria para integrar 

las diferentes señales celulares que convergen en su proceso de desfosforilación.  

Dadas las alteraciones que la falta de Bud27 tiene sobre la fosforilación de Maf1, 

decidimos analizar las consecuencias de la sobreexpresión de BUD27. Se transformó una 

cepa silvestre con el plásmido vacío pFL44L y con el mismo plásmido sobreexpresando 

BUD27 y se analizaron, mediante western blot, tanto el estado inicial de fosforilación de Maf1 

(tiempo=0) como a distintos tiempos tras un tratamiento con rapamicina.  Cabe indicar que la 

sobreexpresión de BUD27 no provocó defectos apreciables sobre el crecimiento de estas 

cepas (datos no mostrados). Como se muestra en la Figura R14, no se observaron diferencias 

apreciables en el estado de fosforilación de Maf1 cuando se sobreexpresó BUD27, ni en fase 

exponencial (tiempo=0), ni tras el tratamiento con rapamicina.  

 

 

Figura R14. Análisis de desfosforilación de Maf1 por sobreexpresión de BUD27. La cepa silvestre BY4741 

(WT) fue transformada con el plásmido vacío pFL44L (pFL44Lø) y con el mismo plásmido que permite la 

sobreexpresión de BUD27 (pFL44L-BUD27). La cepa bud27Δ (YFN683), usada como control, fue transformada 

con el plásmido vacío. Las cepas transformadas se cultivaron en medio SD (suplementado con los requerimientos 

necearios) a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,6). Extractos de proteínas (con TCA) a tiempo 

inicial y tras el tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml) durante 10, 20, 30 y 45 minutos fueron analizados por 

western blot usando los anticuerpos anti-Maf1 y anti-Pgk1. 

 

Por tanto, aunque la falta de Bud27 produce una alteración en el patrón de 

desfosforilación de Maf1, un aumento de la expresión de BUD27 no parece tener efecto alguno 

en este proceso.  
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1.2. La fosforilación de Maf1 no depende de la localización celular de Bud27 

Bud27 es una proteína que se mueve entre núcleo y citoplasma en una vía 

independiente de la exportina Crm1 (Mirón-García et al., 2013). Para estudiar la influencia que 

puede tener la localización de Bud27 sobre el estado de fosforilación de Maf1, se construyó 

además un plásmido (pCM189-BUD27ΔNLS-GFP) que contiene un alelo de BUD27 que 

permite la expresión de la proteína sin el dominio de localización nuclear NLS (aminoácidos 

562-595). Como se observa en la Figura R15 la falta del dominio NLS, provoca una 

localización mayoritariamente citoplasmática de la proteína Bud27.  

 

 

Figura R15. Análisis in vivo, mediante microscopía de fluorescencia, de la localización celular de la proteína 

Bud27ΔNLS-GFP. La cepa bud27Δ (YFN683) fue transformada con el plásmido vacío pCM189 (pCM189ø) y con 

el mismo plásmido expresando los alelos BUD27ΔNLS-GFP y BUD27-GFP (control) (ver Tabla MyM 4) y se 

crecieron a 30ºC en medio SD (suplementado con los requerimientos necesarios). Las imágenes mostradas se 

tomaron en el microscopio de fluorescencia OLYMPUS BX51. 

 

En paralelo, se utilizó un plásmido que contiene un alelo de BUD27 que permite la 

expresión de la proteína sin la señal de exporte nuclear y que conlleva una localización 

mayoritariamente nuclear de la proteína (pCM189-BUD27ΔNES-GFP) (Mirón-García et al., 

2013) para analizar su posible efecto sobre el crecimiento. En ningún caso, estas proteínas 

mutantes alteran significativamente el crecimiento respecto a la proteína silvestre (Figura R16) 

y solo la cepa con la proteína Bud27ΔNLS-GFP mostró una ligera termosensibilidad a 37ºC.  
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Figura R16. Estudio de la termosensibilidad de la cepa bud27Δ transformada con plásmidos que expresan 

diferentes alelos de BUD27. La cepa bud27Δ (YFN683) fue transformada con el plásmido vacío pCM189 

(pCM189ø) y con el mismo plásmido expresando los diferentes alelos BUD27ΔNLS-GFP (localización 

citoplasmática de Bud27), BUD27ΔNES-GFP (localización nuclear) y BUD27-GFP (control) (ver Tabla MyM 4). El 

crecimiento se analizó mediante diluciones seriadas en medio SD (suplementado con los requerimientos 

necesarios) a 30, 34 y 37ºC. 

 

Para estudiar si la localización celular de Bud27 tenía efectos importantes sobre el 

proceso de desfosforilación de Maf1, se transformó una cepa bud27Δ con el plásmido vacío 

pCM189 y con el mismo plásmido permitiendo la expresión de los diferentes alelos de BUD27: 

BUD27ΔNLS-GFP (Bud27 mayoritariamente citoplasmático) y BUD27ΔNES-GFP (Bud27 

mayoritariamente nuclear). La cinética de desfosforilación de Maf1 se analizó mediante 

western blot en las cepas transformadas, a tiempo inicial (tiempo=0) y a distintos tiempos tras 

el tratamiento con rapamicina. Como se puede ver en la Figura R17, no hubo diferencias 

significativas en el patrón de fosforilación de Maf1 antes del tratamiento ni en su cinética de 

desfosforilación, lo que sugiere que la fosforilación y desfosforilación de Maf1 depende de la 

presencia de Bud27, pero no de su localización celular. No obstante, no se puede descartar 

que pueda haber una cierta cantidad de la proteína Bud27ΔNLS que entre al núcleo por 

difusión. Del mismo modo, en el caso de la proteína Bud27ΔNES, no podemos descartar que 

haya cierta cantidad de esta en el citoplasma.  
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Figura R17. La fosforilación y desfosforilación de Maf1 no depende de la localización de Bud27. La cepa 

mutante bud27Δ (YFN683) fue transformada con el plásmido vacío pCM189 (pCM189ø) y con el mismo plásmido 

expresando los alelos BUD27ΔNLS-GFP (localización citoplasmática de Bud27), BUD27ΔNES-GFP (localización 

nuclear) y BUD27-GFP (control) (ver Tabla MyM 4). La cepa silvestre BY4741 (WT), usada como control, fue 

transformada con el plásmido vacío. Extractos de proteínas (con TCA) a tiempo inicial y tras el tratamiento con 

rapamicina (0,4 μg/ml) durante 30 y 60 minutos fueron analizados por western blot usando los anticuerpos anti-

Maf1 y anti-Pgk1. 

 

1.3. La entrada de Maf1 al núcleo depende de Bud27  

Maf1 es una proteína que, al igual que Bud27, se mueve entre núcleo y citoplasma 

(Graczyk et al., 2011; Moir et al., 2006; Oficjalska-Pham et al., 2006; Oler and Cairns, 2012; 

Roberts et al., 2006). En condiciones favorables de crecimiento, Maf1 se encuentra localizado 

principalmente en el citoplasma, aunque una pequeña proporción es nuclear (Moir et al., 2006; 

Oficjalska-Pham et al., 2006). El control de la localización citoplasmática de Maf1 ocurre a 

través de dos mecanismos: por un lado, la inactivación mediante fosforilación de algunos 

residuos de su dominio de localización nuclear (NLS), y por otro, el exporte desde el núcleo 

de la forma fosforilada de Maf1 por parte de Msn5 (Moir et al., 2006; Towpik et al., 2008). Para 

determinar si la alteración en el patrón de fosforilación de Maf1 y de la ralentización de la 

cinética de desfosforilación tras la represión de la ruta TOR en el mutante bud27Δ provocan 

una alteración de la entrada de Maf1 al núcleo desde el citoplasma, se analizó la localización 

de Maf1 in vivo, en condiciones de crecimiento permisivo y tras la adición de rapamicina, en 

una cepa mutante bud27Δ y en su cepa isogénica silvestre, ambas expresando un alelo 

funcional de MAF1 fusionado a GFP. Maf1 mostró una localización mayoritariamente 

citoplasmática en condiciones de crecimiento permisivo antes del tratamiento, tanto en la cepa 

silvestre como en el mutante bud27Δ (Figura R18). La adición de rapamicina provocó la rápida 

translocación de Maf1 al núcleo en la cepa silvestre (20-40 minutos). Sin embargo, la 

translocación de Maf1 al núcleo es más lenta en el mutante bud27Δ, permaneciendo tras 90 

minutos de tratamiento una proporción importante de Maf1 en el citoplasma. Estos resultados 
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concuerdan con datos previos de inmunolocalización de Maf1 generados en el grupo del Dr. 

Navarro que mostraban que tanto en fase exponencial como tras el tratamiento con 

rapamicina, las cepas mutantes carentes de Bud27 presentaban una menor cantidad de 

núcleos con Maf1 que la cepa isogénica silvestre (Martínez-Fernández, 2016).  

 

 

Figura R18. Análisis in vivo de la localización celular de Maf1. La cepa mutante bud27Δ (YFN734) y su 

isogénica silvestre expresando el alelo funcional MAF1-GFP se cultivaron en medio YPD a 30ºC hasta alcanzar la 

fase exponencial (D.O.600~0,6). La localización de Maf1 se analizó mediante microscopía de fluorescencia a tiempo 

inicial (tiempo=0) y tras el tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml) distintos tiempos (20, 40, 60 y 90 minutos). Las 

imágenes mostradas se tomaron en el microscopio de fluorescencia OLYMPUS BX51. 
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1.4. Análisis de los niveles de ARNt tras la inhibición de la vía TOR 

Teniendo en cuenta estos resultados, en un mutante bud27Δ cabría esperar una 

menor represión de la transcripción mediada por la ARN pol III tras una inhibición de la vía 

TOR dada la menor entrada de Maf1 desfosforilada al núcleo para ejercer la regulación 

negativa. Para analizar el proceso de represión de la ARN pol III tras una situación de bloqueo 

de la vía TOR en células carentes de BUD27, se analizaron mediante RT-qPCR los niveles 

de acumulación de las formas maduras e inmaduras del ARNt-Leu3 (CAA), utilizándose 

diferentes parejas de cebadores para detectar cada una de ellas (Figura R19). 

 

 

Figura R19. Esquema general de las zonas de hibridación de los cebadores utilizados en los ensayos de 

RT-qPCR para detectar formas inmaduras (pre-ARNt) y maduras (ARNt). Los nombres pretRNA y tRNA sirven 

para referirse a cualquiera de los cebadores Forward utilizados en la qPCR. El cebador representado en el 

esquema como tRNA-301 se refiere a los cebadores Reverse utilizados. Para más información sobre los cebadores 

empleados, ver Tabla MyM 3. 

 

Como se puede ver en la Figura R20 A, al comparar el mutante bud27Δ con su cepa 

isogénica silvestre, tanto los niveles de la forma inmadura como de la forma madura del ARNt-

Leu3 (CAA) fueron inferiores. Este resultado confirma lo que se había constatado previamente 

por northern blot (Martínez-Fernández et al., 2020) y están en consonancia con los datos 

previos de ChIP de la ARN pol III (Figura R8). Por otra parte, el tratamiento con rapamicina 

provocó una disminución de los niveles del precursor de ARNt de leucina (pre-Leu3) en la 

cepa silvestre, probablemente como resultado de la represión de la actividad de la ARN pol III 

(Oficjalska-Pham et al., 2006; Upadhya et al., 2002), aunque no produjo una caída en los 

niveles del ARNt-Leu maduro (Leu3), debido quizá a su estabilidad (Figura R20 B). Sin 

embargo, esta posible respuesta de represión de la ARN polimerasa III tras la adición de 

rapamicina no parece observarse en el mutante bud27Δ (Figura R20 C). 
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Figura R20. Análisis de los niveles de acumulación de las formas inmadura (pre-Leu3) y madura (Leu3) del 

ARNt-Leu3 (CAA) mediante RT-qPCR. A) Niveles de expresión de ARNt-Leu3 (CAA) inmaduro (pre-Leu3) y 

maduro (Leu3) del mutante bud27Δ (YFN683) y de su cepa isogénica silvestre (WT; BY4741), crecidas en medio 

SD (suplementado con los requerimientos necesarios) a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7). B) 

Niveles de expresión de ARNt-Leu3 (CAA) inmaduro (pre-Leu3) y maduro (Leu3) de la cepa silvestre BY4741, 

crecida en medio SD (suplementado con los requerimientos necesarios) a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial 

(D.O.600~0,7), WT, y tras el tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora), WT + R. C) Niveles de expresión de 

ARNt-Leu3 (CAA) inmaduro (pre-Leu3) y maduro (Leu3) de la cepa mutante bud27Δ (YFN683) crecida en medio 

SD (suplementado con los requerimientos necesarios) a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7), 

bud27Δ, y tras el tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora), bud27Δ + R. En todos los casos, los valores están 

relativizados frente a los niveles de acumulación del ARNr 18S y muestran la media de dos réplicas biológicas 

independientes. 

 

 Resultados similares se observaron, aunque con diferencias, analizando la forma 

inmadura del ARNt-Ile (TAT), mostrando una menor acumulación del mismo en el mutante 

bud27Δ (Figura R21 A). Un resultado similar, aunque no idéntico, se observó mediante 

northern blot (Martínez-Fernández et al., 2020). Sin embargo, la adición de rapamicina no 

mostró un descenso significativo en la cantidad de pre-Ile en la cepa silvestre (Figura R21 B), 

debido probablemente a que la represión por parte de Maf1 tras un bloqueo de TOR no se da 

en todos los ADNts por igual (Ciesla et al., 2007; Turowski et al., 2016). De manera 
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interesante, la adición de rapamicina en la cepa mutante bud27Δ provocó una acumulación 

del transcrito pre-Ile (Figura R21 C). Aunque los datos no muestran la represión clara de la 

ARN pol III, la acumulación de este pre-ARNt en el mutante, sugiere un fenómeno diferencial 

entre la actividad de esta enzima entre el mutante y el silvestre. 

 

 

Figura R21. Análisis de los niveles de expresión de la forma inmadura del ARNt-Ile (TAT) mediante RT-

qPCR. A) Niveles de expresión del ARNt-Ile inmaduro (pre-Ile) del mutante bud27Δ (YFN683) y de su cepa 

isogénica silvestre (WT; BY4741) crecidas en medio SD (suplementado con los requerimientos necesarios) a 30ºC 

hasta alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7). B) Niveles de expresión del ARNt-Ile inmaduro (pre-Ile) de la 

cepa silvestre BY4741, WT, crecida en medio SD (suplementado con los requerimientos necesarios) a 30ºC hasta 

alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7) y tras el tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora), WT + R. C) 

Niveles de expresión acumulación del ARNt-Ile inmaduro (pre-Ile) de la cepa mutante bud27Δ (YFN683) crecida 

en medio SD (suplementado con los requerimientos necesarios) a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial 

(D.O.600~0,7), bud27Δ, y tras el tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora), bud27Δ + R. En todos los casos, 

los valores están relativizados frente a los niveles de expresión del ARNr 18S y muestran la media de dos réplicas 

biológicas independientes. 

 

Por último, analizamos también los niveles de expresión de las formas madura e 

inmadura del ARNt-Trp (CCA). En estos ensayos no se observaron diferencias importantes ni 

en la forma inmadura ni en la madura del transcrito ARNt-Trp entre el mutante bud27Δ y la 

cepa isogénica silvestre (Figura R22 A). Al igual que en el caso anterior, la adición de 

rapamicina no produjo una caída significativa en los niveles de pre-Trp en la cepa silvestre 

(Figura R22 B) aunque sí produjo una acumulación de pre-Trp y de la forma madura en la 

cepa mutante bud27Δ (Figura R22 C), sugiriendo de nuevo una respuesta diferencial de la 

actividad de la ARN pol III entre el mutante y el silvestre en condiciones de adición de 

rapamicina. 
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Figura R22. Análisis de los niveles de expresión de las formas inmadura (pre-Trp) y madura (Trp) del ARNt-

Trp (CCA) mediante RT-qPCR. A) Niveles de expresión de ARNt-Trp inmaduro (pre-Trp) y maduro (Trp) del 

mutante bud27Δ (YFN683) y de su isogénica silvestre (WT; BY4741) crecidas en medio SD (suplementado con los 

requerimientos necesarios) a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7). B) Niveles de expresión de 

ARNt-Trp inmaduro (pre-Trp) y maduro (Trp) de la cepa silvestre BY4741, WT, crecida en medio SD (suplementado 

con los requerimientos necesarios) a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7) y tras el tratamiento 

con rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora), WT + R. C) Niveles de expresión de ARNt-Trp inmaduro (pre-Trp) y maduro 

(Trp) de la cepa mutante bud27Δ (YFN683) crecida en medio SD (suplementado con aminoácidos) a 30ºC hasta 

alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7), bud27Δ, y tras el tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora), 

bud27Δ + R. En todos los casos, los valores están relativizados frente a los niveles de expresión del ARNr 18S y 

muestran la media de dos réplicas biológicas independientes. 

 

Estos resultados, en su conjunto, parecen indicar que el proceso de represión de la 

ARN pol III tras una inhibición de la ruta TOR podría estar alterado en el mutante bud27Δ. Los 

resultados del análisis para ARNt inmaduro de isoleucina (pre-Ile) y para ARNt de Trp (pre-

Trp) sugieren que la transcripción de la ARN pol III no es igual para todos los ARNt, ni todos 

los transcritos de la ARN pol III sufren el mismo proceso de maduración y acumulación, tal y 

como se ha hipotetizado previamente por otros autores (Ciesla et al., 2007; Turowski et al., 

2016).  
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Los posibles defectos en la represión de la actividad de la ARN pol III en el mutante 

bud27Δ podrían deberse, al menos en parte, a la alteración en la desfosforilación y entrada al 

núcleo de Maf1 tras una inhibición de la vía TOR. Estos resultados sugieren que los defectos 

en la regulación de Maf1 se traducen en un defecto en la represión de la ARN pol III en el 

mutante bud27Δ.  

 

2. Estudio de la relación entre Bud27 y Maf1 con la ruta de señalización TOR 

 Los datos mostrados en el capítulo anterior demuestran que hay una alteración del 

estado de fosforilación de Maf1 en células carentes de Bud27. Como se ha mencionado 

anteriormente, la actividad de Maf1 se controla tanto por su localización como por su estado 

de fosforilación, siendo este último el proceso determinante (Roberts et al., 2006; Towpik et 

al., 2008). Esta fosforilación de Maf1 está controlada por un balance entre kinasas y 

fosfatasas, componente de la ruta TOR, siendo unas más activas que otras dependiendo de 

las condiciones de crecimiento (Moir and Willis, 2013). Se ha descrito que Maf1 es sustrato 

de diferentes kinasas, aunque ninguna de ellas parece ser predominante o mayoritaria. Entre 

estas kinasas encontramos Sch9, PKA (Protein Kinase A), CK2 (Casein Kinase 2) y TORC1, 

aunque es posible que existan otras (Graczyk et al., 2011; Lee et al., 2009; Moir et al., 2006; 

Wei et al., 2009). La primera fosfatasa propuesta como regulador de Maf1 es PP2A (Protein 

Phosphatase Type 2A), actuando bajo situaciones de estrés y, por tanto, controlando 

indirectamente la represión de la actividad de la ARN pol III (Oficjalska-Pham et al., 2006). Sin 

embargo, otro estudio más reciente pone de manifiesto que sería PP4 (Protein Phosphatase 

4), y no PP2A, la principal fosfatasa de Maf1 (Oler and Cairns, 2012). 

 

2.1. Análisis de interacciones genéticas  

Para poder profundizar en el conocimiento del rol de Bud27 sobre la actividad de Maf1, 

se analizaron las interacciones genéticas entre BUD27 y los genes para las potenciales 

kinasas y fosfatasas de Maf1. Nuestro análisis de crecimiento, mediante diluciones seriadas, 

sugiere interacciones genéticas negativas entre BUD27 y el gen para la kinasa Sch9, SCH9 

(Figura R23) y más sutiles, entre BUD27 y TPK2 (kinasa PKA) y entre BUD27 y TPD3 

(fosfatasa PP2A), (Figura R23).  
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Figura R23. Estudio del crecimiento del mutante bud27Δ y mutantes de genes para distintas kinasas y 

fosfatasas de la vía TOR. El crecimiento de varias cepas mutantes simples de kinasas y fosfatasas de la vía TOR, 

de bud27Δ y de los dobles mutantes, se analizó mediante diluciones seriadas en medio YPD a 30, 33, 35 y 37ºC 

(ver Tabla MyM 2 para más información sobre las cepas usadas en este ensayo). 

 

Por otro lado, se analizó el crecimiento de estas mismas cepas en medios conteniendo 

rapamicina (Figura R24). Los resultados indicaron nuevamente interacciones genéticas 

negativas entre BUD27 y SCH9, así como entre BUD27 y el gen CKA1 para la kinasa CK2, a 

todas las concentraciones de rapamicina (Figura R24 A). Curiosamente, los datos sugieren 

interacciones genéticas positivas entre BUD27 y los genes PPH3 y TPD3 de los complejos 

fosfatasas PP4 y PP2A, respectivamente (Figura R24 A). Por último, se observó interacción 

genética negativa entre BUD27 y el gen de Tco89, que forma parte del complejo TORC1, 

TCO89 (Figura R24 B). En este último caso, se rebajó la concentración de porque el mutante 

tco89Δ presenta una alta sensibilidad a rapamicina (Reinke et al., 2004).  
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Figura R24. Estudio del crecimiento del mutante bud27Δ y mutantes de genes para distintas kinasas y 

fosfatasas de la vía TOR. El crecimiento de varias cepas mutantes simples de kinasas y fosfatasas de la vía TOR, 

de bud27Δ y de los dobles mutantes se analizó mediante diluciones seriadas en medio YPD al que se le añadió 

rapamicina a diferentes concentraciones (2,5, 10, 50 y 100 nM). Para más información sobre las cepas usadas en 

este ensayo, ver Tabla MyM 2. 

 

En conjunto, las interacciones genéticas mostradas, sugieren que Bud27 podría actuar 

en la vía TOR, quizá conjuntamente con algunos de sus efectores implicados en la 

fosforilación y desfosforilación de Maf1.  
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2.2. Análisis del patrón de fosforilación de Maf1 

Para ahondar en la relación funcional de estos efectores de la vía TOR con Maf1 y su 

posible relación con Bud27, se procedió al análisis del perfil de desfosforilación de Maf1 tras 

un tratamiento con rapamicina en todas las cepas mutantes simples y dobles utilizadas en los 

ensayos anteriores.  

Los resultados del western blot muestran, en primer lugar, que la principal fosfatasa 

de Maf1 es PP4 (Pph3) y no PP2A, tal y como estaba descrito previamente por otros autores 

(Oler and Cairns, 2012) (Figura R25). El análisis de Maf1 en el mutante simple de la kinasa 

Sch9 (sch9Δ), mostró que la banda superior (forma fosforilada) no aparece, lo cual sugiere 

que Sch9 podría ser la kinasa principal de Maf1, coincidiendo con lo propuesto previamente 

por otros autores (Huber et al., 2009). Por otra parte, el mutante simple bud27Δ presenta un 

patrón de bandas de Maf1 muy similar al del mutante pph3Δ, que además es muy similar al 

del doble mutante pph3Δ bud27Δ (Figura R25). Este resultado sugiere que tanto Bud27 como 

Pph3 (PP4) podrían estar actuando conjuntamente en la regulación del estado de fosforilación 

de Maf1.  
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Figura R25. Estudio del perfil de desfosforilación de Maf1 en el mutante bud27Δ, en mutantes de kinasas y 

fosfatasas de la vía TOR y en mutantes dobles. Extractos de proteínas (con TCA) de las diferentes cepas, 

crecidas en YPD a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7), con o sin rapamicina (0,4 μg/ml, 30 

minutos), fueron analizados por western blot usando los anticuerpos anti-Maf1 y anti-Pgk1. 

 

El hecho de que la deleción de BUD27 provoque una alteración del patrón de 

fosforilación de Maf1 similar a la deleción de PPH3 y a la observada en el doble mutante 

pph3Δ bud27Δ, sugiere que ambas proteínas actuarían sobre Maf1 a través de la misma vía 

para mediar la desfosforilación de la proteína y con ello, modular su entrada al núcleo y la 

represión de la ARN pol III. 
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Con objeto de profundizar en el estudio de la conexión entre Bud27 y Pph3 (fosfatasa 

PP4) analizamos la cinética de desfosforilación de Maf1 en el doble mutante pph3Δ bud27Δ 

en comparación con los mutantes simples y con la cepa silvestre. Como se observa en la 

Figura R26 la cinética de desfosforilación de Maf1 a lo largo del tiempo es muy similar tanto 

en el mutante doble como en los mutantes simples. Los resultados de este experimento 

parecen confirmar que tanto Bud27 como Pph3 actúan conjuntamente en la desfosforilación 

de Maf1 tras una situación de estrés como el bloqueo de la ruta TOR con rapamicina.  

 

 

Figura R26. Análisis de la cinética de desfosforilación de Maf1 en cepas mutantes simples bud27Δ y pph3Δ 

y de la cepa doble mutante pph3Δ bud27Δ tras el tratamiento con rapamicina. La cepa mutante pph3Δ 

(Y14010), la cepa mutante bud27Δ (YFN683), la doble mutante pph3Δ bud27Δ (YFN691) y la cepa silvestre (WT; 

BY4741) fueron crecidas en medio YPD a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial D.O.600~0,7 y tratadas con 

rapamicina (0,4 μg/ml). Se recogieron alícuotas a tiempo inicial (tiempo=0, antes del tratamiento) y a varios tiempos 

tras el tratamiento (30, 60 y 120 minutos). Las proteínas se extrajeron por el método de TCA y fueron analizadas 

mediante western blot con los anticuerpos anti-Maf1 y anti-Pgk1. 

 

Los datos obtenidos del western blot parecen estar en acuerdo con la interacción 

genética entre BUD27 y PPH3 en condiciones de crecimiento con rapamicina. 

 En conjunto, los datos presentados sugieren que Bud27 podría estar cooperando con 

la fosfatasa PP4 para realizar la desfosforilación de Maf1 y por tanto regular la represión de 

la actividad de la ARN pol III.  

 

3. Estudio de la relación funcional entre Bud27 y PP4 

 Como se ha mostrado en los apartados anteriores, la falta de Bud27 provoca una 

alteración en la cinética de desfosforilación de Maf1 en condiciones de represión de la vía 

TOR. Los datos indican que esta alteración parece depender, por lo menos en parte, de una 

posible conexión funcional entre Bud27 y el complejo fosfatasa PP4. Si bien se ha descrito 

que la acción de Pph3 sobre Maf1 es directa (Oler and Cairns, 2012) no sabemos qué función 

ejerce Bud27 y si este regula o influye en la actividad fosfatasa de PP4.  
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Para tratar de dilucidar esta cuestión, nos preguntamos si la alteración de la actividad 

de PP4 en los mutantes bud27Δ es un efecto específico sobre Maf1 o si, por el contrario, se 

trata de un defecto general. Para ello, analizamos el efecto de la deleción de BUD27 sobre la 

actividad de PP4 en otra de sus dianas conocidas (Park and Lee, 2020), concretamente 

Rad53, una proteína implicada en la reparación de las roturas de la doble hélice del ADN y en 

el restablecimiento del ciclo celular (Hustedt et al., 2015; O'Neill et al., 2007; Villoria et al., 

2019). Se ha descrito que las cepas carentes de la subunidad catalítica de PP4, Pph3 (pph3Δ), 

son hipersensibles a drogas que provocan roturas en la doble hélice de ADN o DSBs (del 

inglés Double Strand Breaks) (O'Neill et al., 2007; Villoria et al., 2019). Por lo tanto, como 

primera aproximación decidimos analizar la sensibilidad de la cepa mutante bud27Δ y del 

doble mutante pph3Δ bud27Δ a drogas que producen roturas de la doble hélice del ADN.  

Como puede observarse en la Figura R27, la cepa pph3Δ mostró mayor sensibilidad 

que la cepa silvestre a todas las drogas y a todas las concentraciones, excepto a hidroxiurea, 

tal y como se ha descrito previamente (Villoria et al., 2019). De manera interesante, los 

resultados mostraron que la cepa bud27Δ también presentó sensibilidad a estas drogas y 

tampoco era sensible a hidroxiurea. Además, en los dobles mutantes pph3Δ bud27Δ la 

sensibilidad a las drogas se incrementó. Como cabía esperar, el mutante rad51Δ mostró 

sensibilidad a todas las drogas, aunque con poco efecto en el caso de la hidroxiurea (Villoria 

et al., 2019). Cabe destacar el hecho de que los mutante bud27Δ y pph3Δ bud27Δ parecen 

más sensibles a fleominica que el propio mutante rad51Δ.  
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Figura R27. Estudio de la sensibilidad a drogas que provocan daño en ADN. El crecimiento de las cepas 

pph3Δ (AC1327), bud27Δ (YFN802), pph3Δ bud27Δ (YFN803) y de la cepa isogénica silvestre (WT; AC1822), así 

como de la cepa utilizada como control rad51Δ (AC1468) se analizó mediante diluciones seriadas en medio YPD, 

a 30ºC, al que se le añadió fleomicina (0,25 y 0,5 µM), metilmetanosulfonato (MMS, 0,005% y 0,01% v/v), 4-

nitroquilona 1-óxido (4-NQO, 0,25 y 0,5 µM) o hidroxiurea (HU, 5mM). Ver subapartado 1.3.2 del Material y Métodos 

para más información sobre las drogas utilizadas. 

 

 Una vez demostrado que la falta de Bud27 también afecta el crecimiento en presencia 

de drogas que producen daño en el ADN, decidimos analizar la cinética de desfosforilación 

de Rad53, diana de PP4, tras inducir una situación de daño en el ADN. Para ello, las cepas 

utilizadas en este experimento se cultivan en medio con galactosa (YPGal) para inducir cortes 

en la doble hélice de ADN ya que contienen la endonucleasa HO controlada por el promotor 

GAL1. De esta forma se facilita que tras una inducción de la expresión del gen para HO, por 
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galactosa, se produzcan cortes en el ADN, allá donde estén presentes las dianas y que las 

células activen los sistemas de reparación de DSBs. Como se puede ver en la Figura R28, en 

la cepa silvestre se produce una parada del ciclo celular en fase S tras inducir el daño, lo que 

conlleva la fosforilación de Rad53. La salida de la fase S comienza tras 8-9 horas, a la vez 

que se produce la desfosforilación de Rad53. Sin embargo, tanto los mutantes simples pph3Δ 

y bud27Δ, como el doble pph3Δ bud27Δ, tienen una parada en fase S más larga tras la 

inducción del daño, si bien esta parece producirse a un tiempo similar al silvestre. La salida 

de fase S más lenta va acompañada también de una ralentización de la cinética 

desfosforilación de Rad53 en todos los mutantes. El patrón de desfosforilación observado para 

el mutante pph3Δ se corresponde con lo descrito previamente (Hustedt et al., 2015; O'Neill et 

al., 2007; Villoria et al., 2019). Por su parte, también se observó una ralentización en la 

desfosforilación de Rad53 en el mutante bud27Δ, aunque esta no fue idéntica a la cinética del 

mutante pph3Δ (Figura R28). Curiosamente, el patrón de desfosforilación en el mutante doble 

pph3Δ bud27Δ es muy similar al del mutante pph3Δ, lo que sugiere que Pph3 parece ser un 

elemento principal en este proceso y Bud27, podría tener una función adicional, incluso como 

regulador de PP4 (Figura R28). 
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Figura R28. Estudio de la respuesta a daño en el ADN dependiente de Bud27 y PP4. A). Análisis de las fases 

del ciclo celular de las cepas mutantes y de su cepa isogénica silvestre durante el daño en el ADN, analizado por 

citometría de flujo. Las cepas pph3Δ (AC1327), bud27Δ (YFN802), pph3Δ bud27Δ (YFN803) y su cepa isogénica 

silvestre (AC1822) se cultivaron en medio YPD hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento (D.O.600~0,6) y 

se pasaron a medio YPGal para inducir los cortes en el ADN por la endonucleasa HO. B) Análisis de la cinética de 

fosforilación y desfosforilación de Rad53 tras la inducción del daño al ADN. Siguiendo el mismo procedimiento 

experimental anterior, se recogieron alícuotas para hacer extracción de proteínas (con TCA) y analizar por SDS-

PAGE y western blot con el anticuerpo específico anti-Rad53. Las membranas se tiñeron después con azul 

coomassie como control de carga. 

 

 Los experimentos de sensibilidad a drogas genotóxicas y los defectos en la 

desfosforilación de Rad53 tras provocar un daño en el ADN indican, en conjunto, que la falta 

de Bud27 altera la función de PP4 de una forma más general, y no solamente de manera 

específica sobre Maf1. Esto sugiere que Bud27 podría actuar como un regulador/modulador 
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de la actividad de PP4. Estos resultados nos llevan a estudiar la conexión entre Bud27 y la 

función de PP4. 

4. Análisis del papel de Bud27 como posible cochaperona en el ensamblaje y/o 

estabilidad del complejo PP4 

 Bud27 (también URI) es una prefoldin-like para la que se ha propuesto un papel como 

cochaperona en múltiples procesos (Martínez-Fernández et al., 2015; Martínez-Fernández et 

al., 2018; Millán-Zambrano and Chávez, 2014). De hecho, el grupo del Dr. Navarro demostró 

el papel de Bud27 en el ensamblaje citoplasmático de las 3 ARN polimerasas (Mirón-García 

et al., 2013). En la misma línea, URI forma parte del complejo R2TP/prefoldin-like en humanos, 

que ha sido relacionado con el ensamblaje citoplasmático de la ARN polimerasa II (Mita et al., 

2013). Además, se ha demostrado interacción directa de Bud27 con algunas chaperonas 

como Ssb1 (Deplazes et al., 2009). Bajo esta premisa, nuestra hipótesis inicial es que Bud27, 

en su función cochaperona, pudiera estar mediando el ensamblaje del complejo PP4 y, por 

tanto, regulando su actividad. De las 3 subunidades del complejo PP4, la subunidad 

reguladora Psy2 se asocia de forma estable con la subunidad catalítica Pph3, siendo 

imprescindible para la actividad de PP4 (Gingras et al., 2005; Hustedt et al., 2015; Keogh et 

al., 2006; Oler and Cairns, 2012; O'Neill et al., 2007). Psy4 también forma parte del complejo 

PP4, aunque su función podría ser simplemente la de conferir cierta especificidad por algunos 

sustratos como H2A (Keogh et al., 2006). Dado que no existe información acerca del proceso 

de biogénesis y ensamblaje del complejo PP4, como primera aproximación decidimos purificar 

el complejo completo PP4 (Pph3-Psy2-Psy4), usando Psy4-TAP, en un mutante carente de 

Bud27 y en la cepa silvestre, con el fin de detectar posibles alteraciones en la estequiometría 

del mismo, que pudiera ser indicativo de alteraciones de su estabilidad. Como puede verse 

en la Figura R29, no se observaron diferencias importantes en los niveles de las diferentes 

proteínas del complejo PP4 en el mutante bud27Δ respecto a la cepa silvestre. De igual 

manera, los experimentos realizados tras la incubación de los extractos a 37ºC previo a la 

purificación del complejo PP4, no mostraron variaciones significativas. 
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Figura R29. Purificación del complejo PP4 en cepas bud27Δ y silvestre mediante purificación TAP. A) 1 mg 

de proteína total de la cepa bud27Δ (YFN801) y su cepa isogénica silvestre (WT; YFN800), crecidas en medio YPD 

a 30ºC hasta llegar a fase exponencial (D.O.600~0,7), se utilizaron para la purificación TAP directamente tras la 

extracción o tras haber sido incubados previamente a 37ºC durante 30 minutos. Se analizó el resultado de las 

purificaciones mediante western blot utilizando los anticuerpos anti-PAP (Psy4-TAP), anti-HA (Pph3-HA), anti-MYC 

(Psy2-MYC) y anti-Pgk1 (ver subapartado 4.2.3. de Material y Métodos para más información sobre el 

procedimiento experimental). B) Cuantificación relativa de la intensidad de las bandas con el software TOTAL LAB. 

Los valores se presentan como el ratio de cada proteína frente a la proteína purificada (Psy4-TAP), a partir de 

cuatro réplicas biológicas independientes. No se observaron diferencias significativas, mediante el análisis por t de 

Student. 
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 Los resultados mostrados indican que no hay alteraciones en la estequiometria de los 

componentes del complejo PP4 cuando falta Bud27, y sugieren que la estabilidad del complejo 

PP4 tampoco se ve alterada. 

Para analizar en más detalle un posible efecto en la estabilidad de PP4, se realizó una 

purificación del complejo (Psy4-TAP) utilizando un gradiente de NaCl. Nuestra hipótesis era 

que, si el complejo era más inestable en el mutante bud27Δ, las subunidades del complejo 

PP4 se desensamblarían, por lo menos parcialmente, a medida que se realizan lavados con 

concentraciones crecientes de NaCl durante la purificación. Sin embargo, como puede 

observarse en la Figura R30, la cantidad de las diferentes proteínas del complejo PP4 

purificado antes de los lavados y tras el gradiente con NaCl fue equivalente, tanto en el 

silvestre como en el mutante bud27Δ, lo que indica que la estabilidad del heterotrímero PP4 

no parece estar alterada de forma importante cuando falta Bud27.  

 

 

Figura R30. Análisis de la estabilidad del complejo PP4 en cepas bud27Δ y silvestre. 2 mg de proteína total 

de las cepas bud27Δ (YFN801) y su cepa isogénica silvestre (WT; YFN800) crecidas en medio YPD a 30ºC hasta 

llegar a fase exponencial (D.O.600~0,7), se utilizaron para la purificación TAP siguiendo el procedimiento habitual 

o una modificación del mismo, lavando la IP con concentraciones crecientes de NaCl (250 mM, 500 mM y 1M) (ver 

subapartados 4.2.2 y 4.2.3 de Material y Métodos para más información sobre el procedimiento experimental). Se 

analizó el resultado de las purificaciones mediante western blot utilizando los anticuerpos anti-PAP (Psy4-TAP), 

anti-HA (Pph3-HA), anti-MYC (Psy2-MYC) y anti-Pgk1 
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5. Localización del complejo PP4 en ausencia de Bud27 

Uno de los mecanismos que regulan de manera precisa la actividad de las fosfatasas 

in vivo es su localización subcelular (Heideker et al., 2007; Park and Lee, 2020). Se ha 

demostrado que la subunidad Psy4 tiene una distribución núcleo-citoplasmática, aunque es 

mayoritariamente nuclear (Kosugi et al., 2009). En la misma línea, la subunidad reguladora 

Psy2 tiene una localización predominantemente nuclear (Keogh et al., 2006; Oler and Cairns, 

2012). De hecho, muchos de los sustratos de PP4 identificados hasta la fecha son nucleares, 

como Rad53, Mth1 o la histona H2A (Keogh et al., 2006; Ma et al., 2014; O'Neill et al., 2007) 

(Keogh et al., 2006; Kosugi et al., 2009; Oler and Cairns, 2012). En base a ello, decidimos 

investigar la localización subcelular del complejo PP4 cuando falta Bud27. Para ello se 

realizaron experimentos de inmunofluorescencia para observar las subunidades del complejo 

PP4, tanto en una cepa silvestre como en un mutante bud27Δ, ambas conteniendo todas las 

subunidades con diferentes etiquetas (Pph3-HA, Psy2-MYC, Psy4-TAP), en condiciones 

permisivas o tras un tratamiento con rapamicina para bloquear la ruta TOR e inducir la 

actividad fosfatasa de PP4, por lo menos para Maf1. Los resultados de los experimentos de 

inmunolocalización mostraron localización nuclear de la subunidad catalítica Pph3 tanto en el 

silvestre como en la cepa bud27Δ y no se observaron diferencias importantes en la 

localización de esta subunidad tras el tratamiento con rapamicina (Figura R31). De igual 

forma, la subunidad Psy2 también mostró localización nuclear en ambas cepas coincidiendo 

con lo descrito previamente (Hustedt et al., 2015; Oler and Cairns, 2012), y tampoco hubo 

diferencias tras el tratamiento con rapamicina (Figura R32). Por su parte, la localización de la 

subunidad Psy4 era mayoritariamente nuclear tanto en la cepa silvestre como en la mutante 

bud27Δ, al igual que las otras dos subunidades del complejo PP4. De manera interesante, 

parte de Psy4 se distribuye en el citoplasma tras el tratamiento con rapamicina tanto en 

silvestre como en mutante (Figura R33). Se ha descrito previamente que la localización de 

Psy4 es núcleo-citoplasmática, y que esta podría depender de la fase del ciclo celular en la 

que se encuentre la célula (Kosugi et al., 2009). La diferencia observada en la localización de 

Psy4 tras el tratamiento de rapamicina podría deberse principalmente a los cambios en la fase 

del ciclo celular que produce este antibiótico, ya que provoca una cierta parada de las células 

en fase la G1 del ciclo celular (Heitman et al., 1991; Zaragoza et al., 1998).  
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Figura R31. Inmunolocalización de la subunidad Pph3-HA mediante microscopía de fluorescencia.  

Inmunoocalización de Pph3-HA en el mutante bud27Δ (YFN801) y su cepa isogénica silvestre (WT; YFN800), 

crecidas en medio YPD a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7) y tras el tratamiento con 

rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora). Para la detección de Pph3, se utilizó el anticuerpo anti-HA high affinity (3F10) (ver 

Tabla MyM 5). Como control se utilizó una cepa sin etiqueta (BY4741) crecida en las mismas condiciones. Las 

imágenes mostradas se tomaron en el microscopio de fluorescencia OLYMPUS BX51. 
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Figura R32. Inmunolocalización de la subunidad Psy2 mediante microscopía de fluorescencia. 

Inmunolocalización de Psy2-MYC en el mutante bud27Δ (YFN801) y su cepa isogénica silvestre (WT; YFN800), 

crecidas en medio YPD a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7) y tras el tratamiento con 

rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora). Para la detección de Psy2, se utilizó el anticuerpo anti-MYC (ver Tabla MyM 5). 

Como control se utilizó una cepa sin etiqueta (BY4741) crecida en las mismas condiciones. Las imágenes 

mostradas se tomaron en el microscopio de fluorescencia OLYMPUS BX51. 

 



Resultados. Capítulo II 

 
147 

 

 

Figura R33. Inmunolocalización de la subunidad Psy4 mediante microscopía de fluorescencia. 

Inmunolocalización de Psy4-TAP en el mutante bud27Δ (YFN801) y su cepa isogénica silvestre (WT; YFN800), 

crecidas en medio YPD a 30ºC hasta alcanzar la fase exponencial (D.O.600~0,7) y tras el tratamiento con 

rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora). Para la detección de Psy4, se utilizó el anticuerpo anti-TAP N-terminal (ver Tabla 

MyM 5). Como control se utilizó una cepa sin etiqueta (BY4741) crecida en las mismas condiciones. Las imágenes 

mostradas se tomaron en el microscopio de fluorescencia OLYMPUS BX51. 
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En su conjunto, estos datos muestran que el complejo PP4 es mayoritariamente 

nuclear, tal y como se ha mostrado para Psy2 y Psy4 (Keogh et al., 2006; Oler and Cairns, 

2012), y su localización no se ve afectada por la falta de Bud27, ni en condiciones de 

crecimiento exponencial ni tras el bloqueo de la vía TOR con rapamicina.  

6. Interacción física entre Bud27 y PP4 

 En el presente trabajo se ha demostrado que la falta de Bud27 provoca que la actividad 

de la fosfatasa PP4 sobre el regulador negativo Maf1 esté alterada. Esta alteración de la 

actividad tiene como consecuencia que la represión de la actividad de la ARN pol III tras un 

bloqueo de la ruta TOR no se realice de la forma adecuada. Además, nuestros datos indican 

que el efecto de Bud27 sobre la fosfatasa PP4 no es específico para Maf1. Teniendo en cuenta 

los datos presentados, Bud27 podría modular de forma directa la actividad de PP4, 

posiblemente a través de la ruta TOR.  

En este apartado intentamos ahondar en el mecanismo de acción de Bud27 sobre PP4 

con la hipótesis de que Bud27 pudiera actuar como un factor regulador de PP4, modulando 

directamente su actividad fosfatasa. De hecho, se ha demostrado que URI, en humanos, se 

asocia físicamente a la fosfatasa PP2A, controlando de forma directa su actividad sobre 

algunos sustratos (Mita et al., 2016). Para estudiar nuestra hipótesis, analizamos mediante 

co-inmunoprecipitación la posible interacción entre Bud27 y Pph3. Estos experimentos 

conllevan una diferencia respecto a los experimentos previos de inmunoprecipitación o 

purificación que consiste en un breve crosslinking antes de recoger las células. Además, la 

rotura celular y extracción de proteínas previas a la inmunoprecipitación se realizó incluyendo 

una etapa de sonicación, siguiendo los procedimientos previamente descritos por Oler y 

Cairns para analizar la interacción entre PP4 y Maf1 (Oler and Cairns, 2012). Como puede 

observarse en la Figura R34, existe interacción física entre Bud27 y Pph3, tanto en 

condiciones de crecimiento permisivo como tras el bloqueo de la vía TOR con rapamicina.  
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Figura R34. Estudio de la interacción entre Bud27 y Pph3. 2 mg de proteína de la cepa YFN831 (expresando 

Bud27-LytA y Pph3-MYC) crecidas en medio YPD a 30ºC hasta alcanzar una D.O.600~0,6, y tras el tratamiento con 

rapamicina (0,4 μg/ml, 1 hora), fueron usados para inmunoprecipitar Bud27-LytA y analizar la interacción con Pph3-

MYC. Como control negativo, se utilizó la cepa YFN815 (expresando Pph3-MYC) crecida en las mismas 

condiciones. Se realizaron los experimentos utilizando crosslinking con formaldehído 1% durante 15 minutos a 

temperatura ambiente y sonicación para la rotura celular (ver subapartado 4.2.1 del Material y Métodos para más 

información). Western blot con los anticuerpos anti-LytA, anti-MYC y anti-Pgk1. 

 

Estos resultados sugieren que Bud27 a través de su unión a Pph3 podría estar 

modulando la actividad de PP4, facilitando el reclutamiento de sus sustratos como Maf1, al 

igual que ocurre con URI y PP2A en humanos (Mita et al., 2016). La posibilidad de que existan 

una interacción tripartita entre Bud27, PP4 y Maf1 no ha podido ser corroborada y es objeto 

de estudios futuros. 
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Capítulo III. Análisis de complejos transcripcionales de la ARN polimerasa III 

 

0. Antecedentes 

 La prefoldina-like Bud27 en levaduras y su ortólogo URI en humanos interaccionan 

física y funcionalmente con Rpb5, una subunidad común de las tres ARN polimerasas 

eucariotas (Dorjsuren et al., 1998; Gstaiger et al., 2003; Mirón-García et al., 2013; Mirón-

García et al., 2014; Mita et al., 2013). Trabajos previos del grupo del Dr. Navarro demuestran 

que Bud27 media el ensamblaje citoplasmático de las 3 ARN polimerasas en un proceso 

dependiente de Rpb5 (Mirón-García et al., 2013). Bud27 no solo participa en este proceso, 

sino que también tiene un papel en la elongación de la transcripción de la ARN pol II, gracias 

a que facilita la interacción de esta con RSC (Mirón-García et al., 2014), y en la transcripción 

de la ARN pol III, también en relación con este mismo complejo remodelador de cromatina 

(Vernekar and Bhargava, 2015).  

En el capítulo I de Resultados del presente trabajo hemos mostrado que la falta de 

Bud27 provoca defectos transcripcionales de la ARN pol III (Martínez-Fernández et al., 2020), 

corroborando los estudios previos de otros autores (Vernekar and Bhargava, 2015). Datos 

previos del grupo del Dr. Navarro demuestran que, aunque la sobreexpresión de RPB5 en el 

mutante bud27Δ es capaz de corregir los defectos de ensamblaje de las tres ARN polimerasas 

(Figura R1 A; Mirón-García et al., 2013), no corrige de manera general los defectos 

transcripcionales de la ARN pol III (Martínez-Fernández, 2016), ni la sensibilidad al ácido 

micofenólico (ver Figura R1 B). Además, en el capítulo II de Resultados también se ha 

mostrado que la falta de Bud27 provoca una alteración del proceso de represión de la ARN 

pol III mediado por Maf1. Todos estos datos sugieren un importante papel de Bud27 sobre la 

actividad global de la ARN pol III. En el presente capítulo se aborda el estudio de los complejos 

transcripcionales de la ARN pol III en ausencia de Bud27 mediante el análisis de la 

composición proteica de la cromatina en el entorno de la ARN pol III. Para ello, se llevaron a 

cabo análisis mediante espectrometría de masas cuantitativa con iTRAQTM, en el grupo del 

Doctor Jorge Pérez Fernández en el departamento de Bioquímica III de la Universidad de 

Regensburg (Alemania), dirigido por el Profesor Herbert Tschochner. 

 

 

 



Resultados. Capítulo III 

 
154 

 

1. Análisis de la estequiometría de la ARN pol III  

 Para determinar el papel de Bud27 sobre la transcripción mediada por la ARN pol III, 

se analizaron mediante ProteomChIP y espectrometría de masas cuantitativa los complejos 

transcripcionales de la ARN pol III en el mutante bud27Δ, en comparación con la cepa 

isogénica silvestre. La técnica de ProteomChIP permite la purificación de complejos proteicos 

en cromatina y su análisis mediante espectrometría de masas (Hierlmeier et al., 2013). Para 

ello, se generaron cepas silvestres y carentes de Bud27 conteniendo una versión funcional de 

Rpc128, segunda subunidad mayor de la ARN pol III, etiquetada con TAP, Rpc128-TAP. 

Utilizando la técnica de ProteomChIP se solubilizó la cromatina presente en extractos 

celulares obtenidos tras un crosslinking con formaldehído y se purificó la subunidad Rpc128-

TAP con IgG de conejo acoplada a esferas magnéticas. En este sentido, cabe destacar que 

el crosslinking al que se someten las muestras antes de ser analizadas por espectrometría de 

masas, supone que también se puedan identificar proteínas de regiones próximas a la 

proteína purificada, en este caso la subunidad Rpc128 de la ARN pol III. Tras la elución, las 

muestras se trataron con tripsina y los péptidos se marcaron con los reactivos iTRAQTM de 

forma previa a su separación mediante cromatografía líquida de alta resolución y posterior 

análisis por espectrometría de masas en tándem. El marcaje de las muestras con iTRAQTM 

permitió la posterior cuantificación relativa de la intensidad de la señal para cada péptido 

identificado (Jakob et al., 2012). 

 Tras la inmunoprecipitación de Rpc128-TAP, el análisis por espectrometría de masas 

en tándem permitió identificar un total de 896 proteínas, sin aplicar ningún tipo de filtrado 

inicial, más allá de los utilizados por el servicio Biochemie-Zentrum Regensburg (BZR), 

Lehrstuhl Biochemie I, de la Universidad de Regensburg (Jakob et al., 2012). En primer lugar, 

dirigimos nuestro objetivo hacia el estudio de la estequiometría de la ARN pol III. En este caso 

vamos a analizar los datos de manera dirigida sin aplicar ningún filtro y sin tener en cuenta el 

número de péptidos identificados ni las desviaciones estándar de la media del ratio iTRAQ 

WT/bud27Δ de cada proteína. Identificamos 16 subunidades de las 17 que conforman la 

enzima y que se detallan en la Tabla R1, quedando únicamente sin detectarse la subunidad 

de menor peso molecular, Rpc11. De entre todas ellas, 5 subunidades son comunes a las tres 

ARN polimerasas (Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 y Rpb12) y 2 subunidades, Rpc40 y Rpc19, son 

comunes entre las ARN polimerasas I y III (Tabla R1).  
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Nombre Nº de péptidos Coverage (%) Descripción 

Rpc128 22 19 ARN pol III 

Rpc160 38 24 ARN pol III 

Rpc82 14 22 ARN pol III 

Rpc53 8 22 ARN pol III 

Rpc37 4 17 ARN pol III 

Rpc34 4 10 ARN pol III 

Rpc31 4 21 ARN pol III 

Rpc25 1 4 ARN pol III 

Rpc17 6 28 ARN pol III 

Rpc40 10 30 ARN pol I y III 

Rpc19 1 8 ARN pol I y III 

Rpb5 4 27 Común 

Rpb6 2 12 Común 

Rpb8 1 10 Común 

Rpb10 2 17 Común 

Rpb12 1 11 Común 

Tabla R1. Subunidades de la ARN pol III identificadas tras la purificación de Rpc128-TAP mediante 

ProteomChIP y espectrometría de masas. La cepa mutante bud27Δ (YFN805) y su cepa isogénica silvestre 

(YFN806) se cultivaron en medio YPD líquido a temperatura permisiva (30ºC) y se recogieron las células en fase 

exponencial (D.O.600~0,7). La subunidad Rpc128-TAP asociada a cromatina se purificó mediante la técnica 

ProteomChIP, se realizó un marcaje de las muestras con iTRAQTM (ver subapartado 4.2.6 del Material y Métodos) 

y los resultados se analizaron mediante cromatografía líquida de alta resolución y espectrometría de masas en 

tándem (HPLC-MALDI-TOF/TOF). 

 

  El marcaje de los péptidos de cada muestra con iTRAQTM nos permitió realizar una 

cuantificación relativa de la abundancia de cada péptido en las diferentes purificaciones, y con 

ello, de cada proteína identificada (Jakob et al., 2012). La cuantificación de la señal relativa a 

las subunidades específicas de la ARN pol III mostró que no había diferencias importantes 

entre la cepa silvestre y el mutante bud27Δ, ya que no observamos diferencias mayores de 2 

o inferiores a 0,5 (Figura R35). Del mismo modo, tampoco se observaron diferencias 

importantes en la cuantificación de las subunidades comunes de la ARN pol I y III entre la 

cepa silvestre y el mutante bud27Δ (Figura R35). Por último, la cuantificación de las 

subunidades comunes de las tres ARN polimerasas tampoco mostró diferencias importantes 

(mayores que 2 o inferiores a 0,5). Curiosamente, las subunidades Rpb6 y Rpb12 parecen 

estar ligeramente más enriquecidas en la cepa silvestre, con ratios iTRAQ WT/bud27Δ de 1,6 

aproximadamente para ambas proteínas (Figura R35). No obstante, esta menor presencia de 

algunas subunidades de la ARN pol III en cromatina podría sugerir una enzima más inestable 

en el mutante bud27Δ, lo cual será objeto de estudios futuros.  
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Figura R35. Análisis de la estequiometría de las subunidades de la enzima ARN pol III identificadas 

mediante espectrometría de masas cuantitativa. La cepa mutante bud27Δ (YFN805) y su cepa isogénica 

silvestre (YFN806) se cultivaron en medio YPD líquido a temperatura permisiva (30ºC) y se recogieron en fase 

exponencial (D.O.600~0,7). La subunidad Rpc128-TAP asociada a cromatina se purificó mediante la técnica 

ProteomChIP, se realizó un marcaje de las muestras con iTRAQTM (ver subapartado 4.2.6 del Material y Métodos) 

y los resultados se analizaron mediante cromatografía líquida de alta resolución y espectrometría de masas en 

tándem (HPLC-MALDI-TOF/TOF). Los resultados de cada muestra analizada se normalizaron frente al valor de 

Rpc128-TAP. Se muestran los resultados como la media del ratio del valor detectado con el marcaje entre 

silvestre/mutante bud27Δ (WT/bud27Δ) de dos réplicas biológicas independientes. 

 

Los datos en su conjunto sugieren que la falta de Bud27 no provocaría cambios 

sustanciales en la estequiometría de la ARN pol III en el complejo transcripcional asociado a 

cromatina.  

Con el objetivo de seguir profundizando en el análisis de los complejos 

transcripcionales de la ARN pol III, se decidió analizar, de manera dirigida a partir de los datos 

proteómicos obtenidos, aquellas proteínas consideradas como factores de transcripción de la 

ARN pol III.  
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2. Análisis de los factores de transcripción de la ARN pol III  

 Además de estudiar el impacto que la falta de Bud27 puede causar en la composición 

y la estequiometría de la ARN pol III, también analizamos los factores de transcripción basales, 

con objeto de comprobar si pudiera haber alguna alteración que explicase los defectos 

transcripcionales observados en el mutante bud27Δ y establecer hipótesis para estudios 

futuros. En la técnica de ProteomChIP el crosslinking al que se someten los cultivos conlleva 

la fijación de las proteínas entre ellas y con el ADN, lo que nos permite, no solo estudiar la 

enzima sino también los complejos proteicos adyacentes (Hierlmeier et al., 2013). Al igual que 

con las subunidades de la enzima ARN pol III, para el análisis de los factores de transcripción 

basales no se aplicó ningún filtrado de los datos proteómicos, sino que se comparó la señal 

iTRAQ de cada factor identificado en el silvestre con respecto al mutante bud27Δ (ratio iTRAQ 

WT/bud27Δ). 

De todas las proteínas que forman los factores de transcripción basales de la ARN pol 

III, las que se identificaron en nuestro análisis de ProteomChIP y espectrometría de masas se 

detallan en la Tabla R2.  

 

Nombre Nº de péptidos Coverage (%) Descripción 

Tfc3 1 1 TFIIIC 

Tfc7 2 7 TFIIIC 

Tfc1 2 3 TFIIIC 

Tfc6 2 4 TFIIIC 

Bdp1 7 14 TFIIIB 

Brf1 2 6 TFIIIB 

Tabla R2. Subunidades de los factores de transcripción basales de la ARN pol III identificadas tras la 

purificación de Rpc128-TAP mediante ProteomChIP y espectrometría de masas. La cepa mutante bud27Δ 

(YFN805) y su cepa isogénica silvestre (YFN806) se cultivaron en medio YPD líquido a temperatura permisiva 

(30ºC) y se recogieron las células en fase exponencial (D.O.600~0,7). La subunidad Rpc128-TAP asociada a 

cromatina se purificó mediante la técnica ProteomChIP, se realizó un marcaje de las muestras con iTRAQTM (ver 

subapartado 4.2.6 del Material y Métodos) y los resultados se analizaron mediante cromatografía líquida de alta 

resolución y espectrometría de masas en tándem (HPLC-MALDI-TOF/TOF). 

  

Como puede observarse en la Tabla R2, se han identificado proteínas de los factores 

de transcripción basales TFIIIC y TFIIIB, necesarios para la expresión de todos los tipos de 

genes que transcribe la ARN pol III (Acker et al., 2013; Schramm and Hernandez, 2002; 

Turowski and Tollervey, 2016). En concreto, se han identificado cuatro de los seis factores 

que forman TFIIIC, y dos de los tres que forman TFIIIB (Tabla R2). El factor de transcripción 

basal Spt15 o proteína de unión a TATA, a pesar de ser un factor general de las tres ARN 
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polimerasas, no se ha identificado. Del mismo modo, tampoco se ha identificado la proteína 

Pzf1 o TFIIIA, necesaria para la transcripción del gen RDN5. 

 La cuantificación de la señal de iTRAQ de los factores de transcripción basales de la 

ARN pol III identificados mostró un menor enriquecimiento de la subunidad Tfc6 de TFIIIC en 

las muestras de las cepas silvestres comparadas con el mutante bud27Δ (ratio iTRAQ 

WT/bud27Δ = 0,49), mientras que las otras tres subunidades del complejo TFIIIC identificadas 

(Tfc3, Tfc1 y Tfc7) se mantuvieron sin variaciones importantes (Figura R36). Tampoco se 

observaron diferencias considerables para las subunidades de TFIIIB (Bdp1 y Brf1) entre la 

cepa silvestre y el mutante bud27Δ (Figura R36).  

 

 

Figura R36. Análisis de la estequiometría de los factores de transcripción basales de la ARN pol III 

identificados mediante espectrometría de masas cuantitativa. La cepa mutante bud27Δ (YFN805) y su cepa 

isogénica silvestre (YFN806) se cultivaron en medio YPD líquido a temperatura permisiva (30ºC) y se recogieron 

en fase exponencial (D.O.600~0,7). La subunidad Rpc128-TAP asociada a cromatina se purificó mediante la técnica 

ProteomChIP, se realizó un marcaje de las muestras con iTRAQTM (ver subapartado 4.2.6 del Material y Métodos) 

y los resultados se analizaron mediante cromatografía líquida de alta resolución y espectrometría de masas en 

tándem (HPLC-MALDI-TOF/TOF). Los resultados de cada muestra analizada se normalizaron frente al valor de 

Rpc128-TAP. Se muestran los resultados como la media del ratio del valor detectado con el marcaje entre 

silvestre/mutante bud27Δ (WT/bud27Δ) de dos réplicas biológicas independientes. Los asteriscos indican ratios 

iTRAQ de WT/bud27Δ por debajo de 0,5 para la proteína en cuestión. 
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Los resultados mostrados en este apartado podrían sugerir que la ausencia de Bud27 

provocaría una alteración en el correcto reclutamiento de TFIIIC a los promotores de genes 

transcritos por la ARN pol III o bien defectos en la interacción de las distintas subunidades 

que forman el TFIIIC. Por otro lado, los resultados no sugieren variaciones importantes en 

TFIIIB asociado al complejo transcripcional. Son necesarios nuevos experimentos para 

corroborar estos datos y analizar su impacto en la transcripción.  

3. Análisis de otros elementos relacionados con la transcripción de la ARN pol III  

Dado que la técnica de ProteomChIP nos permite estudiar otras proteínas asociadas 

a la cromatina, además de la ARN pol III y sus factores de transcripción, decidimos analizar 

otros elementos relacionados con la transcripción de la ARN pol III y comprobar si hubiera 

alguna alteración cuando falta Bud27 que permita explicar los defectos transcripcionales 

observados en el mutante bud27Δ. En nuestro análisis de ProteomChIP se identificaron 

algunas de las proteínas descritas en la bibliografía que podrían estar relacionadas con la 

transcripción de la ARN pol III (Acker et al., 2013; Turowski and Tollervey, 2016) que se 

detallan a continuación. 

Sub1 es una proteína descrita con un posible papel en el proceso de transcripción de 

la ARN pol III, ya que se ha sugerido que pueda intervenir en el reciclaje de la ARN pol III 

desde la región terminadora hasta la zona promotora (Acker et al., 2014; Conesa and Acker, 

2010; Rosonina et al., 2009; Tavenet et al., 2009). Sin embargo, no se detectó Sub1 en 

nuestro análisis de ProteomChIP. Por su parte, Maf1 es el único regulador negativo conocido 

de la ARN pol III (Boguta, 2013), aunque tampoco se identificó en nuestro análisis de 

ProteomChIP. 

La proteína de unión a ARN, Nab2, se ha propuesto como un factor que puede modular 

positivamente la transcripción de la ARN pol III gracias a que favorecería la interacción de 

TFIIIB con el promotor, además de unirse físicamente a la ARN pol III y a TFIIIB (Reuter et 

al., 2015). También se han identificado elementos del complejo FACT, el cual se ha 

relacionado con el posicionamiento de nucleosomas en genes ADNts y con la expresión de 

esos mismos genes (Mahapatra et al., 2011; Shukla et al., 2020). El complejo FACT está 

formado por tres proteínas (Formosa et al., 2001), de las cuales se han identificado dos en 

nuestro análisis de ProteomChIP: Pob3 y Spt16. También se han detectado algunas 

subunidades del complejo remodelador de cromatina ATP-dependiente RSC, incluida la 

subunidad catalítica Sth1. Se ha descrito que hay una elevada ocupación del complejo RSC 

en los genes ADNts (Ng et al., 2002) y se ha propuesto que el complejo RSC favorecería una 

menor ocupación de nucleosomas que favorezca la actividad transcripcional de la ARN pol III 

(Parnell et al., 2008). Finalmente, se han identificado factores relacionados con la degradación 
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de ARNts, como Rat1. Se ha descrito que la exonucleasa 5’  3’ nuclear, Rat1, degrada los 

ARNts inestables (Chernyakov et al., 2008). Aunque todas estas proteínas se han identificado 

en nuestros análisis de ProteomChIP, sus valores medios de iTRAQ WT/bud27Δ, junto con 

los valores de desviación estándar sugieren que no hay diferencias importantes entre el 

silvestre y el mutante bud27Δ (datos no mostrados). 

Por otra parte, se identificó el factor remodelador de cromatina Isw2 (Tabla R3), que 

es reclutado en los genes ADNts por TFIIIB y podría tener una función en el posicionamiento 

de nucleosomas y la represión de la transcripción (Whitehouse and Tsukiyama, 2006; Yadon 

et al., 2010). Por otro lado, se han identificado cinco proteínas del complejo exosoma (Tabla 

R3), el cual se encuentra distribuido por toda la célula, incluido el nucleolo, en S. cerevisiae 

(Kilchert et al., 2016). Las subunidades que lo forman varían en función de la localización 

celular del exosoma, existiendo algunas que son únicamente nucleares, como Rrp6 o Lrp1 

(Kilchert et al., 2016). De las cinco subunidades identificadas del complejo exosoma en 

nuestro análisis de ProteomChIP, dos de ellas son exclusivamente nucleares (Tabla R3).  

 

Nombre Nº de péptidos Coverage (%) Descripción 

Isw2 1 1 
Factor remodelador de 

cromatina 

Rrp4 2 7 Exosoma 

Dis3 4 5 Exosoma 

Mtr3 1 6 Exosoma 

Lrp1 3 21 Exosoma (nuclear) 

Rrp6 1 2 Exosoma (nuclear) 

Tabla R3. Otras proteínas relacionadas con la transcripción de la ARN pol III o el metabolismo de los ARNts 

identificadas tras la purificación de Rpc128-TAP mediante ProteomChIP y espectrometría de masas. La 

cepa mutante bud27Δ (YFN805) y su cepa isogénica silvestre (YFN806) se cultivaron en medio YPD líquido a 

temperatura permisiva (30ºC) y se recogieron las células en fase exponencial (D.O.600~0,7). La subunidad Rpc128-

TAP asociada a cromatina se purificó mediante la técnica ProteomChIP, se realizó un marcaje de las muestras con 

iTRAQTM (ver subapartado 4.2.6 del Material y Métodos) y los resultados se analizaron mediante cromatografía 

líquida de alta resolución y espectrometría de masas en tándem (HPLC-MALDI-TOF/TOF). 

 

La cuantificación de la señal con iTRAQ mostró que había mayor cantidad relativa de 

Isw2 en la cepa mutante bud27Δ que en la cepa silvestre, con un ratio WT/bud27Δ de 0,45.  

(Figura R37). Un mayor enriquecimiento de Isw2 en las zonas próximas a la ARN pol III del 

mutante bud27Δ podría sugerir mayor posicionamiento de nucleosomas y, posiblemente, 

represión de esos genes (Yadon et al., 2010). Sin embargo, cabe destacar que solo se 

identificó un péptido de Isw2 (Tabla R3), por lo que sería necesario plantear nuevos 

experimentos que puedan confirmar o desmentir si la falta de Bud27 provoca una mayor 

acumulación de Isw2 en los genes ADNts, lo cual podría explicar, al menos en parte, los 
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defectos en la transcripción de la ARN pol III en el mutante bud27Δ. Por otra parte, la 

cuantificación con iTRAQ mostró que de las cinco subunidades identificadas del complejo 

exosoma, la proteína Rrp6 estaba en mayor cantidad relativa en el mutante bud27Δ, con un 

ratio WT/bud27Δ de 0,39 (Figura R37), aunque tan solo se identificó un péptido (Tabla R3). 

Las demás subunidades del complejo exosoma se muestran también en el gráfico (Figura 

R37), aunque no se observaron diferencias importantes entre el mutante bud27Δ y la cepa 

silvestre. Cabe destacar que Rrp6 es exclusivamente nuclear (Kilchert et al., 2016). Estos 

datos podrían indicar que la falta de Bud27 podría estar relacionada con una mayor tasa de 

degradación de ARNts.  

 

 

Figura R37. Análisis de los niveles de otras proteínas relacionadas con la transcripción de la ARN pol III o 

el metabolismo de los ARNts. La cepa mutante bud27Δ (YFN805) y su isogénica silvestre (YFN806) se cultivaron 

en medio YPD líquido a temperatura permisiva (30ºC) y se recogieron cuando alcanzaron la fase exponencial 

(D.O.600~0,7). La subunidad Rpc128-TAP asociada a cromatina se purificó mediante la técnica ProteomChIP, se 

realizó un marcaje de las muestras con iTRAQTM (ver subapartado 4.2.6 del Material y Métodos) y los resultados 

se analizaron mediante cromatografía líquida de alta resolución y espectrometría de masas en tándem (HPLC-

MALDI-TOF/TOF). Los resultados de cada muestra analizada se normalizaron frente al valor de Rpc128-TAP. Se 

muestran los resultados como la media del ratio del valor detectado con el marcaje entre silvestre/mutante bud27Δ 

(WT/bud27Δ) de dos réplicas biológicas independientes. Los asteriscos indican ratios iTRAQ de WT/bud27Δ por 

debajo de 0,5 para la proteína en cuestión. 

 

 Estos datos en su conjunto parecen sugerir que la ausencia de Bud27 puede provocar 

un mayor posicionamiento de nucleosomas y, además, mayor tasa de degradación de los 

transcritos de la ARN pol III. De nuevo, hacen falta nuevos experimentos a realizar en un 

futuro que permitan corroborar estas hipótesis. 
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4. Análisis global de los datos de ProteomChIP y generación de categorías funcionales  

Una vez hemos analizado la estequiometría de la ARN pol III, los factores de 

transcripción basales, así como otras proteínas relacionadas con el proceso transcripcional o 

la degradación de transcritos, decidimos hacer un análisis global de los datos con la finalidad 

de identificar categorías funcionales relacionadas con aquellas proteínas que mostraron 

mayor variación en el ratio iTRAQ de WT/bud27Δ, independientemente de las indicadas en 

los apartados anteriores. En este caso y a diferencia de los estudios realizados anteriormente 

en este mismo capítulo, antes de comenzar el análisis global de los datos proteómicos se 

realizó un procesamiento previo de los mismos en el que se excluyeron aquellas proteínas 

que fueron identificadas con un solo péptido. Así, de las 896 proteínas identificadas por 

espectrometría de masas inicialmente, 533 contenían al menos dos péptidos. A estas 

proteínas se les realizó un primer filtrado con FunSpec para identificar proteínas ribosómicas 

y otras con localización citosólica o mitocondrial, consideradas como contaminantes del 

experimento. De esta manera se eliminaron un total de 116 proteínas pertenecientes a las 

categorías cytosol [GO:0005829], mitocondrial nucleoid [GO:0042645], cytosolic small 

ribosomal subunit [GO:0022627] y cytosolic large ribosomal subunit [GO:0022625], que fueron 

descartadas del estudio, aunque no se puede descartar que alguna de ellas se mueva entre 

núcleo y citoplasma. A continuación, para eliminar las proteínas con valores de iTRAQ muy 

variables, se descartaron aquellas cuyo valor de desviación típica fue mayor a un 25% del 

valor de la media de las dos réplicas del ratio de iTRAQ (WT/bud27Δ), quedando un total de 

267 proteínas.  

Tras este primer filtrado de los datos se observó que las proteínas identificadas por 

espectrometría de masas tras los experimentos de ProteomChIP estaban, en general, 

enriquecidas en el mutante bud27Δ (Figura R38). La media del conjunto de los ratios iTRAQ 

(WT/bud27Δ) tras haber normalizado frente al control (Rpc128-TAP) de las proteínas del 

experimento de ProteomChIP fue de 0,714 ± 0,235, lo cual significa que las muestras del 

mutante bud27Δ contenían, de manera general, mayor cantidad de todas las proteínas 

identificadas. Concretamente, se encontraron 22 proteínas cuya media del ratio iTRAQ 

(WT/bud27Δ) estaba por encima de 1 y 244 proteínas por debajo. Expresado en porcentaje, 

el 91,7% de las proteínas presentaron una media del ratio iTRAQ (WT/bud27Δ) por debajo de 

1 y el 8,3% restante, por encima de 1 (Figura R38). Aunque no podemos descartar que se 

trate de una cuestión técnica al realizar los experimentos, una posibilidad que permitiría 

explicar este hecho es que la falta de Bud27 esté provocando alteraciones en la composición 

de la cromatina, haciendo que el mutante bud27Δ tenga una mayor cantidad relativa de 

proteínas en el entorno de la ARN pol III. 

 



Resultados. Capítulo III 

 
163 

 

 

Figura R38. Representación gráfica del análisis global de los niveles de las proteínas identificadas 

mediante ProteomChIP y espectrometría de masas. Aquellas proteínas identificadas con al menos dos péptidos 

(533 proteínas) se analizaron con FunSpec para eliminar las pertenecientes a las categorías pertenecientes a 

cytosol [GO:0005829], mitocondrial nucleoid [GO:0042645], cytosolic small ribosomal subunit [GO:0022627] y 

cytosolic large ribosomal subunit [GO:0022625], consideradas como contaminantes. De las restantes (417 

proteínas), se eliminaron del análisis global aquellas cuyo valor de desviación típica superó el 25% del valor de la 

media aritmética para esa proteína, quedando un total de 267 proteínas. De estas 267, el 91,7% presentaron una 

media del ratio iTRAQ (WT/bud27Δ) por debajo de 1, y el 8,3% restante por encima de 1. En la figura se 

esquematiza el porcentaje de proteínas cuyo ratio iTRAQ (WT/bud27Δ) estaba por debajo de 1 (azul) o por encima 

(gris). 

 

Los resultados del análisis muestran que existe una mayor cantidad relativa de casi 

todas las proteínas identificadas en el entorno de la ARN pol III en el mutante bud27Δ.  

Previamente, otros autores han caracterizado un interactoma de los complejos 

transcripcionales de la ARN pol III, tanto en condiciones permisivas de crecimiento como en 

carencia de nutrientes (Bhalla et al., 2019). En este estudio purifican la ARN pol III y también 

los factores de transcripción basales TFIIIC y TFIIIB. En nuestro análisis global de 

ProteomChIP, se han identificado 46 proteínas proteínas comunes con este análisis (datos no 

mostrados). Sin embargo, el empleo de diferentes metodologías impide una comparación más 

profunda con nuestros datos, además de que en dicho trabajo se purifican los complejos 

desde extracto total, mientras que nuestro análisis se realiza sobre complejos 

transcripcionales en cromatina. 

De entre aquellas proteínas enriquecidas en el silvestre con respecto al mutante 

bud27Δ (ratio iTRAQ WT/bud27Δ > 1), no se encontró ninguna cuyo valor fuese 2 veces o 
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más. De las proteínas enriquecidas en el silvestre se identificaron tres cuyo valor aumentó 1,5 

veces: Fun30, Nog1 y Rpb6. Fun30 es un factor remodelador de cromatina ATP-dependiente, 

con funciones importantes en el posicionamiento de nucleosomas en las zonas centroméricas 

y en el silenciamiento de los genes de ADNr (Awad et al., 2010; Durand-Dubief et al., 2012; 

Neves-Costa et al., 2009). Por su parte, Nog1 es una proteína esencial con localización 

nucleolar que forma parte de las partículas pre-ribosómicas 66S, participando en su 

ensamblaje (Kallstrom et al., 2003). Por último, tal y como se ha comentado anteriormente, la 

subunidad común de las ARN polimerasas Rpb6 parece tener mayor nivel relativo en el 

silvestre con respecto al mutante bud27Δ.  

 Teniendo en cuenta que los datos proteómicos muestran que, en general, hay un 

mayor enriquecimiento de casi todas las proteínas analizadas en las muestras del mutante 

bud27Δ (Figura R38), se decidió hacer un estudio de categorías funcionales (procesos 

biológicos) mediante FunSpec con aquellas proteínas enriquecidas en el mutante bud27Δ con 

respecto al silvestre. Los análisis globales para aquellas proteínas con un ratio iTRAQ 

WT/bud27Δ inferior a 0,5 permitieron identificar muy pocas proteínas. Por esta razón, se 

decidió hacer el análisis de categorías funcionales con aquellas proteínas cuyos ratios iTRAQ 

(WT/bud27Δ) fue igual o inferior a 0,75, es decir, al menos 1,5 veces enriquecida en el mutante 

bud27Δ con respecto al silvestre. De esta manera, de las 267 proteínas utilizadas para el 

análisis global de los datos, se utilizaron un total de 179 proteínas en nuestro análisis de 

categorías funcionales con el programa FunSpec, en el que se utilizaron los parámetros 

estándar (p-value cutoff =0,01; un 99% de confianza en la identificación de categorías). Las 

proteínas incluidas en el análisis con FunSpec, sus ratios iTRAQ (WT/bud27Δ) así como su 

desviación estándar se resumen en la Tabla suplementaria S1. Del análisis con FunSpec se 

han identificado las diferentes categorías funcionales (procesos biológicos) que se muestran 

en la Figura R39.  
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Figura R39. Análisis de categorías funcionales (GO procesos biológicos) a partir de los datos obtenidos 

de los experimentos de ProteomChIP. Categorías funcionales de las proteínas utilizadas para el estudio, 

estableciadas con el programa FunSpec utilizando los parámetros estándar (p-value cutoff =0,01) (ver Tabla S1). 

Aquellas proteínas identificadas con al menos dos péptidos (533 proteínas) se analizaron previamente con 

FunSpec para eliminar las pertenecientes a las categorías pertenecientes a cytosol [GO:0005829], mitocondrial 

nucleoid [GO:0042645], cytosolic small ribosomal subunit [GO:0022627] y cytosolic large ribosomal subunit 

[GO:0022625], consideradas como contaminantes. De las restantes (417 proteínas), se eliminaron del análisis 

global aquellas cuyo valor de desviación típica superó el 25% del valor de la media aritmética para esa proteína, 

quedando un total de 267 proteínas. Para el análisis, se han utilizado aquellas proteínas cuyos ratios iTRAQ 

(WT/bud27Δ) fue igual o inferior a 0,75, es decir, al menos 1,5 veces enriquecida en el mutante bud27Δ con 

respecto al silvestre (179 proteínas). Se han seleccionado aquellas categorías funcionales cuyo p-valor es menor 

de 10-5. 
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Las categorías funcionales identificadas con FunSpec con menor p-valor son 

“Biogénesis de ribosomas” y “Procesamiento de ARNrs”, aunque también se han identificado 

las categorías de “Traducción”, “Biosíntesis de aminoácidos” y “Aminoacilación de ARNts para 

la traducción”, más relacionadas con el propio proceso celular de la traducción. La localización 

subcelular predominante de las 179 proteínas utilizadas para el análisis con FunSpec fue 

“Nucleolo”, con un p-valor de 5,562-14 (datos no mostrados). En concordancia, un estudio 

sobre el interactoma de la ARN pol III mostró un resultado similar (Bhalla et al., 2019). De 

entre los complejos celulares identificados, el que tuvo un p-valor más bajo fue el “Complex 

Number 149” (p-valor = 1-14), relacionado con el metabolismo del ARNr, seguido del “Complex 

Number 195” (p-valor = 8,293-14), relacionado con transcipción y mantenimiento de la 

estructura cromatínica (datos no mostrados). 

5. Estudio de la influencia de Bud27 sobre la fosforilación de la subunidad Rpc53 

 Tal y como se ha mostrado en el capítulo I de Resultados del presente trabajo, Bud27 

influencia la transcripción mediada por la ARN pol III. Hemos demostrado, al igual que otros 

autores, que la falta de Bud27 conlleva una disminución en la acumulación de algunos 

transcritos de la ARN pol III (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020; Vernekar 

and Bhargava, 2015). Por otra parte, en el capítulo II se ha mostrado que Bud27 también 

modula la actividad de Maf1, único regulador negativo conocido de la ARN pol III. Sin embargo 

y de manera contraria a nuestra hipótesis inicial, el impacto de la falta de Bud27 sobre la ARN 

pol III no parece ocurrir a través del represor Maf1. Aunque se ha considerado a Maf1 como 

el único regulador negativo de la ARN pol III (Boguta, 2013; Willis et al., 2004), se han descrito 

otros elementos de la propia enzima, así como de TFIIIB que podrían tener también una 

función reguladora (Lee et al., 2015). Concretamente, se ha descrito que la subunidad Rpc53 

se fosforila en diferentes condiciones de estrés, y que esta fosforilación tiene una 

consecuencia directa en la represión de la transcripción de la ARN pol III, facilitando su 

interacción con Maf1 (Lee et al., 2012). Dado que la falta de Bud27 produce defectos 

transcripcionales en la ARN pol III, decidimos investigar si este hecho podía deberse, al menos 

en parte, a un mayor estado de fosforilación de la subunidad Rpc53 y por tanto a una mayor 

represión a través de ese mecanismo. Para ello, analizamos el estado de fosforilación de la 

proteína Rpc53, expresada desde un alelo funcional con etiqueta TAP (Rpc53-TAP) en 

condiciones óptimas de crecimiento y tras un tratamiento con rapamicina a diferentes tiempos. 

En la Figura R40 se muestra que, en condiciones permisivas de crecimiento, la subunidad 

Rpc53 se encuentra desfosforilada en el mutante bud27Δ y en la cepa isogénica silvestre. Tal 

y como se ha descrito previamente (Lee et al., 2012), la proteína Rpc53 de la cepa silvestre 

se fosforila tras el tratamiento con rapamicina durante una hora, indicando un estado reprimido 
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de la ARN pol III (Figura R40). De manera interesante, observamos una cinética de 

fosforilación de Rpc53 más lenta en el mutante bud27Δ (Figura R40). Este resultado va en 

línea con lo expuesto en el capítulo II de Resultados, donde se ha mostrado que la 

desfosforilación de Maf1 y la represión de la ARN pol III tras un bloqueo de la vía TOR en el 

mutante bud27Δ está alterada. Estos resultados indican la necesidad de realizar un estudio 

más detallado de la subunidad Rpc53 y su cinética de fosforilación en una situación de 

ausencia de Bud27. 

 

 

Figura R40. Análisis de la fosforilación de Rpc53. Extractos de proteínas (con TCA) de la cepa mutante bud27Δ 

(YFN813) y su cepa isogénica silvestre (WT; YDL150W TAP) crecidas en medio YPD a 30ºC, a tiempo inicial y 

tras el tratamiento con rapamicina (0,4 μg/ml) durante 30 y 60 minutos fueron analizados mediante western blot 

con los anticuerpos anti-PAP y anti-Pgk1. Las flechas señalan las formas fosforilada (superior) y desfosforilada 

(inferior) de Rpc53. 

 

Todos estos datos en su conjunto muestran que la falta de Bud27 podría provocar 

defectos en los factores de transcripción basales de la ARN pol III como TFIIIC, además de 

otras alteraciones en proteínas relacionadas con el proceso transcripcional o la degradación 

de transcritos como Isw2 o componentes del complejo exosoma. Asimismo, los defectos 

observados durante el proceso de fosforilación de Rpc53 sugieren, al igual que lo propuesto 

en el capítulo II del presente trabajo, que el proceso de represión de la ARN pol III podría estar 

alterado por la ausencia de Bud27. 
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Nombre Media (WT/bud27Δ) Desviación típica Nombre Media (WT/bud27Δ) Desviación típica 

His4  0,237 0,035 Sam1  0,485 0,052 

Cpa2  0,244 0,015 Ssz1  0,491 0,110 

Lys1  0,288 0,052 Erg9  0,495 0,056 

Por1  0,318 0,068 Tfc6  0,499 0,051 

Leu4  0,327 0,019 Taf5  0,502 0,054 

Aro8  0,329 0,071 Imp4  0,505 0,066 

Leu1  0,341 0,056 Cct7  0,514 0,128 

Ubr1  0,352 0,069 Pma1  0,515 0,116 

Trp5  0,364 0,008 Glt1  0,518 0,085 

Gpp1  0,376 0,054 Nop4  0,521 0,116 

Krs1  0,378 0,016 Sse1  0,523 0,060 

Yhr020W 0,383 0,065 Pdr5  0,524 0,043 

Hts1  0,389 0,079 Aro1  0,525 0,017 

Trp4  0,395 0,059 Wrs1  0,526 0,052 

Sec18 0,397 0,052 Cam1  0,527 0,116 

Aro2  0,399 0,062 Vps1  0,528 0,065 

Ilv2  0,403 0,057 Gus1  0,532 0,074 

Asn1  0,406 0,101 Ala1  0,532 0,111 

Utr1  0,423 0,105 Dhh1  0,535 0,110 

Ydr341C 0,426 0,086 Ado1  0,547 0,096 

Cdc60 0,446 0,059 Ubp10 0,548 0,123 

Mae1  0,448 0,110 Pfk1  0,558 0,067 

Ald5  0,449 0,083 Cct8  0,562 0,131 

Hom3  0,454 0,032 Vas1  0,564 0,066 

Paa1  0,456 0,076 Cpr1  0,569 0,132 

Tys1  0,460 0,079 Vma1  0,569 0,106 

Ade8  0,464 0,041 Tif5  0,570 0,046 

Shm2  0,467 0,079 Ilv3  0,574 0,060 

Trp2  0,470 0,055 Hta1  0,574 0,124 

Mes1  0,470 0,088 Hta2  0,574 0,124 

Ygr054W 0,474 0,099 Trm8  0,574 0,065 

Abp1  0,477 0,084 Rpn1  0,579 0,065 

Rnr4  0,479 0,103 Ynl01 0,581 0,096 
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Hsp10 0,583 0,140 Fsh3  0,632 0,117 

Tef1  0,583 0,111 Act1  0,633 0,095 

Zpr1  0,585 0,031 Ola1  0,634 0,110 

Zuo1  0,586 0,113 Hek2  0,634 0,146 

Gfa1  0,587 0,106 Cdc33 0,634 0,113 

Dpm1  0,587 0,126 Atp2  0,635 0,110 

Lsg1  0,595 0,127 Sec28 0,636 0,073 

Num1  0,597 0,034 Gsp1  0,636 0,028 

Enp2  0,599 0,147 Gsp2  0,636 0,028 

Lrp1  0,599 0,111 Rfa1  0,637 0,094 

Idh2  0,601 0,087 Ydj1  0,639 0,074 

Stm1  0,603 0,142 Gcd11 0,654 0,110 

Arg7  0,608 0,147 Rpa190 0,655 0,158 

Lia1  0,609 0,040 Sec24 0,657 0,084 

Bms1  0,609 0,066 Egd2  0,657 0,119 

Yef3  0,610 0,070 Utp5  0,658 0,144 

Prt1  0,612 0,052 Tpa1  0,658 0,099 

Asn2  0,612 0,105 Rpn7  0,659 0,100 

Rpa34 0,612 0,118 Fun12 0,663 0,132 

Shm1  0,612 0,112 Nop56 0,663 0,103 

Pab1  0,614 0,044 Faa4  0,664 0,023 

Rpp0  0,615 0,055 Erb1  0,665 0,115 

Bfr1  0,615 0,055 Rpt4  0,666 0,075 

Ths1  0,620 0,095 Ura2  0,666 0,054 

Gnd1  0,622 0,114 Utp21 0,670 0,115 

Ymr17 0,623 0,059 Frs1  0,672 0,143 

Spt6  0,623 0,151 Cct2  0,674 0,018 

Emg1  0,625 0,085 Scp16 0,675 0,114 

Sin3  0,626 0,137 Eft1  0,676 0,111 

Get3  0,626 0,094 Gdh1  0,678 0,054 

Cct6  0,628 0,086 Rli1  0,681 0,105 

Ade12 0,628 0,156 Myo2  0,681 0,101 

Rrp15 0,686 0,107 Pol5  0,718 0,031 

Gua1  0,686 0,053 Brx1  0,719 0,145 
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Nsa1  0,687 0,087 Puf6  0,722 0,069 

Pre7  0,687 0,017 Pfk2  0,724 0,118 

Noc3  0,687 0,164 Rpg1  0,725 0,133 

Imd4  0,687 0,145 Ecm29 0,726 0,080 

Rpa135 0,689 0,090 Pet9  0,727 0,102 

Nhp2  0,690 0,022 Ugp1  0,728 0,045 

Lsb3  0,693 0,118 Cpr6  0,731 0,098 

Zeo1  0,694 0,132 Pus1  0,734 0,042 

Nop2  0,694 0,138 Krr1  0,734 0,148 

Def1  0,695 0,159 Chc1  0,734 0,088 

Nsa2  0,699 0,079 Rvb2  0,735 0,103 

Ded1  0,700 0,095 Rmt2  0,737 0,096 

Tma46 0,705 0,154 Srp68 0,739 0,181 

Nop58 0,707 0,072 Hhf1  0,740 0,142 

Nug1  0,707 0,160 Utp22 0,740 0,073 

Ssa1  0,709 0,118 Rpb2  0,741 0,044 

Tif4631 0,711 0,139 Sgv1  0,745 0,109 

Prs3  0,711 0,132 Mrt4  0,747 0,047 

Rlp7  0,711 0,152 Sah1  0,749 0,131 

Loc1  0,713 0,139 Mpp10 0,749 0,137 

Ssf1  0,714 0,001 Sar1  0,749 0,081 

Dbp9  0,715 0,091    

Tabla S1. Listado de proteínas utilizadas para el análisis de categorías funcionales con FunSpec. Las proteínas identificadas en los experimentos de ProteomChIP y 

espectrometría de masas se filtraron para eliminar aquellas que sólo fueron identificadas con un péptido, las que se encontraban en las categorías cytosol [GO:0005829], 

mitocondrial nucleoid [GO:0042645], cytosolic small ribosomal subunit [GO:0022627] y cytosolic large ribosomal subunit [GO:0022625] por ser consideradas como contaminantes 

y aquellas cuyo valor de desviación superó el 25% del valor de la media. De las proteínas restantes (267 proteínas) se utilizaron para el análisis con FunSpec aquellas cuyos 

ratios iTRAQ (WT/bud27Δ) fue igual o inferior a 0,75, es decir, al menos 1,5 veces enriquecida en el mutante bud27Δ con respecto al silvestre (179 proteínas). Las proteínas 

seleccionadas para el análisis de categorías funcionales con FunSpec, se muestran en la tabla ordenadas de menor a mayor según el valor de la media iTRAQ WT/bud27Δ de 

dos réplicas biológicas independientes, indicando además, su desviación típica. 
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DISCUSIÓN  

Bud27 influye en la transcripción de las tres ARN polimerasas y en la biogénesis de 

ribosomas, probablemente a través de la vía TOR 

Los trabajos previos del grupo del Dr. Navarro demuestran que Bud27 participa en el 

ensamblaje citoplasmático de las tres ARN polimerasas vía Rpb5 (Mirón-García et al., 2013). 

Los trabajos del grupo y de otros autores también muestran que Bud27 forma parte de la ruta 

de señalización TOR (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020). Además de 

estas alteraciones, en el presente trabajo se muestran evidencias de que la falta de Bud27 

provoca defectos transcripcionales de las tres ARN polimerasas. De este modo, Bud27 podría 

actuar como un coordinador de la transcripción de las tres ARN polimerasas, posiblemente a 

través de la vía TOR, para favorecer la biogénesis de ribosomas, tal y como se desarrolla a 

continuación. 

 El papel de Bud27 en la transcripción mediada por la ARN pol II ya ha sido estudiado 

previamente por el grupo del Dr. Navarro. Bud27 modula la elongación de la transcripción 

gracias a que facilita la interacción de la ARN pol II con el remodelador de cromatina RSC, 

probablemente a través de una asociación tripartita Rpb5-Bud27-RSC (Mirón-García et al., 

2014). En la misma línea, experimentos de ChIP-seq muestran que Bud27 se asocia a los 

promotores de los genes de proteínas ribosómicas y RiBis (Ribosomal Biogenesis) y que su 

ausencia provoca una menor ocupación de la ARN pol II en esos mismos genes así, como 

una menor cantidad de esos transcritos (Martínez-Fernández et al., 2020). Corroborando lo 

anterior, en el presente trabajo se ha mostrado que la ausencia de Bud27 produce una pérdida 

de interacción física entre la ARN pol II y el factor de elongación Spt5, lo cual refuerza la idea 

de Bud27 como una proteína importante en el proceso transcripcional de la ARN pol II (Figura 

R5). 

Por otra parte, la ausencia de Bud27 produce un defecto en la síntesis del ARNr 5S 

(Martínez-Fernández et al., 2020) y también en la síntesis y/o procesamiento de los ARNts 

(Figura R20 A, Figura R21 A) (Martínez-Fernández et al., 2020), lo cual sugiere defectos en 

la transcripción de la ARN pol III, de acuerdo con lo observado previamente por otros autores 

(Gstaiger et al., 2003; Vernekar and Bhargava, 2015). Se ha propuesto que Bud27 modularía 

la transcripción de la ARN pol III mediante un mecanismo similar al de la ARN pol II, 

promoviendo su asociación con RSC (Vernekar and Bhargava, 2015). Nuestros experimentos 

demuestran que en el mutante bud27Δ hay una menor ocupación de la ARN pol III en los tres 

tipos de genes transcritos por la enzima, en consonancia con otros autores (Vernekar and 

Bhargava, 2015), lo que podría sugerir que los defectos transcripcionales están 
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mayoritariamente causados por una menor cantidad total de enzima activa en la cromatina. 

Sin embargo, aunque la sobreexpresión de RPB5 puede corregir las alteraciones en el 

ensamblaje de las ARN polimerasas (Figura R1 A) (Mirón-García et al., 2013), solo corrige 

parcialmente los defectos transcripcionales de la ARN pol III a 30ºC y no los corrige a 37ºC 

(Martínez-Fernández, 2016). Del mismo modo, dicha sobreexpresión tampoco corrige 

completamente la sensibilidad del mutante bud27Δ al ácido micofenólico (Figura R1 B), droga 

empleada para detectar cepas con defectos de elongación de la transcripción ya que reduce 

la disponibilidad de nucleótidos trifosfato para tal fin (Shaw et al., 2001). Por lo tanto, nuestra 

conclusión es que los defectos transcripcionales de la ARN pol III en el mutante bud27Δ no 

parecen ser exclusivamente una consecuencia de la alteración en el ensamblaje de las ARN 

polimerasas. Las propuestas del posible papel concreto de Bud27 sobre la transcripción de la 

ARN pol III se desarrollan con mayor detalle en los siguientes capítulos, dedicados tanto a la 

regulación de la transcripción a través del represor Maf1, como a las alteraciones en la propia 

maquinaria transcripcional de la ARN pol III. 

Curiosamente, Bud27 parece modular la transcripción de manera diferente para cada 

una de las ARN polimerasas. En el caso de la ARN pol I, la deleción de BUD27 provoca una 

acumulación de algunos transcritos inmaduros como el ARNr 27S o el ARNr 7S (Martínez-

Fernández et al., 2020), que ponen de manifiesto un defecto en la síntesis del ARNr 35S o 

bien en su procesamiento, ya que ambos procesos están funcionalmente acoplados 

(Schneider et al., 2007; Schneider et al., 2006; Scull and Schneider, 2019). Al contrario que 

para las ARN polimerasas II y III, estos defectos del mutante bud27Δ no van acompañados 

de menores niveles relativos de la ARN pol I en el ADNr 35S (35S), sino, incluso, de una ligera 

acumulación de esta (Figura R2 B), mayor tras un choque térmico a 37ºC (Figura R2 C). 

Además, aunque se ha descrito que la transcripción de la ARN pol I depende del factor de 

transcripción Spt4/5 (Hartzog and Fu, 2013) y que existe una interacción física entre estos 

elementos y la enzima (Schneider et al., 2006), la ausencia de Bud27 no alteró esta asociación 

(Figura R5). Estos datos hacen sospechar que el mecanismo por el cual Bud27 participa en 

la transcripción de la ARN pol I podría ser sustancialmente diferente al de las ARN polimerasas 

II y III. En este contexto, se pueden plantear diferentes hipótesis que permitan explicar los 

defectos transcripcionales de la ARN pol I en el mutante bud27Δ: que la falta de Bud27 

conlleve un menor número de copias activas de ADNr 35S y/o que la ausencia de Bud27 

provoque defectos en la elongación de la transcripción y que esto pueda estar asociado a 

RSC, otros factores remodeladores de cromatina u otras proteínas implicadas. 

Se ha demostrado que la falta de Bud27 produce un defecto en el ensamblaje de las 

tres ARN polimerasas  (Mirón-García et al., 2013), por lo que cabría esperar que hubiese 

menos en el núcleo, con una menor ocupación en las unidades transcripcionales del 35S. Sin 
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embargo, los experimentos de ChIP realizados en este trabajo parecen contradecir este 

hecho, puesto que se observa una mayor cantidad relativa de la ARN pol I en el ADNr 35S 

(Figuras R2 B y C). Teniendo en cuenta estos resultados, el mutante bud27Δ podría tener 

alterada la estructura de la cromatina conllevando un menor número de copias 

transcripcionalmente activas de ADNr 35S. En este sentido, datos de MNasa-seq del grupo 

del Dr. Navarro apuntan a una conformación anormal de la cromatina en estas regiones (datos 

no publicados). Aunque el defecto de ensamblaje de la ARN pol I en el mutante bud27Δ 

conlleve que haya menor cantidad de enzimas en el núcleo, el hecho de que estas deban 

repartirse entre un menor número de copias 35S activas, podría explicar que en los 

experimentos de ChIP se observe una mayor cantidad relativa de ARN pol I en el ADNr 35S. 

Se ha demostrado que al reducir el número de copias de ADNr, estas contienen mayor 

cantidad de ARN pol I por unidad transcripcional (Albert et al., 2011; Cioci et al., 2003; French 

et al., 2003). En este sentido, se ha estimado que el número de copias de ADNr 35S en S. 

cerevisiae está en torno a 150 y que aproximadamente la mitad de ellas son 

transcripcionalmente activas (Albert et al., 2011; Cioci et al., 2003). Cabe destacar que no 

parece alterada el número de copias totales de ADNr 35S en ausencia de Bud27 en el análisis 

mediante qPCR (Figura R6). Sin embargo, esta estimación no nos da información sobre el 

número de copias activas. La hipótesis planteada queda reforzada por el hecho de que reducir 

el número de copias del gen 35S hasta 25 copias en el mutante bud27Δ, todas ellas 

transcripcionalmente activas según se demuestra en trabajos previos (Cioci et al., 2003), 

recupera de manera considerable los defectos de crecimiento. Sin embargo, aumentar el 

número de copias totales del gen 35S hasta 190, de las cuales aproximadamente la mitad 

serían activas, agrava el crecimiento del mutante bud27Δ, incluso a la temperatura permisiva 

de 30ºC (Figura R7). Es decir, en condiciones de menor número de copias de ADNr 35S, la 

menor cantidad de ARN pol I en el núcleo del mutante bud27Δ deja de ser un factor limitante. 

El hecho de que un mayor número de copias del gen 35S perjudique gravemente el 

crecimiento del mutante bud27Δ podría conllevar una reducción en el número de copias 

activas del gen 35S para compensar la menor cantidad de ARN pol I en el núcleo y poder 

sobrevivir. De hecho, la variación en el número de copias activas de ADNr 35S está altamente 

regulada para mantenerse en unos rangos que sean homeostáticos para las células en 

función de las necesidades fisiológicas (Dammann et al., 1993; French et al., 2003; Murayama 

et al., 2008; Nelson et al., 2019). En este sentido, se ha demostrado que en condiciones 

óptimas de crecimiento, Tor1 se asocia a los promotores de los genes 35S (Li et al., 2006) y 

que la inhibición de la vía TOR provoca cambios en la estructura del nucléolo y posiblemente 

desacetilación de histonas, compactación de la cromatina y silenciamiento de ADNr (Tsang et 

al., 2003). Teniendo en cuenta que la ausencia de Bud27 mimetiza parcialmente un bloqueo 

de la vía TOR (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020), sería interesante 
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estudiar si Bud27 altera, al menos parcialmente, el número de copias activas de ADNr 35S 

para modular la transcripción de la ARN pol I. Independientemente del número de copias 

activas del gen 35S, nuestros datos apuntan a posibles defectos en la procesividad de la ARN 

pol I (Figura R5). No se pueden descartar defectos adicionales en la estabilidad y/o 

conformación de la enzima ARN pol I, haciendo que esta transcriba más lentamente y se 

acumule a lo largo de cada unidad transcripcional, afectando la procesividad de la misma y la 

elongación de la transcripción, aunque esto también puede ser resultado de la alteración de 

la estructura cromatínica. En este sentido se ha propuesto que una menor procesividad de la 

ARN pol I podría conllevar defectos en la elongación de la transcripción (Schneider et al., 

2007). 

Por otra parte, teniendo en cuenta que se ha propuesto un modelo en el que Bud27 

participaría en la elongación de la transcripción de la ARN pol II probablemente a través de 

una asociación tripartita Bud27-Rpb5-RSC (Mirón-García et al., 2014), y un mecanismo  

parecido en el caso de la ARN pol III (Vernekar and Bhargava, 2015), es posible que Bud27 

actúe mediante un mecanismo similar sobre la transcripción llevada a cabo por la ARN pol I. 

Dado que la interacción Rpb5-RSC es necesaria para la transcripción de las tres ARN 

polimerasas (Soutourina et al., 2006), que Bud27 interacciona física y funcionalmente con 

Rpb5 (Dorjsuren et al., 1998; Gstaiger et al., 2003; Ito et al., 2001; Mirón-García et al., 2013; 

Mirón-García et al., 2014) y que se ha descrito interacción física entre Bud27 y la ARN pol I 

(Mirón-García et al., 2013), es probable que Bud27 pudiera ejercer su función facilitando la 

interacción entre RSC y la ARN pol I a través de Rpb5. Otra posible hipótesis que pueda 

explicar los defectos en la síntesis del ARNr 35S provocados por la falta de Bud27 es que se 

produzca una menor asociación de la ARN pol I con otros factores como el complejo 

remodelador de cromatina ATP-dependiente SWI/SNF. En este sentido, mutantes del 

complejo SWI/SNF, como snf6Δ, muestran alteraciones de la transcripción mediada por la 

ARN pol I muy similares a las que presenta el mutante bud27Δ, es decir, defectos en la 

elongación de la transcripción sin que haya menor ocupación de la ARN pol I en el ADNr 35S, 

así como un posible defecto en el procesamiento de los transcritos (Zhang et al., 2013). De 

igual modo, los datos mostrados en este trabajo tampoco permiten descartar que la falta de 

Bud27 provoque una alteración en la asociación al ADNr 35S de otros factores de 

transcripción importantes de la ARN pol I, como Hmo1 o Rrn3 (Blattner et al., 2011; Claypool 

et al., 2004; Hall et al., 2006; Reiter et al., 2011). 

Teniendo en cuenta todos los resultados presentados en este trabajo, consideramos 

que el escenario más probable es que Bud27 module el número de copias activas de ADNr a 

través de la ruta TOR y/o que participe en la transcripción de la ARN pol I vía RSC u otros 

factores remodeladores de cromatina. Sin embargo, aunque se ha descrito que los procesos 
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de transcripción por parte de la ARN pol I y procesamiento de los transcritos están 

funcionalmente acoplados (Schneider et al., 2007; Schneider et al., 2006; Scull and Schneider, 

2019), nuestros datos no permiten descartar que también haya defectos en el procesamiento 

de los mismos.  

Puesto que la deleción de BUD27 conlleva defectos transcripcionales de las tres ARN 

polimerasas (Martínez-Fernández et al., 2020; Mirón-García et al., 2014; Vernekar and 

Bhargava, 2015), la consecuencia más evidente es la falta de transcritos para la biogénesis 

de ribosomas. De acuerdo con esto, nosotros y otros autores hemos demostrado que el 

mutante bud27Δ presenta un perfil de polisomas anormal (Deplazes et al., 2009; Martínez-

Fernández et al., 2020; Vernekar and Bhargava, 2015) además de otros defectos en la 

iniciación de la traducción (Deplazes et al., 2009). De manera interesante, en un reciente 

escrutinio de supresión génica en el mutante bud27Δ, se han identificado varios genes de 

proteínas ribosómicas de la subunidad mayor (RPLs) así como algún de RiBi que corrigen 

parcialmente su defecto de termosensibilidad a 37ºC (datos no mostrados). 

Para asegurar una proporción adecuada de todos los transcritos necesarios para la 

biogénesis de ribosomas y el crecimiento celular en condiciones óptimas de crecimiento, es 

imprescindible una estrecha regulación e interconexión de la actividad de las tres ARN 

polimerasas (Barba-Aliaga et al., 2021; Lempiäinen and Shore, 2009; Mayer and Grummt, 

2006). De hecho, en S. cerevisiae se ha descrito la existencia de un cross-talk entre las ARN 

polimerasas I y III para la síntesis de ARNrs 35S, ARNr 5S y ARNts (Briand et al., 2001; Laferte 

et al., 2006), entre las ARN polimerasas I y II para coordinar la síntesis de ARNrs y proteínas 

ribosómicas (Michels and Hernandez, 2006; Rudra et al., 2007) y también se ha sugerido entre 

las ARN polimerasas II y III (Bhalla et al., 2019; Bhargava, 2021). Se ha propuesto que la 

coordinación de las tres ARN polimerasas, necesaria para la biogénesis de ribosomas, estaría 

controlada por elementos de la vía TOR, puesto que es la principal ruta de señalización que 

vincula la disponibilidad de nutrientes con la transcripción (Boguta, 2009; Lempiäinen and 

Shore, 2009; Martin and Hall, 2005; Martin et al., 2006; Mayer and Grummt, 2006; Warner, 

1999). Dadas las similitudes en el perfil transcripcional entre un mutante bud27Δ y la inhibición 

de la vía TOR en una cepa silvestre, se ha propuesto que Bud27 podría ser un elemento de 

esta ruta (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020). De igual manera, el ortólogo 

humando de Bud27, URI, participa en la vía TOR (Gstaiger et al., 2003). Esta hipótesis se ve 

reforzada por el hecho de que la falta de Bud27 produce una alteración en el patrón de 

fosforilación de Rps6, proteína utilizada como marcador de la actividad de la ruta TOR y que 

indica que esta es constitutivamente menos activa (Figura R9). Este hecho, sumado a que 

tanto Bud27 como URI interaccionan física y funcionalmente con Rpb5 (Dorjsuren et al., 1998; 

Gstaiger et al., 2003; Mirón-García et al., 2013; Mirón-García et al., 2014; Mita et al., 2013), 
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subunidad común de las tres ARN polimerasas (Zaros et al., 2007), convierten a Bud27 en un 

candidato ideal para ejercer la función de coordinar la transcripción de las tres ARN 

polimerasas para la biogénesis de ribosomas. Es probable que esta coordinación por parte de 

Bud27 tenga lugar gracias a su interacción con Rpb5, y, al menos parcialmente, a través de 

la señalización de la vía TOR. Sin embargo, aunque existe bastante similitud en el perfil 

transcripcional entre una situación de inhibición de la vía TOR y un mutante bud27Δ (Gstaiger 

et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020), puede que Bud27 ejerza funciones específicas 

en la transcripción independientemente de la regulación por parte de la vía TOR. Como se ha 

comentado anteriormente, la ausencia de Bud27 conlleva una mayor cantidad relativa de ARN 

pol I en las unidades transcripcionales de ADNr 35S (Figura R2 B y C), mientras que una 

inhibición de la vía TOR por carencia de nutrientes o rapamicina produce una clara 

disminución de la ocupación de la ARN pol I (Claypool et al., 2004; Torreira et al., 2017; Tsang 

et al., 2003). Esto podría indicar que Bud27 coordina la actividad de las tres ARN polimerasas 

mayoritariamente a través de la vía TOR, aunque quizá tenga funciones específicas e 

independientes de esta ruta para regular la transcripción.  

Se han propuesto algunas proteínas que pudieran actuar como puntos de control o 

“checkpoints” de la biogénesis de ribosomas, la mayoría de ellas factores de transcripción 

controlados a través de la vía TOR. Entre ellos se encuentran Fhl1, Ifh1, Sfp1 o Rap1 

(Fingerman et al., 2003; Marion et al., 2004; Martin et al., 2004; Miyoshi et al., 2003; 

Schawalder et al., 2004; Wade et al., 2004). Se ha especulado que algunos elementos 

comunes a la transcripción de las tres ARN polimerasas como la proteína de unión a TATA o 

TBP (TATA Binding Protein) o las subunidades comunes de las tres enzimas podrían ser la 

base para establecer mecanismos de coordinación de la actividad de las 3 ARN pols (Barba-

Aliaga et al., 2021; Lempiäinen and Shore, 2009). La prefoldina-like Bud27 no sólo participa 

en el ensamblaje de las tres ARN polimerasas (Garrido-Godino et al., 2022; Mirón-García et 

al., 2013), sino que cumple varios de los requisitos mencionados para poder realizar la función 

de coordinación transcripcional de las mismas: interacciona con una subunidad común de las 

tres enzimas (Dorjsuren et al., 1998; Gstaiger et al., 2003; Mirón-García et al., 2013) y es un 

elemento de la ruta TOR (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020).  

A continuación se presenta un modelo en el que se resume el papel de Bud27 en la 

coordinación de la actividad de las tres ARN polimerasas (Figura D1). Por una parte, Bud27 

favorece la biogénesis y el ensamblaje de las tres ARN polimerasas en el citoplasma previo a 

su entrada al núcleo (Mirón-García et al., 2013). Por otra parte, en este trabajo y en trabajos 

previos de nuestro grupo (Martínez-Fernández et al., 2020; Mirón-García et al., 2014) y otros 

autores (Vernekar and Bhargava, 2015) se demuestra que Bud27 participa en la transcripción 

de las tres ARN polimerasas, tal vez mediante mecanismos diferentes y posiblemente gracias 



Discusión 

 
181 

 

a su interacción con Rpb5. Todo esto indica que Bud27 actúa como un coordinador de la 

actividad de las tres ARN polimerasas, al menos parcialmente a través de la vía TOR, para 

modular la biogénesis de ribosomas.  

 

 

Figura D1. Modelo propuesto del papel de Bud27 como coordinador de la actividad de las tres ARN 

polimerasas. En condiciones de disponibilidad de nutrientes, la ruta TOR está activa, lo cual probablemente 

promueve la actividad de Bud27. En esas condiciones, Bud27 participa en la transcripción de la ARN pol II a través 

de su interacción con Rpb5-RSC (Mirón-García et al., 2014), y en la transcripción de la ARN pol III gracias a su 

interacción con RSC (Vernekar and Bhargava, 2015). Bud27 podría participar en la transcripción de la ARN pol I a 

través de RSC, otros remodeladores de cromatina o bien proteínas que afecten al contexto cromatínico y/o 

modulando el número de copias activas de ADNr 35S. Además, Bud27 participa en el ensamblaje citoplasmático 

de las tres ARN polimerasas vía Rpb5 (Mirón-García et al., 2013). Las flechas representan interacciones físicas o 

relaciones funcionales y las flechas discontinuas se i cuando se desconoce el mecanismo exacto de acción. Los 

signos de interrogación (?) representan mecanismos de regulación desconocidos. 
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Bud27 modula la represión de la ARN pol III a través de la fosfatasa de Maf1, PP4 

 

 Trabajos previos del grupo del Dr. Navarro y de otros autores demuestran que la 

ausencia de Bud27 provoca una menor síntesis de transcritos de la ARN pol III (Martínez-

Fernández et al., 2020; Vernekar and Bhargava, 2015). En línea con lo anterior, en el capítulo 

I de Resultados del presente trabajo se ha mostrado que la ausencia de Bud27 provoca una 

menor ocupación de la ARN pol III en los tres tipos de genes que transcribe (Figura R8 y R3). 

Dado que el mutante bud27Δ presenta defectos en el ensamblaje de las tres ARN 

polimerasas, parte de los defectos en la transcripción de la ARN pol III podrían ser una 

consecuencia indirecta de la deslocalización citoplasmática de la enzima (Mirón-García et al., 

2013). Sin embargo, datos previos del grupo del Dr. Navarro muestran que, aunque la 

alteración en el ensamblaje de la ARN pol III se corrige gracias a la sobreexpresión de RPB5 

(Mirón-García et al., 2013) (Figura R1 A), esta no corrigió totalmente los defectos 

transcripcionales del mutante bud27Δ (Martínez-Fernández et al., 2020). Este hecho sugiere 

que Bud27 participa en la transcripción mediada por la ARN pol III más allá del papel que tiene 

en el ensamblaje.  

Teniendo en cuenta que Bud27 podría ser un elemento importante de la vía TOR 

(Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020), una posibilidad sería que los defectos 

transcripcionales mencionados anteriormente puedan estar causados por una mayor actividad 

de Maf1, único represor conocido de la ARN pol III. Sin embargo, la desfosforilación de Maf1, 

que es necesaria para la activación de esta proteína, su entrada al núcleo y la represión de la 

ARN pol III (Oficjalska-Pham et al., 2006; Oler and Cairns, 2012; Pluta et al., 2001; Roberts et 

al., 2006; Vannini et al., 2010) ocurre de manera más lenta tras el bloqueo de la vía TOR en 

ausencia de Bud27, además de que en condiciones de crecimiento permisivo en células 

bud27Δ hay una mayor proporción de la forma fosforilada o inactiva de Maf1 (Figuras R10, 

R11, R12). En consonancia, también se observó una traslocación de Maf1 al núcleo más lenta 

de lo que se observa en una cepa silvestre tras el tratamiento con rapamicina (Figura R18). 

Corroborando lo anterior, datos de inmunolocalización del grupo del Dr. Navarro mostraron 

que la falta de Bud27 conlleva una menor cantidad de Maf1 en los núcleos en mutantes 

bud27Δ, antes y después del tratamiento con rapamicina (Martínez-Fernández, 2016). En 

consecuencia, la menor desfosforilación de Maf1 y su menor entrada al núcleo tras la 

represión de la ruta TOR, no parecen se responsables de una represión de la actividad de la 

ARN pol III en carencia de Bud27, según el modo de acción de esta proteína en células 

silvestres (Oficjalska-Pham et al., 2006; Oler and Cairns, 2012; Roberts et al., 2006). De 

hecho, nuestros experimentos de RT-qPCR en condiciones de bloqueo de la vía TOR con 
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rapamicina parecen confirmar estos datos, sugiriendo, efectivamente una menor represión de 

la ARN pol III cuando falta Bud27 (Figura R20, R21, R22), a diferencia de lo que ocurre para 

una cepa silvestre (Ciesla et al., 2007; Turowski et al., 2016; Upadhya et al., 2002).  

Teniendo en cuenta todo lo anterior y contrariamente a nuestra hipótesis inicial, los 

defectos en la transcripción de la ARN pol III en el mutante bud27Δ no parecen estar causados 

por una mayor represión por parte del regulador negativo Maf1. De manera interesante, los 

datos mostrados en este trabajo parecen indicar que Bud27 es una proteína con dos funciones 

bien diferenciadas durante proceso transcripcional de la ARN pol III. Por un lado, nuestro 

grupo y otros autores hemos demostrado que es necesaria para el ensamblaje citoplasmático 

de la enzima (Mirón-García et al., 2013; Vernekar and Bhargava, 2015) y para la transcripción 

cuando las condiciones de crecimiento son óptimas (Este trabajo) (Gstaiger et al., 2003; 

Vernekar and Bhargava, 2015). Por otro lado, Bud27 tendría un papel fundamental en el 

control de la actividad de Maf1 y la represión de la ARN pol III, posiblemente a través de la 

ruta TOR.  

Nuestros análisis de interacciones genéticas entre BUD27 y genes para varias kinasas 

y fosfatasas de la vía TOR mostraron resultados antagónicos, lo cual es lógico teniendo en 

cuenta que realizan funciones opuestas dentro de la ruta. Los análisis de western blot de las 

cinéticas de desfosforilación de Maf1 tras el tratamiento con rapamicina mostraron que Bud27 

podría estar actuando conjuntamente con Pph3, componente de la fosfatasa PP4, para el 

control de la represión de la ARN pol III. El complejo PP4 ha sido descrito como la principal 

fosfatasa de Maf1 (Oler and Cairns, 2012). Se ha propuesto que los mutantes de la subunidad 

catalítica (pph3Δ) y de la subunidad reguladora (psy2Δ) del complejo PP4 presentan una 

cinética de desfosforilación y entrada al núcleo de Maf1 alteradas así como incapacidad para 

reprimir correctamente la transcripción de la ARN pol III (Oler and Cairns, 2012), fenotipos que 

son muy similares a los observados en el mutante bud27Δ en este trabajo. Este hecho 

refuerza nuestra hipótesis de que Bud27 estaría actuando junto con el complejo PP4 en la 

desfosforilación de Maf1 y su entrada al núcleo para mediar la represión de la ARN pol III. 

Maf1 es el único regulador negativo conocido de la ARN pol III, siendo su 

desfosforilación y entrada al núcleo controladas principalmente por la vía TOR (Boguta, 2013; 

Upadhya et al., 2002; Willis et al., 2004). Sin embargo, se ha descrito que Maf1 se modula por 

varias señales diferentes de estrés para reprimir a la ARN pol III (Ciesla et al., 2007; Upadhya 

et al., 2002) y que su desfosforilación en todas esas situaciones es llevada a cabo por la 

fosfatasa PP4 (Oler and Cairns, 2012). En el presente trabajo, se ha mostrado cómo la 

desfosforilación de Maf1 tras la aplicación de otros tipos de estrés diferentes a la inhibición de 

la vía TOR con rapamicina también requiere de Bud27 para llevarse a cabo correctamente 
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(Figura R13). Esto sugiere que Bud27 podría modular la actividad de PP4 a través de la ruta 

TOR, aunque quizá también actúe integrando y coordinando diferentes señales de estrés, que 

pueden ser independientes de la vía TOR y que convergen en la represión de la ARN pol III.  

Los datos presentados en este trabajo también sugieren que la regulación ejercida por 

Bud27 sobre PP4 podría no ser exclusiva sobre Maf1, sino tener un efecto más general sobre 

otros de sus sustratos (Figura R27, R28). PP4 participa en la reparación del ADN y el 

restablecimiento del ciclo celular gracias a su acción fosfatasa sobre Rad53 (Hustedt et al., 

2015; O'Neill et al., 2007; Villoria et al., 2019). Nuestros experimentos mostrando la alteración 

en la desfosforilación de Rad53 tras una situación de daño en el ADN, sugieren que Bud27 

podría actuar conjuntamente con PP4 en diversos procesos celulares. Sin embargo, dado que 

se han descrito otras fosfatasas de Rad53 como PP2C o Glc7 (Bazzi et al., 2010; Leroy et al., 

2003), no podemos descartar que Bud27 esté influenciado a todas o algunas de ellas. 

Tradicionalmente, por estudios in vitro, se ha considerado que las fosfatasas actúan 

de manera general, con poca especificidad (Heideker et al., 2007). En cambio, los trabajos de 

los últimos años ponen de manifiesto que las fosfatasas están sujetas a una regulación 

altamente controlada, que involucra diferentes mecanismos (Heideker et al., 2007). En cuanto 

a PP4, se desconocen muchos de los aspectos de su regulación. En línea con otros autores, 

nuestros datos demuestran que el complejo PP4 es nuclear, incluso después de un 

tratamiento con rapamicina, y Bud27 no parece modular la actividad de la fosfatasa mediando 

su localización. De igual manera, nuestros datos tampoco sugieren que Bud27, aun a pesar 

de funcionar como posible cochaperona (Martínez-Fernández et al., 2015; Martínez-

Fernández et al., 2018; Millán-Zambrano and Chávez, 2014), module la estequiometría y/o 

estabilidad del complejo PP4. Se han descrito algunas proteínas que interaccionan con la 

subunidad catalítica Pph3 y que podrían actuar como factores reguladores de PP4. La más 

relevante es Psy2, componente del complejo, que se une de manera estable y permanente a 

Pph3 y que es necesaria para la desfosforilación de todos los sustratos de PP4, incluido Maf1 

(Gingras et al., 2005; Hustedt et al., 2015; Keogh et al., 2006; Oler and Cairns, 2012; O'Neill 

et al., 2007). Existen otras proteínas como Psy4 (componente del complejo), Tip41 o Rrd1, 

que también podrían cumplir funciones reguladoras en la desfosforilación de algunos sustratos 

(Gingras et al., 2005; Keogh et al., 2006; Oler and Cairns, 2012; Van Hoof et al., 2005). 

Teniendo en cuenta que Bud27 no parece modular la actividad de PP4 mediante ninguno de 

los mecanismos anteriormente comentados, podemos sugerir que Bud27 actúe como una 

proteína reguladora directamente sobre la fosfatasa PP4, quizá controlando su actividad de 

manera general y posiblemente a través de la vía TOR. Bud27 se asocia físicamente a Pph3, 

lo que refuerza la hipótesis de que podría ejercer su función de manera directa (Figura R34). 

No podemos descartar que este mecanismo suponga una interacción tripartita Bud27-PP4-
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Maf1, en concordancia con los datos que demuestran la interacción física entre PP4 y Maf1 

(Oler and Cairns, 2012). Cabe destacar que no hemos sido capaces de identificar las 

interacciones entre PP4 y Maf1 ni entre Bud27 y Maf1. Dado que las fosfatasas han 

evolucionado para reconocer una gran cantidad de sustratos diferentes a través de su 

asociación con las subunidades reguladoras (Heideker et al., 2007), es probable que Bud27 

haya adquirido una función como efector de la vía TOR para el control de la actividad de Maf1 

y la represión de la ARN pol III, interaccionando para ello de forma directa con PP4 (Figura 

D2).  

Los datos mostrados en su conjunto, nos permiten proponer un modelo sobre el 

mecanismo de acción de Bud27 y PP4 en el control de Maf1 y la consecuente represión de la 

actividad de la ARN pol III que se presenta y se explica en la Figura D2. Bud27 actuaría como 

una proteína reguladora ayudando a PP4 en el reconocimiento e interacción con Maf1. Dicha 

regulación podría ocurrir gracias a modificaciones postraduccionales, a través de la ruta TOR, 

en Bud27, en PP4, o en ambas. De hecho, se ha propuesto que el ortólogo humano de Bud27, 

URI, es una diana de la kinasa mTORC1 y que se desfosforila tras un bloqueo de la vía TOR 

(Gstaiger et al., 2003). En consonancia, un análisis bioinformático de la secuencia de 

aminoácidos de Bud27 con los programas Musite y NetPhos 3.1 muestra posibles residuos 

fosforilables (datos no mostrados). Por otra parte, la inhibición prolongada de la ruta TOR hace 

que Bud27 se degrade (Gstaiger et al., 2003). Posiblemente, tanto las modificaciones 

postraduccionales de Bud27 como su degradación tras un bloqueo de la vía TOR sean 

mecanismos de regulación sobre Bud27 que, en última instancia, modulen la actividad de 

Maf1 y la ARN pol III. Alternativamente a este mecanismo, otra posibilidad es que Bud27 

active a PP4 a través de cambios conformacionales en el complejo que permitan su actividad 

fosfatasa sobre los sustratos, ya que se ha propuesto que Bud27 podría actuar como 

cochaperona en diversos procesos celulares (Martínez-Fernández et al., 2015; Martínez-

Fernández et al., 2018; Millán-Zambrano and Chávez, 2014). 
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Figura D2. Modelo propuesto del papel de Bud27 como regulador de la represión de la ARN pol III a través 

de la vía TOR, mediante su cooperación con PP4. Cuando la vía TOR se inhibe, las kinasas de Maf1, Sch9 y 

PKA, se inactivan, se favorece la entrada de Maf1 al núcleo, probablemente a través de Msn5, que además se 

encarga de exportar del núcleo a Maf1 cuando este está fosforilado, en un proceso que depende de la actividad 

de PP4 y Bud27. En el núcleo Maf1 es desfosforilado mayoritariamente por PP4, siendo este último activado 

gracias a Bud27. De esta manera, Maf1 puede unirse físicamente a la ARN pol III y reprimir la transcripción. Dado 

que no podemos excluir una función citoplasmática de Bud27 en este proceso, también está representado en el 

citoplasma. Las flechas representan interacciones físicas o funcionales. Las barras con forma de “T” representan 

inhibición en la actividad de la proteína diana. Las flechas discontinuas indican posibles interacciones o relaciones 

funcionales. Los signos de interrogación (?) representan mecanismos de regulación desconocidos. 
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Bud27 podría participar en la formación de los complejos transcripcionales de la ARN 

pol III 

 

 El grupo del Dr. Navarro y otros autores han demostrado que Bud27 es necesario tanto 

para el ensamblaje de la ARN pol III como para la transcripción mediada por la enzima 

(Martínez-Fernández et al., 2020; Vernekar and Bhargava, 2015). Datos previos del grupo del 

Dr. Navarro apuntan a que los defectos transcripcionales de la ARN pol III provocados por la 

ausencia de Bud27 no parecen estar ligados a su incorrecto ensamblaje y no se corrigen por 

la sobreexpresión de RPB5 (Martínez-Fernández, 2016). Además, los datos mostrados en 

esta tesis evidencian que esos defectos transcripcionales no son causados por una mayor 

represión por parte del regulador negativo Maf1. Teniendo en cuenta estos antecedentes, 

cabría esperar un papel más directo de Bud27 sobre la transcripción de la ARN pol III, 

probablemente alterando los complejos transcripcionales.  

 Numerosos autores proponen que la biogénesis y ensamblaje de las ARN polimerasas 

ocurren en el citoplasma, de manera previa al importe nuclear (Boulon et al., 2010; Garrido-

Godino et al., 2022; Garrido-Godino et al., 2021; Gómez-Navarro and Estruch, 2015; Mirón-

García et al., 2013; Wild and Cramer, 2012). De este modo, cabría esperar que la ARN pol III 

presente en cromatina estuviese completa, sin alteraciones sustanciales en la estequiometría 

de sus subunidades. Nuestros datos de ProteomChIP apuntan a que podría haber algunos 

defectos asociados a las subunidades comunes Rpb6 y Rpb12. Esto sugiere que la ARN pol 

III asociada a la cromatina podría estar mal ensamblada y con una conformación inadecuada, 

en línea con lo propuesto previamente para la ARN pol II (Mirón-García et al., 2014). Se ha 

demostrado que Rpb6 es fundamental para el ensamblaje y la estabilidad de las subunidades 

mayores en las ARN polimerasas I y II (Nouraini et al., 1996). La subunidad Rpb6 se sitúa 

cerca de Rpb5 en la estructura de la ARN pol III y ambas forman parte del núcleo de la enzima 

(Fernández-Tornero et al., 2011; Hoffmann et al., 2015; Wu et al., 2012). Además, la ausencia 

de Bud27 provoca un defecto de ensamblaje de las subunidades Rpb5 y Rpb6 en las tres 

ARN polimerasas (Mirón-García et al., 2013). Podríamos especular que en células carentes 

de Bud27 hay una enzima más inestable, lo cual afectaría el proceso transcripcional. No 

obstante, esta hipótesis requiere ser explorada.   

 Previamente, Vernekar et al han propuesto que la ausencia de Bud27 provoca 

alteraciones en la estequiometría de las subunidades de la ARN pol III tanto nuclear como 

citoplasmática (Vernekar and Bhargava, 2015), lo cual parece contradecir nuestros resultados 

de ProteomChIP (Figura R35). Sin embargo, los datos presentados en el trabajo de Vernekar 

et al difieren sustancialmente de los nuestros, ya que en su estudios presentan como “ARN 
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pol III nuclear” la enzima procedente de la inmunoprecipitación hecha a partir de un extracto 

celular total, asumiendo que toda la enzima presente en dicho extracto está ensamblada y en 

el núcleo (Vernekar and Bhargava, 2015). Sin embargo, si bien en el caso de las cepas 

silvestres esto parece ser cierto, en el mutante bud27Δ existe una alteración en el ensamblaje 

y una gran parte de la ARN pol III está deslocalizada en el citoplasma. En nuestro análisis de 

ProteomChIP, la enzima purificada se corresponde exclusivamente con la asociada a la 

cromatina (Bruckmann et al., 2016; Hierlmeier et al., 2013). Es probable que las diferencias 

en los resultados de estequiometría de subunidades de la ARN pol III presentados en este 

trabajo y los de Vernekar et al sean fruto de las distintas metodologías empleadas.  

 La ARN pol III necesita del reclutamiento previo de factores de transcripción en sus 

genes diana para poder comenzar la transcripción (Abascal-Palacios et al., 2018; Acker et al., 

2013; Dieci et al., 2013; Turowski and Tollervey, 2016). Nuestros datos indican una mayor 

cantidad de la subunidad Tfc6 del complejo TFIIIC en el mutante bud27Δ, lo que sugiere que 

podrían existir alteraciones en el reclutamiento de TFIIIC en los promotores de los genes, o 

bien alteraciones en las interacciones de las distintas subunidades que forman el complejo 

(Figura R36). La subunidad Tfc6 participa en el reconocimiento de la caja B (“B box”), presente 

en todos los genes de la ARN pol III, excepto en el gen RDN5, y también en la formación de 

los complejos de preiniciación reclutando al complejo TFIIIB aguas arriba del sitio de inicio de 

la transcripción (Arrebola et al., 1998; Kassavetis et al., 1989). Una cantidad anormal de Tfc6 

podría indicar un reconocimiento alterado de los promotores y posiblemente defectos en el 

reclutamiento de las subunidades del complejo TFIIIB. Por otra parte, estudios in vitro sugieren 

que durante la elongación de la transcripción de la ARN pol III, el complejo TFIIIC se disociaría 

del ADN a medida que la enzima avanza y completa la síntesis de los transcritos (Bardeleben 

et al., 1994; Kassavetis et al., 1990; Roberts et al., 2003). Ciertos estudios indican que la 

cantidad total del complejo TFIIIC asociado a la cromatina es menor que la del complejo TFIIIB 

o la de la ARN pol III, lo cual sugiere que el complejo TFIIIC podría disociarse durante la 

elongación y funcionar únicamente como un elemento que facilitaría el reclutamiento de los 

demás factores en el primer ciclo de transcripción (Cieśla et al., 2018; Harismendy et al., 2003; 

Roberts et al., 2003; Soragni and Kassavetis, 2008). De ser así, si en el entorno de la ARN 

pol III del mutante bud27Δ se encuentra una mayor cantidad relativa de Tfc6, podría ser 

indicativo de un defecto de disociación. En último término, esto podría significar defectos en 

la elongación de la transcripción, provocados, tal vez, por una ARN pol III inestable o con una 

conformación alterada.  

Ciertos estudios muestran que la represión de la transcripción de la ARN pol III por 

carencia de nutrientes produce una menor ocupación de esta en los genes y un incremento 

de la asociación del complejo TFIIIC (Cieśla et al., 2018; Roberts et al., 2006; Roberts et al., 
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2003). No se puede descartar que la mayor asociación de Tfc6 en la cromatina del mutante 

bud27Δ se produzca debido a una inactivación parcial de la ruta TOR, similar a la que ocurre 

en una situación de represión por rapamicina o por carencia de nutrientes (Este trabajo; 

(Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020). Sin embargo, esta posibilidad es 

quizá la menos probable, debido a que Bud27 es un elemento imprescindible para la correcta 

represión de la transcripción mediada por la ARN pol III (Capítulo II de este trabajo).  

 Los datos del análisis proteómico muestran un enriquecimiento general de casi todas 

las proteínas en el entorno cromatínico de la ARN pol III cuando falta Bud27 (Figura R38). 

Esto podría sugerir que la ausencia de Bud27 provocaría alteraciones en la estructura 

cromatínica que conducirían a una mayor cantidad relativa de proteínas en las regiones 

próximas a la ARN pol III. En este sentido, se ha propuesto que Bud27 actúa facilitando la 

interacción de la ARN pol III con el remodelador de cromatina RSC para promover la 

transcripción, y que su ausencia provoca una mayor ocupación de nucleosomas (Vernekar 

and Bhargava, 2015). Curiosamente, nuestros datos de ProteomChIP muestran que el 

mutante bud27Δ tiene una mayor cantidad relativa del remodelador de cromatina Isw2 en el 

entorno de la ARN pol III (Figura R37). La presencia de Isw2 se ha asociado a una mayor 

represión, ya que su función sería la de reclutar nucleosomas y compactar la cromatina 

(Whitehouse and Tsukiyama, 2006; Yadon et al., 2010). Además, se ha propuesto que la 

transcripción mediada por la ARN pol III depende directamente de la estructura de la cromatina 

en las zonas adyacentes a los genes (Shukla and Bhargava, 2018; Yadon et al., 2010). En 

concordancia, datos de MNasa-seq de nuestro grupo sugieren que la falta de Bud27 provoca 

un mayor posicionamiento de nucleosomas aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción 

en los genes para ARNts, lo que podría indicar una mayor compactación de la cromatina y 

mayor represión en esas zonas (datos no publicados). Curiosamente, el reclutamiento de Isw2 

se ha demostrado que ocurre preferentemente aguas arriba del sitio de inicio de la 

transcripción en los genes para ARNts (Kumar and Bhargava, 2013). Teniendo en cuenta todo 

esto, podría ocurrir que la función de Bud27 sea la de favorecer una correcta estructura de la 

cromatina en los genes diana de la ARN pol III. 

 La regulación de la actividad de la ARN pol III, depende en parte de la fosforilación de 

la subunidad Rpc53 por las kinasas Mck1 y Kns1 en respuesta a diferentes tipos de estrés 

(Lee et al., 2012). Esta fosforilación de Rpc53 facilita la interacción de la ARN pol III con Maf1, 

permitiendo la represión de la transcripción (Lee et al., 2012). Aunque no se observó 

hiperfosforilación de Rpc53 en el mutante bud27Δ que sugiriese mayor represión de la ARN 

pol III, sí que se observó un proceso de fosforilación ralentizado en situación de bloqueo de la 

ruta TOR por rapamicina (Figura R40). Este resultado va en consonancia con lo mostrado 

anteriormente en el capítulo II, reforzando la idea de que Bud27 es una proteína imprescindible 
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para la correcta represión de la ARN pol III. De esta manera, además de ser fundamental para 

la desfosforilación de Maf1 y su entrada al núcleo, Bud27 podría ser necesario para la 

fosforilación de Rpc53, permitiendo la completa represión de la ARN pol III. No podemos 

descartar que el defecto en la fosforilación de Rpc53 pueda ser causado por la ralentización 

en la cinética de fosforilación por parte de las kinasas Kns1 y Mck1, cuya actividad está 

controlada por la ruta TOR (Lee et al., 2012), dado que Bud27 es componente de dicha ruta 

de señalización (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández et al., 2020). Además, en un 

estudio de supresión génica realizado en el mutante bud27Δ, se ha identificado el gen SUN4 

(datos no mostrados). La proteína Sun4 interacciona físicamente con la kinasa de Rpc53, 

Mck1, además de realizar otras funciones celulares (Ptacek et al., 2005). Otra posibilidad es 

que exista un ensamblaje anormal de la subunidad Rpc53 con el resto de la ARN pol III o una 

alteración en la conformación que dificulte la fosforilación de esta proteína. Si la subunidad 

Rpc53 está mal ensamblada y la conformación de la ARN pol III estuviera alterada por la falta 

de Bud27, podrían ocurrir defectos en la elongación o bien defectos en el reconocimiento de 

la señal de terminación y el reciclaje de la enzima. En consonancia con esto, la subunidad 

Rpc53 interacciona directamente con la subunidad Rpc37, y el dímero Rpc37/Rpc53 tiene un 

importante papel en el reconocimiento de la señal de terminación de los genes, facilitando 

junto con Rpc11 el reciclaje de la ARN pol III en el promotor (Landrieux et al., 2006; Vannini 

et al., 2010). El dímero Rpc37/Rpc53 también tiene una importante función en la elongación 

de la transcripción (Kassavetis et al., 2010). Por otro lado, estudios in vitro demuestran que 

los defectos en el reconocimiento de la señal de terminación por parte de una ARN pol III sin 

el dímero Rpc37/Rpc53 provoca una mayor síntesis de transcritos readthrough o aberrantes 

(Landrieux et al., 2006). Estos transcritos aberrantes son degradados por el exosoma, 

evitando su acumulación (Turowski et al., 2016). Curiosamente, en nuestro análisis de 

ProteomChIP se observó una mayor cantidad relativa de la subunidad Rrp6 del exosoma 

nuclear en el entorno de la ARN pol III del mutante bud27Δ, así como posibles alteraciones, 

aunque no significativas, en otras subunidades de este mismo complejo (Figura R37). 

Además, la subunidad Tfc6 del complejo TFIIIC, cuyos valores de cantidad relativa están 

aumentados en el entorno de la ARN pol III del mutante bud27Δ según nuestros datos de 

ProteomChIP (Figura R36), se une a la región terminadora de los genes y se ha sugerido que 

podría tener funciones relacionadas con el proceso de terminación (Braun et al., 1992; 

Nagarajavel et al., 2013). Teniendo en cuenta todo lo anterior, podríamos especular que la 

ausencia de Bud27 provocaría defectos en la conformación y la estabilidad de la ARN pol III, 

cuya consecuencia sería un posicionamiento anormal del dímero Rpc37/Rpc53, un mal 

reconocimiento de la señal de terminación de los genes, con posibles efectos en el reciclaje 

de la enzima y en la elongación, y una posible síntesis excesiva de transcritos aberrantes que 

serían degradados por el exosoma nuclear.  
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 A continuación, se presenta un modelo del proceso transcripcional de la ARN pol III en 

el mutante bud27Δ que se explica en la Figura D3. Como se ha mencionado anteriormente, 

la falta de Bud27 podría provocar una mayor compactación de la cromatina y mayor 

posicionamiento de nucleosomas, inestabilidad de la enzima y/o defectos en el 

reconocimiento de la señal de terminación por un mal ensamblaje del dímero Rpc37/Rpc53 y 

una mayor cantidad de Tfc6 asociado a cromatina. Además, puede haber una mayor tasa de 

degradación de transcritos aberrantes. No obstante, tampoco se pueden descartar defectos 

adicionales en la elongación y en el reciclaje de la ARN pol III.   
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Figura D3. Modelo propuesto sobre el proceso transcripcional de la ARN pol III en un ADNt en el mutante 

bud27Δ. A) En la cepa silvestre, el factor de transcripción TFIIIC reconoce las cajas A y B y recluta al complejo 

TFIIIB aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción (TSS +1) (Acker et al., 2013). Entonces, se recluta la ARN 

pol III y comienza la elongación (Acker et al., 2013; Turowski and Tollervey, 2016). La ARN pol III reconoce la señal 

de terminación (TTS) gracias al dímero Rpc37/Rpc53, se libera el transcrito y se recicla al TSS para comenzar un 

nuevo ciclo (Dieci et al., 2013; Landrieux et al., 2006). B) La ausencia de Bud27 provoca una mayor compactación 

de la cromatina conllevando una menor asociación de ARN pol III y factores de transcripción a los genes. También 

podría alterar la inestabilidad de la ARN pol III, alterando la asociación correcta de algunas subunidades como 

Rpb6, representada con un fondo más claro. Del mismo modo, el dímero Rpc37/Rpc53 puede tener un ensamblaje 

defectuoso, haciendo que la ARN pol III no reconozca la señal de terminación adecuadamente. Tampoco pueden 

descartarse defectos durante la elongación y/o el reciclaje de la ARN pol III. En estas condiciones podrían 

generarse una mayor cantidad de transcritos aberrantes, que serían degradados por el exosoma. Las flechas 

discontinuas representan posibles alteraciones en las etapas de la transcripción. Los factores de color rojo indican 

alteraciones según nuestros datos. El grupo fosfato, representado con una “P” sobre la proteína Rpc53, indica que 

se trata de una fosfoproteína (Lee et al., 2012). 
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CONCLUSIONES 

Primera conclusión 

Bud27 participa en la transcripción de las tres ARN polimerasas, probablemente a 

través de mecanismos que en algunos casos pueden diferir para cada una de ellas. Bud27 

coordina la transcripción de las tres ARN polimerasas para promover la biogénesis de 

ribosomas, probablemente gracias a su asociación con la subunidad común Rpb5 y, al menos 

parcialmente, a través de la vía TOR.  

Segunda conclusión 

Bud27 participa en la transcripción mediada por la ARN pol I, probablemente, 

influyendo en su procesividad. No podemos descartar que este papel lo ejerza facilitando la 

asociación de la ARN pol I con los factores de transcripción y/o con los remodeladores de 

cromatina, al igual que ocurre para las ARN pol II y III con el remodelador RSC. Tampoco 

podemos descartar que Bud27 participe en el procesamiento de los transcritos sintetizados 

por la ARN pol I. Además, la falta de Bud27 agrava el crecimiento de una cepa con alto número 

de copias de ADNr, lo que podría sugerir alteración en el número de copias activas de ADNr 

y posibles defectos en la formación del nucleolo. 

Tercera conclusión 

Bud27 se asocia a la fosfatasa PP4 y controla el estado de fosforilación del regulador 

negativo Maf1 y su translocación al núcleo. Es probable que Bud27 ejerza esta función a 

través de una interacción tripartita Bud27-PP4-Maf1, regulada por la vía TOR. Por lo tanto, 

Bud27 es un elemento clave en la modulación de la actividad de Maf1 y en la represión de la 

ARN pol III. 

Cuarta conclusión 

 Los estudios de proteómica cuantitativa sugieren que la ausencia de Bud27 podría 

provocar alteraciones en los complejos transcripcionales de la ARN pol III. Estas alteraciones 

podrían implicar, posibles defectos en la elongación, terminación y/o reciclaje de la ARN pol 

III. No podemos descartar que la ausencia de Bud27 conlleve alteraciones adicionales en la 

conformación de la cromatina y que afecte a la degradación de transcritos sintetizados por la 

ARN pol III. 
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CONCLUSIONS 

First conclusion 

 Bud27 participates in the transcription of all three RNA polymerases, probably through 

mechanisms that may differ, in some cases, for each of them. Bud27 coordinates the 

transcription of the three RNA polymerases to promote ribosome biogenesis, probably through 

its association with the common subunit Rpb5 and, at least partially, through the TOR pathway. 

Second conclusión 

Bud27 participates in RNA pol I-mediated transcription, probably by influencing its 

processivity. We cannot rule out that it exerts this role by facilitating the association of RNA 

pol I with transcription factors and/or chromatin remodelers, as is the case for RNA pol II and 

III with the RSC remodeler. We also cannot rule out that Bud27 participates in the processing 

of transcripts synthesized by RNA pol I. In addition, the lack of Bud27 aggravates the growth 

of a high rDNA copy number strain, which could suggest alteration in the number of active 

rDNA copies and possible defects in nucleolus formation. 

Third conclusion  

 Bud27 associates with the phosphatase PP4 and controls the phosphorylation status 

of the negative regulator Maf1 and its translocation into the nucleus. It is likely that Bud27 

exerts this function through a tripartite Bud27-PP4-Maf1 interaction, regulated by the TOR 

pathway. Therefore, Bud27 is a key player in the modulation of Maf1 activity and repression of 

RNA pol III. 

Fourth conclusion 

 Quantitative proteomic approaches suggest that the absence of Bud27 would cause 

changes in the composition of RNA pol III transcriptional complexes. These alterations could 

imply defects in RNA pol III elongation, termination and/or recycling. We cannot rule out that 

the absence of Bud27 leads to additional alterations in chromatin conformation and affects the 

degradation of transcripts synthesized by RNA pol III. 
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