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RESUMEN 

Nuestro grupo de investigación a lo largo de los últimos años ha tratado de 

caracterizar funcionalmente la RNA polimerasa II y el papel que juegan proteínas asociadas 

a ella en diversos procesos como el ensamblaje, transcripción y ciclo de vida de los mRNA.  

Este estudio se va a centrar en el papel de dos proteínas; Bud27, cuyo ortólogo en 

humanos es URI/RMP, miembro de la familia prefoldin-like de las chaperonas ATP-

independientes y Rtr1, proteína ortóloga de la humana RPAP2, fosfatasa que afecta la 

expresión génica al modular el estado de fosforilación del dominio C-terminal, CTD, de la 

subunidad mayor de la RNA pol II.  Ambas proteínas participan en el ensamblaje y/o 

transporte de la RNA pol II al núcleo. 

Desarrollo de una Técnica para el análisis de fracciones de cromatina enriquecidas, 

yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions)  

 En este trabajo se ha desarrollado una técnica de purificación de fracciones 

enriquecidas de cromatina en Saccharomyces cerevisiae denominado yChEFs (yeast 

Chromatin Enriched Fractions), que permite de un modo fácil, reproducible y escalable 

analizar las proteínas asociadas a la cromatina evitando la necesidad de realizar fracciones 

celulares  empleando zimoliasa para obtener esferoplastos con el fin de aislar el núcleo, y 

además evitando procesos de solubilizacion o eliminación del DNA tales como la sonicación 

o tratamiento con DNasa.  Además, se ha demostramos que la fijación proteína-DNA 

utilizando formaldehido, DSG (disuccinimidyl glutarate) y formaldehido y DSG combinado 

previa al desarrollo del método yChEFs, afecta a la cantidad de proteína purificada, lo que 

nos permite evitar este paso y facilitar el procedimiento.  

La técnica yChEFs se ha utilizado para caracterizar el proteoma asociado a 

cromatina, identificándose 750 proteínas, siendo muchas de ellas las proteínas descritas 

de manera general de unión a cromatina en S. cerevisiae y otros organismos incluyendo las 

histonas y variantes de histonas (Boulard et al., 2007). Encontramos proteínas que se 

corresponden mayoritariamente con categorías funcionales de procesos biológicos de la 
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cromatina (ensamblaje y desensamblaje, remodelación, organización y modificación de 

cromatina) y transcripción o procesamiento del RNA entre otros (Tabla 1 del artículo).  

Este procedimiento nos ha permitido caracterizar también el proteoma asociado a 

cromatina dependiente de RNA y se han identificado 554 proteínas. Aproximadamente 200 

proteínas  se asocian a la cromatina de manera claramente dependiente de RNA, 

perteneciendo estas mayoritariamente a categorías funcionales de procesamiento de RNA, 

transcripción, metabolismo de ncRNA, nucleosomas y remodelación de cromatina (Tabla 2 

del artículo). De entre estas proteínas, de manera interesante, encontramos subunidades 

de las 3 RNA polimerasas y proteínas implicadas en los procesos de degradación de mRNA, 

tales como Dcp2, Xrn1, Dhh1 y Pbp1. 

Este método se ha comparado con otras técnicas descritas previamente  (Carrillo 

et al., 2010) y (Lambert et al., 2010) para el aislamiento de proteínas asociadas a la 

cromatina. La comparación con el método de Carrillo y colaboradores muestra un 

solapamiento de aproximadamente un 76 %. Cuando se compara con el interactoma 

analizado por Lambert y colaboradores también se observa un solapamiento importante, 

teniendo en cuenta que ese procedimiento es la suma de los análisis de interacción de un 

conjunto de proteínas nucleares seleccionadas.  

En conjunto, nuestros datos validan el método yChEFs como una técnica para el 

análisis de proteínas asociadas a la cromatina en S. cerevisiae, permitiendo incluso analizar 

proteínas que se unen de manera lábil o transitoria a la misma.  

INFLUENCIA DE BUD27 EN EL CICLO DE VIDA DEL mRNA 

Bud27 (cuyo ortólogo en humanos es URI/RMP) es una prefoldina no convencional 

que actúa como chaperona en una vía independiente de ATP (Gstaiger et al., 2003). Bud27 

media el ensamblaje citoplasmático de las tres RNA polimerasas en un proceso 

dependiente de Rpb5 en S. cerevisiae (Mirón-García et al., 2013) y participa en la 

elongación de la transcripción mediando la correcta asociación y/o función del complejo 

remodelador de cromatina RSC a la RNA pol II (Mirón-García et al., 2014). De igual manera, 

se ha determinado la asociación entre Bud27 y RSC en relación a la RNA pol III (Vernekar 

and Bhargava, 2015). Además, URI y Bud27, en humanos y levaduras, están relacionados 
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con la ruta de transducción de señales TOR (por “target of Rapamycin”), de respuesta a 

nutrientes (Gstaiger et al., 2003).  

En este trabajo demostramos el papel de Bud27 en el ciclo de vida del mRNA 

modulando positivamente la estabilidad del mRNA, provocando la ausencia de Bud27 un 

incremento en la velocidad de degradación de los mismos (Figura B1 y B4, Tabla B1). La 

falta de Bud27 parece provocar una respuesta homeostática celular ya que los niveles de 

acumulación de mRNA no se corresponden con la disminución de estabilidad global de los 

transcritos, sino que existe una cierta compensación de la cantidad global, no 

observándose variaciones importantes respecto a una cepa silvestre  (Figura B2 y B5).  

Se ha relacionado tanto a Bud27 como a su ortólogo URI con la ruta TOR (Gstaiger 

et al., 2003). El bloqueo de la ruta TOR, tras el tratamiento con rapamicina, produce la 

desestabilización de los transcritos debido a un acortamiento en las colas de poli(A) (Albig 

y Decker, 2001). Datos de nuestro grupo muestran que la sobreexpresión de PAB1 corrige 

el fenotipo de termosensibilidad del mutante bud27∆ (Figura B18). PAB1 codifica la 

proteína Pab1 de unión a las colas de poli(A), relacionada con el control del tamaño de las 

mismas y participa en procesos de deadenilación de los transcritos (revisado en (Parker, 

2012)). Además, uno de los motivos que provoca inestabilidad en los transcritos es la 

existencia de “poliadenilación alternativa” (Geisberg et al., 2014). 

Se ha analizado el perfil de poliadenilación en una cepa carente de Bud27  así como 

en una cepa silvestre tratada con rapamicina para bloquear la ruta TOR, a partir de datos 

de RNA-seq. Para ello ha sido crucial la formación en técnicas bioinformáticas adquiridas 

en el laboratorio del Dr. Vicent Pelechano en el Karolinska Institute (Estocolmo, Suecia). 

Previamente se realizaron análisis transcriptómicos de los datos obtenidos mediante 

RNAseq. De manera interesante, tras un análisis de las categorías funcionales de los genes 

cuya acumulación se encontraba alterada en el mutante bud27∆ y en un silvestre tras 

bloqueo de la ruta TOR, en ambos casos respecto a la cepa silvestre sin tratamiento 

específico, encontramos grupos de genes relacionados con el factor de transcripción Gcn4 

y con procesos biológicos implicados en traducción, transporte nuclear, localización del 

RNA, transporte de RNA y su exportación desde el núcleo, exportación de rRNA desde el 

núcleo y biogénesis de ribosomas, entre otros (Tabla B2, B3 y B4).  
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Los análisis de la posible alteración en los sitios de poliadenilación en el mutante 

bud27∆ y el silvestre tratado con rapamicina bloqueando la ruta TOR, para el global de los 

genes, mostraron una variación en la poliadenilación alternativa significativa respecto al 

silvestre (Figura B9). Estas variaciones son preferentes en el grupo de genes dependiente 

de Sth1 (Figura B17). Por el contrario, no se detectaron variaciones significativas asociadas 

directamente a los genes  dependientes de Gcn4 (Figura B17).  

Se ha descrito en células humanas que el posicionamiento de los nucleosomas 

pueden alterar la poliadenilación de los genes y el reclutamiento de la maquinaria de 

poliadenilación al mRNA naciente (Jordán-Pla et al., 2014; Luco et al., 2011; McCracken et 

al., 1997). Así mismo, se ha demostrado el importante papel de la poliadenilación en la 

eficiencia de la terminación de la transcripción mediada por la RNA pol II (Gromak et al., 

2006; Plant et al., 2005). Curiosamente, nuestros datos preliminares muestran una 

acumulación de la RNA pol II en la región TTS (sitio de terminación de la transcripción) en 

el mutante bud27∆. Por otro lado, la falta de Bud27 provoca un aumento en ocupación de 

histonas en los genes y una caída de Sth1 hacia la región 3’ de los mismos (Martínez-

Fernández, en preparación). Estos datos y los previamente descritos por nuestro grupo 

sobre una asociación tripartita funcional entre Bud27, Rpb5 y Sth1 (componente de RSC) 

(Mirón-García et al., 2014), nos llevan a sugerir que la falta de Bud27 podría provocar un 

defecto en el posicionamiento de los nucleosomas o en la dinámica de la cromatina que 

podría conllevar alteraciones en la poliadenilación alternativa,  alterando la estabilidad de 

los transcritos.  

Asimismo, el paralelismo entre los datos presentados en carencia de Bud27 y en 

bloqueo de la ruta TOR sugiere que Bud27 tendría un papel importante en dicha ruta, 

regulando los procesos descritos. De hecho, el bloqueo de esta ruta tanto en la levadura S. 

cerevisiae como en células humanas, conlleva una disminución en los niveles intracelulares 

de proteína Bud27 y URI. Esto podría estar relacionado con los efectos observados en un 

mutante bud27Δ (Gstaiger et al., 2003; Martínez-Fernández, en preparación). 
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INFLUENCIA DE Rtr1 EN EL CICLO DE VIDA DEL mRNA 

Rtr1, proteína ortóloga de la humana RPAP2, es una fosfatasa del CTD con un papel 

en la transición de la iniciación a la elongación de la transcripción mediada por la RNA pol 

II, promoviendo la desfosforilación del CTD-Ser5P en la región 5’ de los genes previa a su 

fosforilación en el CTD-Ser2 (Buratowski, 2009). La falta de Rtr1 provoca defectos 

transcripcionales, resultando en una acumulación de CTD-Ser5P en la región codificante de 

los genes  (Gibney et al., 2008; Mosley et al., 2013). Se ha sugerido el papel tanto de Rtr1 

como de RPAP2 en el ensamblaje y transporte de la RNA pol II al núcleo (Forget et al., 2013; 

Gómez-Navarro and Estruch, 2015). Así mismo se ha descrito el papel de Rtr1 favoreciendo 

la degradación de su propio transcrito (Hodko et al., 2016). 

En este trabajo demostramos el papel de Rtr1 en el ciclo de vida del mRNA 

modulando negativamente la estabilidad del mRNA; la ausencia de Rtr1 provoca una 

disminución en la velocidad de degradación del mRNA (Figura R1 y R3, Tabla R1). La 

acumulación de mRNA observada en el mutante rtr1∆ no se correlaciona con el aumento 

de estabilidad de los mRNA. Este hecho sugiere un comportamiento homeostático de la 

célula, probablemente por una reducción en los niveles de transcripción (Figura R2 y R4).  

Se ha descrito una interacción genética entre RTR1 y RPB4 y una interacción 

funcional entre ambas proteínas (Gibney et al., 2008). Existe una impronta 

cotranscripcional de Rpb4 sobre los mRNA, (Goler-Baron et al., 2008); Coller and Parker, 

2005; Lotan et al., 2005), que podría favorecer el reclutamiento de la maquinaria de 

degradación a los mRNA (Lotan et al., 2005). De igual modo, la ausencia de Rpb4 provoca 

una mayor estabilidad en los transcritos (Garrido-Godino et al., 2016). Estos datos sugieren 

un papel coordinado entre Rtr1 y Rpb4 en la modulación de la estabilidad del mRNA. De 

igual modo, se ha propuesto una interacción Rtr1-Dhh1 (exonucleasa de mRNA), 

involucrada en la modulación de la degradación del transcrito de RTR1 (Hodko et al., 2016). 

Tal y como ocurre con Rtr1 y Rpb4, la ausencia de Dhh1 provoca un aumento de la 

estabilidad de los transcritos (Coller et al., 2001). 

A partir de este conjunto de datos nos planteamos la existencia de una posible 

coordinación entre Rtr1, Rpb4 y Dhh1 para modular la estabilidad de los transcritos 
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probablemente a través de su asociación a los mRNA. En este trabajo se ha determinado 

que en ausencia de Rtr1  disminuyen los niveles de Rpb4 asociado a los mRNA, no variando 

los niveles de Dhh1. A su vez, la ausencia de Rpb4 conlleva disminución de los niveles de 

Rtr1 y Dhh1 asociados a los mRNA; y la ausencia de Dhh1 provoca disminución de los 

niveles de Rtr1 y Rpb4 asociados a los mRNA. Teniendo en cuenta el proceso 

cotranscripcional de unión de Rpb4 a los transcritos (Coller and Parker, 2005; Goler-Baron 

et al., 2008; Lotan et al., 2005), nos planteamos que esta unión cotranscripcional podría 

estar ocurriendo también para Rtr1 y Dhh1. De hecho, los resultados muestran que los 

niveles de Rtr1, Rpb4 y Dhh1 asociados a la cromatina, en ausencia de cada una de ellas, 

tienen el mismo comportamiento que el observado en cuanto a su asociación a los mRNA. 

Estos datos sugieren que la interacción de estas proteínas y el mRNA podría ocurrir en el 

contexto de la cromatina. Dado el papel sugerido para Rtr1 en el ensamblaje y transporte 

de la RNA pol II al núcleo (Forget et al., 2013; Gómez-Navarro and Estruch, 2015), los datos 

de nuestro grupo que muestran un defecto de ensamblaje de Rpb4 a la RNA pol II (Garrido-

Godino, en preparación) y el papel de Rpb4 en la estabilidad de los mRNA, sugerimos que  

el incremento de estabilidad de los mRNA observado en ausencia de Rtr1 podría deberse, 

de manera indirecta, al defecto de ensamblaje de la RNA pol II. Como consecuencia de este 

déficit, el paso cotranscripcional de Rpb4 a los mRNA se vería alterado, favoreciéndose el 

aumento de población de mRNA sin Rpb4 asociado, desfavoreciendo de esta forma el 

reclutamiento de la maquinaria de degradación del mRNA y por tanto, aumentando la 

estabilidad de los mRNA. De igual manera, la ausencia de Dhh1 que provoca disminución 

en los niveles de Rtr1 podría conllevar defectos similares de ensamblaje y como 

consecuencia, al aumento, en parte, de la estabilidad de los mRNA. En este caso, la falta de 

Dhh1 conlleva un aumento general de la estabilidad de los mRNA al disminuir la actividad 

de parte de la maquinaria de degradación de los mismos. En cualquier caso, no podemos 

descartar un papel directo de Rtr1 en la estabilidad de los mRNA, quizá mediante su 

asociación con Dhh1 y Rpb4.  
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SUMMARY 

Our research group try to functionally characterize the RNA polymerase II and the 

role played by their associated proteins in several processes, such as the RNA pol assembly, 

transcription and mRNA life cycle.  

This study will focus on the role of two proteins; Bud27, whose human orthologue 

is URI/RMP, member of the prefoldin-like family  ATP-independent chaperones and Rtr1, 

orthologous protein of human RPAP2, phosphatase that affects gene expression by 

modulating the phosphorylation state of the C-domain terminal, CTD, of the major subunit 

of RNA pol II. Both proteins participate in the assembly and/or transport of RNA pol II to 

the nucleus. 

 

A method for the analysis of chromatin enriched fractions, yChEFs (yeast Chromatin 

Enriched Fractions)  

We have developed a technique for purification of chromatin enriched fractions 

from Saccharomyces cerevisia, named yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions). This 

method allows to analyze the chromatin-associated proteins in an easy, reproducible and 

scalable way, avoiding the necessity of cell fractionation and DNA solubilization. In 

addition, protein-DNA crosslinking with formaldehyde, DSG (disuccinimidyl glutarate) or 

both prior yChEFs procedure, affects the amount of purified protein. It allows us to avoid 

this step and to facilitate the procedure. 

yChEFs has been used to characterize the chromatin-associated proteome, 

identifying 750 proteins, many of them being proteins described in as binding to chromatin 

in S. cerevisiae and other organisms, including histones and histone variants (Boulard et al. 

., 2007). Those proteins correspond mainly to functional categories (biological processes) 

related with chromatin (assembly and disassembly, remodeling, organization and 

modification of chromatin) and transcription or processing of RNA, among others (Table 1 

of the paper).  
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This procedure has allowed us to also characterize the RNA-dependent chromatin-

associated proteome. We identified 554 proteins, among them about 200 whose 

association with the chromatin is clearly dependent on RNA. Those correspond mainly with 

functional categories related with RNA processing, transcription, metabolism of ncRNA, 

nucleosomes and chromatin remodeling (Table 2 of the paper). Among these proteins, 

notably, we found subunits of the 3 RNA polymerases and proteins involved in mRNA 

degradation, such as Dcp2, Xrn1, Dhh1 and Pbp1. 

This method has been compared with other previously described techniques 

(Carrillo et al., 2010; Lambert et al., 2010) used for chromatin-associated proteins isolation. 

The comparison with the method of Carrillo and collaborators show 76% overlapping.  The 

comparison with the interactome described by Lambert and collaborators, showed also an 

important coincidence. 

Taking together, our data validates the method yChEFs as a good technique for the 

analysis of chromatin-associated proteins in S. cerevisiae, allowing also to identify weakly 

or transiently chromatin-bound proteins. 

 INFLUENCE OF Bud27 ON THE mRNA LIFE CYCLE  

Bud27 (whose orthologue in humans is URI/RMP) is an unconventional prefoldin 

acting as chaperone in an ATP-independent pathway (Gstaiger et al., 2003). Bud27 

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

in S. cerevisiae (Mirón-García et al., 2013) and participates in the transcription elongation 

mediating the correct association and/or function of the remodeling complex of RSC 

chromatin to RNA pol II (Mirón-García et al., 2014). Similarly, the association between 

Bud27 and RSC and their relationship with the RNA pol III have been determined (Vernekar 

and Bhargava, 2015). In addition, URI and Bud27, in humans and yeast, participate in TOR 

pathway (for "target of Rapamycin") (Gstaiger et al., 2003). 

 

In this work we have demonstrated the role of Bud27 in the mRNA life cycle by 

positively modulating the mRNA stability; the inactivation of Bud27 leads to an increase in 

mRNA degradation rate (Figure B1 and B4, Table B1). The lack of Bud27 seems to provoke 
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a homeostatic cellular response. In fact mRNA accumulation does not correspond with the 

overall decrease in mRNA stability, and global mRNA amount is similar to this in a wild-type 

strain (Figure B2 and B5). 

Bud27 and URI ortholog have been related with TOR pathway (Gstaiger et al., 

2003). Blocking TOR pathway, leads to mRNA destabilization due to poly(A) tails shortening 

(Albig and Decker, 2001). Data from our group have shown that PAB1 overexpression 

overcomes the thermosensitivity of the bud27Δ mutant strain (Figure B18). PAB1 encodes 

the Pab1 protein that binds poly(A) tails. In addition Pab1 is related to poly(A) tails size 

control and participates in  mRNA deadenylation (reviewed in (Parker, 2012)). Moreover, 

one of the reasons causing mRNA instability is the "alternative polyadenylation" (Geisberg 

et al., 2014). 

The polyadenylation profiles caused by lack of Bud27 and by blocking the TOR 

pathway have been analyzed from RNA-seq data. To do so, training in bioinformatics 

techniques acquired in the laboratory of Dr. Vicent Pelechano at the Karolinska Institute 

(Stockholm, Sweden) has been crucial. Previously, transcriptomic analyses of the RNAseq 

data were performed. Notably, for both,  bud27Δ mutant and TOR pathway inactivation we 

found groups of genes related to Gcn4 transcription factor, and to biological processes for 

translation, nuclear transport, RNA localization, RNA transport and export from the 

nucleus, and ribosome biogenesis, of, among others (Table B2, B3 and B4).  

Our data suggest alternative polyadenylation caused by lack of Bud27 or TOR 

pathway inactivation (Figure B9). This alteration seems to be more relate to Sth1-

dependent genes (Figure B17). On the contrary, no significant variations were observed 

Gcn4-dependent genes (Figure B17). 

In human cells nucleosome positioning can alter the polyadenylation and the 

recruitment of polyadenylation machinery to nascent mRNA (Jordán-Pla et al., 2014; Luco 

et al., 2011; McCracken et al. ., 1997). In addition, the importance of polyadenylation on 

transcription termination mediated by RNA pol II has been demonstrated (Gromak et al., 

2006; Plant et al., 2005). Notably, our preliminary data suggest the accumulation of RNA 

pol II around the TTS region (transcription termination site) in the bud27Δ mutant. On the 
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other hand, lack of Bud27 causes an increase in histone occupancy and a decrease in Sth1 

occupancy towards the 3 'region of the genes (Martínez-Fernández, in preparation). These 

data and those previously described by our group proposing a tripartite association 

between Bud27, Rpb5 and Sth1 (RSC component) (Mirón-García et al., 2014), leads us to 

suggest that lack of Bud27 could cause a defect in nucleosome positioning or in the 

chromatin dynamic, leading  to the alterations in alternative polyadenylation and 

consequently in mRNA stability. 

The parallelism between the effects observed by lack of Bud27 or TOR patwhway 

inactivation, suggest an important role of Bud27 in TOR pathway. Blocking TOR in both S. 

cerevisiae and human cells, decrease the intracellular levels of Bud27 and URI. This could 

account for the effects shown in the bud27Δ mutant (Gstaiger et al., 2003) (Martínez-

Fernández, in preparation). 

INFLUENCE OF Rtr1 on the mRNA LIFE CYCLE  

Rtr1, whose human orthologue is RPAP2, is a CTD phosphatase with a role in the 

transition from transcription initiation to elongation mediated by the RNA pol II, promoting 

the dephosphorylation of CTD-Ser5P in the 5 'region of the genes prior to its 

phosphorylation in CTD-Ser2 (Buratowski, 2009). The lack of Rtr1 causes transcriptional 

defects, resulting in an accumulation of CTD-Ser5P in the coding region of the genes 

(Gibney et al., 2008, Mosley et al., 2013). The role of both Rtr1 and RPAP2 in the assembly 

and transport of the RNA pol II to the nucleus has been suggested (Forget et al., 2013, 

Gómez-Navarro and Estruch, 2015). A role for Rtr1 favoring the degradation of its own 

transcript has also been described (Hodko et al., 2016). 

In this work we have demonstrated the role of Rtr1 in the mRNA life cycle by 

modulating negatively mRNA stability. In fact, the absence of Rtr1 causes a decrease in the 

mRNA degradation rate (Figure R1 and R3, Table R1). The mRNA accumulation observed in 

the rtr1Δ mutant does not correlate with the increase in mRNA stability. This suggests a 

homeostatic response, probably by decreasing transcription rate (Figure R2 and R4). 

The genetic interaction between RTR1 and RPB4 and the functional interaction 

between both proteins have been described (Gibney et al., 2008). The cotranscriptional 
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imprinting  of Rpb4 on mRNAs (Goler-Baron et al., 2008); Coller and Parker, 2005; Lotan et 

al., 2005), could favor the recruitment of the mRNA degradation machinery (Lotan et al., 

2005). Similarly, the absence of Rpb4 causes greater mRNA stability (Garrido-Godino et al., 

2016). These data suggest a coordinated role between Rtr1 and Rpb4 modulating mRNA 

stability. Similarly, the interaction between Rtr1 and Dhh1 (mRNA exonuclease), has been 

proposed modulating RTR1 mRNA degradation (Hodko et al., 2016). 

Taking these data we propose the existence a coordinated mechanism between 

Rtr1, Rpb4 and Dhh1 to modulate mRNA stability, probably through their association with 

mRNA. In this work, it has been shown that, in the absence of Rtr1, the levels of Rpb4 

associated with mRNA decrease, with no Dhh1 alteration. In addition, the absence of Rpb4 

led to a decrease in the level of Rtr1 and Dhh1 associated with mRNA, while the absence 

of Dhh1 causes a decrease in the level of Rtr1 and Rpb4 associated with mRNA. We propose 

a similar co-transcriptional mRNA imprinting for Rtr1 and Dhh1 than this observed for Rpb4 

(Coller and Parker, 2005, Goler-Baron et al., 2008, Lotan et al., 2005). Our results have also 

shown a parallel behavior between Rtr1, Rpb4 and Dhh1 associated with chromatin and 

mRNA. 

These data suggest that the interaction of these proteins with mRNA could occur 

in the context of chromatin. Given the role suggested for Rtr1 in the assembly and transport 

of RNA pol II to the nucleus (Forget et al., 2013; Gómez-Navarro and Estruch, 2015), data 

of our group showing that Rtr1 inactivation affects assembly of Rpb4 to the RNA pol II 

(Garrido-Godino, in preparation) and the role of Rpb4 in the mRNA stability, we suggest 

that the increase in mRNA stability observed in the absence of Rtr1 could occur, indirectly, 

by the aforementioned assembly defect. Consequently, the co-transcriptional Rpb4-mRNA 

imprinting would be altered, favoring the decrease in mRNA associated with Rpb4.This 

scenario could alter the recruitment of the mRNA degradation machinery, increasing the 

mRNA stability. Similarly, lack of Dhh1, that causes a decrease in Rtr1 levels, could lead to 

a similar assembly defects affecting mRNA stability. In addition, lack of Dhh1 also leads to 

a general increase in mRNA stability, by a decrease in mRNA degradation machinery 

activity. Anyway, we cannot rule out a direct role of Rtr1 in mRNA stability, perhaps through 

its association with Dhh1 and Rpb4. 
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1  MECANISMOS DE TRANSCRIPCIÓN EN EUCARIOTAS: RNA POLIMERASAS 

1.1  Transcripción  

La transcripción es un proceso altamente regulado mediante el cual se obtiene una 

molécula de RNA a partir de DNA. Las principales proteínas responsables de este proceso 

son las RNA polimerasas (RNA pols) en coordinación con una compleja maquinaria 

transcripcional compuesta por numerosos factores entre los que se encuentran factores 

de transcripción, reguladores transcripcionales y remodeladores de cromatina, entre otros.  

Las RNA pols son enzimas heteromultiméricas dependientes de DNA, muy 

conservadas evolutivamente, presentes tanto en eucariotas, como en arqueas, bacterias y 

algunos virus  (Werner and Grohmann, 2011; Werner et al., 2009). Sin embargo, mientras 

que en arqueas y bacterias existe un único tipo de RNA pol, en eucariotas se diferencian 

tres tipos de RNA pols diferenciadas fundamentalmente entre sí por la especificidad de los 

RNA que transcriben (Cramer et al., 2008). En plantas se ha descrito la existencia de otras 

dos RNA pols multiméricas: la RNA pol IV y V (Haag and Pikaard, 2011; Lahmy et al., 2010). 

La RNA pol I sintetiza el RNA pre-ribosomal 35S. La actividad transcripcional de la 

RNA pol I supone el  60% de la transcripción nuclear  (Warner, 1999),  y el RNA ribosómico 

producido supone el 75% del RNA total (Warner, 1999; Werner et al., 2009). Este RNA 

madura dando lugar a los rRNA 28/25S (este último en levaduras), 18S y 5,8S  (revisado en 

(Houseley and Tollervey, 2009)). 

La RNA pol II es la que transcribe la mayor parte del genoma, aunque su 

contribución a la cantidad total de RNA presente en la célula es menor del 10% (Werner et 

al., 2009).  Sintetiza los mRNA (RNA mensajeros) y otros transcritos no codificantes como 

los  snoRNA (small nucleolar RNA), snRNA (small nuclear RNA), otros RNA no codificantes 

de mayor longitud o lncRNAs (long non-coding RNAs), piRNAs (piwi-interacting RNAs) y 

pequeños RNAs de interferencia (siRNAs) (revisado en (Kornienko et al., 2013)). Por último 

se ha descrito su papel en la transcripción de transcritos CUT (cryptic unstable transcripts), 

SUT (stable unannotated transcripts) y XUT (Xrn1-sensitive unstable transcripts) (Houseley 

and Tollervey, 2009; Van Dijk et al., 2011; Xu et al., 2009). 
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La RNA pol III transcribe el 15% del RNA total (Werner et al., 2009), produciendo el 

rRNA 5S, RNA transferentes (tRNA) y otros pequeños RNAs no codificantes, entre los que 

se encuentra el RNA U6 que participa en el proceso de splicing, donde se corta y ensambla 

el RNA para la eliminación de los intrones. Con la misma función encontramos en 

eucariotas superiores el RNA 7SK (Dieci et al., 2007).  En muchos casos estos pequeños 

RNAs no codificantes son útiles como guía para la metilación de los rRNA, tal y como ocurre 

con SnR52 en levaduras (Dieci et al., 2013). Otro RNA que transcribe la RNA pol III en células 

de mamíferos es el RNA 7SL, un componente del complejo de ribunocleoproteína de 

partículas de reconocimiento de señal (SRP) (Dieci et al., 2013). 

Las RNA pols IV y V en plantas (también denominadas RNA pols nucleares D y E) 

sintetizan los precursores de RNAs pequeños de interferencia (siRNA) que funcionan 

específicamente en el silenciamiento génico (Haag and Pikaard, 2011; Wierzbicki, 2012). 

También ha sido descrito que la RNA pol V sintetiza RNAs no codificantes largos 

relacionados con metilación del DNA, cuya función podría estar relacionada con el 

desarrollo y respuesta a cambios ambientales (Wierzbicki, 2012).  

1.2  Organización y composición de las RNA pols 

Las RNA pol I, II y III están constituidas por 14, 12 y 17 subunidades, 

respectivamente (Tabla I1). Las tres están formadas por un esqueleto conservado de 12 

polipéptidos, 11 de los cuales tienen sus homólogos en la RNA pol de arqueas (Langer et 

al., 1995).   

Las subunidades de las RNA pols se pueden dividir en varios grupos: 

 El esqueleto base, cuya composición es de 5 polipéptidos de tipo ββ’α2ω, está 

implicado en la actividad catalítica. Su estructura es homóloga a la de la RNA pol 

de bacterias y arqueas.  

 Seis polipéptidos propios de eucariotas y arqueas: Rpb5, Rpb10, Rpb12, así como 

Rpb4, Rpb7 y Rpb9 y sus respectivos homólogos en las RNA pol I (Rpa14, Rpa43, 

Rpa12, respectivamente)  y RNA pol III (Rpc17, Rpc25 y Rpc11, respectivamente). 
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Existen 5 subunidades comunes a las tres RNA pols: Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 y 

Rpb12, siendo Rbp5 la única no intercambiable entre levaduras y humanos (Cuevas-

Bermudez, 2018; Zaros et al., 2007). Además, la subunidad Rpb8, considerada específica 

de eucariotas, presenta un ortólogo en arqueas, concretamente en Crenarqueas, 

denominada proteína G (Koonin et al., 2007).  

 

Tabla I1: Composición de las RNA pols en bacterias, arqueas y eucariotas. La subunidad “Rpo13” y “RpoG”, 

no se han encontrado en la totalidad de las arqueas. Los números entre corchetes indican la frecuencia de 
dichas subunidades en la RNA pol IV y V. Las subunidades comunes a las tres RNA pols se muestran en un 
cuadrado. Existen diferentes nombres para subunidades comunes de levadura: Rpb5: ABC27; Rpb6: ABC23 o 

Rpo26; Rpb8: ABC14.5; Rpb10: ABC10; Rpb12: ABC10. Tabla extraída de  (Cuevas-Bermudez, 2018). 

                                                                                            Eucariotas 

Bacterias Arqueas RNA pol I RNA pol II RNA pol III RNA pol IV 

(plantas) 

RNA pol V 

(plantas) 

β Rpo1 (RpoA) RPA190 RPB1 RPC160 NRPD1 NRPE1 

β Rpo2 (RpoB) RPBA135 RPB2 RPC128 NRPD/E2 NRPD/E2 

α Rpo3 (RpoD) RPAC40 RPB3 RPAC40 RPB3 [1] RPB3 [1] 

α Rpo11 (RpoL) RPAC19 RPB11 RPAC19 RPB11 RPB11 

ω Rpo6 (RpoK) RPB6 RPB6 RPB6 RPB6 [1] RPB6 

 Rpo5 (RpoH) RPB5 RPB5 RPB5 RPB5 [3] NRPES5 

 Rpb8 (RpoG)* RPB8 RPB8 RPB8 RPB8 [1] RPB8 [1] 

 Rpo10 (RpoN) RPB10 RPB10 RPB10 RPB10 RPB10 

 Rpo12 (RpoP) RPB12 RPB12 RPB12 RPB12 RPB12 

 Rpo4 (RpoF) RPA14 RPB4 RPC17 NRPD/E4 NRPD/E4 

 Rpo7(RpoE) RPA43 RPB7 RPC25 NRPD7 [1] NRPE7 

  RPA12 RPB9 RPC11 NRPD9b RPB9 

 Rpo13*      

  RPA49  RPC53   

  RPA34.5  RPC37   

    RPC82   

    RPC34   

    RPC31   
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1.3  RNA polimerasa I 

La RNA pol I está compuesta por 14 subunidades y tiene un peso molecular de 589 

KDa (Fernández-Tornero, 2018; Fernández-Tornero et al., 2013; Russell and Zomerdijk, 

2006).  El núcleo está constituido por las dos subunidades mayores Rpa190 y Rpa135, 

constituyendo la hendidura o “cleft” que establece la conexión con el DNA. A su vez, está 

formada por dos módulos, la plataforma o “shelf” y grapa o “clamp” que se encuentran en 

el lado opuesto de la hendidura. La plataforma incluye las regiones del pie y la parte de 

Rpa190 que constituye la hendidura y las subunidades Rpb5 y Rpb6. La grapa comprende 

esencialmente dominios de Rpa190 con una contribución menor de Rpa135 (Fernández-

Tornero, 2018). En contraste con la RNA Pol II, donde la grapa se balancea sobre la 

plataforma con un papel en regulación transcripcional (Cramer et al., 2001), en la RNA pol 

I la grapa y plataforma constituyen una unidad rígida (Neyer et al., 2016). El tallo o “stalk” 

de la RNA Pol I, formado por el heterodímero Rpa43/Rpa14, homólogas al heterodímero 

Rpb4/Rpb7 de la RNA pol II y Rpc17/Rpc25 de la RNA pol III (Siaut et al., 2003; Zaros and 

Thuriaux, 2005), está estrechamente unido a la plataforma y a la grapa; estos dos módulos 

y el tallo pueden ser considerados como una sola unidad que pivota respecto el núcleo de 

la enzima favoreciendo el cierre de la plataforma (Fernández-Tornero et al., 2013; Tafur et 

al., 2016). Además hay dos elementos estructurales adicionales que son únicos en la RNA 

Pol I que solo se ordenan en la configuración homodimérica inactiva: la cola C-terminal 

Rpa43 (residuos 251-326) incluyendo el elemento conector (residuos 262-326) que es 

esencial para la dimerización enzimática y el expansor en la subunidad Rpa190 (residuos 

1337-1439) que incluye el asa que imita al DNA (residuos 1361-1399) bloqueando el sitio 

de unión de los ácidos nucleicos dentro de la hendidura (Fernández-Tornero, 2018). 

La RNA pol I tiene además un heterodímero específico, Rpa49/Rpa34.5, 

relacionado con el factor de iniciación TFIIF de la RNA pol II y con el subcomplejo de la RNA 

pol III, Rpc37/Rpc53 (Fernández-Tornero et al., 2013). Además, Rpa49 presenta un dominio 

C-terminal tándem winged hélix (tWH), posiblemente relacionado con el factor de 

transcripción TFIIE de la RNA pol II (Fernández-Tornero et al., 2013).  

La  estructura de la RNA pol I, muestra diferencias destacables en la hendidura de  

unión del DNA (Figura I1), con respecto a las otras RNA pols (Figura I2 e I3), adoptando una 

conformación mucho más abierta, de 10 Å (Fernández-Tornero et al., 2013).  
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La RNA pol I está constituida por una fracción dimérica y otra monomérica. El 

complejo monomérico está implicado en la iniciación de la transcripción y los dímeros, que 

representan la mayor parte de la RNA pol I aislada, pueden disociarse reversiblemente en 

monómeros y solo son activos en la síntesis de RNA no específica (Milkereit et al., 1997). El 

factor de iniciación Rrn3, interacciona fuertemente con la RNA pol I (Milkereit and 

Tschochner, 1998; Peyroche et al., 2000). Los monómeros libre de la RNA pol I requieren 

del factor Rrn3 para poder ser reclutados en los promotores e iniciar la transcripción 

(Keener et al., 1998; Yamamoto et al., 1996). Estudios recientes mediante análisis de 

criomicroscopía electrónica (cryo-EM) han revelado que la diferencia entre las estructuras 

monoméricas de la RNA pol I libres y las unidos a Rrn3 a través del tallo (Engel et al., 2016; 

Torreira et al., 2017)  difieren en que los monómeros libres parecen adoptar una estructura 

flexible y cuando están asociados a Rrn3 adoptan una disposición fija con la excepción de 

la cola C-terminal Rpc43 (Torreira et al., 2017).  

Además, la transición de la disposición inactiva de la RNA pol I a activa requiere al 

menos dos eventos. En primer lugar, los dímeros de la enzima deben disociarse para 

producir monómeros. Y en segundo lugar, los monómeros de la RNA pol I necesitan unirse 

a Rrn3 para ser reclutado a los promotores. Rrn3 contacta con la enzima en ambas 

subunidades del tallo, Rpa43 y Rpa14, así como  con Rpa190 y el heterodímero Rpac40 / 

Rpac19 (Engel et al., 2016; Torreira et al., 2017),  cuya interacción se ve regulada por 

procesos de fosforilación y defosforilación de los monómeros de la RNA pol I y Rrn3, 

ocupando un área similar al m  ediador en la RNA pol II (Fernández-Tornero, 2018). 

Figura I1: Disposición estructural de la RNA pol I. A) Disposición de las 14 subunidades que constituyen la 

RNA pol I. B) Se muestra los cuatro módulos definidos para la RNA pol II (Cramer et al., 2001), así como el tallo 
o “stalk” y la región de dimerización A49/A34.5. Imagen extraída de (Fernández-Tornero, 2018). 



INTRODUCCIÓN  

22 
 

1.4  RNA polimerasa III 

La RNA pol III, de las tres RNA pols de la mayoría de eucariotas, es la más grande y 

compleja. Está constituida por 17 subunidades con una masa molecular de unos 700 kDa 

(Figura I2). De las 10 subunidades que constituyen el núcleo de la enzima, Rpc160 y Rpc128 

son las dos subunidades mayores, mostrando una gran homología con las subunidades de 

la RNA pol II, Rpb1 y Rpb2, y de la RNA pol I, Rpa190 y Rpa135, respectivamente, 

constituyendo la hendidura de unión al DNA que forma el sitio activo de la enzima. La 

subunidad Rpc11 es específica de la RNA pol III, aunque se ha descrito homología con la 

subunidad Rpb9 de la RNA pol II involucrada en la elongación de la transcripción y con el 

factor de elongación TFIIS (RNA pol II) que participa en la escisión del fragmento sobrante 

de RNA tras la parada y marcha atrás de la enzima (backtracking) (Awrey et al., 1997; 

Fernández-Tornero et al., 2011; Fernández-Tornero et al., 2007; Jasiak et al., 2006).  

El subcomplejo Rpc17/Rpc25, que corresponde a las subunidades Rpb4 / Rpb7 de 

la RNA pol II y a las subunidades Rpa14/Rpa43 de la RNA pol I constituye un tallo que 

sobresale del núcleo de la polimerasa en el lado de Rpc160. Este subcomplejo es esencial 

para el inicio de transcripción, así como para la interacción con el RNA naciente (Dezélée 

et al., 1976; Fernández-Tornero et al., 2011; Jasiak et al., 2006; Siaut et al., 2003; Zaros and 

Thuriaux, 2005). 

Presenta cinco subunidades específicas (Rpc31, Rpc34, Rpc37, Rpc53 y Rpc82) que 

se organizan en dos subcomplejos distintos. Un subcomplejo lo forma el heterodímero 

Rpc37/Rpc53, equivalente al heterodímero Rpa49/Rpa34.5 de la RNA pol I y relacionado 

con el factor de iniciación TFIIF (Archambault et al., 1997; Carter and Drouin, 2009; 

Fernández‐Tornero et al., 2010; Kuhn et al., 2007), que interacciona con el DNA 

participando en todo el proceso transcripcional. El otro subcomplejo corresponde al 

heterodímero Rpc31/Rpc82/Rpc34, con cierta homología al factor de transcripción TFIIE e 

involucrado en la iniciación de la transcripción (Carter and Drouin, 2009; Fernández‐

Tornero et al., 2010; Werner et al., 2009). Las subunidades específicas Rpc82 y Rpc34 

también podrían interaccionar con el DNA (Hoffmann et al., 2015). Recientemente se ha 
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descrito que la subunidad Rpc82 se extiende sobre la estructura de la grapa, permitiendo 

una conexión entre el módulo tallo y grapa (Hoffmann et al., 2016). 

 

Figura I2: Estructura cristalográfica de la RNA pol III. Se muestra desde una perspectiva superior (A), y desde 

una perspectiva frontal (B). En discontinuo se muestran regiones no incluidas en el modelo. En azul, se muestra 
el DNA molde situado en el centro activo de la enzima. (Hoffmann et al., 2015).  

1.5  RNA polimerasa II 

La RNA pol II sintetiza todos los RNA mensajeros de la célula además de otros RNA 

no codificantes.  Está constituida por 12 subunidades con una masa total de unos 514 kDa 

(Figura I3). La maquinaría de transcripción que engloba la RNA pol II es la más compleja, y 

a su vez, estudiada de las tres RNA pols y está constituida por numerosos factores generales 

de transcripción, co-reguladores, activadores y represores específicos (Hahn, 2004).  

 

 

 

 

BA
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Figura I3: Estructura cristalográfica de la RNA pol II en elongación. Se observa una visón superior (A) y una 

visión frontal (B). La línea azul en el centro activo de la enzima corresponde al DNA molde y la línea roja, 
igualmente localizada, corresponde al RNA que se está sintetizando. El código de colores se muestra en el 
esquema de las subunidades situado entre las dos figuras (Cramer, 2004). 

 

Del conjunto de las 12 subunidades que la constituyen, únicamente Rpb4 y Rpb9 

son dispensables para la viabilidad celular (Woychik et al., 1990). Rpb4/7 constituye un 

heterodímero disociable del conjunto (Armache et al., 2003; Bushnell et al., 2004; Cramer 

et al., 2000; Cramer et al., 2001). El núcleo de la enzima está conformado por cuatro 

módulos móviles: núcleo o “core”, plataforma, garra-lóbulo o jaw lobe  y grapa, que lo 

constituyen las dos subunidades mayores, Rpb1 y Rpb2 (centro activo de la enzima) y 

además las subunidades, Rpb3, Rpb10, Rpb11 y Rpb12 implicadas en el ensamblaje del 

complejo (Cramer et al., 2001). El módulo garra-lóbulo o “jaw-lobe”, constituye la garra 

superior, formada por las regiones de Rbp1 y Rpb9 y el lóbulo de Rpb2. El módulo 

plataforma contiene la garra inferior (un dominio de Rbp5), el dominio de ensamblaje de 

Rbp5, Rpb6 y las regiones del pie (foot) y hendidura de Rpb1. Por último, el módulo grapa  

está formado por regiones de Rpb1 y regiones de Rpb2 (Cramer et al., 2001) (Tabla I2). 

 

 

 

BA
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 Nombre Dominio*  Aminoácidos**  Subunidad  Interacciones    

Jawc (garra)  Jaw  1158–1273  Rpb1  TFIIS (1), TFIIE (2)  

Funnelc 

(embudo)  

Funnel  650–715  Rpb1  TFIIS (1)  

Dockc  Dock  402–430  Rpb1  TFIIB (3, 4)  

Wallc (pared)  Wall  850–891  Rpb2  TFIIB (3, 4)  

Footc (pie)  Foot  881–1044  Rpb1  CE (5), Mvp1/Spo14 

(6)  

 

Tabla I2: Regiones conservadas de la RNA pol II.  El * corresponde a los dominios de la RNA pol II definidos 

por Cramer y colaboradores (Cramer, 2004). El doble ** define los residuos de los dominios conservados 
descritos por (García-López et al., 2011). Los números indican las siguientes referencias donde se define cada 
factor transcripcional: 1 {(Kettenberger et al., 2003), 2 (Leuther et al., 1996), 3 (Kostrewa et al., 2009), 4 
(Bushnell et al., 2004), 5 (Suh et al., 2010) y 6(García-López et al., 2011). 

 

Las subunidades mayores Rpb1 y Rpb2 forman un canal que conduce hasta el 

centro activo, finalizando en una pared que bloquea el paso.  El canal se ve atravesado por 

un poro por debajo del centro activo permitiendo la salida del RNA sintetizado. El módulo 

grapa, se encuentra en uno de los laterales del canal permitiendo una disposición abierta 

en la estructura del núcleo cuando aún no se han asociado al complejo el heterodímero 

Rpb4/7, lo que favorece la entrada del DNA para su transcripción (Cramer, 2004). Una vez 

dispuesto el DNA para transcripción, la asociación de dicho heterodímero cambia la 

conformación, cerrando el complejo y contribuyendo a la elongación de la transcripción y 

procesividad de la enzima (Allepuz-Fuster et al., 2014; Cramer et al., 2001; Garavís et al., 

2017; Gnatt et al., 2001; Mirón-García et al., 2013). Además, hay datos que sugieren que el 

módulo grapa presenta una conformación cerrada ya en la iniciación de la transcripción 

(Cramer, 2004; Cramer et al., 2001). Recientemente se ha descrito que Rpb4/7 podría tener 

una relación funcional con Rpb5 y la asociación del factor de elongación Spt5/4 para el paso 

de la iniciación a la elongación de la transcripción (Martínez-Fernández et al., 2018). 

En nuestro grupo de investigación se han descrito regiones o dominios conservados 

en la RNA pol II de todos los eucariotas, sin homología en las RNA pol I y III, ni tampoco en 

la RNA pol de arqueas, ni de bacterias (García-López et al., 2011). Estos dominios se 

encuentran en la superficie de dichas subunidades, previamente descritas (Cramer et al., 
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2001; García-López et al., 2011), siendo zonas potenciales de interacción con factores 

transcripcionales. En este sentido, se han descrito interacciones de los dominios 

conservados de la pared y dock con TFIIB (Bushnell et al., 2004; Kostrewa et al., 2009). El 

dominio conservado de la garra interacciona con el factor de transcripción TFIIS 

(Kettenberger et al., 2003) y TFIIE (Leuther et al., 1996), que también interacciona con el 

dominio conservado del embudo (Kettenberger et al., 2003). Por último, se han descrito 

diversas interacciones con el dominio conservado del pie de la RNA pol II. Por un lado, una 

interacción física con el componente Ceg1 de la enzima de capping del mRNA (Suh et al., 

2010) y con Mvp1 y Spo14, dos nuevos reguladores transcripcionales implicados en la 

iniciación y/o elongación temprana de la transcripción (García-López et al., 2011). 

1.5.1  El dominio carboxilo-terminal de Rpb1 (CTD) 

La subunidad mayor de la RNA pol II, Rpb1, contiene un dominio carboxilo terminal 

(CTD), no presente en la RNA pol I ni III. El CTD es un dominio largo y flexible, constituido 

en su mayor parte por un heptapéptido (Y1S2P3T4S5P6S7) repetido, en tándem. El número 

de repeticiones varía dependiendo del organismo y está presente en animales, plantas, 

levaduras y un amplio número de protistas (Corden, 1990; Liu et al., 2008; Liu et al., 2010a).  

En S. cerevisiae el dominio CTD tiene una longitud de 650 Å y su estructura presenta 

una conformación extendida, localizándose próximo al canal de salida del RNA recién 

sintetizado (Figura I4). El CTD sufre continuas modificaciones postraduccionales, claves 

para coordinar el proceso de transcripción, así como procesos cotranscripcionales tales 

como la adición de la caperuza 5’ al mRNA, procesos de poliadenilación y splicing,  sirviendo 

como plataforma para el reclutamiento de enzimas y proteínas implicadas en estos 

procesos (Allepuz-Fuster et al., 2014; Bentley, 2014; Egloff and Murphy, 2008; Hirose and 

Ohkuma, 2007; Meinhart et al., 2005; Muñoz et al., 2010; Phatnani and Greenleaf, 2006). 
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Figura I4: Representación esquemática del dominio carboxi-terminal (CTD), que forma parte de la 

subunidad Rpb1 de la RNA pol II. Imagen extraída de  (Jasnovidova and Stefl, 2013).  

 

Estas modificaciones postraduccionales del CTD incluyen fosforilación, 

ubiquitilación (Li et al., 2007), metilación (Sims et al., 2011), glicosilación (Comer and Hart, 

2001; Kelly et al., 1993; Ranuncolo et al., 2012), acetilación e isomerización cis-trans de 

residuos de prolina (Lu et al., 2007). La fosforilación es el proceso  más estudiado, 

mostrándose modificación en cinco de los siete residuos que constituye el heptapéptido 

(Y1, S2, T4, S5, y S7) (Allepuz-Fuster et al., 2014; Aristizabal and Kobor, 2016; Calvo and García, 

2012).  

La fosforilación de las serinas 2, 5 y 7 están relacionadas con los procesos de 

iniciación, elongación y terminación de  la transcripción, así como con el procesamiento de 

RNAs codificantes y no codificantes, entre otros (Calvo and García, 2012; Maniatis and 

Reed, 2002; Moore and Proudfoot, 2009). Los niveles de fosforilación del CTD-Ser5P son 

mayores en la región promotora durante el inicio de la transcripción, mientras que a 

medida que se avanza hacia la elongación, se desfosforila disminuyendo los niveles de CTD-

Ser5P, tal y como se observa en la figura I5. También la fosforilación en Ser7 comienza en 

la iniciación temprana de la transcripción y se mantiene hasta la terminación. La 

fosforilación de CTD-Ser5 y CTD-Ser7, en la elongación temprana, es llevada a cabo por la 

quinasa Kin28/Cdk7, subunidad de TFIIH, y estimulada por el mediador, que interacciona 

con la misma (Boeing et al., 2010). Por su parte Srb10, subunidad del mediador, también 

participa en la fosforilación del CTD-Ser5 (Galbraith et al., 2010). La fosforilación del CTD-



INTRODUCCIÓN  

28 
 

Ser5 está ligada al reclutamiento de la maquinaria de capping al inicio de la transcripción 

(Cho et al., 1997; McCracken et al., 1997), así como a procesos de remodelación de 

cromatina y modificación de histonas (Heidemann et al., 2013). Las fosfatasas Ssu72 y 

Rtr1/RPAP2 son las encargadas de desfosforilar el CTD-Ser5 para favorecer el paso a la 

elongación de la transcripción. Rtr1 actúa en la fase temprana de la elongación, mientras 

que Ssu72 actúa en los residuos remanentes aún fosforilados en el resto de la elongación 

(Buratowski, 2009), así como en el procesamiento del extremo 3’ de los mRNA nacientes, 

en el proceso de corte y poliadenilación (Dichtl et al., 2002; He et al., 2003; Krishnamurthy 

et al., 2004; Steinmetz and Brow, 2003; Xiang et al., 2010). La fosforilación del CTD-Ser2 en 

levaduras esta mediada mayoritariamente por la quinasa Ctk1 y estimulada por Bur1, 

fosforilando a Ctk1 (Liu et al., 2009; Qiu et al., 2009), que actúa favoreciendo la asociación 

de factores de poliadenilación y terminación de la transcripción (Ahn et al., 2004). Al final 

de la transcripción las fosforilaciones del CTD en Ser2, Ser5 y Ser7 están implicadas en el 

reciclaje de la RNA polimerasa II y reclutamiento de nuevo al promotor reiniciando el ciclo 

transcripcional (Zhang et al., 2012). Finalmente, una vez terminada la transcripción, los 

residuos del CTD-Ser2, CTD-Ser5 y CTD-Ser7 fosforilados son desfosforilados por las 

fosfatasas Fcp1/SCP1 y Ssu72 (Cho et al., 2001; Krishnamurthy et al., 2004; Svejstrup et al., 

1997; Zhang et al., 2012).                                                                                                                                   

Figura I5: Perfil de fosforilación de las Serinas 2, 5 y 7 del CTD de la RNA pol II en Saccharomyces cerevisiae. 

Se muestran las quinasas y fosfatasas, cuya implicación en el proceso viene determinada por un código de 
colores. Imagen extraída de (Calvo and García, 2012). 
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1.5.2  Rtr1/RPAP2, fosfatasa del CTD 

Rtr1, y su ortólogo RPAP2, han sido descritas como las fosfatasas del CTD con un 

papel fundamental en la transición de la iniciación a la elongación de la transcripción,  

promoviendo la desfosforilación de CTD-Ser5P en la región 5’ de los genes, y a su vez, 

favoreciendo la fosforilación del CTD-Ser2. La ausencia de Rtr1 conlleva acumulación de 

CTD-Ser5P en la región codificante de los genes (Gibney et al., 2008; Mosley et al., 2013). 

Se ha descrito una interacción genética de RTR1 con los genes RPB4 y RPB9 que codifican 

las subunidades Rpb4 y Rpb9 de la RNA pol II (Gibney et al., 2008), y  una interacción física 

de la proteína RPAP2 con la subunidad Rpb6 en células humanas (Wani et al., 2014). 

Estudios por espectrometría de masas muestran la asociación de RPAP2 a la RNA pol II 

(Forget et al., 2013). La inactivación de RPAP2  provoca un incremento de los niveles de 

CTD-Ser7P in vivo afectando a la expresión de los snRNA (Egloff et al., 2007). Se ha 

propuesto un modelo por el cual el reclutamiento de RPAP2 al CTD de la RNA pol II en los 

genes de snRNA humanos, tanto in vivo como in vitro, está acoplado a la fosforilación de 

CTD-Ser7, que ocurre tras la fosforilación en CTD-Ser5. Esta asociación de RPAP2 recluta al 

complejo integrador y desfosforila los residuos de CTD-Ser7P (Egloff et al., 2012). También 

se ha implicado a Rtr1 en la desfosforilación del residuo Tyr1P del CTD, apoyando el papel 

de Rtr1 en promover la transición de la iniciación a la elongación de la transcripción (Hsu 

et al., 2014). El papel de Rtr1 como fosfatasa directa del CTD ha sido cuestionado (Xiang et 

al., 2012), considerándose la posibilidad de que realmente su papel sea el de favorecer la 

función de Ssu72, fosfatasa principal encargada de la transición CTD-Ser5P/CTD-Ser2P en 

el paso de la iniciación a la elongación de la transcripción (Rosado-Lugo and Hampsey, 

2014). Sin embargo, se ha sugerido que, tanto la eliminación de Rtr1 (Mosley et al., 2009), 

como la falta de Ssu72 (Rosado-Lugo and Hampsey, 2014) ocasionan defectos en la 

defosforilación de la CTD-Ser5P en el extremo 5’, funcionando de manera no redundante 

(Rosado-Lugo and Hampsey, 2014).  

El análisis estructural de Rtr1 en Kluyveromyces lactis ha mostrado carencia de 

actividad catalítica y sugieren la falta de un centro activo definido (Figura I6) (Xiang et al., 

2012). Sin embargo, estudios recientes en S. cerevisiae sí identifican un sitio activo atípico 

con actividad fosfatasa (Irani et al., 2016).  



INTRODUCCIÓN  

30 
 

 

Figura I6: Estructura cristalográfica de Rtr1. Superposición de la estructura de K. lactis (violeta y  magenta) y 

la estructura de Rtr1 de S. cerevisiae (verde) (Irani et al., 2016). 

 

Recientemente se ha implicado a Rtr1 en la modulación de la estabilidad de su 

propio transcrito y del transcrito del gen BMH2, incrementándose su estabilidad en cepas 

carentes de Rtr1 (Hodko et al., 2016). Además se ha descrito una asociación física y 

funcional entre Rtr1 y la exonucleasa de RNA Dhh1, y la ausencia de ambas supone un 

incremento más acusado de la estabilidad de dichos transcritos. Este proceso podría 

implicar  un papel común entre el complejo de exonucleasas Rtr1, Dhh1 y REX (Hodko et 

al., 2016; Smith-Kinnaman et al., 2014).   

RPAP2 es necesario para el importe de la RNA pol II al núcleo, provocando su 

silenciamiento una acumulación de la enzima en el citoplasma (Forget et al., 2013). Por 

otro lado, en levaduras se ha demostrado también el importante papel de Rtr1 en el 

transporte de ciertas subunidades de la RNA pol II al núcleo (Rpb1, Rpb2, Rpb3 y Rpb11) 

(Gómez-Navarro and Estruch, 2015). 

Estudios proteómicos muestran que Rtr1 interacciona con la RNA pol II  

hiperfosforilada carente del dímero Rpb4/7 (Mosley et al., 2013). El interactoma de Rtr1 

confirma que Rpb4 y Rpb7 no copurifican significativamente con Rtr1 y que esta 

interacciona principalmente con el núcleo de 10 subunidades de la RNA pol II sin dímero 

Rpb4/7 (Smith-Kinnaman et al., 2014). De igual modo, estudios de la RNA pol II,  a partir de 
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una purificación de Rtr1, detectan niveles más bajos de Rpb4/7 respecto al resto de la 

enzima (Mosley et al., 2013) 

1.6  Ensamblaje y transporte al núcleo de las RNA polimerasas 

La biogénesis de las RNA pols ha sido un tema clave de estudio en los últimos años. 

Sin embargo, para un completo entendimiento del proceso de ensamblaje de las RNA pols, 

se ha necesitado del conocimiento previo del ensamblaje de la RNA pol bacteriana (Figura 

I7). Este complejo empieza con la formación del dímero αα, que interactúa con la 

subunidad β. Finalmente se une  la subunidad β’, posiblemente formando un complejo con 

la subunidad ω; esta asociación  no parece esencial y se le asigna la función de estabilizar 

a la subunidad β’ (Minakhin et al., 2001). La subunidad β’ y β constituyen el centro activo 

de la RNA pol bacteriana (Bushnell et al., 2002; Wild and Cramer, 2012; Zhang et al., 1999). 

En base a los estudios de ensamblaje de la RNA pol bacteriana se sugiere que en el 

caso de la RNA pol II en eucariotas, el proceso comienza con la formación del subcomplejo 

Rpb3 (Rpb3, Rpb10, Rpb11 y Rpb12) correspondiente al dímero αα. Sucesivamente se 

ensambla el subcomplejo Rpb2 (Rpb2 y Rbp9), correspondiente a la subunidad β, y 

finalmente se asociaría el subcomplejo Rpb1 (Rpb1, Rpb5, Rpb6 y Rpb8), correspondiente 

a la subunidad β’. Posteriormente se unirá el dímero Rpb4/7 en regiones periféricas al 

complejo (Wild and Cramer, 2012) (Figura I7). 
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Figura I7: Esquema del ensamblaje secuencial de las subunidades de la RNA pol II en eucariotas. A) 

Estructura cristalográfica de la RNA pol II. Se muestran los subcomplejos de ensamblaje. B) Esquema de la 
organización la RNA pol II. C) Secuencia de ensamblaje de las subunidades de la RNA pol en bacterias. D) Modelo 
sugerido de la asociación secuencial de las subunidades de la RNA pol II en eucariotas. Imagen extraída de (Wild 
and Cramer, 2012). 

 

Se ha propuesto, a partir de datos con células humanas, que el ensamblaje de la 

RNA pol II ocurre en el citoplasma  previo a su transporte al núcleo (Boulon et al., 2010). 

Además,  para que las subunidades mayores de la RNA pol II (Rpb1 o Rpb2) se importen al 

núcleo adecuadamente, cada una necesitan de la otra (Gómez-Navarro and Estruch, 2015). 

En humanos también se ha propuesto que el  ensamblaje de la enzima RNA pol II se 

estabiliza por varios factores de ensamblaje (Rtp1, RPAP (1,2 y 4), GPN (2,3 y 1), R2TP, 

HSP90, complejo CCT y microtúbulos) (Boulon et al., 2010; Jeronimo et al., 2007). En S. 

cerevisaie, la RNA pol II ensamblada, posiblemente unida a algunos factores de ensamblaje, 

se une a Iwr1, que facilita su importe al núcleo por el complejo importina α/β a través del 

poro nuclear (NPC). La liberación de los factores de ensamblaje y transporte en el núcleo 

puede estar acoplada a la iniciación de la transcripción. La salida del núcleo de los factores 

de ensamblaje y transporte se puede producir por diferentes vías dependiendo de 

proteínas específicas: Crm1 o Xpo1, entre otras (Cloutier and Coulombe, 2010; Forget and 

Chartrand, 2011; Minaker et al., 2013; Mirón-García et al., 2013). 

BA

C
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 No existen muchos datos sobre el ensamblaje de las RNA pol I y III, aunque se ha 

demostrado que la proteína prefoldin-like Bud27 media este proceso para las tres enzimas 

en S. cerevisiae, de manera dependiente de Rpb5 y previo a su entrada al núcleo (Mirón-

García et al., 2013). De igual manera, recientemente se ha descrito la participación de la 

proteína Bud27 en el ensamblaje de la de las subunidades mayores de la RNA pol III, Rpc160 

y Rpc128 (Vernekar and Bhargava, 2015) y de Rbs1 en el ensamblaje de esta misma 

polimerasa y su translocación al núcleo (Cieśla et al., 2015). 

2.  LA TRANSCRIPCIÓN MEDIADA POR LA RNA POL II 

El proceso transcripcional de la RNA pol II se puede desglosar en cuatro etapas: 

pre-iniciación, iniciación, elongación y terminación (Shandilya and Roberts, 2012). 

2.1  Pre-iniciación e iniciación de la transcripción 

La transcripción de los genes codificantes la realiza la RNA pol II. Para ello, en 

primer lugar, esta se asocia al promotor, aunque requiere de un conjunto de factores, 

denominados factores generales de transcripción (GTFs: del inglés “General Transcription 

Factors”) (Tabla I3). Al conjunto de este complejo se le denomina complejo de preiniciación 

o PIC (del inglés “preinitiation complex”). 

El reconocimiento del promotor por parte de la RNA pol II y la correcta asociación 

de los factores GTFs se ven dificultados por el enrollamiento que presenta la cromatina. 

Para facilitar la formación del complejo PIC se requiere de una serie de remodeladores de 

cromatina que facilitan la accesibilidad a la misma. Los organismos eucariotas disponen de 

complejos remodeladores de cromatina tales como SWI/SNF, SAGA (por Spt-Ada-Gcn5-

acetiltransfersasa) y RSC (Angus-Hill et al., 2001; Gupta et al., 2016; Mirón-García et al., 

2014; Soutourina et al., 2006; Sudarsanam and Winston, 2000).  

En S. cerevisiae la formación del complejo PIC (Figura I8) es un proceso secuencial 

que comienza por el reclutamiento de la proteína de unión a TATA, TBP (TATA binding 

protein), en los promotores que contienen la secuencia TATA, a través del complejo SAGA 

(Sermwittayawong and Tan, 2006) y en los casos en los que los promotores no tienen 

secuencia TATA consenso, a través de TFIID (Basehoar et al., 2004). TBP favorece la 

asociación del conjunto de los factores GTFs. Este proceso también está regulado 



INTRODUCCIÓN  

34 
 

negativamente por Mot1, que interacciona con TBP o lo redistribuye del promotor por 

mecanismos tanto dependientes como independientes de ATP (Auble et al., 1994; Darst et 

al., 2003; Gumbs et al., 2003; Pereira et al., 2001; Sprouse et al., 2006), y por NC2, cuya 

asociación con TBP es dependiente de DNA (Kamada et al., 2001; Peiro-Chova and Estruch, 

2007; Schluesche et al., 2007). 

Factores 

transcripcionales  

Función  

TFIIA  Constituido por los polipéptidos Toa1 y Toa2, en levaduras  (Hampsey 

1998). Estabiliza la unión de TBP al DNA (Weideman, Netter et al. 1997).  

TFIIB  Monómero que determina el sitio de iniciación de la transcripción. El 

dominio C-terminal interacciona con TBP, y el extremo N-terminal se une 

al complejo RNA polimerasa II/TFIIF reclutándolo al complejo de 

preiniciación (Reese 2003).  

TFIID  Compuesto por TBP y 14 factores asociados a TBP (TAFs). Se requiere 

para el reconocimiento de los promotores sin caja TATA (TATA- less), y 

para procesos transcripcionales con implicación de activadores.  

TFIIE  Compuesto por Tfa1 y Tfa2 (Venters and Pugh 2009). Se asocia al PIC 

después de la RNA polimerasa II y recluta a TFIIH regulando su actividad 

helicasa y quinasa (Grünberg and Hahn 2013).  

TFIIF  Compuesto por Tfg1, Tfg2 y Tfg3 (Hampsey 1998). Podría participar en la 

apertura de la grapa y colocar el DNA promotor sobre la hendidura de la 

RNA pol II (Grünberg and Hahn 2013). 

  TFIIH  Lo constituyen las quinasas CcI1, Tfb3 y Kin28, entre otras proteínas, que 

fosforilan el CTD durante la transición de la iniciación a la elongación de 

la transcripción. TFIIH trabaja junto con TFIIE para modular la actividad 

de la RNA polimerasa II y facilitar la salida del promotor (Grünberg and 

Hahn 2013)(Venters and Pugh 2009). Tiene actividad helicasa y quinasa 

(Compe and Egly, 2012). 

 

Tabla I3: Factores generales de transcripción (GTFs) implicados en la transcripción mediada por la RNA pol 

II en S. cerevisiae. 

 

La asociación del conjunto de los factores GTFs comienza con  TFIIA, que favorece 

la estabilización entre la interacción de TBP y el DNA e interacciona con TFIID (Kraemer et 
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al., 2001). Por su parte, la asociación de TFIIB constituye un complejo ternario muy estable 

junto con TBP y el DNA. Esto permite la asociación de la RNA pol II al núcleo del promotor 

acompañado de TFIIF, que estabiliza la formación del PIC (Shandilya and Roberts, 2012; 

Venters and Pugh, 2009). 

Posteriormente, tanto el complejo mediador como los factores generales de 

transcripción TFIIH y TFIIE son reclutados al complejo PIC. La asociación de TFIIE tiene lugar 

una vez localizado el complejo PIC en el promotor, favoreciendo el inicio de la transcripción. 

Por otro lado, TFIIH es reclutado por TFIIE promoviendo el cierre del complejo PIC, 

favoreciendo de igual modo la iniciación de la transcripción. La secuencialidad de la 

asociación de estos dos factores no queda muy clara, planteándose también otra 

alternativa en la que se asocian previamente antes de unirse al PIC   (Shandilya and Roberts, 

2012; Thomas and Chiang, 2006). El reclutamiento de TFIIH por TFIIE también supone una 

regulación de sus actividades quinasa y helicasa. La actividad helicasa supone un factor 

importante en la separación de la doble hebra de DNA, formándose un complejo promotor 

abierto con la RNA pol II (Wang et al., 1992). Además, el mediador es un gran complejo 

multiproteico que actúa como plataforma en el complejo PIC, conectando e integrando las 

señales de la maquinaria de transcripción y favoreciendo la iniciación de la transcripción 

desempeñada por la RNA pol II (Björklund and Gustafsson, 2005; Werner, 2008). 

El centro catalítico de la RNA pol II se desliza sobre la cadena molde del DNA, hasta 

encontrar el sitio de iniciación de la transcripción (TSS). Cuando el transcrito naciente 

alcanza una longitud de 5 nucleótidos, se conecta con una de las regiones del factor TFIIB, 

constituyendo un complejo estable. Posteriormente, cuando el transcrito alcanza los 7 

nucleótidos de longitud compite con TFIIB, desplazándolo y promoviendo la formación del 

complejo de elongación (escape del promotor) (Kostrewa et al., 2009; Liu et al., 2010b). 

Cuando se disocia del promotor,  la RNA pol II se desensambla de algunos componentes 

del PIC (Figura I8), estableciendo una conexión muy estable con el RNA naciente. Una vez 

alcanzado el transcrito los 8-9 nucleótidos de longitud se establecen contactos fuera del 

canal de salida del RNA, provocando la separación RNA-DNA molde, y un cambio 

conformacional de la RNA pol II, que pasará a contener un híbrido DNA-RNA estable en su 

centro activo (Westover et al., 2004). El avance de la RNA pol II dejando atrás el promotor 

se ve favorecido por procesos de fosforilación en el CTD (revisado en (Calvo and García, 
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2012)). Para la reiniciación de la transcripción la mayoría de los componentes del PIC se 

quedan asociados al promotor, salvo TFIIB, TFIIF y la  RNA pol II que necesitan ser 

nuevamente reclutados, incrementando la eficiencia de la transcripción (Sikorski and 

Buratowski, 2009; Thomas and Chiang, 2006). 

Figura I8: Modelo del ensamblaje secuencial del complejo de preiniciación (PIC). Imagen extraída de (Tesis 

Martínez-Fernández, 2016). 

 

En esta primera etapa de la transcripción tiene lugar la fosforilación del CTD-Ser5 

por Kin28 (subunidad de TFIIH), alterando la interacción estable entre el CTD y 

componentes del PIC, favoreciendo el escape del promotor de la RNA pol II y dando paso a 

la elongación de la transcripción (Calvo and García, 2012). Rtr1, fosfatasa del CTD, tiene un 

papel  fundamental en la transición de la iniciación de la transcripción a la elongación 

promoviendo la defosforilación de CTD-Ser5P en la región 5’ de los genes, y a su vez, 

favorecer la fosforilación del CTD-Ser2 (Gibney et al., 2008; Mosley et al., 2013). También 

se ha descrito que Spt5 interacciona con el coactivador transcripcional Sub1 y dicha 

interacción podría ayudar a la asociación de Spt5 a la RNA pol II durante la transición entre 

la iniciación a la elongación de la transcripción, promoviendo positivamente la elongación 

(García et al., 2012). De igual manera,  la subunidad común Rpb5 influencia la correcta 

asociación de Spt5 a la RNA pol II para favorecer esta transición irreversible (Martínez-

Fernández et al., 2018).  
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2.2  Elongación en la transcripción 

La elongación de la transcripción comprende el periodo en el que la RNA pol II 

transcribe la región codificante del gen una vez iniciado el proceso. El inicio de la elongación 

es un proceso lento e ineficiente, puesto que la síntesis de muchos de los transcritos 

iniciados se ve abortada por las numerosas pausas y bloqueos que tienen lugar durante 

este proceso (Marshall and Price, 1992). Sin embargo, se considera que esta fase inicial 

supone un mecanismo que regula la transcripción controlando la calidad de los transcritos, 

mediado, en eucariotas superiores, por los factores de elongación NELF (“Negative 

elongation factor”) y DSIF,  cuyo homólogo en levaduras es Spt4/5 (Hartzog and Fu, 2013; 

Shandilya and Roberts, 2012; Venters and Pugh, 2009). Cuando el transcrito alcanza unos 

25 nucleótidos aproximadamente se considera constituido el complejo de elongación, 

liberándose la RNA pol II de los factores GTFs (Hahn, 2004).  

En este paso, el factor de elongación Spt4/5 establece una mayor estabilidad entre 

el DNA y el RNA naciente (Figura I9) (Bourgeois et al., 2002; Hartzog and Fu, 2013; Martinez‐

Rucobo et al., 2011). Spt4/5 también podría estar regulando la elongación de la 

transcripción coordinando la remodelación de la cromatina y la modificación de histonas, 

facilitando el acceso de la RNA pol II al DNA diana (revisado en (Hartzog and Fu, 2013). 

 

Figura I9: Modelo estructural de la disposición de la RNA pol II y el heterodímero Spt4/5, constituyendo el 

complejo elongante. Imagen extraída de  (Martinez‐Rucobo et al., 2011). 
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La asociación de Spt4/5 en el complejo transcripcional provoca la irreversibilidad 

de la elongación de la transcripción, porque refuerza estéricamente la disposición del ácido 

nucleico y previene la salida del RNA y la reasociación de las cadenas de DNA. Para evitar 

una asociación prematura, TFIIE compite con el dominio NGN de Spt5  por la región de 

unión a la grapa (Martinez‐Rucobo et al., 2011). Como se ha comentado previamente, la 

subunidad Rpb5 modula la correcta asociación de Spt5 a la RNA pol II durante la elongación 

de la transcripción para favorecer el paso de la iniciación a la elongación temprana de la 

transcripción. Rpb5 es importante para la correcta organización estructural del dominio 

plataforma de la RNA pol II, favoreciendo el  movimiento de la grapa y Rpb4/7 y a su vez, 

la correcta asociación de Spt5 al mismo, influyendo además en el correcto proceso de  

backtracking (Martínez-Fernández et al., 2018). 

También en arqueas se ha demostrado que existe una competición entre el factor 

de iniciación TFE y el factor de elongación Spt4/5 por su asociación a la grapa de la enzima 

para modular el paso de la iniciación a la elongación (Grohmann et al., 2011). 

En el proceso de la elongación se fosforila el CTD-Ser2, mientras que el CTD-Ser5 

se va desfosforilando gradualmente. En la fosforilación del CTD-Ser2 está implicado el 

factor TEFb en humanos y las quinasas Ctk1 y Bur1 en levaduras (Keogh et al., 2003; Qiu et 

al., 2009) y en la defosforilación de CTD-Ser5P, las fosfatasas RPAP2 y Rtr1 en humanos y 

levaduras, respectivamente (Gibney et al., 2008; Mosley et al., 2009) y Ssu72 en levaduras 

(Bataille et al., 2012; Krishnamurthy et al., 2004; Zhang et al., 2012). Esta fosforilación en 

CTD-Ser2 proporciona una plataforma para el reclutamiento de aquellos complejos que se 

desplazan con la RNA pol II a través del gen (revisado en (Nechaev and Adelman, 2011)). 

Como ya se ha mencionado, la elongación de la transcripción es un proceso 

interrumpido, puesto que la progresión de la RNA pol II sufre numerosas paradas de tiempo 

variable (Darzacq et al., 2007). Estas paradas transcripcionales, originadas por muchas 

causas como los obstáculos encontrados en el DNA (Gómez-Herreros et al., 2012), pueden 

conllevar a reanudar la transcripción o a mantener la RNA pol II parada de forma estable 

(Gu and Reines, 1995), lo que implica una completa represión de la expresión génica,  

pudiendo afectar seriamente a la replicación del DNA y conduciendo a la inestabilidad del 

genoma y, posiblemente, a la muerte celular (Daulny and Tansey, 2009). Para reanudar la 
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marcha de la RNA pol II existen determinados mecanismos, como es el denominado 

backtracking o marcha atrás, mediante el cual la RNA pol II retrocede sobre el mRNA, 

provocando la pérdida de contacto entre el extremo 3’ del RNA naciente y el centro activo 

de la RNA pol II. Este extremo del transcrito será escindido, permitiendo recolocar el nuevo 

extremo 3’ en el centro activo de la enzima (Gómez-Herreros et al., 2012). 

En el proceso de backtracking el factor TFIIS estimula la escisión de la región 3’ del 

transcrito naciente. TFIIS está compuesto por tres dominios estructurales, I, II y III, de los 

cuales los dominios II y III constituyen el fragmento mínimo con actividad transcripcional 

(Morin et al., 1996). TFIIS, codificado por el gen DST1, cuya deleción es viable para el 

crecimiento celular (Nakanishi et al., 1992), tiene un papel muy importante en la transición 

entre la iniciación y la elongación de la trascripción (Gómez-Herreros et al., 2012; Guglielmi 

et al., 2007; Malagon et al., 2004; Mason and Struhl, 2005). La reanudación de la 

transcripción requiere de la escisión del extremo 3’ del RNA naciente tras el backtracking 

puesto que el complejo entre DNA, RNA y RNA pol II es muy estable tras la parada, 

requiriendo de mecanismos adicionales para reanudar la transcripción (Gómez-Herreros et 

al., 2012). El mecanismo mediante el cual TFIIS escinde el RNA implica el correcto 

posicionamiento del dominio III de TFIIS en el centro activo de la RNA pol II (Cheung and 

Cramer, 2011).  De esta forma se remodelan los motivos de la RNA pol II unidos al RNA tras 

el backtracking  y una vez cortado el fragmento de RNA, el centro activo de la RNA pol II se 

recoloca en el extremo 3’ del RNA. 

Otro mecanismo alternativo que promueve la reanudación de la transcripción por 

parte de la RNA pol II tras la parada transcripcional, es el complejo Ccr4-Not, esencial y 

conservado en eucariotas (Denis and Chen, 2003) (Collart and Panasenko, 2012; Miller and 

Reese, 2012; Reese, 2013).  Ccr4-Not actúa favoreciendo la reanudación de la RNA pol II, 

pero no la escisión del RNA como ocurre en caso de backtracking por TFIIS (kruk et al., 

2011). Ccr4-Not es un complejo multiproteico que actúa, además, como regulador en el 

ciclo de vida de los mRNA en los procesos de transcripción, decapping, deadenilación y 

ubiquitilación de los transcritos (Collart and Timmers, 2004; Denis and Chen, 2003; Laribee 

et al., 2007) con un papel principal en la actividad catalítica  de la deadenilación del mRNA 

(Parker, 2012). 
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Si bien estos complejos Ccr4-Not y TFIIS tiene funciones diferentes, existen 

estudios que demuestran que la eliminación simultanea del complejo Ccr4-Not y el factor 

TFIIS es letal para la célula, sugiriendo un papel coordinado en los procesos de elongación 

(Miller and Reese, 2012). 

Uno de los procesamientos más versátiles en la vida de una molécula de mRNA es 

el splicing del pre-mRNA. La mayoría de los pre-mRNAs eucarióticos contienen intrones, 

que tienen que ser eliminados (splicing) (Ardehali and Lis, 2009), y exones, que deben ser 

ligados juntos, antes de que los mRNA puedan ser traducidos a proteínas. Será en estadios 

avanzados de la elongación transcripcional donde tenga lugar este proceso, reclutándose 

el espliceosoma, encargado de eliminar los intrones, inicialmente de manera co-

transcripcional y terminando post-transcripcionalmente en el núcleo, como consecuencia 

de la mayor velocidad de síntesis de la RNA pol II respecto al procesamiento del 

espliceosoma (Beyer and Osheim, 1988). Aunque el espliceosoma realiza la catálisis de los 

intrones, adicionalmente se requieren factores de splicing para determinar los sitios de 

escisión, tales como la familia de proteínas SR (Lin and Fu, 2007). A su vez, el splicing está 

modulado por procesos de fosforilación del CTD (David and Manley, 2010; Hargreaves et 

al., 2009).  Los pre-mRNAs pueden ser empalmados alternativamente, proporcionando un 

fuente principal de diversidad del transcriptoma y proteoma en las células (Pan et al., 

2008). En humanos se ha descrito que el 75% de los genes sufren splicing alternativo (Black, 

2000). 

2.3  Terminación de la transcripción 

Una vez completada la síntesis del mRNA, la RNA pol II se disocia de la cadena 

molde de DNA. Este proceso es controlado y regulado por dos rutas: una ruta dependiente 

de poli(A) y  una ruta dependiente de Sen1.  

La mayoría de los mRNA codificantes en eucariotas tienen una señal poli(A) 

altamente conservada 5’-AAUAAA-3’, seguida de una secuencia rica en G/U cerca del 

extremo 3’. Cuando la RNA pol II alcanza la región correspondiente en el DNA, reduce 

considerablemente su procesividad provocando su pausa y favoreciendo la escisión del 

mRNA naciente, en la ruta dependiente de poli(A). La señal 5’-AAUAAA-3, a su vez es 

reconocida por el factor de corte y especificidad de poliadenilación (CPF), el factor de corte 
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IA (CF IA) y el factor de corte IB (CF IB), en levaduras. Finalmente, la proteína de unión a la 

poli(A) (Pab1) (Mandel et al., 2008; Tian and Graber, 2012) es la responsable de la escisión 

endonucleolítica que precede a la poliadenilación del transcrito que resulta aguas-arriba 

del extremo 3’, mientras que el fragmento de aguas-abajo será degradado (Shandilya and 

Roberts, 2012). La maquinaria que procesa el extremo 3’ del transcrito que va a 

poliadenilarse es altamente compleja, comprendiendo más de 20 polipéptidos en 

levaduras, alrededor de 14 proteínas en mamíferos y más de 80 proteínas en células 

humanas (Mandel et al., 2008; Millevoi and Vagner, 2009; Shi et al., 2009). Por otro lado, 

el complejo PAF1C humano, cuyo ortólogo fue identificado por primera vez en S. cerevisiae, 

Paf1, como un factor de elongación desempeñando un papel en la modificación de la 

cromatina asociada a la transcripción (Krogan et al., 2002; Mueller et al., 2004; Rozenblatt-

Rosen et al., 2005; Simic et al., 2003; Squazzo et al., 2002) se ha demostrado que participa 

en la formación del extremo 3’ del mRNA (Penheiter et al., 2005; Rosonina and Manley, 

2005) al interactuar con CPSF (homólogo a CFP en levaduras) entre otros (Nordick et al., 

2008). 

Como se describe con más detalle en el apartado 3.2  (Poliadenilación del mRNA), 

la poliadenilación alternativa conlleva alteración de los sitios de corte y poliadenilación 

preestablecidos, actuando este proceso como un regulador de la expresión génica 

(revisado en (Turner et al., 2017)). Se ha sugerido que la poliadenilación alternativa puede 

ser ocasionada, entre otros procesos, por un defectuoso reajuste de los nucleosomas 

durante la transcripción o por daños en el DNA (Di Giammartino et al., 2011; Huang et al., 

2013; Jensen et al., 2003; Luco et al., 2011; McCracken et al., 1997; Proudfoot et al., 2002; 

Turner et al., 2017). 

 La ruta de terminación dependiente de Sen1 nuclear, es una ruta alternativa para 

los RNAs no codificantes: snRNA, snoRNA, CUTs y SUTs (Berendzen, 2013; Shandilya and 

Roberts, 2012).  El extremo 3’ de estos transcritos, a diferencia del mRNA, se genera por 

corte endonucleolítico y/o exonucleolítico por el exosoma nuclear. Para el reconocimiento 

y transducción de la señal de terminación de la transcripción, se necesitan factores que 

incluyen proteínas de unión al RNA, tales como Ndr1, Nab3 y la helicasa de RNA y DNA Sen1 

(Kim et al., 1999; Steinmetz and Brow, 1996; Steinmetz et al., 2001; Steinmetz et al., 2006). 

En esta vía, la helicasa Sen1 (proteína nuclear que interacciona con el CTD) (Ursic et al., 
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2004) separa el híbrido RNA-DNA en el centro activo, facilitando la disociación de la RNA 

pol II (Steinmetz and Brow, 1996; Ursic et al., 2004). También se ha descrito la existencia 

del complejo TRAMP que activa al exosoma para la degradación de transcritos aberrantes 

tras la adición de la cola poli(A) (LaCava et al., 2005). 

2.4  Remodelación de la cromatina en el proceso transcripcional 

La cromatina en eucariotas corresponde a una organización compleja de DNA 

empaquetado con proteínas que juega un papel crucial en los procesos biológicos, como la 

replicación de DNA, la recombinación de DNA y el mantenimiento de los cromosomas o la 

expresión de genes, entre otros. La unidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma, 

que comprende 147 pb de DNA genómico alrededor de  un octámero compuesto por dos 

copias de cuatro histonas (H2A, H2B, H3 y H4), que componen fibras de ~10 nm (Kornberg, 

1974; Luger et al., 1997; Van Hoide et al., 1974). Además de este octámero, otras variantes 

de histonas también contribuyen a la composición de la cromatina y su influencia en la 

regulación biológica, como Htz1 en levadura o H2A.Z en células de mamíferos (Boulard et 

al., 2007). El empaquetamiento final de estos complejos da forma a fibras de ~30nm. El 

plegamiento y remodelación de la cromatina tiene un fuerte impacto en la regulación de la 

expresión génica (Espada and Esteller, 2007; Misteli, 2001). 

El promotor común de la RNA pol II se encuentra dispuesto en una región de la 

cromatina libre de nucleosomas (NFR, “nucleosome-free region”) de 150 pb situada a unos 

200 pb de la región codificante (Yuan et al., 2005). Flanqueando cada NFR se encuentran 

dos nucleosomas fuertemente posicionados  (NPS, “nucleosome-positioning sequences”), 

ocurriendo con mayor probabilidad en los promotores que contienen caja TATA (Ioshikhes 

et al., 2006; Segal et al., 2006). El acceso al DNA situado en los nucleosomas se podría 

conseguir por movimientos corredizos de los nucleosomas (Inai et al., 2007; Lomvardas and 

Thanos, 2001) o un proceso de desalojo de histonas (histone eviction) (Adkins et al., 2004; 

Boeger et al., 2004) (Figura I10). 
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Figura I10: Representación esquemática de cómo los remodeladores de cromatina actúan en la 

reestructuración de los nucleosomas facilitando el proceso transcripcional.  A) En rosa se muestra el DNA 
diana, y en azul, la región donde se asocian los remodeladores de cromatina permitiendo liberar la histona y 
quedando libre DNA enrollado. En la derecha se muestran las diferentes modificaciones posibles de los 
nucleosomas (de arriba abajo): corrimiento de nucleosomas o “nucleosome sliding”, intercambio de histonas o 
“nucleosome exchange” y expulsión de nucleosomas o “nucleosome eviction” B) Muchos remodeladores de 
cromatina trabajan en cooperación con las chaperonas de histonas para posicionar el DNA alrededor de los 
nucleosomas. C) Los remodeladores de cromatina pueden equilibrar las distancias entre nucleosomas en un 
proceso de espaciamiento o spacing. Imagen extraída de (Becker and Workman, 2013). 

 

Existen muchos factores y procesos que regulan la accesibidildad de las proteínas 

reguladoras de la transcripción a la cromatina, entre las que se encuentran modificaciones 

postraduccionales por acetilación, fosforilación, metilación, ubiquitilación y sumoliación 

sobre aminoácidos de las histonas sin dañar el DNA. Esto permite la modificación de la 

estructura de la cromatina, alterando la interacción DNA-histona resultando en una 

conformación abierta o cerrada de la cromatina y favoreciendo la procesividad de la de la 
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enzima (Petruk et al., 2012; Shogren-Knaak et al., 2006; Smolle and Workman, 2013; 

Williams et al., 2008). 

Las chaperonas de histona pueden unirse específicamente a histonas aisladas, 

contribuyendo en la mayoría de los casos a su localización y/o función (Figura I10) (Luk et 

al., 2007; Obri et al., 2014; Tagami et al., 2004). Además se ha visto que cooperan con los 

remodeladores de cromatina actuando como aceptores de histona,  pudiendo actuar como 

reguladores transcripcionales, activando y reprimiendo la transcripción (Kuryan et al., 

2012; Lorch et al., 2006; Owen-Hughes and Workman, 1996; Swaminathan et al., 2005; 

Venkatesh and Workman, 2015).  Además, las prefoldinas podrían ser un efector en los 

cambios estructurales de la cromatina favoreciendo su accesibilidad para  la elongación de 

la transcripción (Millán-Zambrano et al., 2013). 

Los remodeladores de cromatina emplean la energía obtenida mediante la 

hidrólisis de ATP para generar desplazamiento de nucleosomas a lo largo de la cromatina, 

intercambiar histonas, desalojar nucleosomas (nucleosome eviction), equilibrar las 

distancias entre nucleosomas (spacing) o trabajar en colaboración con las chaperonas de 

histona para el ensamblaje de histonas (Becker and Workman, 2013). Entre el conjunto de 

los remodeladores de cromatina encontramos en levadura el complejo Swi/Snf, Ino80 

(también en humanos), las proteínas Isw1 e Isw2 (homólogos del complejo ISWI de 

Drosophila) y el complejo RSC, actuando como reguladores positivos de la transcripción 

(Angus-Hill et al., 2001; Spain et al., 2014; Sudarsanam and Winston, 2000; Wippo et al., 

2011).  

En nuestro grupo de investigación, nos interesamos por  el complejo remodelador 

de la cromatina (RSC), constituido por 15 subunidades (Cairns et al., 1996), siendo Sth1 la 

subunidad mayor con actividad catalítica en una vía dependiente de ATP (Saha et al., 2005). 

RSC interacciona con las tres RNA pols a través de la subunidad Rsc4, posiblemente 

mediante asociación con la subunidad común a las tres RNA pols, Rpb5 (Soutourina et al., 

2006). Además regula gran variedad de genes transcritos por la RNA pol II y III, implicados 

en metabolismo, respuesta a estrés, síntesis de la pared celular, funciones mitocondriales, 

y progresión del ciclo celular (Angus-Hill et al., 2001; Damelin et al., 2002; Spain et al., 2014; 

Sudarsanam and Winston, 2000). El complejo RSC se ha encontrado localizado en el 
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promotor y la región codificante, sugiriendo su papel en la regulación de la iniciación y la 

elongación de la transcripción (Badis et al., 2008; Carey et al., 2006; Parnell et al., 2008; 

Spain et al., 2014). También se ha descrito la interacción de Sht1 con Bud27 (prefolidina-

like) y la influencia de Bud27 en la asociación de RSC a las RNA pols II y III (Mirón-García et 

al., 2014; Vernekar and Bhargava, 2015). Recientemente se ha descrito que la fosforilación 

del CTD-Ser2 y el estado de acetilación de las histonas contribuye a la asociación del 

complejo RSC en las regiones codificantes de los genes, influyendo en la ocupación de las 

histonas (Spain et al., 2014).  

3.  CICLO DE VIDA DEL mRNA 

3.1  Formación de la caperuza 5’ en el mRNA 

La fosforilación del CTD-Ser5 de la RNA pol II (Buratowski, 2009; Hsin et al., 2011), 

estimula el reclutamiento de la maquinaria de capping comprendida por Cet1 (RNA 

trifosfatasa), Ceg1 (guanililtransferasas) y Abd1 (metiltransferasa) (Ghosh and Lima, 2010). 

Este proceso, secuencial, permite la adición de la caperuza (caperuza  7-metilguanosina 

(m7G)), en 5’ del mRNA, estabilizada por el CTR (“C-terminal region”) de Spt5 (Ghosh and 

Lima, 2010). La caperuza 5’ protege al transcrito de la degradación y promueve la iniciación 

de la traducción (Schwer et al., 1998; Sonenberg and Hinnebusch, 2009). La caperuza 

completa se asocia con el complejo de unión al “cap” (CBC: cap binding-complex) que 

funciona en el corte y empalme del pre-mRNA (splicing) y en el exporte del mismo al 

citoplasma (Lewis and Izaurflde, 1997; Li et al., 2016; Schwer and Shuman, 1996). 

Este proceso secuencial (Figura I11) comienza con la participación del  

heterodímero Cet1-Ceg1 mediante la unión de Ceg1 al CTD-Ser5P (Martinez-Rucobo et al., 

2015), dando paso a la asociación del factor de elongación Spt5 e interaccionan con su 

dominio CTR. La rápida disociación de Cet1-Ceg1 permite la asociación de Abd1, que se 

recluta aproximadamente 110 pb aguas-abajo del sitio de inicio de la transcripción y puede 

permanecer con la RNA pol II elongante parcialmente fosforilada en CTD-Ser5. Abd1 y el 

CTD-Ser5P permiten el reclutamiento de las quinasas Ctk1 y Bur1, respectivamente, que 

fosforialan la Ser2 del CTD (Qiu et al., 2009). Abd1 cataliza la transferencia de un grupo 

metilo desde la S-adenosilmetionina al extremo GpppN de la caperuza 5’. Una vez metilada 

la caperuza, se une a CBC, que mantiene el reclutamiento de Ctk1 y Bur1 cuando los niveles 
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de Abd1 y CTD-Ser5P disminuyen en la región 3’ del gen. El RNA naciente con la caperuza 

sin metilar es eliminado por la ruta de degradación dependiente de Rai1-Rat1 (Jiao et al., 

2010).  

Figura I11: Modelo para la transición de iniciación-elongación de la RNA pol II. La RNA pol II y el CTD (negro) 

se muestra transcribiendo el DNA (línea negra horizontal) de izquierda a derecha para producir mRNA protegido 
(gris). PIC, complejo de preiniciación; EC, complejo de elongación; TFIIA/B/D/E/F/H, factores de iniciación; S5P 
/ S2P, serina 5 y 2 del CTD  fosforiladas; m7, N7 grupo metilo de la caperuza; Paf1C, complejo Paf1. Imagen 
extraída de (Lidschreiber et al., 2013). 

 

3.2  Poliadenilación del mRNA 

La mayoría de los mRNAs codificantes de proteínas en eucariotas, como se ha 

detallado en el aparatado 2.3 (Terminación de la transcripción), sufren un proceso de 

poliadenilación en su extremo 3’, tras sufrir un corte endonucleolítico previo (Colgan and 

Manley, 1997). Sin embargo, es común que exista más de un sitio de poliadenilación en la 

región 3’, favoreciendo el proceso denominado “poliadenilación alternativa”, 

desempeñando un importante papel en la regulación de la expresión génica (Turner et al., 

2017). Se han descrito alteraciones en la poliadenilación alternativa asociadas a 

enfermedades en humanos  (Turner et al., 2017). Estudios realizados en humanos y ratones 

muestran poliadenilación alternativa en el  ~54% y 32% de los genes, respectivamente 

(Ozsolak et al., 2010; Tian et al., 2005). En S. cerevisiae se ha descrito que aproximadamente 

el 70% de los genes codifican isoformas alternativas (Pelechano et al., 2013).  

Diferentes estudios consideran varios tipos de poliadenilación alternativa que se 

resume en dos principales:  
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- Sitios de poliadenilación alternativa ubicados en la región 3’ no codificante (UTR), lo que 

da como resultado transcritos con región de 3’ UTR de diferente longitud pero que 

codifican la misma proteína (Di Giammartino et al., 2011))(revisado en (Turner et al., 2017).  

- Sitios de poliadenilación alternativos que se localizan en intrones/exones internos. Esto 

conlleva eventos de poliadenilación alternativa que producen diferentes isoformas de 

proteínas.  

 

Figura I12: Tipos de poliadenilación alternativa. A)  Sitios de poliadenilación alternativa ubicados en la región 

3’ no codificante (UTR). B) Sitios de poliadenilación alternativos localizados en intrones/exones internos. 
Imagen extraída de (Turner et al., 2017). 

 

Se ha descrito que la poliadenilación alternativa puede estar ocasionada por daños 

en el DNA producidos por condiciones de estrés tales como UV o 4-nitroquinolina 1-óxido 

(4NQO) (Graber et al., 2013). Por otro lado, en células humanas el posicionamiento de los 

nucleosomas pueden afectar la utilización de los sitios de poliadenilación y el reclutamiento 

de la maquinaria de poliadenilación al mRNA naciente (Luco et al., 2011; McCracken et al., 

1997).  
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La poliadenilación alternativa es una de las causas de la inestabilidad de los 

transcritos (Geisberg et al., 2014; Ji et al., 2011) . De igual modo, se ha visto que los sitios 

de poliadenilación tienen un impacto en la terminación de la transcripción (Huang et al., 

2013; Jensen et al., 2003; Proudfoot et al., 2002), al igual que defectos en exportación de 

mRNA, eficiencia de la traducción y splicing (Maniatis and Reed, 2002; Vinciguerra and 

Stutz, 2004; Zhang et al., 2010). 

3.3  Exporte del mRNA 

El transporte de los RNAs desde el núcleo al citoplasma, que tiene lugar a través de 

los complejos de poro nuclear, es un proceso regulado y, en la mayoría de los casos 

dependientes de receptores de transporte (Strambio-De-Castillia et al., 2010). Los tRNA, 

miRNA y snRNA, requieren receptores de transporte del tipo importina/karioferina-β 

mientras que el transporte de los mRNA necesita un receptor heterodímerico llamado 

Mex67-Mtr2 en S. cerevisiae (Köhler and Hurt, 2007; Stewart, 2010) y la correcta 

disposición del complejo Sac3p-Thp1p en el poro nuclear (Fischer et al., 2002). Entre los 

diferentes factores implicados en el transporte, el complejo TREX (Transcription-export) 

juega un papel central en el acoplamiento de la transcripción y el exporte (García-Oliver et 

al., 2012; Sträßer et al., 2002; Zenklusen et al., 2002). 

3.4  Degradación  del mRNA 

La degradación del mRNA puede tener lugar tanto en el núcleo como en el 

citoplasma. En la mayoría de los casos cuando tiene lugar una degradación del mRNA en el 

núcleo viene ocasionada por defectos en su procesamiento. Esta degradación está mediada 

por el exosoma nuclear, compuesto por varias subunidades, incluyendo la exonucleasa 3’-

5’ conservada, Rrp6 (LaCava et al., 2005) y Rat1 (exonucleasa 5’-3’) (Bousquet-Antonelli et 

al., 2000). De igual modo, como se ha mencionado en aparatados anteriores, daños en el 

DNA (Graber et al., 2013), pueden afectar los sitios de poliadenilación que es una de las 

causas de la inestabilidad de los transcritos (Geisberg et al., 2014; Ji et al., 2011).  

Tras el exporte del mRNA al citoplasma, este se traduce a proteína o puede ser 

almacenado en cuerpos de procesamiento (p-bodies o processing bodies, PBs) o en los 
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gránulos de estrés (SGs), procesos muy conservados en eucariotas en (Anderson and 

Kedersha, 2009). 

Muchos de los constituyentes de los PBs son factores de degradación del mRNA, 

tales como Dhh1, Pat1, Scd6, Edc3, proteínas de la ruta NMD (non-sense mediated mRNA 

decay) y el complejo Lsm1-7, constituido también por Dcp1/Dcp2 y la exonucleasa Xrn1 

(Balagopal and Parker, 2009; Sheth and Parker, 2003; Zheng et al., 2008). Esto sugiere que 

la degradación del mRNA puede ocurrir en los PBs,  aunque también puede tener lugar 

fuera de ellos (Sheth and Parker, 2003). 

En levaduras la degradación citoplasmáatica de los mRNA ocurre por un proceso 

de deadenilación en el que tiene lugar un acortamiento de las colas de poli(A) (Decker and 

Parker, 2012; Muhlrad and Parker, 2005). Los procesos de deadenilación en levadura 

(Figura I13A) están producidos por el complejo Pan2/Pan3 y el complejo Ccr4/Pop2/Not 

(Brown and Sachs, 1998; Tucker et al., 2002). Esta deadenilación de los transcritos induce 

una degradación por el extremo 3’ del mRNA por parte del exosoma (Anderson and 

Kedersha, 2009). A su vez, los mRNA se degradan desde el extremo 5’, eliminándose la 

caperuza 5’ por el complejo decapping Dcp1/Dcp2 favorecido por Dhh1, permitiendo la 

acción de Xrn1 degradando el mRNA desde el extremo 5’ (Dunckley and Parker, 1999; Hsu 

and Stevens, 1993; Muhlrad et al., 1994; Steiger et al., 2003; Van Dijk et al., 2011). 

Pab1, proteína de unión a la cola de poli(A) del mRNA, tiene un papel como 

regulador negativo del decapping (Tharun, 2009) y participa en procesos de deadenilación 

promoviendo la acción de Pan2 (Boeck et al., 1998), aunque se ha descrito que inhibe la 

función de deadenilación de Ccr4 (Tucker et al., 2002), considerado el centro activo de 

deadenilación (Goldstrohm and Wickens, 2008). 

Existe también otra alternativa independiente al proceso de deadenilación (Figura 

I13 B) que implica el reclutamiento de la maquinaria de decapping (Badis et al., 2004; 

Muhlrad and Parker, 2005), que en S. cerevisiae interacciona con la proteína Rps28B y el 

potenciador de decapping 3 (Edc3). Posteriormente Xrn1 actúa degradando el mRNA desde 

el extremo 5’, favorecido por la eliminación de la caperuza 5’ por parte del complejo 

Dcp1/Dcp2, estimulado a su vez por Dhh1 (Dunckley and Parker, 1999; Hsu and Stevens, 

1993; Muhlrad et al., 1994; Steiger et al., 2003; Van Dijk et al., 2011). 
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Finalmente,  la degradación del mRNA mediada por endonucleasa (Figura I13 C), se 

inicia con un corte interno del mRNA que puede ser producido por distintas endonucleasas 

como Pmr1, Ire1 o RNasa MRP. Este corte genera dos fragmentos  con un extremo 

desprotegido que serán degradados por Xrn1 y el exosoma (Garneau et al., 2007) (Figura 

I13). 

 

Figura I13: Modelo del proceso de degradación citoplasmático del mRNA. A) Ruta de degradación de mRNA 

dependiente de deadenilación. B) Ruta de degradación independiente de deadenilación. C) La degradación del 
mRNA mediada por endonucleasas. Imagen extraída de (Garneau et al., 2007). 

 

3.5  Papel de Dhh1 (“DEAD box Helicase Homolog”) en el ciclo de vida del mRNA 

 Uno de los factores ya mencionados que tras la deadenilación del mRNA participa 

en la eliminación de la caperuza 5’ (“decapping”) de los transcritos y favorece la 

degradación del mRNA es Dhh1 (Carroll et al., 2011; Fischer and Weis, 2002). Esta proteína 

es un miembro conservado de la familia de las helicasas DEAD box que parece tener un 

papel directo en el decapping. Su ausencia provoca una acumulación de mRNA con 
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caperuza en 5’, además de una mayor estabilidad en los mismos (De Waard et al., 2006). 

Interacciona físicamente con otras proteínas implicadas en el proceso, tales como la 

enzima Dcp1, Lsm1 y Pat1/Mrt1, cuya función es la de favorecer el decapping. Se ha 

sugerido que actúa coordinando el proceso de degradación (Coller et al., 2001). Además se 

ha descrito la asociación de Dhh1 con la fosfatasa del CTD, Rtr1, y con las exonucleasas 

Rex2 y Rex3 (Hodko et al., 2016; Smith-Kinnaman et al., 2014). 

3.6  Heterodímero Rpb4/7, y su papel en el ciclo de vida del mRNA 

Rpb4, subunidad de la RNA pol II, constituye junto con Rpb7 un heterodímero 

disociable del resto de la RNA pol II, siendo Rpb4 no esencial para la viabilidad celular. El 

dímero Rpb4/7 además de estar implicado en la iniciación y elongación de la transcripción 

(Allepuz-Fuster et al., 2014; Chung et al., 2003; Edwards et al., 1991; Hirtreiter et al., 2009; 

Naji et al., 2007; Ouhammouch et al., 2004) participa en procesos post-transcripcionales 

tales como el exporte y degradación del mRNA (Garrido-Godino et al., 2016; Goler-Baron 

et al., 2008)(Farago et al., 2003). Rpb4 se asocia a los transcritos recién sintetizados en el 

núcleo por la RNA pol II durante la transcripción, acompañándolos en su exportación al 

citoplasma (Garrido-Godino et al., 2016; Goler-Baron et al., 2008; Harel-Sharvit et al., 

2010). Rpb4 está también implicado en la traducción, demostrándose la interacción física 

y funcional entre Rpb4/7 con los componentes Nip1 y Hcr1 del factor traduccional eIF3, 

requerido para una eficiente iniciación de la traducción (Harel-Sharvit et al., 2010). La 

ausencia de Rpb4, o la mutación de Rpb7 (rpb7-26), provoca defectos en la disociación de 

los mRNA de los p-bodies (PBs) y el ensamblaje con los polisomas, apoyando el papel de 

Rpb4/7 en el inicio de la traducción (Harel-Sharvit et al., 2010). Además, defectos en el 

ensamblaje del heterodímero Rpb4/7 a la RNA pol II (en mutantes tales como rpb6Q100R y 

rpb1C67S,C70S) conllevan la formación de polisomas defectuosos (Harel-Sharvit et al., 2010). 

El papel de Rpb4 en la degradación del mRNAs, se observó al delecionar RPB4, lo 

que provoca una acumulación de los p-bodies (PBs), junto a factores de degradación del 

mRNA  (Lotan et al., 2005). Se ha demostrado, además, la interacción física de Rpb4 con los 

factores de la maquinaria de degradación de mRNA Pat1/Lsm1-7. Pat1 se considera el 

primer factor de degradación del mRNA que se une al transcrito en el extremo 3’, aún 

asociado con los factores de traducción y que recluta al complejo Lsm1-7 (Coller and Parker, 
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2005), con un papel importante en el decapping. Rpb4 interacciona genéticamente con el 

complejo Pat1/Lsm1-7 (Lotan et al., 2005). El déficit en la presencia del heterodímero 

Rpb4/7 en los mRNA, en el mutante rpb6Q100R conlleva problemas en degradación de los 

transcritos (Goler-Baron et al., 2008; Shalem et al., 2011). Posteriormente, se ha descrito, 

por nuestro grupo, que la correcta asociación del dímero Rpb4/7 a la RNA pol II es necesaria 

en la modulación de la transcripción y degradación del mRNA, provocando su ausencia o 

su disociación de la RNA pol II un incremento de la estabilidad de la mayoría de los mRNA, 

por deficiencia en su asociación a los mismos (Garrido-Godino et al., 2016). 

Según describimos en la figura I14, el dímero Rpb4/7 que forma parte de la RNA 

pol II, una vez sintetizado el mRNA naciente, se asocia a él, acompañándolo en su 

transporte al citoplasma. Una vez allí interacciona con el factor eIF3 favoreciendo la 

traducción. Rpb4/7 se asocia a los p-bodies favoreciendo la degradación del mRNA, por un 

acortamiento de las colas de poli(A), y facilitando el acceso de las exonucleasas. 

Finalmente, el Rpb4/7 puede ser reciclado, retornando al núcleo (Dahan and Choder, 2013; 

Forget and Chartrand, 2011; Selitrennik et al., 2006). 

Figura I14: Esquema de la relación entre Rpb4/7 y los mRNA. Imagen extraída de (Tesis Garrido-Godino, 

2014) adaptado de (Dahan and Choder, 2013; Forget et al., 2013). 
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4. La Prefoldina-like Bud27 

Bud27 (prefoldina no convencional que interacciona con Rpb5),  y su ortólogo en 

humanos URI,  son miembros de la familia de las prefoldinas-like (PFD-like) que actúan 

como chaperonas en una vía independientes de ATP. Se ha descrito que esta proteína se  

une a la subunidad Rpb5 de las tres RNA pols y se considera que funciona como una 

proteína puente capaz de reclutar miembros adicionales de la familia prefoldina (PDF) 

tanto en humanos como en levadura,s formando parte del complejo R2TP/PFDL en 

humanos (Dorjsuren et al., 1998; Gstaiger et al., 2003; Mirón-García et al., 2013). Si bien 

en humanos URI forma parte del complejo prefoldina-like que implica diversas proteínas 

(Figura I15), en levaduras no está claro si este complejo existe como tal. De hecho, en S. 

cerevisiae Bud27 solo se encuentra asociada a  Pfd6 (también conocidas como Gim1/Yke2). 

De igual forma, de las otras proteínas  encontradas en humanos asociadas al complejo 

prefoldina-like, solo Rpb5 y Pfd2 se encuentran en levaduras (Delgermaa et al., 2004; 

Geissler et al., 1998; Gstaiger et al., 2003; Ito et al., 2001; Mirón-García et al., 2013; Siegers 

et al., 1999; Wang et al., 2012).  

 

Figura I15: Esquema de los posibles complejos R2TP/PFDL.   Bud27 en S. cerevisiae y su ortólogo URI en 

organismos eucariotas superiores, así como los diversos componentes de los complejos R2TP/PFDL. Las 
interrogaciones indican la posible no existencia de dichos complejos o módulos, de manera similar a los de 
eucariotas superiores. 

Pih1D1

RPB5

R2TP/PFDL

Prefoldin-

like Module

Higher eukaryotes

Pih1

Rpb5

S. cerevisiae

Others

R2TP 

Module

R2TP/PFDL 

???

Prefoldin-

like Module 
???

R2TP 

Module

Others

Módulo
R2TP

Módulo
Prefoldina

-like ???

Otros

Módulo
R2TP

Módulo
Prefoldina

-like ???

Otros

Eucariotas superiores S. cerevisiae

Prefoldin-
like Module 

???

Módulo
Prefoldina

-like ???

Prefoldin-
like Module 

???

Módulo
Prefoldina

-like



INTRODUCCIÓN  

54 
 

4.1  Papel citoplasmático de Bud27/URI 

4.1.1  Bud27 media la biogénesis de las tres RNA pols en Saccharomyces cerevisiae 

Bud27 se ha descrito como la primera proteína implicada en la biogénesis de las 

tres RNA pols, en S. cerevisiae, en una vía dependiente de Rpb5 y necesaria para la correcta 

asociación de Rpb5 y Rpb6 en las tres enzimas (Mirón-García et al., 2013). Este proceso 

tiene lugar en el citoplasma, en un último paso de la biogénesis antes de su translocación 

al núcleo. La deleción de BUD27 provoca una acumulación de las tres RNA pols en el 

citoplasma. Además  la localización nuclear de las enzimas no depende de la localización 

de Bud27. Esta acumulación citoplasmática también tiene lugar cuando se elimina el 

dominio de unión a Rpb5 en la proteína Bud27 (Mirón-García et al., 2013). 

Bud27 parece estar implicada en la biogénesis de las RNA pols 

independientemente al resto del complejo prefoldinas (Figura I16). Aun así, Bud27 

interacciona físicamente con Yke2 (Pfd6) e interacciona genéticamente con GIM6 (que 

codifica Pdf1) (Deplazes et al., 2009). Las subunidades Pfd1, Pfd6 y Pfd2 (Gim4) son 

prescindibles para la localización nuclear de las tres RNA pols (Mirón-García et al., 2013).  

De igual manera, se ha propuesto un papel para Bud27 en el ensamblaje de las 

subunidades mayores de la RNA pol III, Rpc160 y Rpc128, al resto de la enzima (Vernekar 

and Bhargava, 2015). 

En S. cerevisiae la función de Bud27 en la biogénesis de la RNA pol II es 

independiente de Iwr1 (Mirón-García et al., 2013), un factor que interacciona con las 

subunidades Rpb1 y Rpb2 dirigiendo su importe al núcleo (Czeko et al., 2011; Wild and 

Cramer, 2012),  aunque se han descrito interacciones genéticas entre BUD27,  IWR1 y RPB5 

(Costanzo et al., 2010; Esberg et al., 2011).  

Por último, el silenciamiento de URI con siRNA en fibroblastos pulmonares 

humanos provoca la acumulación de Rpb1 en el citoplasma, lo que sugiere el papel de URI 

en la biogénesis de las RNA pols, al menos la de la RNA pol II (Mirón-García et al., 2013). 
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Todos estos datos en acuerdo con los datos previamente publicados en células de 

humanas que proponen un papel para URI en el ensamblaje de la RNA pol II(Boulon et al., 

2010).  

4.1.2  Bud27 en traducción 

La traducción de proteínas es un proceso altamente regulado que coordina la 

síntesis de cadenas polipeptídicas llevada a cabo por los ribosomas y los factores de 

traducción, con el plegamiento cotraduccional de polipéptidos nacientes mediante 

complejos de chaperonas (Frydman, 2001). Los mecanismos de control de calidad 

postraduccional y traduccional actúan sobre las proteínas nacientes, incluido el 

plegamiento correcto de las cadenas por la acción de las prefoldinas y las chaperonas. 

Existe también un mecanismo que implica la fosforilación dependiente de Gcn2 del factor 

de traducción eIF2a, para inhibir la traducción de la mayoría de las proteínas y para activar 

la traducción de algunas proteínas reguladas por estrés, como los factores de transcripción 

de mamíferos ATF4 o Gcn4 en levadura (revisado en (Albanese et al., 2006; Gebauer and 

Hentze, 2004)). 

La traducción de Gcn4 (activador transcripcional) está regulada negativamente por 

Bud27 y la ausencia de Bud27 provoca un incremento de la traducción de Gcn4(Gstaiger et 

al., 2003). Defectos traduccionales provocan un crecimiento celular lento con fenotipo de 

termosensibilidad en S. cerevisiae (Cuesta et al., 1998), coincidiendo con el fenotipo 

presentado por el mutante bud27∆, sensible también a inhibidores de la traducción tales 

como la cicloheximida, paramomicina e higromicina B (Deplazes et al., 2009). Bud27 tiene 

un papel en la iniciación de la traducción (Figura I16) promoviendo un eficiente 

reclutamiento del complejo ternario, TC (consistente en el iniciador metionil-tRNA, Met-

tiMetRNA, el factor iniciador eIF2 y GTP) a la subunidad 40S. Este proceso ocurre a través de 

la interacción entre Bud27 y el factor de iniciación de la traducción eIF1A (Deplazes et al., 

2009; Mockli et al., 2007) y la asociación entre Bud27 y los ribosomas (Deplazes et al., 

2009). También se ha descrito la interacción entre Bud27 y las chaperonas Ssb1 y Sis1 

(Mirón-García et al., 2013; Mockli et al., 2007), miembros de la familia Hsp70 y Hsp40. Estos 

datos sugieren la implicación de Bud27 en el plegamiento de proteínas de un modo 

indirecto (Deplazes et al., 2009). 
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4.2  Papel nuclear de URI/Bud27 

La ausencia de Bud27 conduce a una disminución general en la ocupación de la 

RNA pol II y  III en los genes, sugiriendo una disminución en los niveles de expresión génica 

en S. cerevisiae (Gstaiger et al., 2003; Mirón-García et al., 2014; Vernekar and Bhargava, 

2015), que podría ser la consecuencia de un ensamblaje defectuoso en el citoplasma y, por 

tanto, de una importación defectuosa al núcleo (Mirón-García et al., 2013; Vernekar and 

Bhargava, 2015). Esta hipótesis  podría extrapolarse para la RNA pol I.  

Bud27 interactúa con formas fosforiladas de la RNA pol II(CTD-Ser5P y CTD-Ser2P), 

sugiriendo una implicación en la elongación de la transcripción   (Mirón-García et al., 2014). 

De hecho, la falta de Bud27 afecta la elongación de la transcripción, como lo demuestra el 

aumento de fosforilación Ser5-CTDP y Ser2-CTDP, así como la sensibilidad a drogas que 

afectan al nivel intracelular de  nucleótidos, ácido micofenólico y 6.azauracilo, (Mirón-

García et al., 2014). Bud27 también interactúa in vivo con Sth1, subunidad del complejo 

remodelador de cromatina, RSC. La inactivación de Bud27 altera la asociación entre Sth1 y 

formas elongantes de la RNA pol II (Mirón-García et al., 2014). Se ha descrito  un fenómeno 

similar con la RNA pol III en S. cerevisiae, lo que sugiere que Bud27 también podría actuar 

sobre RNA pol III durante la elongación de la transcripción (Vernekar and Bhargava, 2015). 

Estos datos son consistentes con las interacciones genéticas descritas entre BUD27 y RSC1, 

RSC8 y RSC4 (Collins et al., 2007; Mirón-García et al., 2014). En correlación con la 

interacción funcional entre Bud27 y Sth1, Rpb5, que se asocia directamente a Bud27 (igual 

en eucariotas superiores), también establece una conexión con Rsc4 (otra subunidad de 

RSC). Concretamente, la falta de la interacción Rpb5-Rsc4 afecta la estructura de la 

cromatina en la región promotora de algunos genes regulados por RSC, conllevando una 

alteración de la transcripción (Soutourina et al., 2006). Teniendo en cuenta todos los datos 

anteriores combinados, planteamos la hipótesis de que Bud27 podría promover la 

interacción de RSC con la RNA pol II y III a través de Rpb5, formando un complejo tripartito 

estable. Se podría requerir esta asociación entre Bud27/Rpb5/RSC  para mantener la 

conformación adecuada de la cromatina en todos los genes y para modular el proceso de 

elongación de la transcripción de la RNA pol II y III. Debido a que Rpb5 es una subunidad 

común de las tres RNA pols nucleares, no podemos descartar que Bud27 también pueda 
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facilitar procesos similares con la RNA pol I (Mirón-García et al., 2014). 

 

El papel de Bud27 en el núcleo no se limita a la transcripción. Se ha propuesto que 

Bud27 podría estar involucrado en procesos de reparación del DNA en S. cerevisiae y que 

células bud27∆ muestran una recombinación de cromátidas hermanas alteradas. La falta 

de Bud27 aumenta el nivel de Rad52, una proteína implicada en la reparación de roturas 

de doble cadena en el DNA durante el crecimiento vegetativo y la meiosis, así como en la 

recombinación homóloga (Muñoz-Galván et al., 2013). Por consiguiente, las células bud27Δ 

muestran una recombinación de cromátidas hermanas alterada. Es razonable sugerir que 

el deterioro de la conexión entre RSC y Bud27 podría tener un impacto en la estructura de 

la cromatina, afectando procesos como la reparación y recombinación del DNA (Figura I16).  

 

Figura I16: Representación esquemática de las diversas funciones de Bud27 en el núcleo y citoplasma en 

S. cerevisiae.  
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4.3  URI/Bud27, como factor implicado en la ruta TOR. 

TOR (“target of rapamycine”) es una ruta de transducción de señales conservada 

en todos los eucariotas, actuando como regulador en el crecimiento y metabolismo celular 

(revisado en (Loewith and Hall, 2011). Existen dos complejos TOR descritos tanto para 

humanos como para levaduras: TOR complex 1 (TORC1 o mTORC1 en humanos) y TOR 

complex 2 (TORC2 o mTORC2 en humanos) (Loewith et al., 2002; Nandagopal and Roux, 

2015; Reinke et al., 2004; Wedaman et al., 2003; Wullschleger et al., 2006). TORC1 

compuesto por TOR1 y TOR2 es sensible a rapamicina, involucrado en la regulación de la 

síntesis de proteínas, transporte de nutrientes, progresión del ciclo celular y autofagia. 

TORC2, no es sensible a rapamicina y media la vía única de TOR2 encargada de polarizar el 

crecimiento celular y la actina que forma parte del citoesqueleto, entre otras funciones 

(Moir and Willis, 2013). 

Tanto Bud27 como su ortólogo en humanos URI, parecen participar en la ruta TOR 

(Gstaiger et al., 2003). La  inactivación de Bud27 altera la expresión de 39 genes, todos 

relacionados con el metabolismo de aminoácidos y de estos 29, solapan con los 331 

alterados tanto en presencia de rapamicina como en condiciones de carencia de 

aminoácidos en células de S. cerevisiae (Gstaiger et al., 2003). En esta línea, la mayoría de 

los genes de la RNA pol II, alterados en las células bud27Δ, contienen un sitio de unión 

consenso para Gcn4, activador transcripcional de genes de aminoácidos biosintéticos bajo 

condiciones de carencia (Gstaiger et al., 2003; Natarajan et al., 2001). De acuerdo con esto, 

los análisis ChIP-Seq realizados por nuestro grupo han revelado un subconjunto de genes 

con ocupación de la RNA pol II alterada por la inactivación de Bud27, la mayoría de ellos 

putativamente regulados por GCN4 (datos no publicados). En particular, nuestros 

resultados también sugieren que la falta de Bud27 provoca defectos transcripcionales 

similares a los observados por inhibición de la vía TOR con rapamicina (datos no 

publicados). Es tentador especular que la disminución en la acumulación de Bud27 bajo 

tratamiento con rapamicina (Gstaiger et al., 2003) podría ser la causa de estos procesos 

comunes alterados por la inactivación de Bud27.  

La vía TOR está involucrada en procesos relacionados con el crecimiento que  

implican la biogénesis de los ribosomas (Lee et al., 2012; Mayer and Grummt, 2006). La 
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síntesis de ribosomas requiere la transcripción coordinada de RNA pol I (rRNA), RNA Pol II 

(genes de proteínas ribosomales) y RNA Pol III (5S rRNA) (Albert et al., 2016). Debe existir 

comunicación entre las tres RNA pol para sintetizar los transcritos de rRNA y mRNA de 

proteínas ribosomales para la biogénesis de ribosomas y las tres maquinarias 

transcripcionales podrían estar reguladas mediante algún factor que las coordine, lo que 

puede apuntar a Bud27 a través de la subunidad común a las tres enzimas,  Rpb5. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



 

 

 

 

 

 
Objetivos/Aims 

 



 



OBJETIVOS 

63 
 

OBJETIVOS  

Bud27 (prefolin-like) y Rtr1 (fosfatasa del CTD de la RNA polimerasa II), son dos 

proteínas implicadas en el ensamblaje y/o transporte de las RNA polimerasas al núcleo, 

objetos de estudio de nuestro grupo de investigación.  El papel de estas proteínas en 

diversas etapas del proceso de  transcripción y su posible relación con los procesos de 

degradación de mRNA nos lleva a plantear el estudio de su influencia en el ciclo de vida 

de los mRNA. Los objetivos específicos son: 

 

1. Desarrollar un método de purificación de fracciones cromatínicas 

enriquecidas que nos permita el análisis de las proteínas asociadas a la 

misma, necesaria para el desarrollo de este trabajo. 

 

2. Analizar el papel de Bud27 en los procesos de estabilidad/degradación de 

los mRNA y profundizar en su conexión con la ruta TOR. 

 

3. Analizar el papel de Rtr1 en los procesos de estabilidad/degradación de los 

mRNA. 
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AIMS 

Bud27 (prefoldin-like) and Rtr1 (CTD phosphatase of the RNA polymerase II), are 

two proteins involved in the assembly and/or transport of RNA pol to the nucleus. 

The role of these proteins in several steps of transcription process leads us to 

consider the study of their influence on the mRNA life cycle. The specific objectives 

are: 

 

1. To develop a method to purify chromatin enriched fractions that allow us 

the analysis of their associated proteins, necessary for this work. 

 

2. To analyze the role of Bud27 in the mRNA stability/degradation processes 

and to establish its relationship with TOR pathway. 

 

3. To analyze the role of Rtr1 in the mRNA stability/degradation processes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
Materiales y Métodos 

 



 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

69 
 

1  Medios de cultivo 

1.1  Medios de cultivo para Escherichia coli 

LB (Luria-Bertani): triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v) y  NaCl 0,5% 

(p/v). Para la obtención de LB sólido se añadió además 1,5% (p/v) de agar.  

Los antibióticos usados en el manejo de E. coli  fueron ampicilina (100 μg/ml) y 

kanamicina (25 μg/ml).  

1.2  Medios de cultivo para Saccharomyces cerevisiae 

 Medio completo (YPD): peptona 2% (p/v), glucosa 2% (p/v), extracto de 

levadura 1% (p/v). Para el medio sólido se añadió 2% (p/v) de agar. 

 Medio mínimo (SD: synthetic dropout): base de nitrógeno para levadura (YNB) 

0,17% (p/v), sulfato de amonio 0,5% (p/v), glucosa 2% (p/v). Para el medio sólido se añadió 

2% (p/v) de agar. Este medio requiere de la adición de aminoácidos y vitaminas (Tabla M1) 

en base a la auxotrofías y prototrofías de las cepas. 

 Medio de esporulación (SPO): acetato de potasio 1% (p/v), extracto de levadura 

0,1% (p/v), glucosa 0,05% (p/v), agar 2% (p/v). Este medio debe ser suplementado con ¼ 

de los requerimientos habituales de aminoácidos. 

1.3  Aminoácidos, vitaminas  y antibióticos 

1.3.1  Aminoácidos y vitaminas 

Los aminoácidos y vitaminas utilizados para cultivos de S. cerevisiae se encuentran en la 

tabla M1. 

Tabla M1: Aminoácidos y vitaminas 

Aminoácidos y vitaminas Concentración final 

Adenina 50 mg/l 

Histidina 20 mg/l 

Leucina 150 mg/l 

Lisina 30 mg/l 

Metionina 20 mg/l 

Triptófano 20 mg/l 

Uracilo 20 mg/l 
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1.4  Drogas  

 Rapamicina: Antibiótico producido como metabolito secundario por 

Streptomyces hygroscopicus (Loewith and Hall, 2011). El efecto de esta droga es inhibir la 

ruta de señalización TOR (del inglés “Target Of Rapamycin ”) imitando una situación de 

carencia de nutrientes (Rohde et al., 2001). Esta droga se añade a medio rico YPD a una 

concentración variable dependiendo de los requisitos experimentales partiendo de una 

solución a 1M disuelta en DMSO.  

 Tiolutina: Antibiótico que inhibe la actividad de la RNA polimerasa II tanto in 

vivo como in vitro, incrementando los niveles de genes de estrés, tales como HSP82 (entre 

5 y 10 veces), SSA4 (más de 25 veces) y HSP26 (más de 50 veces), en condiciones en las que 

la transcripción de los genes no implicados en respuesta a estrés está bloqueada (Adams 

and Gross, 1991). Esta droga disuelta en DMSO a una concentración de 1 mg/ml se usó con 

medio rico YPD a una concentración final de 5 mg/ml.  

 FOA: ácido 5-fluoro-orótico (FOA) es una droga habitualmente utilizada como 

sistema de selección (Boeke et al., 1984). El gen URA3 codifica la ortidina 5-fluoro-UMP 

fosfato descarboxilasa que convierte el ácido fluororótico en 5-fluoro-UMP, tóxico para las 

células. En este medio será inviable el crecimiento de cepas que contengan en el genoma 

el gen URA3 o un plásmido con el mismo. Por ello, el FOA se ha utilizado como herramienta 

para provocar la eliminación de la célula de aquellos plásmidos no esenciales que 

contengan el gen URA3. Se añade directamente el producto en polvo a una concentración 

final de 0,5 mg/ml en SD suplementado con los requerimientos necesarios a cada situación 

experimental. 

 Cicloheximida: es un inhibidor de la síntesis proteica en organismos eucariotas 

y es producida por la bacteria Streptomyces griseus. Actúa interfiriendo en la actividad 

peptidil transferasa del ribosoma 60S, bloqueando la elongación traduccional. Se usa a la 

concentración necesaria en medio mínimo SD con los requerimientos específicos, desde 

una solución a una concentración de 50 mg/ml disuelta en metanol. 
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2  Técnicas de manipulación en Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli 

2.1  Técnicas de manipulación de Saccharomyces cerevisiae 

2.1.1  Condiciones de cultivo  

Las células se cultivaron a temperatura óptima o permisiva de 30°C. Las 

temperaturas restrictivas, dependiendo de la condición experimental, fueron de 33°C, 35°C 

y 37°C. Para todas las temperaturas, los cultivos líquidos se  incubaron con una agitación 

de 180 rpm. 

2.1.2  Transformaciones 

2.1.2.1  Transformación rápida 

Para la transformación rápida con plásmido en S. cerevisiae, se utilizó el protocolo 

previamente descrito (Chen et al., 1992), que parte  de un pellet de células recogidas en 

fase exponencial (D.O600 ~0,5-0,8), crecidas en  medio YPD o SD líquido a 30°C. Estas células 

se lavaron dos veces con H20 miliQ y se centrifugaron a 2500 rpm durante 4 minutos. Dicho 

pellet se resuspendió en 150 μl de PEG4000 40% (p/v), LiAc 0,2 M, DTT 0,05 M y 1-3 μg de 

DNA. Posteriormente se realizó un choque térmico a 45°C durante 45 minutos. Una vez 

finalizado, las células se recogieron mediante centrifugación a bajas revoluciones (2500 

rpm), lavándolas con H20 miliQ. Por último se resuspendieron en 200 μl de H2O miliQ, 

sembrándose en  placas adecuadas para cada experimento. 

2.1.2.2  Transformación por el método Acetato de Litio/polietilenglicol 

Método descrito previamente (Gietz et al., 1995) con modificaciones, en el cual, se 

partió de un pellet de células recogidas en fase exponencial (D.O600 ~0,5-0,8), crecidas en 

medio YPD o SD líquido a 30°C. Estas células se lavaron dos veces con H20 miliQ y se 

centrifugaron a 2500 rpm durante 4 minutos. A continuación, se volvió a lavar el pellet de 

células con 0,1 volumen de TE/LiAc (TE [Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5]; LiAc [LiAc 0,1 

M, pH 7,5]) respecto al volumen inicial de cultivo recogido. Las células se resuspendieron 

en 50 μl de TE/LiAC, incubándose a 30°C durante 1 hora en presencia de 300 μl de 40% 

(p/v) PEG4000/TE/LiAc, y añadiendo 50 μg de DNA de esperma de salmón desnaturalizado y 

1 μg del DNA de interés. Posteriormente se realizó un choque térmico a 42°C durante 20 
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minutos. Tras el choque térmico, se realizaron 2 lavados con H2O miliQ, a  2500 rpm 

durante 2 minutos, resuspendiendo finalmente las células en 400 μl de H2O miliQ y 

sembrándolos en los diferentes medios y condiciones que requiera el experimento. En caso 

de que el medio incluya el antibiótico G-418 a una concentración final de 0,4 mg/ml, antes 

de sembrase, las células fueron sometidas a un proceso de recuperación en 1 ml de YPD 

durante 2 horas a 30°C en el baño, para permitir la expresión del gen de resistencia. 

2.1.3  Determinación de sexos en células haploides, construcción de cepas diploides, 

esporulación y selección de esporas. 

2.1.3.1  Construcción de cepas diploides 

Previamente a la construcción de cepas diploides, se comprobó el sexo de las cepas 

mediante una PCR de colonias (explicado en apartado de PCRs), usando los oligos A1, 

alpha1 y Mat_reverse (Tabla suplementaria M4), seguida de la comprobación del tamaño 

diferencial entre MATa o MATα mediante electroforesis en un gel de agarosa. La 

construcción de cepas diploides se realizó cruzando cepas de sexo contrario (MATa, MATα); 

para ello se resuspendieron células de ambos sexos en 50 μl de H2O miliQ y se depositaron 

5 μl en una placa con medio rico sólido YPD y se incubaron durante 12 horas a 30°C. Para 

la selección posterior de las cepas diploides, se aislaron colonias de este cruce y se 

seleccionaron aquellas que contenían los marcadores de auxotrofía requeridos. Cuando 

esto no era posible, se seleccionaban las colonias mayores y se les comprobaba por PCR la 

presencia de marcadores para los dos sexos.  

2.1.3.2  Esporulación 

Para la obtención de cepas haploides a partir de cepas diploides se empleó el medio 

de esporulación (SPO), descrito en medios de cultivo; con ello se somete a las células a 

condiciones adversas de crecimiento con bajos niveles de fuente de carbono y nitrógeno, 

favoreciendo la división meiótica y dando lugar a cuatro células hijas envueltas en un asca 

única. Se incubaron las células a 30°C durante varios días hasta la observación al 

microscopio de la formación de ascas (tétradas) con esporas. 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

73 
 

2.1.3.3  Selección de las células haploides tras la esporulación 

Para la selección de las células haploides hay que digerir el asca que las envuelve 

utilizando Zimoliasa 20T (US Biological) a una concentración de 1 mg/ml, a 37°C durante 30 

minutos. Esta solución se agitó suavemente para disgregar las esporas y se sembraron en 

medios selectivos para la obtención de las células haploides de interés. 

Empleando el mismo método de PCR que utilizábamos en la determinación del 

sexo, comprobamos la haploidía de las células seleccionadas. 

2.1.3.4  Construcción de cepas mediante la deleción de genes y adición de etiquetas. 

La deleción de genes y adición de etiquetas se realizó por recombinación homóloga 

transformando las células de levadura con el producto de DNA de interés amplificado por 

PCR.  

 Para la generación de cepas conteniendo rtr1::TAP, se amplificó el fragmento 

rtr1::TAP::HIS desde una cepa que contiene este alelo, con los oligos RTR1-501 y RTR1-301, 

y se procedió a la posterior transformación con las cepas requeridas.  

Para la deleción de RTR1, rtr1∆, se amplificó el fragmento rtr1::KanMX4 desde la 

cepa YFN161 con los oligos RTR1-501 y RTR1-301, y este se utilizó para transformar las 

cepas correspondientes. 

2.2  Manipulación de Escherichia coli  

Las condiciones óptimas de cultivo de E. coli son 37°C de temperatura a una 

agitación de 180 rpm en el caso de cultivos en medio líquido. Para el cultivo de E. coli se 

usó el medio LB suplementado con ampicilina 100 μg/ml o kanamicina 25 μg/ml 

dependiendo de las necesidades experimentales.  

La extracción de plásmido se realizó usando el kit comercial PureYield™ Plasmid 

Miniprep System (Promega), siguiendo el protocolo establecido.  

Para la transformación de bacterias con plásmidos se emplearon células 

electrocompetentes XL1-blue . El protocolo de electroporación parte de 50 μl de células 

electrocompetentes (~2 x 1010 células/ml) a las que se le añadió 1 μg de plásmido en una 
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cubeta de electroporación estéril (enfriada previamente en hielo) de 0,2 cm de anchura. 

Tras un pulso eléctrico de 4-5 milisegundos y un campo eléctrico de 12,5 kV/cm (Equipo 

MicropulserTM; Biorad), las células fueron resuspendidas en 1 ml de medio de recuperación 

SOC (atemperado previamente a 37°C) e incubadas a 37°C durante 1h. Las células fueron 

sembradas en placas de LB sólido suplementado con el antibiótico requerido. 

Para la preparación de células electrocompetentes todo el procedimiento debe 

realizarse en frío. Se partió de 1L de cultivo de células de la cepa XL1-blue, crecidas en 

medio LB y recogidas en fase exponencial (D.O600~0,5) y centrifugando a 5.000 rpm durante 

15 minutos a 4°C. Posteriormente se lavó el pellet de células, dos veces con 1 volumen de 

H20 miliQ estéril fría y una vez con 0.01 volúmenes de 10% (v/v) glicerol estéril frío respecto 

al volumen de cultivo recogido. Las células se resuspendieron en 1 ml de glicerol 10% (v/v) 

(lo que supone una concentración de 1000 veces). Posteriormente se prepararon alícuotas 

de 50 μl, se congelaron rápidamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80°C.  

3  Técnicas de Biología Molecular 

3.1  Técnicas de Análisis y manipulación de ácidos nucleicos 

3.1.1  Extracción de DNA genómico de Saccharomyces cerevisiae 

Para la extracción de DNA genómico se partió de un pellet de células procedente 

de un cultivo de 10 ml (30°C en YPD líquido en fase exponencial D.O600~0,6-0,8), o a partir 

de una buena masa de células recogidas de una placa del medio que corresponda. Este 

pellet se resuspendió en 200 μl de tampón de extracción (SDS 1% (p/v), Triton X-100 2% 

(v/v), NaCl 100 mM) y se añadieron 300 μl de perlas de vidrio (425-600 μm, SIGMA) y 200 

μl de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), pH 8. La mezcla se agitó con vórtex a 

máxima potencia durante 4 minutos a 4°C. Tras la rotura se le añadieron 200 μl de tampón 

TE (Tris-HCl 10 mM  pH 8, EDTA 1 mM pH 8)  y se centrifugó a 13.000 rpm durante 5 minutos 

a 4°C.  El sobrenadante se precipitó con 1 ml de etanol absoluto frío (-20°C), tras mezclar 

por inversión. Se centrifugó de nuevo a 13.000 rpm, 5 minutos, a 4°C, y se resuspendió el 

pellet en 400 μl de tampón TE, incubándolo a 37°C hasta su disolución completa. 

Posteriormente se añadieron 10 μl de acetato sódico 4 M y 2,5 volúmenes (1 ml) de etanol 

absoluto frío (-20°C), se mezcló por inversión y se centrifugó a 13000 rpm durante 5 
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minutos a 4°C. Una vez precipitado el DNA, fue lavado con 1 ml de etanol al 70% (v/v), 

secado y resuspendido en 50 μl de H2O miliQ estéril. 

 3.1.2  Extracción de RNA de Saccharomyces cerevisiae 

Para la extracción de RNA se partió de 10 ml de cultivo  recogido a una D.O600~0,6 

(fase exponencial) mediante centrifugación a 4000 rpm, 4°C durante 3 minutos (para una 

mayor extracción de RNA se puede emplear más volumen de cultivo). El pellet se lavó con 

1 ml de H2O miliQ y  se resupendió en 200 μl de LETs (LiCl 5M, EDTA 0,5M pH 8, SDS 10% 

(p/v) y Tris-HCl 1M pH 7,5), 100 μl fenol:cloroformo:alcohol isoamílico  (125:24:1) pH 4,7 y 

100 μl de perlas de vidrio (425-600 μm, SIGMA), agitándose con vórtex durante 12 minutos 

a 4°C a máxima potencia. Posteriormente se centrifugó durante 5 minutos a 12000 rpm y 

4°C. El sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo al que se añadió un volumen de 

fenol:cloroformo:alcohol isoamílico  (125:24:1) pH 4,7.  Se mezcló suavemente con el 

vórtex para mezclar y se centrifugó en las mismas condiciones. Se recuperó el 

sobrenadante añadiéndole un volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). Se mezcló 

y se centrifugó 5 minutos a 12000 rpm a 4°C. El sobrenadante se precipitó con un volumen 

de  LiCl 5M a -20°C durante 3 horas (u “overnight”). Se centrifugó durante 5 minutos a 

12000 rpm a 4°C, se lavó el pellet con 70% (v/v) de etanol frío y se resuspendió en 300 μl 

de H20 miliQ. Posteriormente el RNA se precipitó con 1/10 del volumen de acetato sódico 

3M y dos volúmenes de etanol absoluto frío a -20°C durante 1 hora u “overnight” a -20°C. 

Tras la precipitación, se centrifugó durante 15 minutos a 14000 rpm y 4°C, se lavó el pellet 

con 70% (v/v) de etanol frío, se dejó secar a temperatura ambiente y finalmente se 

resuspendió en 50 μl de H2O miliQ. 

3.1.3  Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

Para el análisis por PCR se emplearon tres DNA polimerasas diferentes 

dependiendo de los requerimientos experimentales.   

 DNA polimerasa BIOTOOLS (BIOTOOLS B&M Labs, S.A.) utilizada para la 

comprobación de marcadores de cepas y fragmentos de DNA inferiores a 1Kb. 

 iProof High-Fidelity DNA Polymerase (BioRad), se utilizó para amplificar 

fragmentos destinados a recombinación homóloga y clonación debido a su alta fidelidad. 
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 iTaq™ DNA Polymerase (BioRad), enzima empleada de forma rutinaria para 

comprobación de fragmentos grandes. 

Para PCRs de colonias de levadura, se resuspendió una colonia en 2,4 μl de NaOH 

0,02N, se congeló en nitrógeno líquido y posteriormente se incubó a 100°C durante 10 

minutos. Finalmente se le añadieron a la solución los respectivos reactivos de la PCR y se 

procedió a realizar la PCR. 

3.1.4  Transcripción reversa o retrotranscripción (RT) 

Para el análisis de RNA mediante PCR a tiempo real, es necesario sintetizar cDNA a 

partir de este. Se empleó el kit comercial iScript™ cDNA synthesis kit (BioRad), siguiendo 

las especificaciones del fabricante. Se usó 1 μg de RNA y se utilizó un volumen final de 

reacción de 20 μl a los que se añadieron 80 μl de H2O miliQ libre de DNasa y RNasa tras la 

retrotranscipción, para conseguir un volumen final de 100 μl. Para la PCR cuantitativa a 

tiempo real se empleó una dilución 1:100 de dicho cDNA. 

3.1.5  PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) 

Las reacciones de qPCR se realizaron utilizando los equipos  CFX96™ y CFX384™ 

Real-time PCR detection systems (BioRad).  

Para el análisis de cDNA procedente mRNA se empleó kit comercial SsoFast™ 

EvaGreen® Supermix (BioRad). Para ello se emplearon 1:100 del cDNA preparado según se 

indica anteriormente, 10 pmoles de cada oligonucleótido y 2,5 μl de la mezcla de reacción 

en un volumen de reacción final de 5 μl. 

Los resultados obtenidos fueron analizados con el software CFX Manager™ 3.1 

(Biorad). 

3.1.6  Análisis mediante cuantificación y electroforesis de ácidos nucleicos 

La electroforesis de los ácidos nucleicos se realizó en geles de agarosa, entre el 0,6-

2,5% (p/v) dependiendo del tamaño de los mismos, preparados con tampón TAE 0,5X (Tris-

acetato 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,5). A las muestras se les añadió tampón de carga (azul 

de bromofenol 0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v)) a una concentración final de 1X.  Se 
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visualizaron los ácidos nucleicos usando SYBR Green (Invitrogen™) o bromuro de etidio (0,5 

μg/ml) y luz ultravioleta. 

Para la cuantificación tanto de RNA como DNA se utilizó el equipo NanoVue® Plus 

Spectophotometer (GE Healthcare). 

3.1.7  Análisis de la estabilidad de mRNAs  

Para el análisis de la tasa de degradación de mRNA, se crecieron las células en 150 

ml de SD líquido (con los requerimientos específicos) a 30ºC en agitación (180 rpm). Cuando 

el cultivo alcanzó una D.O600~0,5, se añadió tiolutina a una concentración final de 5 μg/ml, 

provocando una parada en la transcripción. Se recogieron alícuotas de 15 ml a los 

diferentes tiempos requeridos, recuperándose el pellet de células con una centrifugación 

de 2 minutos a 4000 rpm, y posteriormente congelándolo en N2 líquido. A partir de estas 

muestras se realizaron extracciones de RNA (apartado 3.1.2), analizándose por RT-qPCR 

(apartado 3.1.3) y Dot-blot. 

3.1.8  Dot-blot 

Para el análisis de RNA mediante Dot-blot se midió la concentración utilizando el 

equipo NanoVue® Plus Spectophotometer (GE Healthcare) y se diluyeron las muestras a la 

misma concentración final. Se depositaron gotitas del mismo tamaño (1 µl de volumen y 2 

µg de RNA) de cada muestra sobre una membrana de nitrocelulosa previamente lavada 2 

veces durante 5 minutos con tampón SSC 2X (SSC 20X: NaCl 3M, Citrato sódico 300mM pH 

7). Puesto que la mayor parte del RNA es ribosómico, usamos la cuantificación de RNA total 

para normalizar la carga. Una vez la gotas habían empapado la membrana y no quedaba 

líquido, se incubó la membrana en una estufa a 65ºC durante 5 minutos, seguido de 

“crosslinking” durante 2 minutos con luz UV  a potencia de 400 mJ/cm2 y una longitud de 

onda de 254 nm, en un UV crosslinker (Biolink Shortwave 254nm).  

Posteriormente se procedió a hibridar el RNA con la sonda correspondiente. Para 

ello, la membrana se incubó en tampón de hibridación (NaPO4 0,5 M pH 7, EDTA 10 mM y  

SDS 7% (p/v)) previamente calentado a la temperatura de meelting del oligodT (56º) 

durante 45-60 minutos. Posteriormente se añadieron 50 pmol de oligodT (oligodTCy3), 

incubándose a la misma temperatura de meelting durante toda la noche. Tras la 
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incubación, se realizaron 6 lavados de 10 minutos, a temperatura ambiente, con tampón 

de lavado (NaPO4 0.28 M pH 7,2, SDS 7% (p/v)), previamente calentado a la temperatura 

de hibridación (56ºC).  

La fluorescencia se analizó en el documentador de geles (Versadoc) de los Servicios 

centrales de apoyo a la investigación (SCAI) de la Universidad de Jaén,  utilizando el 

programa Quantity One, optimizado para la detección de fluorescencia roja a una longitud 

de onda de 635 nm. 

3.1.9  RNA-seq (secuenciación del RNA) 

3.1.9.1  Extracción de RNA 

Para la secuenciación de RNA de células de S. cerevisiae se partió de RNA extraído 

tal y como se explica en el apartado correspondiente, a partir de 50 ml de cultivo.  

3.1.9.2  Secuenciación de mRNA y determinación de los sitios de poli(A). Método 3’T-fill 

La secuenciación de mRNA y determinación de los sitios de poli(A) en todo el 

genoma se realizó utilizando el método  3'T-fill (Wilkening et al., 2013) (Figura M1) y en  

colaboración con en el laboratorio del Dr. Steinmetz en el  European Molecular Biology 

Laboratory (EMBL) Heidelberg, Alemania.  

En primer lugar, se generó la  librería de cDNAs usando el kit QuantSeq 3′ mRNA-

Seq Library Prep Kit for Illumina en el “”Gene Core del EMBL (Alemania). Una vez 

obtenida la librería, se cargó en la estación de cluster (cBot, Illumina), añadiendo el tampón 

T-fill (Wilkening et al., 2013). durante 5 minutos se incubó a 60ºC, permitiendo que el 

cebador compuesto por timinas (dTTPs) se alinee al fragmento de poli(A) donde se rellena 

con dTTPs (Figura M1B). Posteriormente se pasa al secuenciador HiSeq 2000 (Illumina) 

(Figura M1C), secuenciándose los mRNAs desde el primer nucleótido inmediatamente 

posterior al poli(A). Los datos obtenidos, se procesaron durante mi estancia doctoral en el 

Karolinska Institutue, Estocolmo (Suecia), en colaboración con el Dr. Pelechano.  
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Figura M1: Esquema general del método 3´T-fill. A) Esquema del protocolo 3’T-fill. El RNA fragmentado se 

transcribe de forma inversa con un cebador oligo (dT) acoplado al adaptador PE 1.0 (naranja) y biotina (B). 
Después de la síntesis de la segunda cadena el adaptador PE 2.0 (marrón) se liga al fragmento unido. B) En la 
estación de clúster, la cola de poli(A) se rellena con nucleótidos dTTPs complementarios sin etiqueta. C) 
Posteriormente, la secuenciación comienza directamente al final de la 3’-UTR (primer nucleótido tras la cola 
poli(A) (Wilkening et al., 2013). 

  

En base a la metodología utilizada en el método 3’T-fill, el tipo de secuenciación 

empleado parte del extremo 3’, a partir del nucleótido pegado a la cola de poli(A). Por 

tanto, en las secuencias nunca debe aparecer como primer nucleótido la timina. Esto se 

comprobó mediante el programa FastQC (Figura M2). 

 

Figura M2: Representación mediante el programa FastQC, de la disposición de los diferentes nucleótidos 

en el conjunto de los transcritos. Como se observa como primer nucleótido de los transcritos no aparece 
Timina (en rojo) en la totalidad de los transcritos. Se usó  la metodología 3’T-fill, mediante la cual se secuencia 
a partir del primer nucleótido después de la cola de poli(A). 

A B C
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3.1.9.3  Pre-procesamiento y alineamiento 

La eliminación de los adaptadores (barcode) se realizó mediante el paquete 

fastx_clipper. El alineamiento se realizó con hisat2-2.0.5 utilizando el genoma de referencia 

de S. cerevisiae S288c genome (SGD R64). 

3.1.9.4  Establecimiento de los sitios de poliadenilación 

La identificación de los sitos de poliadenilación se estableció a partir de los sitios 

de poliadenilación preestablecidos (Xu et al., 2009), en torno al cual se analizó un rango de 

+/- 200 pb (variable dependiendo de los análisis), utilizando el programa Rstudio.  

La poliadenilación de genes específicos se visualizó con el programa Integrative 

Genomics Viewer (IGV) (Robinson et al., 2011; Thorvaldsdóttir et al., 2013) 

3.1.9.5  Análisis de la expresión diferencial 

La determinación de los niveles de transcritos de cada uno de los genes se 

desarrolló en R/Bioconductor, a partir de una versión avanzada del paquete DESeq (Anders 

and Huber, 2010), DESeq2. 

Para ello, en primer lugar se hizo un análisis de similitud de las réplicas y calidad de 

las muestras. Se usaron tres tipos de análisis con el mismo fin: PCA, heatmap y heatpairs. 

En este caso la utilización de los datos en logaritmo en base 2, tal cual se emplea para 

analizar los niveles de expresión, plantea el siguiente problema: los genes con bajo nivel de 

conteo tienden a dominar el resultado,  debido al fuerte ruido de fondo (Poisson) inherente 

en los conteos de los valores pequeños. Para solucionar este problema, DESeq2 ofrece una 

transformación regularizada del logaritmo (rlog), donde los genes con altos niveles de 

conteos no difieren mucho del logaritmo en base 2 ordinario; sin embargo, para los genes 

con niveles de conteos bajos, los valores se reducen a los promedios de los genes en todas 

las muestras, permitiendo de este modo obtener un análisis representativo. 
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3.2  Técnicas de análisis proteicos 

3.2.1  Extracción de proteínas 

Se partió de un volumen de cultivo estándar de 100 ml, crecido a 30ºC en agitación 

(180 rpm), en fase exponencial  a D.O600 ~0,6-0,8  y las células se recogieron por 

centrifugación durante 5 minutos a 4000 rpm y 4ºC. Posteriormente se lavaron con 1 ml de 

H2O miliQ.  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 200 μl de bolitas de vidrio (425-600 μm, SIGMA). 

Posteriormente, se agitó a máxima potencia durante 15 minutos a 4ºC, incubando cada 5 

minutos los tubos en hielo 1 minuto. Tras la rotura se centrifugó a 14000 rpm durante 15 

minutos a 4ºC y se recuperó el sobrenadante que se volvió a centrifugar en las mismas 

condiciones. Los extractos celulares pueden  almacenarse finalmente a -80ºC. 

Para cuantificar la concentración de proteínas obtenidas, se empleó el método de 

Bradford (Bradford, 1976) que utiliza una recta patrón realizada con BSA (Albúmina de 

suero bovino).  

3.2.2  Análisis de proteínas por western-blot 

Para el análisis de las proteínas mediante western-blot se llevó a cabo una 

electroforesis de las muestras en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

con la presencia de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). El porcentaje de acrilamida empleado 

tanto para geles continuos como discontinuos, va a depender del tamaño de la proteína de 

interés de cada experimento. El tampón de electroforesis empleado está compuesto por 

Tris-HCl 50 mM pH 8,3-8,6, glicina 0,38 M, SDS 0,1% (p/v), y se usó un voltaje constante 

entre 100-200V. Una vez terminada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a 

membranas de PVDF Immobilon-P (Millipore©), activadas previamente durante 15 

segundos en metanol. La transferencia se realizó mediante electrotransferencia semiseca 

en Trans-Blot Semidry Transfer Cell (BioRad). Para ello, se colocaron sobre el ánodo, en el 

siguiente orden, 3 piezas de papel whatman© del mismo tamaño (de 1 cm mayor a cada 

lado de la membrana) empapadas en tampón ánodo I (Tris-HCl 0,3 M pH 10,4, metanol 10% 
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(v/v)), 2 piezas de papel whatman© empapadas en tampón ánodo II (Tris-HCl 25 mM pH 

10,4, metanol 10% (v/v)), la membrana de PVDF, el gel de poliacrilamida y 3 piezas de papel 

whatman© empapadas en tampón cátodo (Tris-HCl 25 mM pH 9,4, metanol 10% (v/v), 

glicina 40 mM). Tras colocar el cátodo,  se llevó a cabo  la transferencia durante 45 minutos, 

aplicando una corriente de 2,5 mA/cm2 (relativo al tamaño de las piezas papel usadas). La 

comprobación de la transferencia de las proteínas se realizó mediante incubación de la 

membrana con una solución de rojo Ponceau (Rojo Ponceau 0,5% (p/v), ácido acético 

glacial 1% (v/v)), durante 5 minutos en agitación a temperatura ambiente y lavado con H2O 

destilada. 

Las membranas se bloquearon con leche en polvo al 5% (p/v) en tampón PBST 

(Tween20 0,05% (p/v) diluido en PBS), durante 40 minutos a temperatura ambiente u 

overnight a 4ºC. El anticuerpo primario (Tabla suplementaria M5) se diluyó en una solución 

de tampón PBST con 2% (p/v) de leche en polvo  y se incubó situando la membrana en una 

pieza de parafilm M®, vertiendo en ella el anticuerpo de modo estático, durante 90 minutos 

a temperatura ambiente u overnight a 4ºC. Posteriormente se lavó la membrana con PBST 

contiendo 2% (p/v) de leche en polvo, 3 veces durante 10 minutos en agitación. El 

anticuerpo secundario (Tabla suplementaria M5) se diluyó en una solución de tampón PBST 

y se incubó del mismo modo que el anticuerpo primario pero durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se lavó con PBST, 3 veces durante 10 

minutos, a temperatura ambiente en agitación. Para la detección quimioluminiscente se 

empleó el kit comercial ECL-prime kit (Amersham) siguiendo las especificaciones del 

fabricante. 

Deshibridación de las membranas 

En algunos casos se requiere analizar diferentes proteínas con distintos 

anticuerpos. Para eliminar los anticuerpos previamente usados, las membranas se 

incubaron durante 30 minutos en solución de deshibridación (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 5 minutos, a temperatura ambiente en PBST. Tras esto 

pueden usarse siguiendo el procedimiento estándar descrito. 
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3.2.3  Precipitación con TCA 

Para concentrar los extractos proteicos se añadió TCA a una concentración final del 

10% (v/v) desde una concentración de TCA al 100% (v/v). La muestra se incubó en hielo 

durante 30 minutos u overnight a -20ºC. Posteriormente se centrifugó la solución de 

proteínas durante 15 minutos a 4ºC y 14000 rpm. El pellet obtenido se lavó con acetona 

fría dos veces durante 15 minutos a 4ºC y 14000 rpm y se secó a 60ºC durante algunos 

minutos. El pellet resultante se resuspendió en tampón de carga 1X y se hirvió durante 5 

minutos para su posterior análisis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. 

3.2.4  Aislamiento del mRNA y análisis de las proteínas asociadas, UV-crosslinking 

Se crecieron 25 ml de células a 30ºC, en medio SD líquido (con todos los 

requerimientos), hasta D.O600~0,6-0,7. El pellet recogido mediante una centrifugación de 2 

minutos a 4000 rpm, se resuspendió en 30 ml de PBS 1X, NP40 0,005 % (v/v), que 

posteriormente se vertió a una placa de Petri (90 x 15mm), donde se fijaron las proteínas 

asociadas al mRNA en tres etapas de UV a 400 mJ/cm2 con dos minutos en hielo entre cada 

etapa, a longitud de onda de 254 nm  (total 1,200 mJ/cm2) en un UV crosslinker (Biolink 

Shortwave 254nm). Tras la fijación se procedió a la rotura celular, resuspendiendo las 

células en 500 μl de tampón de lisis (Tris 20 mM pH 7,5, NaCl 500 mM, EDTA 1 mM, 

protease inhibitor cocktail 1X (Complete; Roche)), mediante agitación en vórtex durante 4 

minutos a 4ºC y máxima potencia. Se centrifugó a 500 xg durante 5 minutos a 4ºC. El 

sobrenadante resultante se sometió al mismo procedimiento de centrifugación. Se 

descartó el pellet y el sobrenadante se pasó por una jeringa de 1 ml U-100 Insulina con 

tamaño de aguja (0,5 x 16 mm).  Se centrifugó de nuevo a 500 xg, 5 minutos, a 4ºC y se 

recuperó el sobrenadante. Se guardó una alícuota como extracto celular y el resto se 

incubó con la resina oligo dT(25) Cellulose Beads (BioLabs) (200 μl/muestra) durante 15 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó suavemente 20 segundos 

eliminando el sobrenadante. La resina se lavó 5 veces con tampón de lisis y otras 5 veces 

con tampón de lisis aumentando la concentración de NaCl a 1M. Posteriormente se lavó 1 

vez con el tampón bajo en sales  (Tris 10 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM). 

Finalmente la resina se hirvió en 30 μl de tampón de carga con tampón Laemli 1X. Tras esto 
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se descartó  la resina y se recuperó el sobrenadante conteniendo las proteínas para 

proceder al análisis por western blot. 

3.2.5  yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions) 

El protocolo del aislamiento de fracciones cromatínicas enriquecidas, yChEFs, con 

las proteínas asociadas, se desarrolla en detalle en el Capítulo I.  

4  Determinación del tamaño y número celular  mediante citometría de flujo 

La determinación del tamaño relativo de las células de cada cepa y el número de 

células por unidad de volumen se realizó usando el citómetro de flujo (Beckton Dickinson - 

BD LSRFORTESSA) de los Servicios centrales de apoyo a la investigación (SCAI) de la 

Universidad de Jaén, utilizándose el láser 488 NM. El programa de análisis empleado fue 

Beckton Dickinson - BD FACSDIVA V6.2. 
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Tabla suplementaria M1: Cepas de Saccharomyces cerevisiae 

Estirpes  Genotipo  Referencias  

BY4741  MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0  Euroscarf  

BY4742  MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0  Euroscarf  

Dhh1-HA  MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 dhh1-HA-HIS3  Cedida por el Dr. 
José Enrique Pérez  

PAY515  MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
YDL160c(dhh1∆)::KanMX4 

Euroscarf 

RTR1:TAP  MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
rtr1::TAP::HIS3MX6    

Open Biosystem   

Rtr1:TAP 
rpb4∆  

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0  
rtr1::TAP::HIS3MX6 YJL140w(rpb4∆)::kanMX4   

Cedida por la Dra. 
Olga Calvo  

Y01285  MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
YJL140w(rpb4∆)::kanMX4 

Euroscarf  

YFN104 
   

MATα ura3-52 his3Δ200 leu2-3,112 trp1Δ63 rpb1-
Δ187::HIS3 + pYEB220-rpb1-84 (2μm LEU2 RPB1) 

(Garrido-Godino et 
al., 2013) 

YFN105  MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0  trp1-Δ63  
YFL023W(bud27Δ)::kanMX4  

(Mirón-García et 
al., 2013)   

YFN116 
   

MATα ura3-52 his3Δ200 leu2-3,112 trp1Δ63 rpb1-
Δ187::HIS3 + pYEB220 (2μm LEU2 RPB1)    

(Garrido-Godino et 
al., 2013) 

YFN117 
   

MATα ura3-52 his3Δ200 leu2-3,112 trp1Δ63 rpb1-
Δ187::HIS3 + pYEB220-rpo21-4 (2μm LEU2 RPB1) 
   

(Garrido-Godino et 
al., 2013) 

YFN161  MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
YER139c(rtr1∆)::kanMX4  

Desde el diploide 
Y26137 (Euroscarf) 
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YFN382  MATα ura3-52 his3∆200 leu2-3,112 trp1∆63 rpb1-
∆187::HIS3 + pYEB220 (2μm LEU2 RPB1) 
ceg1::13Myc::kanMX6  

Este trabajo  

YFN383  MATα ura3-52 his3∆200 leu2-3,112 trp1∆63 rpb1-
∆187::HIS3 + pYEB220-rpo21-4 (2μm LEU2 RPB1) 
ceg1::13Myc::kanMX6 

Este trabajo  

YFN384  MATα ura3-52 his3∆200 leu2-3,112 trp1∆63 rpb1-
∆187::HIS3 + pYEB220-84 (2mm LEU2 RPB1) 
ceg1::13Myc::kanMX6  

Este trabajo  

YFN574  MATα ura3-52 his3∆200 leu2-3,112 trp1∆63 rpb1-
∆187::HIS3 + pYEB220 (2mm LEU2 RPB1) 
abd1::13Myc::kanMX6  

Este trabajo  

YFN575  MATα ura3-52 his3∆200 leu2-3,112 trp1∆63 rpb1-
∆187::HIS3 + pYEB220-rpo21-4 (2μm LEU2 RPB1) 
abd1::13Myc::kanMX6  

Este trabajo  

YFN576  MATα ura3-52 his3∆200 leu2-3,112 trp1∆63 rpb1-
∆187::HIS3 + pYEB220-84 (2μm LEU2 RPB1) 
abd1::13Myc::KanMX6  

Este trabajo  

YFN735  Mata ura3Δ0 leu2Δ0 his3Δ1 met15Δ0 
YER139c(rtr1∆)::KanMX4 dhh1∆::KanMX4  

Este trabajo  

YFN737  Mata ura3Δ0 leu2Δ0 his3Δ1 met15Δ0 
YER139c(RTR1)::TAP::HIS3MX6 
YGL173C(xrn1)::kanMX4  

Este trabajo  

YFN738  MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0  
YDL160c(dhh1∆)::KanMX4  rtr1::TAP::HIS3MX6  

 Este trabajo  

YFN739   MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
YER139c(rtr1∆)::KanMX4 YDL160c(dhh1∆)::KanMX4  

 Este trabajo  

YFN740   MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 dhh1-HA-HIS3 
RTR1::TAP::HIS3MX6  

 Este trabajo  

YFN741   MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 dhh1-HA-HIS3 
YER139c(RTR1)::TAP::HIS3MX6 
YJL140w(rpb4∆)::kanMX4 

 Este trabajo  

YFN742   MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 dhh1-HA-HIS3   Este trabajo  

YFN1076 Mata ura3Δ0 leu2Δ0 his3Δ1 met15Δ0 
YGL173C(xrn1)::kanMX4 

Euroscarf  



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

87 
 

Tabla suplementaria M2: Oligonucleótidos para PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). 

Oligos  (RT-
qPCR)  

Secuencia  Región  

18S-501  CATGGCCGTTCTTAGTTGGT  Región interna al gen  

18S-301  ATTGCCTCAAACTTCCATCG  Región interna al gen  

ACT1-501  GCCTTCTACGTTTCCATCCA  Región codificante central 

ACT1-301  GGCCAAATCGATTCTCAAAA  Región codificante central 

CPA2-501  TTTCTCCAGACCACCCAGTC  Región codificante 3’  

CPA2-301  GCTTTTGCGACCTTATCAGC  Región codificante 3’  

HHT1-501  TGCCTTTCCAAAGATTGGTC  Región codificante 3’ 

HHT1-301  TTGGATAGTGACACGCTTGG   Región codificante 3’ 

RPB6-501  TGTGCTTAATGCCCTTATTTG   Región codificante 5’ 

RPB6-301  AAAGCAGTCAGCAGCTTTTT   Región codificante 5’ 

PMA1-6 (forw)  ATATTGTTACTGTCGTCCGTGTCTGGAT  Región codificante 3’  

PMA1-6 (rev)  ATTAGGTTTCCTTTTCGTGTTGAGTAGA  Región codificante 3’  

DHH1-501  TACCTGTCCCATTCCCGATA  Región codiciante 3’  

DHH1-301  GTGGAGGATACGCCTGTTGT  Región codificante 3’  

RTR1-503  CCTGAACAGGACAAACACGA  Región codificante 3’  

RTR1-304  TTCTGTAGTCCCACTGTCAGGA  Región codificante 3’  

RPB4-503  GGAGTTGGAGTCTATCGACGTT  Región codificante 3’  

RPB4-302  CCAGTGCTTTTCAGAAGCTG  Región codificante 3’  
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Tabla suplementaria M3: Oligonucleótidos para deleción de genes mediante recombinación 

homóloga.  

Oligos (Recombinación 
homóloga)  

Secuencia  Región  

RTR1-501  TCCGATATTTTTGTCCGAAATAGG  Anterior a RTR1  

RTR1-301  GACTCAAAGTGAATTATAGCAAAG  Posterior a RTR1 

 

Tabla suplementaria M4: Oligonucleótidos para análisis de marcadores 

Oligos (análisis de 
marcadores)  

Secuencia  Región  

A1  TCATCAATATCACCCCAAGC  Región codificante  

alpha1  TACTTCGAAGCCTGCTTTCA  Región codificante  

MAT_reverse  GCTTGTACCAGAGGAAGCAAA  Aguas abajo del codón de STOP  
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Tabla suplementaria M5: Anticuerpos 

Proteína  Anticuerpo primarios  Concentración   

Pgk1 (459250). 3-Fosfoglicerato quinasa 

(PGK) (Invitrogen)  

1:7000 para 

western blot  

Ratón (monoclonal)  

Rpb3  (1Y26). Subunidad de la RNA 

polimerasa II (Abcam)  

1:1000 para 

western blot  

Ratón (monoclonal)  

Rpb4  (2Y14). Subunidad de la RNA 

polimerasa II (Santa Cruz 

Biotechnology)  

1:1000 para 

western blot  

Ratón (monoclonal)  

TAP  Anti-PAP (Sigma)  1:7000 para 

western blot  

 

Rpb1  (8WG16). Dominio C-terminal del CTD 

(RNA polimerasa II, subunidad Rpb1) 

(Santa Cruz Biotechnology)  

1:1000 para 

western blot  

Ratón (monoclonal)  

HA  (12CA5). Roche. Reconoce la 

secuencia YPYDVPDYA del péptido HA 

(etiqueta)  

1:750 para 

western blot  

Ratón (monoclonal)  

Histona 

H3 

(ab1791). Extremo C-terminal (100 aa) 

de la histona H3 humana(abcam)  

1:7000 para 

western blot  

Conejo (policlonal)  

Pab1  Cedido por T.H. Jensen (Schmid et al., 

2012) 

1:1000 para 

western blot 

Ratón 

c-Myc  (9E10). Aminoácidos 408-439 del 

extremo C-terminal de la proteína c-

Myc humana (Santa Cruz 

Biotechnology)  

1:1000 para 

western blot  

Ratón (monoclonal)  

Rpb1 

(CTD)  

Dominio C-terminal del CTD (RNA 

polimerasa II, subunidad Rpb1) (Dr. 

Francisco Navarro)  

1:2000 para 

western blot  

Conejo (policlonal)  

Rpb7  yN-19 (Santa Cruz Biotechnology)  1:1000 para 

western blot  

Ratón (monoclonal)  
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CTD-

Ser2P  

Ser2 fosforilada del dominio C-

terminal del CTD (RNA polimerasa II, 

subunidad Rpb1). Ab5095 (Abcam)  

1:1000 para 

western blot  

Ratón (monoclonal)  

Ratón 

IgG( H+L)  

Peroxidasa conjugada (BioRad)  1:10000 para 

western blot  

Anticuerpo 

secundario  

Conejo 

IgG  

Peroxidasa conjugada (Sigma) 1:10000 para 

western blot  

Anticuerpo 

secundario  
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RESUMEN 

Desarrollo de una Técnica para el análisis de fracciones de cromatina enriquecidas, 

yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions)  

En este trabajo se ha desarrollado una técnica de purificación de fracciones 

enriquecidas de cromatina en S. cerevisiae, llamada yChEFs (yeast Chromatin Enriched 

Fractions), que permite de un modo fácil, reproducible y escalable analizar las proteínas 

asociadas a la cromatina evitando la necesidad de realizar fraccionamiento celular  

empleando zimoliasa para obtener esferoplastos con el fin de aislar el núcleo, y además 

evitando procesos de solubilización o eliminación del DNA tales como la sonicación o 

tratamiento con DNasa.   

El procedimiento seguido incluye diversas centrifugaciones a diferente velocidad 

para conseguir un pellet de cromatina enriquecido con las proteínas asociadas (Figura 1 del 

artículo). A lo largo de este procedimiento se obtienen distintas fracciones (sobrenadante 

1-3: S1-S3; pellet 1-3: P1-P3), siendo la fracción final P3 la cromatina enriquecida. El 

conjunto de las fracciones del proceso fueron analizadas mediante western blot (Figura 2 

del artículo) utilizando el anticuerpo anti histona H3 como control de cromatina y anti Pgk1 

como control citoplasmático. Se corroboró, además, el proceso usando un anticuerpo 

frente a la subunidad mayor de la RNA pol II, Rpb1 y frente a la forma elongante fosforilada 

en CTD-Ser2. 

Como muestran nuestros datos (Figura 3 del artículo) el método de yChEFs es más 

eficaz sin llevar a cabo crosslinking de proteínas a DNA (usando formaldehido o DSG, tanto 

de forma individual como conjunta). 

Utilizando fracciones cromatínicas enriquecidas se ha establecido el proteoma 

asociado a cromatina por espectrometría de masas, identificándose una 750 proteínas. El 

análisis de las categorías funcionales de las proteínas asociadas a la cromatina revela 

relación con procesos biológicos de la cromatina (ensamblaje y desensamblaje, 

remodelación, organización y modificación de cromatina) y transcripción o procesamiento 

del RNA entre otros (Tabla 1 del artículo).   
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Para determinar la validez y eficacia del método yChEFs, se llevaron a cabo 

comparaciones de los datos proteómicos con los obtenidos en otros métodos previamente 

descritos (Carrillo et al., 2010; Lambert et al., 2010). Como se muestra  mediante diagramas 

de Venn (Figura 5 del artículo), existe un gran solapamiento entre los datos obtenidos a 

partir de yChEFs y los de los otros métodos. De igual manera al comparar los otros dos 

métodos entre sí hay menos coincidencia, lo que apoya la eficacia y validez de nuestro 

método para aislar proteínas asociadas a cromatina. 

Por otro lado, aprovechando esta técnica hemos establecido el proteoma 

dependiente de RNA, con un total de 554 proteínas identificadas. Para ello, se trataron las 

muestras con RNasa previamente al procedimiento y se analizaron mediante 

espectrometría de masas.  Se identificaron 202 proteínas dependientes de RNA, 

mayoritariamente relacionadas con categorías funcionales  de procesamiento de RNA, 

transcripción, metabolismo de ncRNA, nucleosomas y remodelación de cromatina (Tabla 2 

del artículo). De estos análisis destacamos un grupo de proteínas involucradas en el 

procesamiento de mRNA como Dcp2, Xrn1, Dhh1 y Pbp1.  

Por último el método yChEFs permite el análisis de proteínas de unión lábil (como 

el dímero Rbp4/7 de la RNA pol II) o transitoria (como las proteínas Ceg1 y Abd1) (Figura 8 

del artículo). 
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ABSTRACT 

 

To identify chromatin-associated proteome in Saccharomyces cerevisiae, we 

developed a new approach named yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions). 

yChEFs allows the easy, reproducible and scalable recovery of proteins associated 

with chromatin, and bypasses subcellular fractionation requirements and having to use 

zymolyase to obtain the spheroplast. This method allows proteins to be isolated from 

nonsonicated chromatin without resorting to prior crosslinking. By applying yChEFs 

and mass spectrometry, we detected about 750 chromatin-bound proteins, many of 

which can be detected by other previous approaches. We used this combined approach 

to identify the RNA-dependent chromatin-associated proteome. Notably, yChEFs 

identifies weak or transient chromatin-associated proteins. 

 
 

Keywords: Chromatin function of biology, multifunctional proteins, yeast, 

Transcription, mass spectrometry, Saccharomyces cerevisiae, RNA 



  

INTRODUCTION 

 

Chromatin in eukaryotes corresponds to a complex organization of DNA packaged 

with proteins that plays crucial roles in biological processes, such as DNA replication, 

DNA recombination and chromosome maintenance or gene expression, among others. 

The fundamental unit of chromatin is the nucleosome, which comprises 147 bp of 

genomic DNA around a histone octamer composed of two copies of four core 

histones, H2A, H2B, H3 and H4, which make up ~ 10 nm fibers (1-3). In addition to 

this octamer, other histone variants also contribute to the composition of chromatin 

and its influence on biological regulation, such as Htz1 in yeast or H2A.Z in 

mammalian cells (4). The final packaging of these complexes shapes fibers of ~ 30 

nm. Chromatin folding and unfolding are believed to have a strong impact on the 

regulation of biological processes (5, 6). 

Chromatin interacts with other nuclear components, and this correlates with gene 

expression regulation. Thus identifying chromatin-associated proteins should help to 

improve our understanding of chromatin composition and gene regulation. Advances 

in proteomic technology and subsequent analyses have significantly facilitated the 

study of proteins and proteins complexes associated with chromatin. However given 

its large size and its charge, chromatin easily precipitates during cell extract 

preparation (7). DNA-protein macrocomplexes are usually insoluble and lost while 

preparing protein extracts done to obtain chromatin fractions (8). To maximize DNA- 

protein recovery, a cellular fractionation-based approach has been developed in 

several organisms, such as Xenopus (9, 10), Caenorhabditis elegans (11), human (12- 

14), rice (15) or budding yeast (16, 17). In most cases, these studies have been 

accompanied by proteomic analyses done by mass spectrometry, including 

quantitative mass spectrometry (7, 16). An alternative to cell fractionation is the 



chromatin immunoprecipitation method (ChIP) that allows the characterization of 

DNA-associated proteins, and is a major tool to analyze the interactions between 

protein and genomic DNA regions (18). However, this method is not highly efficient 

for proteomic analyses because it uses formaldehyde for in vivo crosslinking, which 

modifies proteins and then alters subsequent purification steps (19). ChIp combined 

with mass spectrometry after SDS-separation has been used to identify proteins 

associated with enhancers in mouse embryonic stem cells (20). Affinity purification 

combined with mass spectrometry is one of the most powerful tools used to 

characterize protein-protein interactions, and this method has been applied largely to 

multiple model organisms (21). 

Budding yeast cell fractionation, which includes the use of zymolyase to obtain the 

spheroplast before separating the cytoplasm and the nucleus, has also been employed 

mainly to obtain chromatin fractions (10, 16, 17). Based on ChIp, a method termed 

mChIp that enables the purification of protein complexes from chromatin has been 

developed in budding yeast (8, 21). This method’s main characteristic is that affinity 

purification is performed after chromatin sonication and solubilization, which allows 

protein-DNA complexes to be purified with their associated proteins in sufficient 

quantities to be analyzed by mass spectrometry. A similar technique, in which proteins 

are crosslinked to DNA, has also been improved by combining it with the iTRAQ 

method to perform quantitative mass spectrometry (22). Another method that does not 

use cell fractionation in S. cerevisiae to obtain chromatin fractions to isolate nascent 

RNA has been recently developed, which does not use chromatin sonication and 

obtains chromatin fractions depleted of rRNA and tRNA (23). 

In this work, we improved a new a method to obtain highly enriched chromatin 

fractions in Saccharomyces cerevisiae that bypasses the necessity to perform cell 



  

fractionation to obtain the spheroplast and to achieve nucleus isolation. This method, 

named yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions), allows proteins to be isolated 

from nonsonicated chromatin without resorting to prior crosslinking. yChEFs 

combined with mass spectrometry was successfully used to identify the chromatin- 

associated proteome and detected about 750 chromatin-bound proteins, many of which 

are detected by other previous approaches. We used this combined approach to 

identify the RNA-dependent chromatin proteome. Notably, yChEFs allows the 

identification of weak or transient chromatin-associated proteins. 



MATERIALS AND METHODS 

 
Yeast strains, genetic manipulations and media 

 

The S. cerevisiae strains used in this study are listed in Table I. Common media, 

growth conditions, transformation and genetic manipulations were performed 

according to established procedures (24). 

 
 

Chromatin isolation 

 

Chromatin isolation was based on a previously described procedure (23) with 

major modifications: 200 ml of exponentially grown yeast culture (OD600 ~ 0.7-0.8) 

were washed with water and resuspended in 200 l of Buffer 1 (20 mM HEPES [pH 

8.0], 60 mM KCl, 15 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 10 mM N-butyric acid, 

0.8% Triton X-100, 0.25 M sucrose, 2.5 mM spermidine, 0.5mM spermine). This step 

and subsequent ones were performed at 4ºC. Next 200 µl of glass beads (425-600 µm) 

were added and cells were lysed by vortexing for 4 minutes. Beads were spun down (5 

min at 500g) and residual intact cells were removed from the supernatant by further 

centrifugation (5 min at 500g). This supernatant was transferred to a new tube and was 

centrifuged again at high speed (20 min at 20000g). Pellet 1 (P1) was resuspended in 

200 µl of Buffer 1, while supernatant 1 (S1) was discarded. P1 was centrifuged for 20 

min at 20000g to obtain pellet 2 (P2), which was resuspended in 200 µl of Buffer 2 

(20 mM HEPES [pH 7.6], 450 mM NaCl, 7.5 mM MgCl2, 20 mM EDTA, 10% 

glycerol, 1% NP-40, 2 M urea, 0.5 M sucrose, 1 mM DTT, 0.125 mM PMSF). 

Supernatant 2 (S2) was discarded and P2 was centrifuged at high speed (20 min at 

20000g) to finally obtain pellet 3 (P3), which constituted the chromatin-enriched 

fraction, while supernatant 3 (S3) was discarded. 



  

RNase (2mg/ml) was added to cells prior to S1-P1 separation whenever required, 

and was incubated for 1 h at 37°C. Subsequent steps were performed to obtain 

chromatin-enriched fractions. 

P3 was finally resuspended in 20 l of 1X Tris-Glycine SDS Sample Buffer and 

incubated for 5 min at 100°C, followed by spinning at 10000 rpm for 30 s. The 1-1:2 

dilution of chromatin pellet was used for SDS-PAGE, followed by Western blotting 

with different antibodies: 9E10 anti-C-Myc (Santa Cruz Biotechnology), anti-Rpb1 

(this work), anti-Rpb4 (Pol II RPB4 (2Y14), Santa Cruz Biotechnology), anti-Rpb7 

(Rpb7 (yN-19), Santa Cruz Biotechnology), anti-CTD-Ser2 (anti-RNA polymerase II; 

ab5095, Abcam), anti-Histone H3 (ab1791; Abcam) or anti-phosphoglycerate kinase, 

Pgk1 (459250; Invitrogen). 

For the mass spectrometry analysis, the chromatin-enriched fraction (P3) was 

resuspended in 20 µl of Tris-HCl 50 mM, pH 7.5. Then 5µl were used for SDS-PAGE 

and verification purposes. 

 
 

Formaldehyde and DSG crosslinking 

 

The cells from the 200 ml exponentially grown  yeast  culture  (OD600 ~  0.7-0.8) were 

subjected to crosslinking with formaldehyde as previously described (25) prior to 

chromatin fraction preparation. 

Protein-DNA crosslinking was performed with disuccinimidyl glutarate (DSG) as 

follows: the cells from 200 ml of the exponentially grown yeast culture (OD600 ~ 0.7- 

0.8) were washed with water and resuspended in 10 ml crosslinking solution (2mM 

DSG, 0.25% DMSO in PBS 1X). Cells were incubated at room temperature for 15 

minutes and then washed with PBS 1X. The pellet was frozen for the next chromatin 

fraction preparation. 



For double DSG plus formaldehyde crosslinking, the pellet from the DSG 

treatment was resuspended in 40 ml PBS 1X with 1% formaldehyde for 15 minutes, 

followed by the addition of 125 mM glycine to block the effect of formaldehyde. 

Subsequently, cells were washed with PBS 1X and the pellet was recovered for the 

chromatin-enriched fraction preparation. 

Given fixation, and in order to facilitate the analysis of the chromatin-associated 

proteins by Western blot, the chromatin-enriched fractions (P3) were sonicated for 20 

minutes in a Bioruptor (® (UCD-200, Dianogene), with (30 "ON, 30" OFF) cycles in 

300 µl lysis buffer (50 mM HEPES, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8, 1% Triton-X- 

100, 0,1% sodium deoxycholate, 1mM PMSF, 0.15% Benzamidine, protease inhibitor 

cocktail (Complete, Roche)). TCA (trichloroacetic acid) was subsequently added at a 

final 10% concentration and was incubated overnight at -20ºC. Samples were then 

centrifuged for 15 minutes at 4ºC and 14000 rpm. The obtained pellet was twice 

washed with cold acetone for 15 minutes at 4ºC and 14000 rpm, and was dried at 60ºC 

for a few minutes. The pellet was resuspended in 30 µl of water, and 5 µl were used 

for SDS-PAGE and were western blotted with the different antibodies. 

 
 

Peptide digestion and desalting 

 

Prior to peptide digestion, disulfide bonds were reduced with 50 mM DTT (37ºC, 30 

min) to obtain proper results. Peptide digestions were carried out by with the FASP 

Protein Digestion kit (Expedeon), as indicated by the manufacturer. Then peptide 

solutions were desalted in Pierce C18 reverse-phase spin columns (C18 reverse-phase 

resin; Thermo Scientific) according to the manufacturer’s recommendations. 



  

Mass spectrometry analysis 

 

An LC MS/MS analysis was performed in a Thermo Scientific EASY-nLC 1000 

nano-LC system with an integrated nanospray emitter coupled to a Thermo Q-Exactive 

Orbitrap mass spectrometer, which operated in the positive ionization mode and was 

equipped with an Easy-Spray nanospray on source housing (Thermo Scientific, USA). 

The Nanoflow UHPLC was equipped with a PepMap100 C18 precolumn (75 m x 2 

cm; 3 m particle size). The spectrometer was equipped with an EASY-Spray PepMap 

RSLC C18 column (75 m x 50 cm; 2 m particle size) and the column was maintained 

at 40°C. The injection volume (10 µl) that contained the peptide mixture ( 2 µg) was 

loaded into a column, and was separated and eluted with a linear gradient of 8-90% 

buffer B (acetonitrile with 0.1% (v/v) formic acid) at a flow rate of 200 nL/min for 120 

minutes. 

MS/MS spectra were acquired with Xcalibur 3.0.63. Minimal peptide confidence 

“high” was stabilized (false discovery rate -FDR- set at 1%). 

Peak lists were generated from the MS/MS .raw file using Thermo Proteome 

Discoverer 1.4 (version 1.4.0.288) to produce a .mgf file, and were analyzed by search 

algorithm Sequest HT and matched to the S. cerevisiae protein sequences in uniprot.org. 



RESULTS 

 
yChEFs for chromatin-associated protein analyses 

 

Analyzing the proteins associated with chromatin in budding yeast is a difficult 

task as most methods require cell fractionation, spheroplast preparation and chromatin 

solubilization after mechanical or enzymatic digestion (10, 16, 17, 26). Other methods 

that do not use cell fractionation allow chromatin-enriched fractions preparation, but 

also require the mechanical or enzymatic digestion of chromatin (sonication or DNase 

treatment) and, in some cases, require the crosslinking of proteins to chromatin (8, 22). 

Furthermore, most of the protein preparations obtained by those methods contain large 

amounts of cytoplasmic proteins. 

The challenging objective was to acquire a single, reproducible and scalable 

method to obtain highly enriched chromatin fractions in S. cerevisiae that allows the 

analysis of chromatin-associated proteins. Accordingly, we developed a method 

termed yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions) to isolate highly enriched 

chromatin fractions in S. cerevisiae. To do so, we improved a previously described 

procedure to isolate nascent RNA in S. cerevisiae (23). We used the stringent washing 

of chromatin fractions by postulating that this could reduce cytoplasmic 

contamination, and we recovered chromatin in several steps by differential 

centrifugation (Fig. 1). We used a high EDTA concentration in buffer 2 to favor 

translating ribosomes dissociation and to then avoid contaminating mRNA purification 

(23). 

To analyze the whole procedure, we performed Western blot experiments to 

identify different chromatin-associated proteins. As shown in Figure 2, histone H3, a 

marker of chromatin, was enriched in all the chromatin fractions (Pellets 1-3: P1, P2 

and P3). Similarly, Rpb1, the largest subunit of RNA polymerase II, was also enriched 



  

in the chromatin fractions, and was maximal in pellet 3 (P3). Since Rpb1 was not only 

associated with chromatin, but was also free in the cytoplasm, we analyzed Rpb1 

phosphorylated at Ser2 of its CTD domain, a marker of elongating RNA pol II. As 

shown, the signal was maximal at pellet 3. Notably, chromatin was properly isolated 

as no cytoplasmic Pgk1 protein was detected in pellet 3 and considerably reduced 

during the chromatin purification procedure. 

Taken together, we conclude that the final pellet 3 (P3) is a useful highly enriched 

chromatin fraction for protein analyses. 

 
 

Protein-DNA crosslinking affects chromatin fraction preparation 

 

To further improve our yChEFs method, and in an attempt to obtain more enriched 

chromatin fractions, we were interested in determining how protein-DNA crosslinking 

affected the amount of purified proteins. To do so, cells were subjected to in vivo 

crosslinking with the substrates used mainly in chromatin immunoprecipitation (ChIp) 

or mChIp methods, and in other analyses of chromatin-associated proteins: 

formaldehyde, DSG (disuccinimidyl glutarate), or the formaldehyde and DSG 

combination (18-20, 27). The yChEFs procedure was followed with the cells subjected 

to in vivo crosslinking with formaldehyde, and the enriched chromatin fractions that 

corresponded to pellet 3 (P3) were analyzed (see Fig. 3A) by SDS-PAGE. As shown 

in Figure 3A, in vivo crosslinking with formaldehyde substantially reduced the amount 

of isolated proteins when combined with the yChEFs procedure. We extended the 

analysis to in vivo crosslinking with DSG, or with double in vivo crosslinking with 

DSG plus formaldehyde, in two subsequent steps. In both cases after the yChEFs 

procedure, the enriched chromatin fractions from pellet 3 were sonicated for 20 

minutes to facilitate protein solubilization, which was precipitated with TCA and 



analyzed by SDS-PAGE. Similarly, in vivo DSG crosslinking reduced the amount of 

the isolated proteins (Fig. 3B), while double crosslinking with DSG plus formaldehyde 

proved mostly inefficient. Furthermore in an attempt to further explore the proteins 

associated with the chromatin fraction, we used mass spectrometry to analyze the 

chromatin-associated proteome after DSG treatment, and compared it to that obtained 

by our yChEFs method (see below). This demonstrates that crosslinking affected 

mainly the protein composition in the chromatin-enriched fractions (not shown). 

We also compared the yChEFs method with the modified mChIp, which uses in 

vivo formaldehyde crosslinking (22), demonstrating that yChEFs was more efficient 

than the other assayed method to obtain highly enriched chromatin fractions, as 

revealed from analyzing the amount of cytoplasmic Pgk1 by Western blotting as a 

control (Fig. S1). 

 
 

Chromatin-associated proteome analysis by mass spectrometry 

 

The chromatin-enriched fractions obtained by yChEFs were used to define the 

chromatin-associated proteome from S. cerevisiae. In order to evaluate and compare 

data from several experiments, an equal amount of the digested peptides obtained after 

protein solubilization per sample was subjected to a mass spectrometry analysis. The 

results confirmed that the chromatin fractions were enriched in well-characterized 

chromatin proteins in yeast (21, 23) (Figure 4A). Similarly, their counterparts have 

been also identified as being associated with chromatin in other organisms (15). 

The proteins that represent the chromatin-associated proteome from S. cerevisiae 

were selected with high peptide confidence (FDR 1%). In addition, and to be more 

stringent, only those proteins showing at least two unique peptides in each replicate 

were selected. By applying these filters, 826 different proteins were identified. Among 



  

theme, 64 were identified as being mitochondrial with Proteome Discoverer (7.75%) 

and were, in turn, removed from the analysis. As a result, 762 proteins were selected 

as the chromatin-associated proteome from S. cerevisiae (Figure 4B; Supplementary 

List 1). 

To help understand the distribution of the chromatin-associated proteins, GO 

annotations and protein-protein interaction networks were determined by STRING 

(28). Of the proteins that covered the chromatin-associated proteome, 17% were 

cytosolic (130 of 762). This falls in line with the fact that our yChEFs procedure 

recovers highly enriched chromatin fractions, but is not a full chromatin purification 

procedure (Figs. 4B and 6). However when analyzing with Proteome Dicoverer, only 

13.3% cytosolic proteins were identified (102 of 762; Supplementary List 2). Notably, 

most of these cytosolic proteins were also identified as being nuclear or interacting 

physically with nuclear proteins, as listed in SGD (https://www.yeastgenome.org/). 

One example is peptidyl proline isomerase Cpr1, which has been previously shown in 

an mChIP analysis to interact with many nuclear proteins, and to function in nutrient- 

sensing and cell cycle regulation (21). Furthermore, 16.3% of the proteins from the 

chromatin-associated proteome (124 of 762) were identified as being components of 

pre-ribosome complexes and, among them, 89 (11.7% of the 762 total proteins) also 

corresponded to cytosolic ribosome components. 

A further analysis of the GO annotations (Table 1) showed many biological 

processes related with chromatin (chromatin assembly or disassembly, chromatin 

organization, chromatin remodeling, chromatin modification, etc.), chromosomes 

(chromosome organization, minichromosome maintenance, etc.), transcription 

(regulation of transcription, transcription from RNA pols, etc.) or RNA processing 

(rRNA processing, ncRNA processing, RNA maturation, etc.), among others. 

http://www.yeastgenome.org/)
http://www.yeastgenome.org/)


 

Comparison between yChEFs and other chromatin isolation methods 

 

To further test the validity of the yChEFs procedure, we compared our proteomic 

data from the mass spectrometry analysis with those from the chromatin fractions from 

S. cerevisiae obtained by two other previously published methods. First we analyzed 

the data from the chromatin fractions obtained after chromatin fractionation by using a 

high stringency washing buffer with EDTA to avoid contaminating mRNA from 

translating ribosomes (23). As shown in Figure 5 by Venn diagrams, 316 proteins 

overlapped both methods (41.5% of the 762 proteins identified by yChEFs and 71% of 

the 445 proteins identified by Carrillo et al. (23)). Notably, the other 129 proteins not 

shared with our yChEFs data corresponded mainly to the GO categories or to the 

components also identified by us (Ribosomes, RNA pols and rRNA processing). 

Second we compared the data from yChEFs with the budding yeast chromatin- 

associated interactome. This proteome corresponds to a large-scale study of proteins 

association with 724 different preys performed by mChIP, an affinity purification 

method that allows the selective enrichment of chromatin-bound proteins along with 

their associated interactors (21). In this study 727 proteins were identified, of which 

233 (about 30%) were shared with our data from yChEFs (Fig. 5). When comparing 

the data from the budding yeast chromatin-associated interactome with those obtained 

by Carrillo et al. (23), only 124 overlapped (17% and 28%, respectively). This 

indicates a greater coincidence between the yChEFs proteome and this chromatin- 

associated interactome than with the other well-established procedure. In any case, the 

low overlap percentage can be explained by the fact that the yeast chromatin- 

associated interactome is not a global chromatin proteome, but the sum of individual 

analyses for a large group of preys (21). 



  

Different chromatin-bound proteins, which are difficult to purify by traditional 

methods, have been characterized by mChIP, and include: Minichromosome 

Maintenance (MCM) Helicase Mcm5 (8), Yta7, a protein shown to be associated to 

chromatin boundary regions between transcriptionally active and silent chromatin, and 

also with many promoter sequences (8), and the peptidyl proline isomerase Cpr1, 

previously shown to be cytoplasmic (21). By using the yChEFs procedure, these 

proteins and the majority of their interactors found by mChIP were also identified 

(Supplementary List 1). 

Altogether, these data account for the validity of the yChEFs method to 

characterize the chromatin-associated proteome in S. cerevisiae. 

 
 

RNA-dependent chromatin-associated proteome analysis by mass spectrometry 

 

We were interested in applying the yChEFs method to determine the RNA- 

dependent chromatin-associated proteome. To do so, we incubated a whole cell extract 

with RNase for 1 h at 37ºC and then proceeded with the yChEFs method. The 

chromatin-enriched fractions were subjected to mass spectrometry, as indicated above: 

two replicates per chromatin-enriched fraction, both with and without RNAse 

incubation, and an equal amount of the digested peptides obtained after protein 

solubilization, were used. Only those proteins showing at least two unique peptides in 

each replicate, or those absent under one condition, but with at least two unique 

peptides in the two replicates of the other conditions, were selected: high peptide 

confidence (FDR 1%). 

By applying these filters, 606 different proteins were identified, of which Proteome 

Discoverer identified 52 (8.5%) as being mitochondrial which were, in turn, removed 

from the analysis. As a result, 554 proteins were selected as the RNA-dependent 



chromatin-associated proteome from S. cerevisiae (Supplementary List 3). According 

to the GO annotations and the protein-protein interaction networks analyzed by 

STRING (28), 8.3% of the proteins covering the RNA-dependent chromatin- 

associated proteome were cytosolic (46 of 554) (Fig. 6). Furthermore, 13% of the 

proteins from the chromatin-associated proteome (72 of 554) were identified as being 

components of the pre-ribosome complexes, of which 29 (5.2% of the 554 total 

proteins) corresponded to components of the cytosolic ribosomes. 

To better define the RNA-dependent chromatin-associated proteome from S. 

cerevisiae in detail, for each sample we calculated the ratio between the unique 

peptides for each protein and the global amount of the histones’ unique peptides. As 

expected, this global amount was similar in all cases when an equal amount of the 

digested peptides after protein solubilization was used. Subsequently, we calculated 

the mean of the two replicates per condition and calculated the standard yChEFs vs. 

RNase incubation ratio (Supplementary List 3). As a result, 202 proteins showed a 

ratio higher than 2-fold. Furthermore, the GO annotation analysis for these 202 

proteins, whose association to the chromatin depends on RNA, is listed in Table 2 

(upper panel), which shows the biological processes related mainly to RNA processing 

and RNA cleavage, Transcription, ncRNA metabolism, nucleosomes and chromatin 

modification. Figure 7 represents the interaction networks, determined by STRING 

(28), for nucleosome and chromatin remodeling-related proteins, for RNA processing 

and RNA cleavage, and also for ncRNA metabolism-related proteins. Conversely, the 

GO annotation analysis for the proteins with a ratio lower than 2-fold shows biological 

processes related mainly with translation and ribosome biogenesis (Table 2, lower 

panel, and Supplementary List 3). 



  

Notably, four proteins involved in mRNA processing were identified among those 

whose association with chromatin depended on RNA: Dcp2, Xrn1, Dhh1 and Pbp1 

(Figure 7, middle panel). Dcp2 is a member of the Dcp1p-Dcp2p decapping enzyme 

complex that removes the 5' cap structure from mRNAs prior to their degradation. 

This protein has been found in the nucleus and positively regulates transcription 

initiation (29-31). Dcp2 is necessary for the eukaryotic mRNA degradation pathway 

from 5’ to 3’ by the Xrn1 exonuclease, assisted by Dhh1 and other enzymes (29, 32, 

33). Both Xrn1 and Dhh1 have been shown to shuttle between the cytoplasm and the 

nucleus, and to be associated with chromatin (32). Pbp1 (the Pab1-binding protein 1) 

is a glucose deprivation component that induces stress granules and interacts with 

Pab1 to regulate mRNA polyadenylation that also localize in the nucleus (34, 35). 

 
 

yChEFs allows the efficient purification of weak or transient chromatin- 

associated proteins. 

By considering all the above results, we hypothesized that the yChEFs procedure 

could be useful for purifying and analyzing weak or transient chromatin-associated 

proteins by Western blotting. To test this, we first used S. cerevisiae mutants 

previously shown to alter the correct assembly of RNA pol II, which leads to an 

Rpb4/Rpb7 unstable dimmer that is partially dissociated from the rest of the enzyme 

(36, 37). The chromatin-enriched fractions from not only mutants rpo21-4 and rpb1- 

84, but also from their isogenic parental strain (36), were subjected to Western blotting 

and were analyzed for different RNA pol II subunits (Rpb1, Rpb4 and Rpb7). As 

shown in Figure 8A, and as previously reported (36), both mutants contained a smaller 

amount of RNA pol II associated with chromatin (analyzed by using the antibodies 

against the largest subunit of the enzyme, Rpb1). Furthermore, the dissociation of the 



unstable dimmer Rpb4/7 from the rest of the complex was corroborated with the 

antibodies against Rpb4 and Rpb7, which demonstrated the validity of yChEFs to 

detect weak chromatin-associated proteins. 

Two components of the mRNA-capping machinery from S. cerevisiae, Ceg1 and 

Abd1 (38, 39), were selected to analyze transient chromatin-associated proteins. For 

this purpose, the same mutant and the wild-type strains indicated before, which 

contained functional Myc-tagged Abd1 or Myc-tagged Ceg1, were used. As shown in 

Figure 8 B and C, both proteins were detected, with differences between strains. In all 

cases, chromatin was properly isolated because no cytoplasmic Pgk1 protein was 

detected. 

Taken together, these results confirm the validity of yChEFs to purify weak or 

transient chromatin-associated proteins. 



  

DISCUSSION 

 

Here we describe a novel proteomic procedure, yChEFs, to isolate highly enriched 

chromatin fractions from S. cerevisiae, and to then obtain the proteins that interact 

with chromatin. We used this method to successfully determine the chromatin- 

associated and RNA-dependent chromatin-associated proteomes from S. cerevisiae. 

This procedure facilitates chromatin isolation since, unlike most previously used 

methods in yeast, it does not have to resort to cell fractionation, spheroplast isolation 

and nucleus purification to obtain chromatin. In addition, chromatin solubilization by 

DNA shearing steps after mechanical (sonication) or enzymatic (DNase treatment) 

digestion is demonstrated as not being necessary for proteomic or Western blot 

analyses when purifying chromatin by yChEFs, unlike most previously reported 

procedures (8, 10, 16, 17, 22, 26). Notably, in vivo crosslinking of proteins to DNA 

with formaldehyde, DSG or both compounds as other methods use (18-20, 27) (40), 

strongly affects protein recovery efficiency. Thus avoiding this step facilitates protein- 

associated chromatin purification. 

Our newly developed approach efficiently purifies well-characterized chromatin 

proteins in yeast, with histones and histone variants among them (21, 23) whose 

counterparts have also been identified as being associated with chromatin in other 

organisms (15). About 8% of the proteins identified in our analysis were 

mitochondrial. This observation is a general feature in most chromatin-associated 

proteins purification procedures in different organisms (15, 23, 41), which is probably 

due to the fact that no specific steps to separate mitochondrial chromatin were used, or 

could be owing to the high concentration of the mitochondrial proteins that can be 

recovered as nonspecific contaminants. We also identified 10-15% cytosolic proteins, 

whose relationship with chromatin was unclear, which has also been observed by 



others (8, 16, 21, 23, 41). Indeed most of these cytosolic proteins have also been 

identified in the S. cerevisiae Database (SGD) as being nuclear or as interacting 

physically with nuclear proteins, which is the case of peptidyl proline isomerase Cpr1, 

previously identified in mChIP (21). This agrees with yChEFs being a procedure that 

recovers highly enriched chromatin fractions, but does not correspond to a full 

chromatin purification procedure. The identified pre-ribosome complexes proteins 

(about 16%) could account for the nuclear pre-ribosome components associated with 

RNA maturation machinery (42). Most of these proteins are shared with pre-ribosome 

complexes despite being identified as components of cytosolic ribosomes. 

The validity and efficiency of yChEFs were corroborated by comparing our 

proteomic data with those of other previously reported well-established procedures (8, 

21, 23). In fact 71% of the proteins identified by Carrillo et al. (23) overlapped the 

yChEFs proteomic analysis, and most of the nonshared proteins corresponded to GO 

categories or components which our analysis also identified (ribosomes, RNA pols and 

rRNA processing), which suggests differences in mass spectrometry sensitivity. The 

yChEFs proteomic analysis also correlated with a large-scale mChIP study of proteins 

association with 724 different preys (21). Only 30% of the proteins from yChEFs 

overlapped the yeast chromatin-associated interactome identified by mChIP. However, 

we can state that this interactome is not a global chromatin proteome, but the sum of 

the individual analyses for a large group of preys (21). Furthermore, mChIP recovers a 

larger amount of contaminant cytosolic proteins than yChEFs (our data). Notably, a 

comparison of the data from the budding yeast chromatin-associated interactome (21) 

with the proteome defined by Carrillo et al. (23) shows a lesser coincidence than that 

observed with the yChEFs proteome. In addition, chromatin-bound proteins that are 

difficult to purify by traditional methods, but are characterized by mChIP, such as 



  

Mcm5, Yta7, and Cpr1, and the majority of their interactors (8, 21) were also identified 

by the yChEFs procedure. Some proteins identified by mChIP as being able to interact 

with poorly characterized non-histone protein Lge1, such as TORC1 complex 

components (8), were also obtained by yChEFs. Altogether, these data suggest that 

yChEFs is an efficient method to characterize the chromatin-associated proteome in 

S. cerevisiae. 

The use of the yChEFs procedure, combined with the analysis of the RNA- 

dependent chromatin-associated proteome, identified 202 proteins whose association 

to chromatin depended on RNA. The GO annotation analysis revealed biological 

processes related mainly to RNA processing and RNA cleavage, transcription, ncRNA 

metabolism, nucleosomes and chromatin modification. Of all the proteins from this 

proteome, 13% were identified as being components of pre-ribosome complexes. Four 

proteins involved in mRNA processing, also characterized as shuttling between the 

cytoplasm and the nucleus, were identified: Dcp2, Xrn1, Dhh1 and Pbp1. Dcp2 is a 

member of the Dcp1p-Dcp2p decapping enzyme complex that removes the 5' cap 

structure from mRNAs prior to their degradation (29-31). Dcp2 is necessary for the 

eukaryotic mRNA degradation pathway from 5’ to 3’ by the Xrn1 exonuclease, 

assisted by Dhh1 and other enzymes (29, 32, 33). Pbp1 (Pab1-binding protein 1) is a 

component of glucose deprivation that induces the stress granules that interact with 

Pab1 to regulate mRNA polyadenylation (34, 35). 

In summary, we have developed a new method to obtain highly enriched chromatin 

fractions in S. cerevisiae which bypasses the necessity of not only performing cell 

fractionation, spheroplast isolation and nucleus purification to obtain chromatin, but 

also of chromatin solubilization by DNA shearing. This method, named yChEFs (yeast 

Chromatin Enriched Fractions), combined with mass spectrometry is useful for the 



characterization of the chromatin-associated proteome and can be extended to any 

condition, such as identifying the RNA-dependent chromatin-associated proteome. 

Notably, yChEFs identifies weak or transient chromatin-associated proteins. The 

combination of this method with affinity purification procedures can be helpful to 

better identify nuclear protein interaction networks. 
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FIGURE LEGENDS 

 
Figure 1: Experimental protocol for chromatin-bound proteins by the yChEFs 

approach. Left lower panel: SDS-PAGE analysis. P1-P3: Pellet 1-3. S1-S3: 

Supernatant 1-3. 

 
 

Figure 2: Protein analysis of the different fractions from the yChEFs procedure. 

Rpb1 and CTD-Ser2P for the global and elongating forms of RNA pol I, respectively, 

Histone H3 and Pgk1 were analyzed by Western blot. Note that chromatin was properly 

isolated as no cytoplasmic Pgk1 protein was detected. P1-P3: Pellet 1-3. S1-S3: 

Supernatant 1-3. 

 
 

Figure 3: Protein analysis of the different fractions from the yChEFs procedure 

upon in vivo crosslinking with different compounds. Coomassie-stained SDS-PAGE 

showing fractions from the yChEFs approach, either with or without in vivo crosslinking 

with formaldehyde, DSG, or both. The proteins for the whole P3 pellet of each 

experiment were loaded. 

 
 

Figure 4: Proteomic analysis of the chromatin-enriched fractions from S. cerevisiae 

by the yChEFs approach. A) Well-characterized chromatin proteins for different 

complexes, in yeast, detected by mass spectrometry. B) Global representation of the 

proteins detected by mass spectrometry analyses. 

 
 

Figure 5: Venn diagrams representation of yChEFs compared with different 

proteomic analyses. The data correspond to the proteomic analysis from yChEFs 



(Cuevas) compared with the proteomic data from the chromatin-bound proteins 

obtained by other approaches (21, 23). 

 
 

Figure 6: Proteomic analysis of the chromatin-associated and RNA-dependent 

chromatin-associated proteomes determined by the yChEFs approach. Global 

representation of the proteins detected by mass spectrometry analyses. 

 
 

Figure 7: Distinct protein networks for different GO categories from the 

RNA-dependent chromatin-associated proteome determined by yChEFs. 

Interaction networks, determined by STRING (28), for the GO categories that 

correspond to the nucleosome and chromatin remodeling-related proteins, as well as 

for RNA processing and RNA cleavage, and for ncRNA metabolism-related proteins. 

GO categories correspond to the RNA-dependent proteins identified by mass 

spectrometry in proteomic analysis from yChEFs procedure. 

 
 

Figure 8: yChEFs efficiently purifies weak and transient chromatin-bound 

proteins. Different chromatin-bound proteins analyzed by Western blot in whole-cell 

and yChEFs samples (P3 pellets) of the indicated wild-type and mutant strains. Note 

that chromatin was properly isolated as no cytoplasmic Pgk1 protein was detected. 

 
 

Figure S1: Protein analysis of the yChEFs and mChIP procedures. The yChEFs 

samples (P3 pellets) and the final pellet from the mChIP procedure (21) were analyzed 

by Western blot for Rpb1 (RNA pol II), Histone H3 (chromatin-bound protein control) 

and Pgk1 (cytoplasmic protein). 
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                         Table 1: Functional categories (Biological Process). Proteins identified by Mass spectrometry from S. cerevisiae Chromatin Enriched Fractions.  

                                       The analysis was performed using the STRING software (1). 

 

 
ribosome biogenesis 2.00E-83 
ribonucleoprotein complex biogenesis 4.45E-82 
rRNA processing 1.12E-72 

rRNA metabolic process 5.80E-70 
ncRNA metabolic process 4.19E-67 
cellular component biogenesis 4.87E-62 

ncRNA processing 1.84E-57 
ribosomal small subunit biogenesis 1.97E-49 

RNA metabolic process 1.29E-47 
maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA 

transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 1.38E-41 
RNA processing 2.49E-41 

nucleic acid metabolic process 2.49E-41 
cellular component organization or biogenesis 2.68E-41 

maturation of SSU-rRNA 3.19E-40 
nucleobase-containing compound metabolic process 3.28E-37 

cytoplasmic translation 3.02E-36 
cellular aromatic compound metabolic process 4.98E-36 
heterocycle metabolic process 1.44E-35 

gene expression 4.30E-35 
organic cyclic compound metabolic process 3.89E-33 
maturation of 5.8S rRNA from tricistronic rRNA 
transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 5.60E-30 
ribosomal large subunit biogenesis 3.93E-28 
cellular nitrogen compound metabolic process 5.93E-27 
regulation of nitrogen compound metabolic process 5.24E-26 
regulation of gene expression 2.66E-25 

regulation of cellular metabolic process 5.53E-25 
regulation of cellular macromolecule biosynthetic 

process 1.36E-24 
regulation of macromolecule biosynthetic process 1.58E-24 
regulation of macromolecule metabolic process 3.03E-24 
nitrogen compound metabolic process 3.31E-24 
regulation of primary metabolic process 1.33E-23 
regulation of cellular biosynthetic process 2.53E-23 
regulation of metabolic process 2.08E-22 

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU- 
rRNA from 5.8S rRNA and LSU-rRNA from tricistronic 

rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 2.12E-22 
endonucleolytic cleavage of tricistronic rRNA transcript 

(SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 7.15E-22 
macromolecular complex subunit organization 7.15E-22 

cleavage involved in rRNA processing 8.23E-22 

biological regulation 3.16E-20 
rRNA 5 -end processing 6.00E-20 

RNA localization 6.83E-20 
macromolecule metabolic process 1.12E-19 
regulation of cellular process 3.54E-19 
endonucleolytic cleavage to generate mature 5 -end of 

SSU-rRNA from (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 4.06E-19 
nucleosome organization 5.91E-19 

nucleocytoplasmic transport 6.64E-19 
cellular macromolecule metabolic process 1.32E-18 
chromatin assembly or disassembly 1.66E-18 
regulation of biological process 1.71E-18 

ribonucleoprotein complex localization 3.61E-17 
maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA 
transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 9.75E-16 
ribonucleoprotein complex subunit organization 1.25E-15 

maturation of LSU-rRNA 1.44E-15 
chromatin organization 3.30E-15 

regulation of RNA metabolic process 3.71E-15 
regulation of nucleobase-containing compound 

metabolic process 5.12E-15 
chromosome organization 8.07E-15 

rRNA-containing ribonucleoprotein complex export 
from nucleus 1.02E-14 

RNA transport 1.45E-14 
macromolecular complex assembly 1.45E-14 

RNA phosphodiester bond hydrolysis 2.78E-14 
regulation of transcription, DNA-templated 3.28E-14 

ribonucleoprotein complex assembly 3.57E-14 
cellular macromolecular complex assembly 3.69E-14 
organelle assembly 3.69E-14 

regulation of nucleic acid-templated transcription 5.84E-14 
chromatin remodeling 8.58E-14 

nucleobase-containing compound transport 1.09E-13 
regulation of cellular amide metabolic process 1.47E-13 

cellular component assembly 2.60E-13 
regulation of translation 3.48E-13 
organic substance metabolic process 7.82E-13 
posttranscriptional regulation of gene expression 1.23E-12 
ribosome assembly 1.79E-12 
nucleic acid phosphodiester bond hydrolysis 2.26E-12 

DNA-templated transcription, elongation 5.86E-12 
primary metabolic process 8.72E-12 
nucleosome disassembly 3.34E-11 

chromatin disassembly 3.34E-11 
ncRNA transcription 3.63E-11 

macromolecule biosynthetic process 4.49E-11 
cellular macromolecule biosynthetic process 6.03E-11 

cellular component organization 1.23E-10 
RNA export from nucleus 1.28E-10 

cellular nitrogen compound biosynthetic process 1.81E-10 
chromatin silencing 1.86E-10 

organelle organization 1.86E-10 
metabolic process 2.08E-10 

cellular metabolic process 2.20E-10 

transcription from RNA polymerase II promoter 2.59E-10 
transcription elongation from RNA polymerase II 

promoter 3.66E-10 
chromatin modification 7.47E-10 

regulation of gene expression, epigenetic 7.47E-10 
negative regulation of nitrogen compound metabolic 

process 7.76E-10 
protein complex disassembly 1.55E-09 

ribosomal subunit export from nucleus 1.73E-09 
cellular response to DNA damage stimulus 2.82E-09 

macromolecular complex disassembly 3.02E-09 
cellular localization 3.16E-09 

regulation of cellular protein metabolic process 1.46E-08 
negative regulation of metabolic process 1.93E-08 
RNA biosynthetic process 1.99E-08 

DNA repair 2.27E-08 
transcription, DNA-templated 2.95E-08 
negative regulation of nucleobase-containing 

compound metabolic process 3.10E-08 
negative regulation of cellular macromolecule 

biosynthetic process 6.72E-08 
negative regulation of cellular metabolic process 7.89E-08 

chromatin assembly 8.14E-08 
negative regulation of gene expression 8.77E-08 

nitrogen compound transport 8.77E-08 
mRNA transport 1.18E-07 

protein complex subunit organization 1.60E-07 
localization 1.71E-07 

negative regulation of cellular biosynthetic process 2.06E-07 

DNA packaging 2.38E-07 
ribosomal large subunit assembly 2.66E-07 

translation 3.15E-07 
negative regulation of macromolecule metabolic 

process 4.98E-07 
translational elongation 6.98E-07 
protein-DNA complex assembly 7.27E-07 
transcription from RNA polymerase III promoter 8.94E-07 
establishment of organelle localization 9.30E-07 
negative regulation of biological process 1.10E-06 
organelle localization 1.37E-06 
rRNA export from nucleus 1.62E-06 

nucleobase-containing compound biosynthetic 

process 2.34E-06 
negative regulation of RNA metabolic process 3.52E-06 
negative regulation of transcription, DNA-templated 4.74E-06 
negative regulation of cellular process 5.47E-06 

DNA metabolic process 5.90E-06 
organic substance biosynthetic process 6.30E-06 

regulation of translational fidelity 6.88E-06 
macromolecule localization 6.92E-06 

aromatic compound biosynthetic process 8.61E-06 
amide biosynthetic process 1.01E-05 

biosynthetic process 1.08E-05 
peptide metabolic process 1.36E-05 

cell cycle 1.62E-05 
nucleosome mobilization 1.62E-05 
tRNA transcription from RNA polymerase III promoter 1.94E-05 
establishment of localization in cell 1.94E-05 
snRNA metabolic process 2.34E-05 
heterocycle biosynthetic process 2.95E-05 
DNA strand elongation involved in DNA replication 3.00E-05 
transcription from RNA polymerase I promoter 3.00E-05 
translational initiation 3.00E-05 
nuclear-transcribed mRNA catabolic process 4.69E-05 
chromatin silencing at telomere 5.38E-05 
cellular biosynthetic process 5.49E-05 
rRNA transcription 7.36E-05 

endonucleolytic cleavage in 5 -ETS of tricistronic 

rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 

2.66E-18 ATP-dependent chromatin remodeling 3.68E-09 

RNA phosphodiester bond hydrolysis, endonucleolytic 5.09E-09 

intracellular transport 8.51E-05 

nucleosome assembly 9.73E-05 

protein-DNA complex subunit organization 1.78E-17 
ribonucleoprotein complex export from nucleus 2.29E-17 

DNA conformation change 5.54E-09 
regulation of translational elongation 1.05E-08 

cell cycle process 9.91E-05 

Functional categories p-Value Functional categories p-Value Functional categories p-Value 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Table I: Yeast strains 

 
 

Strains Genotype Origin 

BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Euroscarf 

YFN116 MATα ura3-52 his3A200 leu2-3,112 trp1A63 rpb1-A187::HIS3 + pYEB220 (2µm LEU2 RPB1) (36) 

YFN117 MATα ura3-52 his3A200 leu2-3,112 trp1A63 rpb1-A187::HIS3 + pYEB220-rpo21-4 (2µm LEU2 RPB1) (36) 

YFN104 MATα ura3-52 his3A200 leu2-3,112 trp1A63 rpb1-A187::HIS3 + pYEB220-rpb1-84 (2µm LEU2 RPB1) (36) 

YFN574 MATα ura3-52 his3A200 leu2-3,112 trp1A63 rpb1-A187::HIS3 + pYEB220 (2mm LEU2 RPB1) 
abd1::13Myc::kanMX6 

This work 

YFN575 MATα ura3-52 his3A200 leu2-3,112 trp1A63 rpb1-A187::HIS3 + pYEB220-rpo21-4 (2µm LEU2 RPB1) 
abd1::13Myc::kanMX6 

This work 

YFN576 MATα ura3-52 his3A200 leu2-3,112 trp1A63 rpb1-A187::HIS3 + pYEB220-84 (2µm LEU2 RPB1) 
abd1::13Myc::KanMX6 

This work 

YFN382 MATα  ura3-52  his3A200  leu2-3,112  trp1A63  rpb1-A187::HIS3 + pYEB220 (2µm LEU2 RPB1) 
ceg1::13Myc::kanMX6 

This work 

YFN383 MATα ura3-52 his3A200 leu2-3,112 trp1A63 rpb1-A187::HIS3 + pYEB220-rpo21-4 (2µm LEU2 RPB1) 
ceg1::13Myc::kanMX6 

This work 

YFN384 MATα ura3-52 his3A200 leu2-3,112 trp1A63 rpb1-A187::HIS3 + pYEB220-84 (2mm LEU2 RPB1) 
ceg1::13Myc::kanMX6 

This work 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Table 2: Functional categories (Biological Process). Proteins identified by Mass spectrometry from S. cerevisiae Chromatin Enriched Fractions after RNAse incubation. 

The analysis was performed using the STRING software (1). 

 

 
 

rRNA processing 3.82E-15 

ribosome biogenesis 2.31E-14 

ribonucleoprotein complex biogenesis 7.16E-14 

ncRNA metabolic process 2.63E-12 

gene expression 5.57E-12 

RNA metabolic process 6.19E-12 

ribosomal small subunit biogenesis 5.11E-10 

nucleic acid metabolic process 2.87E-09 
maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA 
transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 3.07E-09 

RNA processing 3.07E-09 

cellular component organization or biogenesis 6.87E-09 

regulation of macromolecule biosynthetic 
process 8.87E-09 

regulation of cellular biosynthetic process 8.87E-09 

chromatin assembly or disassembly 1.02E-08 

regulation of nitrogen compound metabolic 
process 1.77E-08 

regulation of cellular macromolecule biosynthetic 
process 2.40E-08 

regulation of cellular metabolic process 4.38E-08 

biological regulation 4.38E-08 

 
maturation of 5.8S rRNA from tricistronic rRNA 
transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 7.11E-08 

regulation of primary metabolic process 8.01E-08 

regulation of nucleobase-containing compound 
metabolic process 1.07E-07 

regulation of macromolecule metabolic process 1.18E-07 

endonucleolytic cleavage in 5 -ETS of tricistronic 
rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU- 
rRNA) 1.19E-07 

regulation of transcription, DNA-templated 1.19E-07 

regulation of gene expression 1.26E-07 
endonucleolytic cleavage to generate mature 5 - 

end of SSU-rRNA from (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, 

LSU-rRNA) 1.60E-07 

nucleosome organization 3.26E-07 

ATP-dependent chromatin remodeling 3.51E-07 

cellular nitrogen compound metabolic process 3.76E-07 

nucleosome disassembly 3.82E-07 

chromatin disassembly 3.82E-07 
endonucleolytic cleavage of tricistronic rRNA 

transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 7.96E-07 

protein-DNA complex subunit organization 9.93E-07 

regulation of metabolic process 1.20E-06 

 

SSU-rRNA from 5.8S rRNA and LSU-rRNA from 

tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S 
rRNA, LSU-rRNA) 2.55E-06 

cleavage involved in rRNA processing 5.27E-06 

regulation of biological process 1.28E-05 

DNA conformation change 1.28E-05 

regulation of cellular process 1.67E-05 

cellular macromolecule metabolic process 2.69E-05 

chromatin silencing 2.71E-05 

regulation of gene expression, epigenetic 2.94E-05 

cellular component assembly 3.15E-05 

chromatin assembly 3.86E-05 

transcription, DNA-templated 4.32E-05 

DNA-templated transcription, elongation 4.71E-05 

transcription from RNA polymerase II promoter 4.71E-05 

DNA packaging 4.74E-05 

macromolecular complex assembly 6.04E-05 

RNA phosphodiester bond hydr

Standard yChEFslRNAse incubation <0.5  

Functional categories p-Value Functional categories p-Value Functional categories p-Value 
 
cytoplasmic translation 

 
5.36E-55 

 
maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA 

  
cellular amide metabolic process 

 
5.66E-06 

ribosome biogenesis 8.13E-14 transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 8.57E-07 regulation of translational elongation 6.77E-06 

ribonucleoprotein complex biogenesis 
rRNA metabolic process 

4.31E-13 
5.77E-09 

translational elongation 
translation 

1.26E-06 
1.92E-06 

rRNA-containing ribonucleoprotein complex 
export from nucleus 

 
1.15E-05 

ribosomal small subunit biogenesis 5.80E-09 ncRNA metabolic process 1.92E-06 ribonucleoprotein complex export from nucleus 1.39E-05 
rRNA processing 7.79E-09 peptide metabolic process 2.30E-06 ribonucleoprotein complex localization 1.41E-05 

cellular component biogenesis 4.72E-08 regulation of translation 4.74E-06 RNA processing 
regulation of translational initiation 

1.70E-05 
2.55E-05 

Standard yChEFslRNAse incubation >2  

Functional categories p-Value Functional categories p-Value Functional categories p-Value 

cellular component biogenesis 1.22E-17 nucleosome positioning 6.36E-08 endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate  
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Nuestro grupo de investigación a lo largo de los últimos años ha tratado de 

caracterizar funcionalmente la RNA polimerasa II y el papel que juegan proteínas asociadas 

a ella en diversos procesos como el ensamblaje, transcripción y ciclo de vida de los mRNA.  

Este estudio se va a centrar en el papel de dos proteínas; Bud27, cuyo ortólogo en 

humanos es URI/RMP, miembro de la familia prefoldin-like de las chaperonas ATP-

independientes y Rtr1, proteína ortóloga de la humana RPAP2, fosfatasa que afecta la 

expresión génica al modular el estado de fosforilación del dominio C-terminal, CTD, de la 

subunidad mayor de la RNA pol II. 

Nuestro grupo de investigación ha descrito un papel para Bud27 en la biogénesis 

de los mRNA y el ensamblaje de la RNA pol II (Mirón-García et al., 2013; Mirón-García et 

al., 2014). Datos de nuestro grupo muestran su importancia en la maduración de 

transcritos, así como su interacción  con proteínas de unión a RNAs y RBPs. En base a esto, 

nos planteamos el posible papel de Bud27 en el ciclo de vida de los mRNA.  

Dado el papel de Rtr1 en el paso de la iniciación a la elongación en la transcripción, 

etapa en la que el grupo centra parte de su trabajo,   datos de nuestro grupo y de otros que 

sugieren un papel en el ensamblaje de la RNA pol II, y apoyado por datos recientes que 

indican que modula la estabilidad de su propio transcrito (Hodko et al., 2016), nos 

planteamos estudiar el papel de Rtr1 en el ciclo de vida de los mRNA. 
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CAPÍTULO II: INFLUENCIA DE  Bud27 EN EL CICLO DE VIDA DE los mRNA  

Antecedentes 

Bud27, cuyo ortólogo en humanos es URI/RMP, es un miembro de la familia 

prefoldin-like de las chaperonas ATP-independientes. Nuestro grupo de investigación ha 

descrito que media el ensamblaje de las tres RNA pols de manera dependiente de Rpb5, 

subunidad común a las tres RNA polimerasas (Mirón-García et al., 2013) y otros han 

descrito su papel en el ensamblaje de la RNA pol III  (Vernekar and Bhargava, 2015). Del 

mismo modo, Bud27 contribuye a la biogénesis de los mRNA e influencia la elongación de 

la transcripción de la RNA pol II mediante su asociación con Sth1, componente principal del 

complejo remodelador de cromatina RSC, (Mirón-García et al., 2014). La asociación entre 

Bud27 y RSC se extiende a la RNA pol III (Vernekar and Bhargava, 2015). De igual manera, 

la falta de Bud27 y de URI afecta la transcripción de distintos genes (Gstaiger et al., 2003; 

Mirón-García et al., 2014). Además, Bud27 también modula la asociación de la RNA 

polimerasa II a los genes (datos de nuestro grupo).  

Bud27 y  URI participan en la ruta TOR (“target of rapamycin”), ruta de señales que 

regula la disponibilidad de nutrientes en eucariotas (Gstaiger et al., 2003). Datos de nuestro 

grupo muestran que en el mutante bud27∆ hay 177 genes con una mayor ocupación de la 

RNA polimerasa II respecto al silvestre, de los cuales el 75% son putativamente 

dependientes de Gcn4 (factor de transcripción activador de la biosíntesis de los 

aminoácidos). A su vez, Gcn4 está regulada por la ruta TOR, controlando la traducción de 

los mRNA dependientes de Gcn4 (Valenzuela et al., 2001). Por otro lado, se sabe que el 

bloqueo de la ruta TOR conlleva la alteración de los transcritos, acortando las colas de 

poli(A) provocando una aceleración en la degradación de los mRNA (Albig and Decker, 

2001). 

Estudios de nuestro grupo muestran que Bud27 está implicada en procesos de 

maduración de transcritos, concretamente en la síntesis y/o maduración de los tRNA, 

posiblemente regulando específicamente la maquinaria transcripcional de la RNA 

polimerasa III, así como en la maduración de rRNAs y mRNAs. 

Asimismo, en nuestro grupo hemos identificado mediante un escrutinio de 

supresión génica, por sobreexpresión, genes que suprimen el defecto de termosensibilidad 



RESULTADOS 

138 
 

en una cepa bud27∆. De entre ellos, resulta interesante el gen PAB1 que codifica  la 

proteína Pab1 (proteína de unión al mRNA), involucrada en procesos de deadenilación 

(revisado en (Parker, 2012)) y tamaño de la cola de poli(A) de los mRNA (Aasland et al., 

1996).  

Por tanto, puesto que Bud27 es un importante foco de estudio en nuestro grupo, 

y basándonos en los antecedentes previamente mostrados, nos planteamos el estudio del 

papel que puede tener Bud27 en el ciclo de vida de los mRNA. De igual manera 

consideramos interesante analizar el bloqueo de la ruta TOR por rapamicina para intentar 

elucidar el posible papel que Bud27 puede estar realizando en este proceso en cuanto a la 

estabilidad de los mRNA. 

 

ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LOS mRNA EN AUSENCIA DE Bud27 

Basándonos en los antecedentes indicados, nos planteamos el estudio de la 

estabilidad de los transcritos en carencia de Bud27.  

Estudio de la estabilidad de los mRNA  en genes individuales en ausencia de Bud27 

Para determinar el efecto que tiene la deleción de BUD27 en la estabilidad global 

de los mRNA se usó la cepa mutante bud27∆ y su cepa isogénica silvestre. Para ello, se 

crecieron las cepas en medio SD líquido a 30ºC. Cuando los cultivos alcanzaron una 

D.O600~0,5, se añadió tiolutina para inhibir la transcripción de nuevas moléculas de mRNA, 

y se recogieron alícuotas a distintos intervalos de tiempo entre 0 y 60 minutos, 

permitiéndonos de esta forma tener un seguimiento de la estabilidad de los mRNA a lo 

largo del tiempo.  Tras la extracción de RNA de cada punto se analizó mediante RT-qPCR la 

estabilidad de cuatro genes individuales: CPA2, HHT1, ACT1 y RPB6, normalizando su 

expresión a la del  rRNA 18S transcrito por la RNA polimerasa I (Figura B1).  
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Figura B1: Representación de la estabilidad de los mRNA de los genes CPA2, HHT1, ACT1 y RPB6. El análisis 

se realizó mediante RT-qPCR y se normalizó a los niveles del rRNA 18S. La caída se representa en escala 
logarítmica (logaritmo neperiano). La línea de tendencia es indicativa de la velocidad de degradación del mRNA. 

  

Como se observa en la figura B1, de forma generalizada en los cuatro genes 

analizados, el mutante bud27∆ muestra una aceleración de la velocidad de degradación de 

los mRNA si lo comparamos con su cepa isogénica silvestre, provocando una disminución 

de la vida media de los transcritos, como se muestra en la tabla B1. Estos datos sugieren 

un papel positivo de Bud27 en la estabilidad de los mRNA. 

 

Tabla B1: Vidas medias de los mRNA para los genes indicados. Los datos son analizados a partir de los datos 

de  RT-qPCR de la Figura B1, en el mutante bud27∆ frente al silvestre, normalizando el silvestre a 1. 
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Análisis de los niveles de acumulación de mRNA de los genes CPA2, HHT1, ACT1 y RPB6, 

en ausencia de Bud27 

Una vez analizado el efecto de la ausencia de Bud27 en la estabilidad de los mRNA, 

nos planteamos analizar los niveles de acumulación de mRNA de los genes utilizados en la 

figura B1, para determinar si el mutante bud27∆ altera dicha acumulación (Figura B2). Para 

ello, se utilizaron los valores de acumulación de mRNA obtenidos a tiempo 0 (0 minutos) 

procedentes del análisis de RT-qPCR (Figura B1), antes del tratamiento con tiolutina. Los 

valores de acumulación de mRNA inicial se relativizaron al control interno 18S (Figura B2). 

 

Figura B2: Análisis de la acumulación de mRNA para  los genes CPA2, HHT1, ACT1 y RPB6. Valores de 

acumulación inicial de mRNA de cada gen (Figura B1), antes  del tratamiento con tiolutina, relativizados al 
control interno rRNA 18S, tanto para el  mutante bud27∆ como para su cepa  isogénica silvestre. 

  

Como se observa en la Figura B2 los niveles de acumulación de mRNA no muestran 

variaciones significativas entre el mutante bud27∆ y la cepa isogénica silvestre para los 

genes analizados, excepto para el gen CPA2. Curiosamente el gen CPA2 muestra niveles de 

ocupación de RNA pol II en carencia de Bud27 más elevados que en una cepa silvestre 

(datos de nuestro grupo), lo que podría explicar este aumento de acumulación de mRNA.  

Con la excepción de este gen, podemos sugerir que  puesto que observamos una menor 
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estabilidad de los transcritos de  varios de estos genes en el mutante bud27∆, sin variación 

en la acumulación de mRNA respecto al silvestre, posiblemente se esté dando una 

respuesta homeostática en dicho mutante para compensar la cantidad de mRNA global en 

la célula.  

Por otra parte, los análisis realizados mediante citometría de flujo (Materiales y 

Métodos) no mostraron diferencias significativas en el tamaño celular (WT=1; bud27∆=1,15 

+/- 0,02)  y número de células por unidad de volumen a igual DO600. Sí existe, no obstante 

un diferencia importante en la tasa de crecimiento, GR (WT= 90 min;  bud27∆= 135min).  

Estudio de la estabilidad global de mRNA  

Una vez determinada la disminución de estabilidad de los mRNA de los genes 

analizados, nos planteamos el análisis de la estabilidad global de mRNA mediante Dot-blot. 

A pesar de que es una técnica rutinaria en mucho laboratorios, en nuestro grupo no se 

había desarrollado esta técnica, al menos utilizando la sonda fluorescente oligodT 

(oligodTCy3) que reconoce las colas de poli(A) de los mRNA. Por ello, en primer lugar se 

llevó a cabo la puesta a punto del método, a partir de muestras de RNA total recogidas a 

tiempo 0 (0 minutos), de dos réplicas del mutante bud27∆ y sus correspondientes réplicas 

del silvestre. Como se muestra en la figura B3B podemos observar las diferencias 

respectivas esperadas, en la cuantificación de mRNA total, en relación al RNA total cargado. 

Los datos corroboran la sensibilidad  y eficacia de esta técnica en la detección de los niveles 

de mRNA. 
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Figura B3: Puesta a punto del análisis de mRNA total mediante Dot-blot con la sonda fluorescente oligodT 

(oligodTCy3). A) Dot-blot, analizando por duplicado mutantes bud27∆ y su respectivo silvestre. Se cargaron  2 
µg, 1 µg y 0,5 µg de RNA total. B) Cuantificación de los niveles de mRNA en las diferentes muestras. 

Una vez puesta a punto la técnica, continuando con el propósito de analizar la 

estabilidad del mRNA total en el mutante bud27∆ respecto al silvestre, utilizando las 

diferentes muestras recogidas a los distintos tiempos entre 0-60 minutos previo al 

tratamiento con tiolutina en el apartado anterior,  se analizó la cantidad de mRNA total 

mediante Dot-blot, cargando cantidades iguales de RNA total para cada muestra (Figura 

B4). 

Figura B4: Análisis de la estabilidad de mRNA total mediante Dot-blot, en la cepa bud27∆ y su cepa 

isogénica silvestre, previo al tratamiento con tiolutina para provocar la parada transcripcional. A) 
Cuantificación de la señal de fluorescencia con la sonda oligodT (oligodTCy3) para cada tiempo analizado. B) 
Cálculo de la vida media de los transcritos del apartado A) relativizando frente al nivel en la cepa silvestre 
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Como se observa en la figura B4A, la estabilidad global de los mRNA en una cepa 

bud27∆, es menor que la de la cepa isogénica silvestre. Tal y como se observa en el análisis 

de las vidas medias, el mutante bud27∆ muestran una disminución del doble en la vida 

media de los mRNA en relación a la cepa silvestre (Figura B4B).  

 Por otro lado, se determinaron los niveles de acumulación de mRNA global, a partir 

de los valores obtenidos a tiempo 0 (0 minutos) en el Dot-blot, antes del tratamiento con 

tiolutina.  Los valores de acumulación de mRNA inicial se relativizaron a la cantidad total 

de RNA utilizada (µg de RNA) (Figura B5). 

 

Figura B5: Análisis de la acumulación  global de mRNA. Valores de acumulación global de mRNA (Figura 

B4A), previo al tratamiento con tioutina, relativizados a la cantidad total de RNA usado en cada experimento 

(µg de RNA), tanto para el  mutante bud27∆ como para su cepa  isogénica silvestre. 

 

Como se observa en la figura B5 los niveles de acumulación de mRNA global entre 

el mutante bud27∆ y la cepa isogénica silvestre no muestran diferencias significativas. El 

hecho de que haya una caída importante de la vida media de los mRNA sin cambios 

importantes en la acumulación de los mismos sugiere un comportamiento homeostático 

para mantener los niveles de mRNA similares a los de la cepa silvestre. Eso sugiere un 

aumento de la actividad transcripcional. 

 

PAPEL DE Bud27 EN LOS PROCESOS DE POLIADENILACIÓN ALTERNATIVA de los mRNA 

Una vez demostrado el papel de Bud27 en la estabilidad del mRNA, tratamos de 

determinar el mecanismo a través del cual Bud27 modula este proceso. Se ha descrito que 

tanto Bud27 como su ortólogo en humanos, URI, participan en la ruta TOR (Gstaiger et al., 
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2003), y que el bloqueo de la ruta TOR tras el tratamiento por rapamicina produce la 

desestabilización de los transcritos debido a un acortamiento en las colas de poli(A) en S. 

cerevisiae (Albig y Decker, 2001). Además,  en un escrutinio de supresión génica llevado a 

cabo en nuestro grupo, se ha identificado supresión del fenotipo de termosensibilidad en 

un cepa con BUD27 delecionado por sobreexpresión de PAB1, gen que codifica la proteína 

Pab1 de unión a la colas de poli(A) e involucrada en el control del tamaño de las mismas y 

en procesos de deadenilación de los transcritos, modulando la actividad de complejos tales 

como Ccr4/Pop2/Not y Pan2/Pan3, implicados directamente en el acortamiento de las 

colas de poli(A) (revisado en (Parker, 2012).. Puesto que se ha descrito previamente que 

uno de los motivos que provoca inestabilidad en los transcritos es la alteración en las colas 

de poli(A) por procesos de “poliadenilación alternativa”(Geisberg et al., 2014), planteamos 

la hipótesis de que la inestabilidad de los transcritos en carencia de Bud27 pueda ser debida 

a este proceso de poliadenilación alternativa. Asimismo se ha demostrado, que la 

alteración de los sitios de poliadenilación pude estar ocasionada por daños en el DNA 

sufrido por diferentes condiciones de estrés tales como UV o 4-nitroquinolina 1-óxido 

(4NQO) (Graber et al., 2013), y existen estudios que involucran a Bud27 como factor de 

reparación del DNA dañado en situaciones de estrés (Muñoz-Galván et al., 2013).   

Por tanto, nos planteamos realizar un estudio de poliadenilación alternativa en 

cepas con BUD27 delecionado así como en su cepa isogénica silvestre tratada con 

rapamicina para bloquear la ruta TOR. 

Análisis  transcriptómico del mutante bud27∆ y su comparación con el bloqueo de la ruta 

TOR por rapamicina.  

Con objeto de analizar el perfil de poliadenilación en cepas carentes de BUD27  así 

como en cepas silvestres tratadas “overnight” con rapamicina para bloquear la ruta TOR, 

se procedió a realizar una análisis global de mRNA mediante RNA-Seq. La secuenciación se 

llevó a cabo en dirección 3’-5’, desde el primer nucleótido siguiente a la cola de poli(A), 

siguiendo el método descrito previamente (Wilkening et al., 2013) (Ver Materiales y 

Métodos). El estudio de expresión génica así como el análisis de los sitios de poliadenilación 

derivado de estos datos se realizó en colaboración con el Dr. Vicent Pelechano (Karolinska 

Intitute, Estocolmo, Suecia). 
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A partir de los datos obtenidos mediante RNA-Seq se realizaron en primer lugar 

estudios trasncriptómicos tanto en el mutante bud27∆ frente a la cepa isogénica silvestre, 

como en el propio silvestre tratado con rapamicina frente a condiciones de no tratamiento. 

Para este estudio se usaron técnicas bioinformáticas aprendidas durante mi estancia en el 

laboratorio del Dr. Vicent Pelechano (Karolinsca Institute, Estocolmo, Suecia).  El análisis de 

los niveles de expresión génica se realizó con el programa Rstudio, utilizando el paquete 

Deseq2, y se desarrolló un primer análisis de calidad y similitud entre réplicas para las 

distintas muestras. Para ello, en la figura B6A se muestra este análisis empleando un mapa 

de calor (heatmap), cuya escala de colores representa la semejanza entre muestras, siendo 

los tonos más oscuros indicativo de una mayor similitud entre las mismas. Otro tipo de 

estudio que se desarrolló fue un análisis  “heatpairs” (Figura B6B), donde igualmente se 

comparan todas las réplicas de cada muestra entre sí, pero en este caso la similitud entre 

las muestras viene indicada por un valor númerico, siendo 1 el valor de mayor similitud; se 

representan además unas gráficas de dispersión donde la desviación de puntos con 

respecto a la línea de tendencia indica variabilidad entre las muestras. Por último, como 

control de calidad representamos una gráfica del tipo PCA (Análisis de los componentes 

principales) (Figura B6C) donde las réplicas de la misma muestra están representadas con 

un punto del mismo color. La proximidad de los puntos es indicativa de mayor similitud 

entre ellas.  

A diferencia de los posteriores análisis de nivel de expresión génica, en los cuales 

se utilizan los datos normalizados mediante logaritmo en base 2, “log2foldchange”, (Figura 

B7), en el análisis de las gráficas indicativas de calidad y similitud de réplicas (“heatmaps”, 

“heatpairs” y “PCA”,) (Figura B6), el empleo de los datos logarítmicos en base 2 plantea un 

problema. Los genes con bajo nivel de conteo tienden a dominar el resultado, debido al 

fuerte ruido de fondo (Poisson) inherente en los conteos de los valores pequeños. Para 

solucionar este problema, Deseq2 ofrece una transformación regularizada del logaritmo 

(rlog), donde los genes con altos niveles de conteos no difieren mucho del logaritmo en 

base 2 ordinario. Sin embargo, para los genes con niveles de conteos bajos, los valores se 

reducen a los promedios de los genes en todas las muestras, permitiendo de este modo, 

obtener un análisis representativo. 
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Figura B6: Análisis de calidad y variabilidad entre las muestras de RNAseq para el mutante bud27∆ y la 

cepa isogénica silvestre tratada con rapamicina (WT + R), así como el mismo silvestre sin tratamiento 
específico (WT). A) Análisis Heatmap. Mapa de calor que establece una mayor similitud entre muestras; a 
mayor intensidad del color mayor similitud. B) Análisis Heatpairs. En esta gráfica la similitud entre las muestras 
viene indicada por un valor númerico, siendo 1 el valor de mayor similitud, y unas gráficas de dispersión donde 
la desviación de puntos con respecto a la línea de tendencia indica variabilidad entre las muestras. C) Análisis 
PCA.  La proximidad de los puntos de las réplicas de las mismas muestras confirma su calidad en cuanto a 
similitud y la distancia con las otras muestras indica mayor variabilidad. 
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Evaluando los diferentes análisis de calidad representados en la figura B6 

concluimos que las muestras con las que estamos trabajando son fiables por la similitud 

existente entre réplicas (Figura B6). Además, podemos observar las diferencias existentes 

entre el mutante bud27∆ y el bloqueo de la ruta TOR por rapamicina en una cepa silvestre, 

ambas frente a la misma cepa silvestre sin tratamiento específico, lo que sugiere una 

expresión génica diferencial. 

Una vez valorado la calidad de las muestras, se procedió al análisis de los niveles 

de acumulación de mRNA para cada gen entre la mutación bud27∆ y el bloqueo de la ruta 

TOR por rapamicina en una cepa silvestre en ambos casos frente la misma cepa silvestre 

sin tratamiento específico (Figura B7). Para el análisis de acumulación de mRNA sí se 

emplean datos con logaritmo en base 2. En la representación gráfica de la figura B7 cada 

punto simboliza un gen. El eje X corresponde a la acumulación media de mRNA para cada 

gen, mientras que el eje Y muestra las diferencias entre las condiciones estudiadas. Los 

puntos en rojo representan aquellos genes con diferencias significativas (pValue < 0.01). 

 

Figura B7: Análisis del nivel de acumulación de mRNA diferencial de cada gen (niveles de expresión) en el  

mutante bud27∆ y en un silvestre tratado con rapamicina para bloquear la ruta TOR (WT + R), frente al 
silvestre (WT). En la figura aparecen con puntos rojos aquellos genes que muestran diferencias significativas, 
(p < 0.01), frente al silvestre.   

Como se muestra en la figura B7, la ausencia de Bud27 en la célula y el tratamiento 

con rapamicina en un silvestre para bloquear la ruta TOR (Figura B7) tiene un efecto 
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importante en la acumulación de mRNA (expresión génica). En ambas condiciones, la nube 

de puntos rojos sugiere que la expresión génica de un importante número de genes se ve 

afectada respecto al silvestre.  

Para determinar el número de genes que estaban afectados con una mayor o 

menor acumulación de mRNA en el mutación bud27∆ y el bloqueo de la ruta TOR por 

rapamicina en una cepa silvestre, ambos frente a la misma cepa silvestre sin tratamiento 

específico, se realizaron diagramas de Venn. De igual modo, se representan mediante 

diagramas de Venn  los genes comunes a las dos situaciones. En todos los casos, se trata 

de diferencias en la acumulación de mRNA, mayor o menor de 2 veces para las 2  

condiciones analizadas (Figura B8). 

 

Figura B8: Representación mediante Diagramas de Venn de genes con acumulación de mRNA mayor y 

menor de 2 veces en el mutante bud27∆ y el bloqueo de la ruta TOR por rapamicina en una cepa silvestre 
frente la misma cepa silvestre sin tratamiento específico. 

Como se observa en la figura B8, tanto en el mutante bud27∆ como en la cepa 

silvestre tratada con rapamicina para bloquear la ruta TOR, existe un importante número 

de genes alterados en cuanto a la acumulación de mRNA, con respecto a la cepa silvestre. 

Además, un alto número de estos genes son comunes a ambas condiciones (Entre 25-28% 
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en carencia de Bud27 y  entre 18-27% en bloqueo de ruta TOR, para los genes de mayor o 

menor  acumulación, respectivamente). Ante la hipótesis de que el  bloqueo de la ruta TOR, 

que altera la estabilidad de los mRNA acelerando su degradación (Albig and Decker, 2001) 

y el aumento de inestabilidad de los mRNA en una bud27∆ (Figura B1) puedan ser 

respuestas comunes, analizamos las categorías funcionales a las que pertenecían estos 

genes alterados. Para ello se hizo un análisis con las herramientas de la plataforma STRING 

(Functional protein association networks (Szklarczyk et al., 2016), de los procesos 

biológicos, excluyendo categorías con valores de p-Value menores de 10-5
. En la tabla B2 se 

analizan todos los genes con mayor y menor acumulación de mRNA en un mutante bud27∆ 

frente al silvestre, en la tabla B3 se analizan todos los genes con mayor y menor 

acumulación de mRNA en un silvestre bloqueando la ruta TOR con rapamicina frente al 

silvestre sin tratamiento específico y en la tabla B4, se analizan los genes con mayor y 

menor acumulación de mRNA comunes a ambas condiciones. 

Genes con mayor acumulación de mRNA en el mutante bud27∆ 

 

 

Procesos biológicos p-Value 

proceso biosintético de aminoácidos celulares 3.36 . 10-12 

proceso biosintético de alfa-aminoácido 1.11 . 10-11 

proceso biosintético de pequeñas moléculas 1.92 . 10-10 

proceso metabólico alfa aminoacídico 3.87 . 10-10 

proceso metabólico de aminoácidos celulares 1.11 . 10-09 

proceso metabólico de aminoácidos de la familia del aspartato 2.12 . 10-09 

proceso biosintético de ácido carboxílico 3.61 . 10-09 

proceso biosintético de aminoácidos de la familia del aspartato 5.06 . 10-08 

proceso metabólico de pequeña molécula 6.62 . 10-08 

proceso biosintético de lisina 7.24 . 10-08 

proceso metabólico oxoácido 4.99 . 10-06 

proceso biosintético de lisina a través del ácido α-aminoadípico 6.77 . 10-06 

proceso metabólico de ácido carboxílico 2.12 . 10-05 

Genes con menor acumulación de mRNA en  el mutante bud27∆  

Procesos biológicos  

 

 

 

Categoría no encontrada  

  
 

Tabla B2: Análisis de las categorías funcionales de los genes con mayor o menor acumulación de mRNA en 

el mutante bud27∆ frente al silvestre, a partir de los datos procedentes del RNA-Seq (Figura B7). Se usó el 
programa STRING  (https://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2016). 
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Genes con mayor acumulación de mRNA en un silvestre 

tratado con rapamicina para bloquear la ruta TOR 

 tratado con rapamicina 

  
   

Procesos biológicos  p-Value    

proceso metabólico de pequeña molécula  5.44 . 10-07    

proceso metabólico del glutamato  8.07 . 10-05    

proceso metabólico de ácido carboxílico  8.07 . 10-05    

proceso metabólico del ácido monocarboxílico  8.07 . 10-05    

Genes con menor acumulación de mRNA en un silvestre 

tratado con rapamicina para bloquear la ruta TOR 

t 

tratado con rapamicina 

  

   

Procesos biológicos  p-value    

traducción citoplásmica  4.46 . 10-12    

biogénesis ribosómica  1.31 . 10-77    

biogénesis del complejo ribonucleoproteico  1.79 . 10-68    

procesamiento de rRNA  7.24 . 10-52    

proceso metabólico del ncRNA  7.07 . 10-51    

proceso metabólico del rRNA  4 .11 . 10-49    

procesamiento de ncRNA  7.19 . 10-49    

biogénesis de la subunidad pequeña ribosomal  2.53 . 10-40    

maduración de SSU-rRNA a partir del transcrito tricistronico de rRNA (SSU-rRNA, 

5.8S rRNA, LSU-rRNA) 

 2.48 . 10-35    

maduración de SSU-rRNA  5.06 . 10-34    

biogénesis de la subunidad ribosomal grande   2.23 . 10-30    

Procesamiento de RNA  3.44 . 10-28    

biogénesis del componente celular  3.12 . 10-26    

montaje de ribosomas  1.56 . 10-22    

maduración de 5.8S rRNA del transcrito de rRNA tricistrónico (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, 

LSU-rRNA) 

 5.51 . 10-15    

escisión endonucleolítica del transcrito del rRNA tricistrónico (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, 

LSU-rRNA) 

 7.48 . 10-14    

exportación de complejo ribonucleoproteínico que contiene rRNA desde el núcleo  1.05 . 10-13    

escisión endonucleolítica en ITS1 para separar SSU-rRNA de 5.8S rRNA y LSU-rRNA  

de transcripción de rRNA tricistrónica (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) 

3.69 . 10-13    

ensamblaje complejo ribonucleoproteico  5.84 . 10-13    

elongación traduccional  2.87 . 10-12    

conjunto de subunidad grande ribosomal  6.31 . 10-12    

exportación de rRNA desde el núcleo  9.13 . 10-12    

exportación de complejo de ribonucleoproteína del núcleo  1.61 . 10-11    

localización del complejo de ribonucleoproteína  2.04 . 10-11    

escisión implicada en el procesamiento de rRNA  2.08 . 10-11    

transporte nucleocitoplasmático  2.99 . 10-10    

procesamiento de rRNA 5-end  3.36 . 10-10    

maduración de LSU-rRNA  8.49 . 10-10    

transcripción ncRNA  3.54 . 10-06    

regulación de la traducción  4.31 . 10-06    

traducción  4.93 . 10-06    

exportación de RNA desde el núcleo  6.53 . 10-06    

proceso metabólico de ácido nucleico  8.92 . 10-06    

regulación de la elongación traduccional  1.32 . 10-05    

localización de RNA  4.71 . 10-05    

transporte de RNA  5.37 . 10-05    

 

 

 

     

Tabla B3: Análisis de las categorías funcionales de los genes con acumulación de mRNA 2 veces mayor o 

menor, en una cepa silvestre tratada con rapamicina para bloquear la ruta TOR frente al silvestre sin 
tratamiento específico, a partir de los datos procedentes del RNA-Seq (Figura B7). Se usó el programa STRING 
(https://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2016). 

https://string-db.org/)
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Genes comunes entre el mutante bud27∆ y cepas con la ruta TOR 

bloqueada por rapamicina, con mayor acumulación de mRNA  

bud27∆ y un silvestre tratado con rapamicina 

  

Procesos biológicas  p-Value 

vías metabólicas  6.38 . 10-08 

biosíntesis de metabolitos secundarios  1.04 . 10-06 

biosíntesis de aminoácidos  1.04 . 10-06 

metabolismo de arginina y prolina  2.21 . 10-05 

Genes comunes entre el mutante bud27∆ y cepas con la ruta TOR 

bloqueada por rapamicina con menor acumulación de mRNA  

bud27∆ y un silvestre tratado con rapamicina 

  

Procesos biológicas  p-Value 

traducción citoplásmica  9.21 . 10-17 

biogénesis ribosómica  2.09 . 10-10 

biogénesis del complejo ribonucleoproteico  9.83 . 10-10 

procesamiento de rRNA  9.93 . 10-07 

proceso metabólico del ncRNA  3.38 . 10-06 

elongación traduccional  4.51 . 10-06 

procesamiento de ncRNA  4.51 . 10-06 

proceso metabólico del rRNA  8.78 . 10-06 

biogénesis de la subunidad pequeña ribosomal  1.55 . 10-05 

 

Tabla B4: Análisis de las categorías funcionales de los genes comunes con acumulación de mRNA 2 veces 

mayor o menor entre el mutante bud27∆ frente a su cepa silvestre y  una cepa silvestre tratada con 
rapamicina para bloquear la ruta TOR, frente al silvestre sin tratamiento específico, a partir de los datos 
procedentes del RNA-Seq (Figura B7). Se usó el programa STRING (https://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 
2016). 

Analizando las tablas B2, B3 y B4 en conjunto podemos observar que aquellos 

genes con mayor acumulación de mRNA en  el mutante bud27∆ y en  una cepa silvestre 

tratada con rapamicina para bloquear la ruta TOR, e incluso en los comunes entre las dos 

condiciones, observamos categorías funcionales relacionadas mayoritariamente con 

procesos biosintéticos.  Cuando se analizan aquellos genes con menor acumulación de 

mRNA, solo para la cepa silvestre tratada con rapamicina para bloquear la ruta TOR 

observamos una relación directa con genes implicados en procesamiento del RNA, 

maduración de rRNA , transporte de RNA y localización de RNA, traducción y biogénesis 

ribosomal (Tabla B3). Sin embargo, cuando analizamos los genes con menor acumulación 

de mRNA comunes al mutante bud27∆ y una cepa silvestre tratada con rapamicina para 

bloquear la ruta TOR, frente a sus silvestres (Tabla B4),  sí observamos categorías 

funcionales implicadas en diversos procesos del RNA, de síntesis de ribosomas y de 

traducción, información que se veía enmascarada, probablemente, en el análisis de los 

https://string-db.org/)
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genes con menor acumulación de mRNA en el mutante bud27∆ (Tabla B2), por el 

importante número de genes implicados en otros procesos celulares.  

De manera interesante se observa que entre el 70%-80% de los genes con mayor 

acumulación de mRNA tanto en el mutante bud27∆ como en el silvestre tratado con 

rapamicina para bloquear la ruta TOR, son dependientes de Gcn4. Esto está en correlación 

con lo descrito en condiciones de bloqueo de ruta TOR y de carencia de Bud27 y URI 

(Gstaiger et al, 2003).  

Por otro lado, los genes con menor acumulación de mRNA parecen indicar una 

respuesta a estrés (Gasch et al., 2000) y estarían, además, en concordancia con los defectos 

en traducción, maduración de rRNA, tRNA y mRNA, así como con los defectos en  biogénesis 

de ribosomas observados en carencia de Bud27 (Deplazes et al; Martínez-Fernández, en 

preparación). La disminución de la acumulación de mRNA puede estar relacionada con la 

disminución de la estabilidad de los mRNA, tanto en el mutante bud27∆  (Figura B4), como 

en el silvestre tratado con rapamicina bloqueando la ruta TOR (Albig and Decker, 2001), lo 

que conllevaría, en cualquier caso, una posible respuesta de estrés. 

Estudio de la poliadenilación alternativa  

Profundizando en la hipótesis inicial en la que se planteaba que la inestabilidad de 

los mRNA en el mutante bud27Δ podía ser debida a una alteración de la poliadenilación de 

los mRNA, se analizaron los sitios de poliadenilación de los mismos en un silvestre y una 

cepa bud27Δ. En paralelo se realizó el análisis del silvestre tras el tratamiento con 

rapamicina para bloquear la ruta TOR,  ya que se ha descrito la alteración del tamaño de 

las colas de poli(A) en estas condiciones (Albig and Decker, 2001), aunque nada referente 

a alteración de los sitios de poliadenilación.  

A partir de los datos de RNA-Seq anteriores normalizados a lecturas por millón, 

provenientes de una secuenciación en dirección 3’-5’desde el primer nucleótido tras la cola 

de poli(A), se analizaron los sitios de poliadenilación alternativa. El estudio requiere de los 

datos de los sitios de poliadenilación preestablecidos, cedidos por el Dr. Vicent Pelechano. 

A partir de esos datos, mediante el programa Rstudio se analizó, de manera global, la 

poliadenilación existente en un rango estimado de +/- 200 pares de bases aguas-arriba y 
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aguas-abajo de los sitios preestablecidos de poliadenilacion, correspondientes al valor 0 en 

el eje X de la figura B9A. En el eje Y se representa la suma de todos los transcritos que se 

poliadenilan en cada punto, siendo en esos puntos donde se puede observar las diferencias 

de poliadenilación entre las diferentes condiciones. Como se observa en la Figura B9A, 

tanto en el mutante bud27Δ como en un silvestre tratado con rapamicina para bloquear la 

ruta TOR se aprecian variaciones significativas que indican diferencias de poliadenilación 

en ambas direcciones (aguas-arriba y aguas-abajo) desde el sitio preestablecido de 

poliadenilación (punto 0) con respecto a su cepa isogénica silvestre.  

 Para corroborar estos datos, se utilizó un análisis de frecuencia acumulada que solo 

nos permite observar diferencias entre las distintas condiciones, sin mostrarnos en este 

caso valores reales de poliadenilación.  Este método consiste en representar una gráfica de 

puntos donde cada punto es el sumatorio de todos los valores anteriores partiendo desde 

el sitio preestablecido de poliadenilación (punto 0), analizando independientemente 

aguas-arriba y aguas-abajo de ese punto. Como se observa en la Figura B9B, corroboramos 

las diferencias claras de poliadenilación globales en ambas direcciones, tanto en un 

mutante bud27Δ como tras el bloqueo de la ruta TOR por rapamicina en una cepa silvestre. 
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Figura B9: Análisis de sitios de poliadenilación alternativa en un mutante bud27∆ y tras el bloqueo de la 

tura TOR con rapamicina en una cepa silvestre (WT + Rapamicina) frente a la cepa silvestre sin tratamiento 
(WT). A) Frecuencia global acumulada de poliadenilación.  Se analizan aproximadamente 200 pb aguas arriba 
y aguas abajo de los distintos sitios de poliadenilación preestablecidos (punto 0). B) Frecuencia acumulada de 
sitios de poliadenilación. Se analizan aproximadamente 150 pb aguas arriba y aguas abajo de los distintos sitios 
de poliadenilación preestablecidos (punto 0), por separado. 
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En la figura B10 se muestra un ejemplo del perfil de los sitios de poliadenilación 

para  genes aleatorios en el mutante bud27∆ (Figura B10A), y una cepa silvestre tratada 

con rapamicina para bloquear la ruta TOR (Figura B10B), respecto a su silvestre, analizado 

con el programa IGV (Integrative Genomics Viewer). 

 

Figura B10: Ejemplo del perfil de los sitios de poliadenilación en el mutante bud27Δ y en una cepa silvestre 

tras el bloqueo de la ruta TOR con rapamicina respecto al silvestre, a partir de análisis de RNA-Req. Análisis 

e imagen extraída con el visor IGV 2.2.72 (Robinson et al., 2011). Cada pico distribuido en el eje X representa el 
sitio de poliadenilación de cada transcrito. El eje Y, representa el número de mRNA que se poliadenilan en ese 
sitio.   

 

Análisis de los sitios preferentes de poliadenilación  

Una vez mostradas las alteraciones en la poliadenilación alternativa que tienen 

lugar en los mRNA en un mutante bud27Δ y en una cepa silvestre tras el bloqueo de la ruta 

TOR con rapamicina, el siguiente paso fue determinar los niveles diferenciales de 

poliadenilación aguas-arriba y aguas-abajo, para el global de los mRNA en ambas 

condiciones frente al silvestre. Para ello, en primer lugar se hizo un análisis individual de 

cada condición (mutante bud27Δ, bloqueo de la ruta TOR en una cepa silvestre tratada con 

rapamicina y cepa silvestre sin tratamiento específico) con el fin de establecer un ratio, 

bud27∆ .1

bud27∆ .2

WT .1

WT .2

WT + R .1

WT + R .2

Genes

WT + R .1

WT + R .2

WT .1

WT .2

Genes



RESULTADOS 

156 
 

para cada mRNA, entre el total de los sitios de  poliadenilación que presenta aguas-abajo 

frente al total de los que presenta aguas-arriba en torno al sitio preferente de 

poliadenilación. La representación es para el total de los mRNA (Figura B11).  

 

 

Figura B11: Análisis de los ratios entre los niveles de poliadenilación aguas-abajo vs aguas-arriba respecto 

al sitio de poliadenilacion preestablecido para la cepa silvestre (WT), el mutante bud27∆  y un silvestre 
bloqueando la ruta TOR con rapamicina (WT + R). Se analiza el ratio entre el total de los sitios de 
poliadenilación aguas-abajo del sitio de poliadenilacion preestablecido para cada mRNA, frente al total  aguas-
arriba. La gráfica representa el total de los mRNA. Se representa en el eje X el logaritmo en base 2 de los ratios 
calculados, y en el eje Y la frecuencia correspondiente al número de mRNA que corresponden a cada valor del 
ratio.  

 

 Como observamos en el análisis de la figura B11 los sitios de poliadenilación están 

repartidos prácticamente de un modo similar aguas-arriba y aguas-abajo, para todas las 

condiciones. Sin embargo se aprecia una ligera tendencia, tanto en el mutante bud27∆ 

como en el silvestre tratado con rapamicina, a la acumulación de sitios de poliadenilación 

aguas-arriba  del sitio de poliadenilación preestablecido (aumento en la frecuencia de 

valores negativos). Esto se corrobora, cuando relativizamos los valores obtenidos en la 

figura B11 para el mutante bud27∆ y el silvestre tratado con rapamicina frente al silvestre 

sin tratamiento específico (Figura B12).  
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 Figura B12: Análisis de la preferencia de los sitios de poliadenilación, aguas-arriba o aguas-abajo del sitio 

de poliadenilación preestablecido, en el mutante bud27∆ frente al silvestre (WT), y tras bloqueo de la tura 
TOR con rapamicina en la cepa silvestre (WT + R) frente al silvestre (WT). Las representaciones se 
corresponden con los datos de los ratios obtenidos en la figura B11 representando en el eje X, los valores, en 
logaritmo en base 2, de los ratios calculados de cada condición frente al silvestre, en torno al sitio de 
poliadenilación preestablecido (punto 0), aguas-arriba y aguas-abajo. En el eje Y se representa la frecuencia 
correspondiente al número de mRNA que corresponden a cada valor del ratio.  

 

La figura B12 corrobora la  mayor tendencia a la poliadenilación aguas-arriba del 

punto de poliadenilación preestablecido, con respecto al silvestre, tanto para bud27∆ como 

para el silvestre tratado con rapamicina.   

Análisis de sitios de poliadenilación alternativa en grupos de genes dependientes 
de Sth1 y dependientes de Gcn4 

Para profundizar en el estudio de la poliadenilación alternativa ocasionada por la 

ausencia de Bud27 y por el bloque de la ruta TOR, nos planteamos determinar si este 

comportamiento tiene lugar de un modo generalizado en el global de los genes, o por el 

contrario, es dependiente de grupos específicos de genes. 

Para ello, se analizó en un primer lugar la alteración de los sitios de poliadenilación 

en los grupos de genes cuya acumulación de mRNA está aumentada o disminuida,  tanto el 

mutante bud27∆ (Figura B13) como en el silvestre tras bloqueo de la ruta TOR (Figura B14) 

frente al silvestre sin tratamiento específico. También se realizó el análisis para el conjunto 
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de mRNA de aquellos genes comunes de los seleccionados anteriormente (ver figura B8) 

(Figura B15). Estos estudios se realizaron mediante análisis de frecuencia acumulada, que 

como se comentó previamente, consiste en representar gráficamente en cada posición de 

poliadenilación, el sumatorio de todos los transcritos encontrados en los puntos anteriores 

al mismo, partiendo desde el sitio de poliadenilación preestablecido (punto 0). Este tipo de 

representación nos permite ver con mayor claridad si existen diferencias significativas en 

el conjunto de sitios de poliadenilación, sin especificar si existe mayor o menor 

poliadenilación en cada sitio. 
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Figura B13: Estudio de las diferencias en los sitios de poliadenilación en el mutante bud27∆  respecto al 

silvestre (WT).  Estudio mediante análisis de frecuencias acumuladas, en los genes con mayor (A) y menor (B) 
acumulación de mRNA en el mutante bud27∆ frente al silvestre (WT). 
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Figura B14: Estudio de las diferencias en los sitios de poliadenilación en el silvestre tratado con rapamicina 

(WT + rapamicina), respecto al silvestre (WT). Estudio mediante análisis de frecuencias acumuladas, en los 
genes con mayor (A) y menor (B) acumulación de mRNA en el silvestre tratado con rapamicina (WT + 
rapamicina), frente al silvestre (WT). 
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Figura B15: Estudio de las diferencias en los sitios de poliadenilación en el mutante bud27∆ y el silvestre 

tratado con rapamicina (WT + rapamicina), respecto al silvestre (WT). Estudio mediante análisis de frecuencias 
acumuladas, en los  genes con mayor (A) y menor (B) acumulación de mRNA, comunes entre  el mutante bud27∆ 
y el silvestre tratado con rapamicina (WT + rapamicina), frente al silvestre (WT). 
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Analizando las figuras B13, B14 y B15, de modo general, podemos concluir que  el 

análisis de estos subgrupos responde al comportamiento general observado en el análisis 

global de los genes (Figura B9B), sin mostrarnos una tendencia diferencialmente 

significativa en el conjunto de los genes analizados. Sí parece, por el contrario, que existe 

una tendencia mayor de cambios en el mutante bud27∆. 

Datos previos describen la asociación de Bud27 a Sth1 (subunidad del complejo 

remodelador de la cromatina RSC) y la relación funcional entre estas proteínas y la RNA pol 

II (Mirón-García et al., 2014). Por otro lado, datos de nuestro grupo muestran que en un 

mutante bud27∆ el 75% de los genes con mayor ocupación de RNA pol II respecto a un 

silvestre son dependientes de Gcn4. Además, a partir de los datos de expresión diferencial 

obtenidos en la figura B7, se obtiene que entre el 70%-80% de los genes con mayor 

acumulación de mRNA tanto en el mutante bud27∆ como en el silvestre tratado con 

rapamicina bloqueando la ruta TOR, son dependientes de Gcn4. En base a estos datos, nos 

planteamos estudiar, los sitios de poliadenilación alternativos en la totalidad de los genes 

dependientes de Gcn4 (Figura B16) así como en el total genes dependientes de Sth1 (Figura 

B17A), analizando también por separado los genes dependientes de Sth1 positiva y 

negativamente (Figura B17B y C). 
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Figura B16: Estudio de las diferencias en los sitios de poliadenilación en el mutante bud27∆ y el silvestre 

tratado con rapamicina (WT + rapamicina), respecto al silvestre (WT). Estudio mediante análisis de frecuencias 
acumuladas, en todos los  genes dependientes de Gcn4. 

 

Como podemos observar en la figura B16, para el mutante bud27∆ y el silvestre 

tratado con rapamicina frente al silvestre, los genes dependientes de Gcn4 (analizados con 

las herramientas de la plataforma YEASTRACT, http://www.yeastract.com/index.php), 

tanto aguas-arriba como aguas-abajo de los sitios de poliadenilación preestablecidos, 

presentan un patrón muy similar al análisis global (Figura B9B). Esto puede ser 

consecuencia de que estos genes  suponen un 50% del total de los genes de S. cerevisiae. 

Posteriormente, como se mencionaba con anterioridad, se analizaron el total 

genes dependientes de Sth1 (Figura B17A), analizando también por separado los genes 

dependientes de Sth1, tanto positiva como negativamente (Figura B17B y C). 
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Figura B17: Estudio de las diferencias, en los sitios de poliadenilación en el mutante bud27∆ y el silvestre 

tratado con rapamicina (WT + rapamicina), respecto al silvestre (WT).Análisis de frecuencias acumuladas, en 
los genes dependientes de Sth1 de manera global (A), e individualmente los genes dependientes de Sth1, tanto 
positiva (B) como negativamente (C). 

El dato más destacado en el análisis de la poliadenilación alternativa que hemos 

realizado viene, quizá del estudio de los genes dependientes de Sth1 (datos cedidos por el 

Dr. Ch. Govind) (Figura B17). Como se muestra, tanto el mutante bud27∆ como el 

tratamiento con rapamicina para bloquear la ruta TOR, con respecto a la cepa silvestre , 

presentan diferencias de poliadenilación importantes en los genes dependientes de Sth1 

de manera global (Figura B17A), ocurriendo de igual modo en los análisis de los genes 

dependientes de Sth1 tanto positivamente (Figura B17B) como negativamente (figura 

B17C). Estos cambios presentan una significación mayor (menor p-value), incluso, en el 

muntante  bud27∆. En este caso, nuestros datos refuerzan la importancia de la asociación 

Bud27-Sth1 (Mirón-García et al., 2014). Debido a  la importante poliadenilación alternativa 

que tiene lugar en los genes dependientes de Sth1, sería muy interesante profundizar en 

la relación funcional entre Bud27 y Sth1 a este nivel. Además, en cuanto al silvestre tratado 

con rapamicina  respecto al silvestre sin tratamiento específico, en los tres grupos de genes 
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de la figura B17 se observa una variación significativa de los sitios de poliadenilación 

alternativa, aunque no tan destacada como la que se observa en el mutante bud27∆.  

El conjunto de estos datos sugieren una posible relación entre la poliadenilación 

alternativa y la correcta conformación de la cromatina, probablemente a través del 

posicionamiento de los nucleosomas. 

Estudio preliminar de la posible influencia de Pab1 en los efectos provocados por 

la falta de Bud27 sobre los mRNA 

Como se ha mencionado en antecedentes en un escrutinio de supresión génica 

hemos identificado el gen PAB1 como un supresor multicopia del fenotipo de 

termosensibilidad del mutante bud27∆ (Figura B18).  

 

Figura B18: Crecimiento del mutante bud27∆ y el silvestre (WT), con y sin sobreexpresión de PAB1. Análisis 

en medio mínimo SD-URA a diferentes temperaturas. 

 

Pab1 (proteína de unión a la cola de poli(A) juega un papel importante en el 

establecimiento del tamaño de las colas de poli(A) y está implicada en los procesos de 

deadenilación del mRNA,  modulando la actividad de complejos tales como Ccr4/Pop2/Not 

y Pan2/Pan3, implicados directamente en el acortamiento de las colas de poli(A) (revisado 

(Parker, 2012)). 

Basándonos en estos datos, en primer lugar, nos planteamos la hipótesis de que la 

poliadenilación alternativa observada en el mutante bud27∆, pueda estar mediada por 

Pab1. Para estudiar esta hipótesis, analizamos si la falta de Bud27 conllevaba  menor 

asociación de Pab1 a los mRNA. Para ello realizamos experimentos de  UV-crosslinking, 

(Materiales y Métodos), para fijar las proteínas asociadas a los mRNA de forma estable 
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(“crosslinking”) mediante el uso de luz UV a 254 nm. El análisis de Pab1 asociado a los 

mRNA, por western-blot, se muestra en la Figura B19.   

 

 

Figura B19: Detección por western-blot de los niveles de Pab1 asociadas a los mRNA.  Experimentos 

realizados mediante el método UV-crosslinking, con el respectivo control de contaminante citoplasmático 

(Pgk1), en el mutante bud27∆ respecto a su silvestre (WT). 

 

Como se observa en la figura B19, los niveles de Pab1 asociados a los mRNA en el 

mutante bud27∆ respecto al silvestre, no muestran diferencias significativas. Igualmente 

analizamos si la sobreexpresión de PAB1 corregía el fenotipo de sensibilidad de mutante 

bud27∆ a la droga cicloheximida (inhibidor de la traducción bloqueando la elongación de 

la traducción), demostrado por nosotros y por otros (Deplazes et al., 2009). Como se 

observa en la figura B20, la sobreexpresión de PAB1 corrige dicha sensibilidad en el 

mutante bud27∆. Estos resultados sugieren que Pab1 podría tener un efecto positivo en la 

corrección, por lo menos parcial, del defecto traduccional del mutante carente de Bud27 

(Deplazes et al., 2009) y podría sugerir que media en el defecto de estabilidad de mRNA 

observada y quizá en la diferencia de sitios de poliadenilación. 

Pab1

Pgk1

Extracto UV-crosslinking
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Por el momento, nuestros resultados no demuestran si la disminución de la 

estabilidad de mRNA en carencia de Bud27 y los cambios en poliadenilación alternativa van 

asociados. De igual manera, tampoco podemos concluir si el acortamiento de las colas de 

polyA observadas tras bloqueo de la vía TOR (Albig and Decker, 2001) está relacionado con 

la poliadenilación alternativa, ni si la carencia de Bud27 provoca un acortamiento de estas 

colas. En cualquier caso, los datos de análisis globales de poliadenilación mostrando una 

mayor tendencia a la presencia de sitios de poliadenilación aguas-arriba de los sitios 

preestablecidos sugieren esta posibilidad.  

 

 

Figura B20: Crecimiento del mutante bud27∆ y el silvestre (WT), con y sin sobreexpresión de PAB1. Análisis 

en medio mínimo SD-URA con una concentración del 0,01 µg/ml de cicloheximida (inhibidor de la traducción 
bloqueando la elongación de la traducción) y sin tratamiento específico. 
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CAPÍTULO III: INFLUENCIA DE LA FOSFATASA DEL CTD, Rtr1, EN EL CICLO DE VIDA DEL 

mRNA  

Antecedentes 

 Rtr1, proteína ortóloga de la humana RPAP2, es una fosfatasa del CTD con un papel 

en la transición de la iniciación a la elongación de la transcripción, promoviendo la 

defosforilación del CTD-Ser5P en la región 5’ de los genes, previo a su fosforilación en el 

CTD-Ser2 (Buratowski, 2009). La falta de Rtr1 provoca defectos transcripcionales, 

resultando en una acumulación de CTD-Ser5P en la región codificante de los genes (Gibney 

et al., 2008; Mosley et al., 2013). Se ha sugerido el papel de RPAP2 en humanos, en el 

ensamblaje de la RNA pol II (Boulon et al., 2010; Cloutier and Coulombe, 2010; Corden, 

2011) y el papel, tanto de Rtr1 como de RPAP2, en el importe de la RNA pol II desde el 

citoplasma al núcleo (Forget et al., 2013; Gómez-Navarro and Estruch, 2015). Datos de 

nuestro grupo muestran también el papel de Rtr1 en el ensamblaje de la RNA pol II 

(Garrido-Godino, en preparación). 

Un estudio proteómico ha demostrado la interacción entre Rtr1 y la RNA pol II 

hiperfosforilada que carece del dímero Rpb4/7 (Mosley et al., 2013).  El interactoma de 

Rtr1 muestra que esta interacciona principalmente con el núcleo de 10 subunidades de la 

RNA pol II sin Rpb4/7 (Smith-Kinnaman et al., 2014). Por otro lado, se ha descrito una 

interacción genética negativa entre RTR1 y RPB4 (Gibney et al., 2008). En nuestro grupo de 

investigación se ha descrito el papel de Rpb4 en la estabilidad de los mRNA, demostrando 

que en situaciones de estrés la falta de Rpb4 produce una mayor estabilidad de los mismos 

(Garrido-Godino et al., 2016). De igual manera, se ha propuesto un papel para Rpb4 en la 

degradación de los mRNA, a través de su interacción física descrita con los factores de la 

maquinaria de degradación de mRNA Pat1/Lsm1-7 (Coller and Parker, 2005; Lotan et al., 

2005). 

Recientemente se ha propuesto el papel de Rtr1 en la regulación  de la estabilidad de su 

propio transcrito (Hodko et al., 2016). Este proceso implica la interacción física de Rtr1 con 

Dhh1 (proteína involucrada en la estabilidad de los transcritos estimulando la eliminación 

de la caperuza 5’ de los mRNA) (Hodko et al., 2016; Smith-Kinnaman et al., 2014). Además, 

la ausencia de ambas proteínas en la célula conlleva un aumento de la estabilidad del 
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transcrito de RTR1 (Hodko et al., 2016). Estos datos en conjunto plantean la posibilidad de 

que Rtr1 tenga influencia en el ciclo de vida de los mRNA y sugieren una posible 

coordinación con Rpb4.  Considerando el papel de Dhh1 junto con Rtr1 en la regulación de 

su propio transcrito, proponemos también, que Dhh1 esté involucrada en la posible 

coordinación entre Rtr1 y Rpb4 para la estabilidad de los mRNA. 

 

PAPEL DE Rtr1 EN EL CICLO DE VIDA DE LOS mRNA: ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LOS 

mRNA  

 Considerando la interacción de Rtr1 con proteínas involucradas en el ciclo de vida 

de los mRNA, como Rpb4 y Dhh1, que tienen un papel en la estabilidad global de los mismos 

y apoyándonos en recientes datos publicados donde se describe la regulación por parte de 

Rtr1 en la estabilidad de su propio mRNA, en combinación con Dhh1 y las exonucleasas REX 

(Hodko et al., 2016), nos planteamos el estudio de la estabilidad de los transcritos en un 

mutante carente de Rtr1 (rtr1∆). 

Estudio de la estabilidad de los mRNA en genes individuales en ausencia de Rtr1 

Para determinar el efecto que tiene la deleción de RTR1 en la estabilidad global de 

los mRNA, se usaron las cepas mutante rtr1∆ (YFN161) y su cepa isogénica silvestre 

(BY4741). Las condiciones de crecimiento fueron las mismas empleadas en el capítulo II, 

según las cuales se crecieron las cepas en medio SD líquido a 30ºC. Cuando los cultivos 

alcanzaron una D.O600~0,5, se añadió tiolutina para inhibir la transcripción de nuevas 

moléculas de mRNA, y se recogieron alícuotas a distintos intervalos de tiempo entre 0 y 90 

minutos, permitiéndonos de esta forma tener un seguimiento de la estabilidad de los 

mRNA a lo largo del tiempo. Tras la extracción de RNA de cada punto se analizó mediante 

RT-qPCR la estabilidad de los transcritos de tres genes individuales: ACT1, PMA1 y HHT1, 

normalizando su acumulación a la del rRNA 18S transcrito por la RNA pol I (Figura R1).  

  



        RESULTADOS  

 

173 
 

 

Figura R1: Representación de la estabilidad de mRNA de los genes ACT1, HHT1 y PMA1, analizado mediante 

RT-qPCR y normalizado a los niveles del rRNA 18S. La caída se representa en escala logarítmica (logaritmo 
neperiano). La línea de tendencia es indicativa de la velocidad de degradación del mRNA. 

 

Como se observa en la figura R1, de forma generalizada en los tres genes 

analizados, el mutante rtr1∆ muestra una disminución de la velocidad de degradación de 

los mRNA si lo comparamos con su cepa isogénica silvestre. Esto  provoca un aumento de 

la vida media de los transcritos (Tabla R1). Estos datos sugieren un papel de Rtr1 en la 

estabilidad de los mRNA. 

 

 

Tabla R1: Vidas medias de mRNA para los genes indicados. Los datos son calculados a partir de los datos de  

RT-qPCR de la Figura R1,  normalizando el silvestre a 1. 
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Análisis del nivel de acumulación de mRNA en los genes HHT1, PMA1 y ACT1, en ausencia 

de Rtr1 

 Al igual que se hizo en el Capítulo II, una vez analizado el efecto de la ausencia de 

Rtr1 en la estabilidad de los mRNA, nos planteamos analizar los niveles de acumulación de 

mRNA de los genes utilizados en la figura R1, para determinar si el mutante rtr1∆ altera 

dicha acumulación (Figura R2). Para ello, se utilizaron los valores de acumulación de estos 

mRNA obtenidos a tiempo 0 (0 minutos; antes del tratamiento con tiolutina) procedentes 

del análisis de RT-qPCR (Figura R1), relativizados al control interno rRNA 18S (Figura B2).  

 

 

Figura R2: Análisis de la acumulación inicial de mRNA para los genes PMA1, HHT1 y ACT1. Valores de 

acumulación inicial de mRNA de cada gen (Figura R1), previo al tratamiento con tioutina, relativizados al control 
interno rRNA 18S, tanto para el  mutante rtr1∆ como para su cepa  isogénica silvestre. 

Como se observa en la figura R2, los niveles de acumulación del mRNA para los 

genes analizados, son inferiores en el mutante rtr1∆ que en la cepa isogénica silvestre.  

Por otra parte, los análisis realizados mediante citometría de flujo (Materiales y 

Métodos) no mostraron diferencias significativas en el tamaño celular (WT=1; rtr1∆= 1,14 

+/- 0,01) ni en el número de células por unidad de volumen, a igual DO600, entre el mutante 
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rtr1∆ y su cepa isogénica silvestre. De igual manera, tampoco hay importantes diferencias 

en la tasa de crecimiento, GR (WT= 90 min;  rtr1∆ = 105 min). 

De igual modo que se hizo en el Capítulo II, analizamos los mRNA de manera global 

para corroborar si la mayor estabilidad de estos (Figura R1) en el mutante rtr1∆, era 

extrapolable al total de los mRNA. 

Estudio de la estabilidad global de mRNA en ausencia de Rtr1 

 Una vez determinado el aumento de estabilidad de los mRNA de los genes 

analizados  se estudió la estabilidad global de los mRNA de la misma manera que se hizo 

en el Capítulo II. A partir de las diferentes muestras recogidas a los distintos tiempos entre 

0-60 minutos antes el tratamiento con tiolutina se analizó la cantidad total de mRNA 

mediante Dot-blot, cargando cantidades iguales de RNA total para cada muestra. La 

detección de los mRNA se realizó mediante la sonda fluorescente oligodT (oligodTCy3) que 

reconoce las colas de poli(A) de los mRNA (Figura R3).  

 

Figura R3: Análisis de la estabilidad de mRNA total mediante Dot-blot, en la cepa rtr1∆ y su cepa isogénica 

silvestre, antes del tratamiento con tiolutina para provocar la parada transcripcional. A) Cuantificación de la 

señal de fluorescencia con la sonda oligodT (oligodTCy3) para cada tiempo analizado. B) Cálculo de la vida media 

de los transcritos del apartado A) relativizando a la cepa silvestre. 
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Como se observa en la figura R3A, la estabilidad global de los mRNA en una cepa 

rtr1∆ es mayor que en la cepa isogénica silvestre y el análisis de la vida media, muestran 

un aumento de casi el doble en el mutante rtr1∆ en relación a la cepa silvestre (Figura R3B).  

Por otro lado, se determinaron los niveles de acumulación de  mRNA global, a partir 

de los valores obtenidos a tiempo 0 (0 minutos) en el Dot-blot, antes del tratamiento con 

tiolutina, relativizados a la cantidad total de RNA usado en cada experimento (µg de RNA 

cargado) (Figura R4).  

 

Figura R4: Análisis de la acumulación  global de mRNA. Valores de acumulación global de mRNA (a partir de 

la Figura R3A), antes del tratamiento con tiolutina, relativizados a la cantidad total de RNA usado en cada 
experimento (µg de RNA), tanto para el  mutante rtr1∆ como para su cepa isogénica silvestre. 

 

Como se observa en la figura R4 no existen diferencias importantes en el nivel de 

acumulación global de mRNA, entre el mutante rtr1∆ y la cepa isogénica silvestre, si bien 

parece haber una ligera disminución. Tampoco se observan diferencias significativas 

cuando se relativizan los datos por célula y tamaño (no mostrado). El hecho de que aún 

existiendo aumento de estabilidad observemos estos resultados, sugieren una respuesta 

homeostática en dicho mutante para compensar la cantidad de mRNA, probablemente por 

una reducción en los niveles de transcripción en el mutante rtr1∆. 

 Datos previos de nuestro grupo han demostrado que la correcta asociación del 

heterodímero Rpb4/7 con la RNA pol II es necesaria para modular la degradación de los  

mRNA y la transcripción bajo condiciones óptimas de crecimiento (Garrido-Godino et al., 

2016). En ese mismo estudio, se describe que la falta de Rpb4 provoca un incremento global 

en la estabilidad de los mRNA en condiciones óptimas de crecimiento, y se ha mostrado su 

asociación directa a algunos de ellos (Garrido-Godino et al., 2016; Goler-Baron et al., 2008). 
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Además, datos previos sugieren un posible papel de Rpb4 en el reclutamiento de los 

factores responsables de la degradación de los mRNA a los mismos (Lotan et al., 2005). 

Estos datos, junto al aumento en la estabilidad de los mRNA provocada por la ausencia de 

Rtr1, y en base a datos previos que muestran una interacción genética y funcional entre 

Rtr1 y Rpb4 (Gibney et al., 2008; Mosley et al., 2013; Smith-Kinnaman et al., 2014) nos 

planteamos analizar si el papel de Rtr1 en la estabilidad de los mRNA podría estar 

relacionado con Rpb4.  

 Por otra parte, basado en los datos que proponen el efecto de Rtr1 sobre la 

estabilidad de su propio transcrito, en la asociación física entre Rtr1 y Dhh1 (Hodko et al., 

2016; Smith-Kinnaman et al., 2014), así como en el papel que tiene Dhh1 en la estabilidad 

global de los mRNA  (su ausencia provoca un aumento de la estabilidad)  (Coller et al., 

2001),  nos  propusimos estudiar la asociación funcional entre Rpb4, Rtr1 y Dhh1 en el ciclo 

de vida de los mRNA. 

Estudio de la asociación de Rtr1 a los mRNA 

 Se ha demostrado la asociación de Rtr1 a su propio mRNA y su efecto sobre la 

estabilidad del mismo (Hodko et al., 2016). Por ello, nos plateamos determinar la posible 

interacción física de Rtr1 con los mRNA de manera global. En paralelo, y como control, 

analizamos la asociación de la exonucleasa Dhh1 a los mRNA. 

Para ello, se utilizaron cepas conteniendo versiones etiquetadas de Rtr1-TAP y 

Dhh1-HA para el posterior estudio por western-blot.  Desde células crecidas en condiciones 

óptimas a 30ºC, en medio SD líquido hasta alcanzar una D.O600~0.5, se purificaron los mRNA 

mediante el método UV-crosslinking (Materiales y Métodos), tras fijar las proteínas 

asociadas al mRNA de forma estable (crosslinking) usando luz UV a 254 nm, y se analizó 

posteriormente la asociación de Rtr1 y Dhh1 a los mismos (Figura R5). 
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Figura R5: Detección por western-blot de proteínas asociadas a los mRNA purificados por el método UV-

crosslinking. Se analizaron las proteínas de interés Rtr1 y Dhh1, mediante la detección de las etiquetas TAP y 
HA respectivamente, y los respectivos controles citoplasmático (Pgk1) y cromatínico (Histona H3). 

 

Como se observa en la figura R5, el análisis de proteínas asociadas a los mRNA 

muestra que Rtr1 se asocia físicamente a los mismos.  De la misma manera se observa la 

asociación de la exonucleasa Dhh1. Además, podemos ver que la purificación de mRNA está 

libre de contaminantes citoplasmático (Pgk1) y cromatínico (Histona H3). Estos resultados 

sugieren que Rtr1 podría asociarse a los mRNA de manera global, o por lo menos a una 

gran cantidad de ellos. Sin embargo, teniendo en cuenta los datos previos que muestran 

una asociación física entre Rtr1 y Dhh1 (Hodko et al., 2016; Smith-Kinnaman et al., 2014), 

es interesante analizar si la asociación de Rtr1 a los mRNA ocurre de un modo directo  o 

indirectamente a través de Dhh1. 

Análisis de una posible coordinación entre Rtr1, Rpb4 y Dhh1 

Estos datos y otros previos muestran una mayor estabilidad de los mRNA en 

ausencia de Rtr1 (Hodko et al., 2016), de Dhh1 (Coller et al., 2001) y de Rpb4 (Garrido-

Godino et al., 2016). Además, la interacción genética entre RPB4 y RTR1 (Gibney et al., 

2008), la asociación entre Dhh1 y Rtr1 (Hodko et al., 2016; Smith-Kinnaman et al., 2014), 

así como la asociación demostrada por nosotros y otros entre Rtr1, Dhh1 y Rpb4 y los mRNA 

(Garrido-Godino et al., 2016; Goler-Baron et al., 2008; Hodko et al., 2016), refuerzan 

nuestra hipótesis de un posible papel de Rtr1 en la estabilidad de los mRNA en un 

mecanismo coordinado con Rpb4 y/o Dhh1.  
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Para esclarecer el posible papel coordinado entre Rtr1, Rpb4 y Dhh1 estudiamos la 

asociación de estas proteínas al mRNA en cepas carentes de cada una de ellas. Para ello, se 

generaron cepas mutantes rtr1∆, rpb4∆ y dhh1∆ y sus cepas isogénicas silvestres con 

versiones etiquetadas de Rtr1-TAP y Dhh1-HA.  

Para determinar posibles defectos fenotípicos de termosensibilidad en el 

crecimiento a causa de las etiquetas utilizadas, se sembraron diluciones seriadas de las 

distintas cepas en medio rico YPD a diferentes temperaturas (Figura R6).  

 

Figura R6: Crecimiento de cepas mutantes y silvestre, a distintas temperaturas en medio rico YPD.  

 

Como se observa en la figura R6 las versiones etiquetadas de Rtr1-TAP y Dhh1-HA 

no provocan defectos de crecimiento significativos ni en la cepa silvestre ni en los mutantes 

(rtr1∆, dhh1∆ y rpb4∆). Por tanto, a priori, podemos descartar cualquier alteración 

inespecífica en nuestros estudios como consecuencia de las etiquetas de las proteínas.  

 Una vez generados los mutantes necesarios, y comprobado su crecimiento (Figura 

R6) se analizó el posible efecto de la ausencia de Rtr1, Rpb4 y Dhh1 en los niveles de 

asociación de las mismas a los mRNA. 
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 Para profundizar en la hipótesis de un posible papel de Rtr1 en la estabilidad de los 

mRNA en un mecanismo coordinado con Rpb4 y/o Dhh1,  nos planteamos determinar el 

efecto que tiene la ausencia de Rtr1 en la asociación de Rpb4 y Dhh1 a los mRNA. Para ello, 

se utilizó la técnica descrita hasta ahora (UV-crosslinking), para determinar los niveles de 

Rpb4 y Dhh1 asociados al mRNA en un mutante rtr1∆ frente a su silvestre (Figura R7).  

 

 

Figura R7: Detección por western-blot de proteínas asociadas a los mRNA purificados por el método UV-

crosslinking en un mutante rtr1Δ. Se analizaron las proteínas de interés Rpb4 y Dhh1, y el respectivo control 
citoplasmático (Pgk1). 

 

Como se observa en la figura R7, la purificación de mRNA está prácticamente libre 

de contaminante citoplasmático (Pgk1) y completamente libre de cromatina (Histona H3) 

(no mostrado). El análisis de proteínas asociadas a los mRNA muestra que los niveles de 

Dhh1 en el mutante rtr1∆ son similares a los del silvestre, tal y como ocurre en los extractos. 

Sin embargo, los niveles de Rpb4 asociado al mRNA son inferiores en un mutante rtr1∆ 

respecto al silvestre, a pesar de que la cantidad de Rpb4 en extractos proteicos totales es 

similar en ambas cepas. Esto refuerza la idea del papel coordinado entre Rtr1 y Rpb4, y 

sugiere una posible colaboración entre ambos, en su asociación al mRNA.  

 Una vez determinado el efecto de la ausencia de Rtr1 en la asociación de Rpb4 al 

mRNA, nos planteamos analizar el efecto que provoca la mutación rpb4∆ en la asociación 

de Rtr1 y Dhh1 a los mRNA. Para ello, del mismo modo que anteriormente, se analizaron 
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los niveles de Rtr1 y Dhh1 asociados a los mRNA en un mutante  rpb4∆ frente al silvestre 

(Figura R8).  

 

Figura R8: Detección por western-blot de proteínas asociadas a los mRNA purificados por el método UV-

crosslinking en un mutante rpb4Δ. Se analizaron las proteínas de interés Rtr1, Dhh1 y Rpb4 y el respectivo 
control citoplasmático (Pgk1). 

  

Como se observa en la figura R8, una vez corroborado que la purificación de mRNA 

está libre de contaminante citoplasmático (Pgk1) y cromatínico (Histona H3) (no mostrado), 

demostramos que  los niveles de Rtr1 y Dhh1 asociados al mRNA en ausencia de Rbp4 son 

menores que en el silvestre. Sin embargo, no solo se ve afectado los niveles de asociación 

al mRNA, sino que ya en extractos los niveles totales de Dhh1 y Rtr1 son inferiores en el 

mutante rpb4∆.  

Para completar el análisis y poder esclarecer el posible papel coordinado de Rtr1 

con Rpb4 y Dhh1 en la estabilidad del mRNA, se analizaron los niveles de Rtr1 y Rpb4 

asociados al mRNA en ausencia de Dhh1, siguiendo el mismo procedimiento llevado a cabo 

hasta ahora (UV-crosslinking) (Figura R9). 
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Figura R9: Detección por western-blot de proteínas asociadas a los mRNA purificados por el método UV-

crosslinking en un mutante dhh1Δ. Se analizaron las proteínas de interés Rtr1 y Rpb4, y el respectivo control 
citoplasmático (Pgk1). 

 

 Como se observa en la figura R9, los niveles de Rtr1 y Rpb4 asociados al mRNA en 

ausencia de Dhh1 son menores en el mutante dhh1∆ que en la cepa silvestre. Por otro lado, 

los niveles de Rpb4 en extracto son similares en ambas cepas, mientras que los niveles de 

Rtr1 son menores en el mutante.  

 Estos datos, en conjunto, sugieren el posible papel coordinado de Rtr1 con Rpb4 y 

Dhh1 en el ciclo de vida del mRNA regulando su estabilidad, posiblemente favoreciendo su 

asociación al mRNA. 

 Una vez determinado el efecto, en ausencia de Rtr1, Rpb4 y Dhh1, en los niveles de 

asociación de las mismas a los mRNA, y conociendo que las tres proteínas están asociadas 

a la cromatina  (Haimovich et al., 2013; Mosley et al., 2009), nos planteamos determinar si 

estos defectos de asociación a los mRNA, podrían tener lugar cotranscripcionalmente. Por 

ello, nos planteamos analizar los niveles de Rtr1, Rpb4 y Dhh1 asociados a la cromatina en 

ausencia de cada una de ellas.  Para ello se utilizó  la metodología desarrollada en el 

Capítulo I (yChEFs) que nos permite aislar fracciones de cromatina enriquecida con las 

proteínas asociadas a ella, libres de contaminantes citoplasmáticos.  
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En primer lugar se analizó cómo afecta la ausencia de Rtr1 en los niveles de Rpb4 y 

Dhh1 asociados a la cromatina.  

  

Figura R10: Detección por western-blot de proteínas asociadas a la cromatina a partir del método de 

purificación de fracciones cromatínicas enriquecidas (yChEFs) en un mutante rtr1Δ. Se analizaron las proteínas 
de interés Rpb4 y Dhh1, y los respectivos controles de contaminación citoplasmática (Pgk1) y control de carga 
a cromatina constante (Histona H3). Rpb3 se utiliza como control de la RNA pol II. 

  

Como se observa en la figura R10, el aislamiento de la fracción cromatínica está 

libre de contaminante citoplasmático (Pgk1). Además los niveles de H3 en el mutante rtr1∆ 

respecto al silvestre son similares, de la misma manera que ocurre con la proteína Rpb3 

como marcador de la RNA pol II. No observamos diferencias a nivel de asociación de Dhh1 

y sí de asociación de Rpb4 a la cromatina, lo que no se observa en extractos. El hecho de 

que Rpb3 no varía en cromatina respecto al silvestre, indica que hay polimerasa unida a la 

cromatina sin dímero Rpb4/7 en ausencia de Rtr1. Estos resultados son similares a los 

observados en los experimentos de asociación de proteínas a mRNA. La menor asociación 

de Rpb4 a mRNAs se produciría cotranscripcionalmente  dado que Rpb4 acompaña a los 

transcritos desde que se sintetiza hasta que se exportan al citoplasma (Dahan and Choder, 

2013; Forget and Chartrand, 2011; Goler-Baron et al., 2008).  
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 El análisis de asociación de Rtr1 y Dhh1 a la cromatina en ausencia de Rpb4 (Figura 

R11; controles  H3, Pgk1 correctos), mostró que la ausencia de Rpb4 provoca disminución 

general de las proteínas Dhh1 y Rtr1 en las células y como consecuencia, menor unión de 

las mismas a la cromatina. De nuevo estos resultados son similares a los obtenidos en 

estudios de asociación de Dhh1 y Rtr1 a los mRNA en ausencia de Rpb4. A diferencia de lo 

descrito anteriormente, también la cantidad de Rpb3 disminuye de manera global y, como 

consecuencia, su asociación a la cromatina.   

 

Figura R11: Detección por western-blot de proteínas asociadas a la cromatina a partir del método de 

purificación de fracciones cromatínicas enriquecidas (yChEFs) en un mutante rpb4Δ. Se analizaron las 
proteínas de interés Rtr1 y Dhh1, y los respectivos controles de contaminación citoplasmática (Pgk1) y control 
de carga a cromatina constante (Histona H3). Rpb3 se utiliza como control de la RNA pol II. 

 

Estos datos sugieren que la menor asociación de Rtr1 y Dhh1 a los mRNA en 

ausencia de Rpb4 son consecuencia de la menor cantidad global de estas proteínas en las 

células. 

Por último, analizamos el efecto de la ausencia de Dhh1, en los niveles de 

asociación de Rtr1 y Rpb4 a la cromatina (Figura R12), con la misma metodología seguida 

en los dos análisis anteriores. 
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Figura R12: Detección por western-blot de proteínas asociadas a la cromatina a partir del método de 

purificación de fracciones cromatínicas enriquecidas (yChEFs) en un mutante dhh1Δ. Se analizaron las 
proteínas de interés Rtr1 y Rpb4, y los respectivos controles de contaminante citoplasmático (Pgk1) y control 
de carga a cromatina constante (Histona H3). Rpb3 se utiliza como control de la RNA pol II. 

 

Como se observa en la figura 12, los controles (Pgk1 e Histona H3) son correctos. 

La asociación de Rtr1 y Rpb4 a la cromatina se ve disminuida a pesar de que solamente Rtr1 

disminuye a nivel global en las células mutantes. En este caso no hay alteración en los 

niveles de Rpb3, lo que sugiere que hay polimerasa sin Rpb4/7 asociada a la cromatina. De 

nuevo los resultados son similares a los obtenidos en los experimentos de asociación de 

estas proteínas a los mRNA.  

Para clarificar las diferencias observadas en los extractos para algunas de las 

proteínas estudiadas, analizamos los niveles de acumulación de mRNA de los genes RTR1, 

DHH1 y RPB4 (Figura R13) a partir de RNA total de las mismas cepas analizadas en la figura 

R7,  R8 y R9. 
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Figura R13: Representación de los niveles de acumulación de mRNA para RTR1, RPB4 y DHH1 en los 

mutantes rtr1Δ, dhh1Δ y rpb4. Análisis mediante RT-qPCR, normalizado a los niveles de rRNA 18S. 

 

Como se observa en la figura R13, de manera general los niveles de acumulación 

de mRNA coinciden con los de proteínas cuando se comparan las cepas mutantes y sus 

cepas isogénicas silvestres, con la excepción de RTR1 en carencia de Dhh1, ya que aunque 

no hay diferencias significativas de acumulación de RNA, sí hay caída en la cantidad de 

proteína en las células. Esta diferencia podría ser resultado de algún mecanismo 

postraduccional.  

 Los resultados obtenidos en los análisis de UV-crosslinking (asociación de proteínas 

a los  mRNA), los análisis de yChEFs (asociación de proteínas a la cromatina), así como en 

los análisis de acumulación de mRNA (RT-qPCR) y de proteína global en extractos se 

presenta en la tabla R2, donde se esquematiza el efecto que tendría la ausencia de cada 

una de las proteínas Rtr1, Rpb4 y Dhh1, sobre las dos proteínas restantes o sobre la 

expresión de los genes correspondientes. 
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Tabla R2: Esquema del efecto provocado por la ausencia de cada una de las proteínas Rtr1, Rpb4 y Dhh1, 

sobre las dos restantes. Se muestran los análisis de acumulación de mRNA (RT-qPCR), niveles de proteínas en 
extractos,  UV-crosslinking (asociación de proteínas a los mRNA) y análisis de yChEFs (asociación de proteínas 
a la cromatina).  

 

  Estos datos en conjunto, nos muestran que en ausencia de Rtr1 los niveles de Rpb4 

asociados a los mRNA disminuyen. La ausencia de Rpb4 provoca una disminución global de 

proteínas Rtr1 y Dhh1 que conlleva menor asociación a los mRNA. A su vez, la ausencia de 

Dhh1 conlleva niveles inferiores de Rtr1 y Rpb4 asociados a los mRNA, y disminución en los 

niveles globales de proteína Rtr1 en las células.  Este patrón de asociación a mRNA coincide 

con los niveles de asociación de las proteínas a la cromatina, en las mismas condiciones 

estudiadas. Estos datos sugieren una posible unión cotranscripcional de las mismas a los 

mRNA. Datos previos involucran a Rtr1 en el ensamblaje y transporte de la RNA pol II al 

núcleo (Forget et al., 2013; Gómez-Navarro and Estruch, 2015). Los datos de nuestro grupo 

muestran defectos en el ensamblaje de Rpb4 a la RNA pol II en un mutante rtr1Δ (Garrido-

Godino, en preparación). Rpb4 interacciona con factores de degradación del mRNA 

Pat1/Lsm-1 (Lotan et al., 2005), acompañando al mRNA desde su síntesis hasta su 

degradación (Dahan and Choder, 2013; Forget and Chartrand, 2011; Selitrennik et al., 

2006). Además, se ha descrito una interacción física entre Dhh1 y Rtr1 (Hodko et al., 2016; 

Smith-Kinnaman et al., 2014). En base a todos estos datos sugerimos que posiblemente la 

ausencia directa de Rtr1 o los bajos niveles de Rtr1 causados por la falta de Dhh1, podrían 

estar relacionados con la  disminución en los niveles de Rpb4 asociados a los mRNA, 

probablemente por los defectos de ensamblaje de la RNA pol II al no asociarse 
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correctamente Rpb4 a la misma. Esto  podría provocar un deficiente reclutamiento de la 

maquinaria de degradación de los mRNA por parte de Rpb4 aumentando la estabilidad de 

los mismos. En cualquier caso, no descartamos el posible papel directo de Rtr1, dada su 

asociación al mRNA. 

Como se ha descrito previamente existe una interacción genética negativa entre 

RTR1 y RPB4 (Gibney et al., 2008). De manera interesante también observamos una 

interacción genética positiva entre RTR1 y DHH1 (Figura R14). Sin embargo, no se observa 

interacción genética con el gen XRN1 que codifica la exonucleasa Xrn1, exonucleasa que 

favorece la degradación del mRNA 5’-3’, lo que está en acuerdo con los datos previamente 

publicados que indican que Xrn1 no tiene efecto sobre el mecanismo de estabilidad del 

mRNA en el que interviene Rtr1 (Hodko et al., 2016). Esto sugiere que la relación entre 

Dhh1 y Rtr1 puede ser independiente de parte o del resto de la maquinaria de degradación 

de mRNA, ya que también se ha propuesto una influencia de las exonucleasas REX (Hodko 

et al., 2016). 

 

Figura R14: Crecimiento de cepas mutantes y silvestre, a distintas temperaturas en medio rico YPD. 
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CAPÍTULO I: Desarrollo de una Técnica para el análisis de fracciones de cromatina 

enriquecidas, yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions) 

En este trabajo se ha desarrollado una técnica de aislamiento de fracciones 

cromatínicas enriquecidas, en S. cerevisiae, yChEFs. Esta técnica y el uso de la 

espectrometría de masas nos han permitido analizar el proteoma asociado a cromatina y 

determinar el proteoma asociado a cromatina dependiente de RNA. 

Este método es muy sencillo y reproducible puesto que evita la necesidad de 

obtener fracciones celulares, aislamiento de esferoplastos y purificación de núcleos para 

conseguir la purificación de la cromatina. Además no tiene la necesidad de fragmentar, 

solubilizar y/o eliminar el DNA, ya sea mediante sonicación o tratamientos con DNasa, para 

el análisis por Western blot o por espectometría de masas, a diferencia de otras 

metodologías (Frei and Gasser, 2000; Hierlmeier et al., 2012; Kubota et al., 2011; Lambert 

et al., 2009; Lambert et al., 2010; Liang and Stillman, 1997; Luger et al., 1997; Mirón-García 

et al., 2014). Por otro lado, se ha demostrado que la fijación de las proteínas al DNA 

mediante formaldehido, DSG o una combinación de ambas afecta a la eficiencia del proceso 

(Aparicio et al., 2005; Engelen et al., 2015; Freire‐Picos et al., 2013; Metz et al., 2004), lo 

que nos permite obviar este paso y facilitar aún más el desarrollo de la técnica. 

Los análisis proteómicos, siguiendo esta metodología, muestran proteínas 

asociadas comúnmente a  la cromatina en S. cerevisiae,  cuyos homólogos han sido 

identificados en la cromatina en otros organismos, incluyendo las histonas y variantes de 

histonas (Boulard et al., 2007). Alrededor del 8% de las proteínas identificadas en nuestro 

análisis fueron mitocondriales, característica general en la mayoría de los procedimientos 

de purificación de proteínas asociadas a la cromatina en diferentes organismos (Chu et al., 

2006; Du et al., 2006; Foltz et al., 2009; Foltz et al., 2006; Frei and Gasser, 2000; Khoudoli 

et al., 2008; Kubota et al., 2011; Liang and Stillman, 1997; Tan et al., 2007), probablemente 

debido al hecho de que no se emplea un paso específico para la eliminación de la cromatina 

mitocondrial, pudiendo también deberse a la alta concentración de proteínas 

mitocondriales existentes en la célula, que podrían recuperarse como contaminante 

inespecífico.  
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Por otro lado también se identificaron entre un 10-15% de proteínas citosólicas, en 

principio sin relación con la cromatina, algo también observado por otros (Kim et al., 2011; 

Kubota et al., 2011; Lambert et al., 2009; Lambert et al., 2010; Oesterreich et al., 2010). Sin 

embargo es posible que estas proteínas se asocien a la cromatina en algún momento; de 

hecho, muchas de estas proteínas se describen en S. cerevisiae Database (SGD) como 

nucleares o interaccionando físicamente con proteínas nucleares, como es el caso, por 

ejemplo, de la peptidil prolina isomerasa Cpr1, identificada previamente por otra 

metodología, mChIP (Lambert et al., 2010). De igual manera, las proteínas de complejos 

pre-ribosomales identificadas podrían formar parte de complejos pre-ribosomales 

nucleares asociados con la maquinaria de maduración de RNA (Kressler et al., 2010). 

Muchas de estas proteínas están presentes en complejos pre-ribosomales a pesar de haber 

sido descritas como componente de los ribosomas citosólicos (Kressler et al., 2010). yChEFs 

es un método mediante el cual se purifican de manera muy eficiente fracciones 

enriquecidas de cromatina, aunque no se trata de un procedimiento de purificación 

completo de la cromatina. 

Para corroborar la validez y eficiencia del método yChEFs, este se comparó con 

otros métodos previamente descritos. Cuando se compara con el método previamente 

descrito por Carrillo y colaboradores (Carrillo et al., 2010) se determinó que el 71% de las 

proteínas detectadas en yChEFs coincidían con las identificadas en sus estudios (Carrillo et 

al., 2010). El resto de proteínas identificadas por yChEFs correspondían con categorías 

funcionales también presentes en los estudios indicados, tales como ribosomas, RNA pols 

y procesamiento de rRNA; probablemente estas diferencias se deban a  diferencias en la 

sensibilidad de la espectrometría de masas. Por otro lado, en la comparación con la técnica 

de mChIP (Lambert et al., 2010), solo el 30% de las proteínas aisladas en yChEFs coinciden 

con las obtenidas por esta metodología, si bien este método es algo diferente pues estudia 

el interactoma a partir de un conjunto amplio de proteínas seleccionadas. Además, cuando 

se compara el interactoma obtenido mediante mChIP (Lambert et al., 2010), con el 

proteoma definido por Carrillo y colaboradores (Carrillo et al., 2010), se obtiene una menor 

coincidencia que la observada con el proteoma obtenido mediante yChEFs. Algunas 

proteínas difíciles de purificar por métodos tradicionales, pero que si se caracterizaron por 

mChIP como Mcm5, Yta7 y Cpr1 (Lambert et al., 2009; Lambert et al., 2010) también se 
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identificaron mediante el procedimiento yChEFs. De igual modo, algunas proteínas poco 

caracterizadas como Leg1 (glicoproteína), al igual que componentes del complejo TORC1,  

previamente purificadas en otros procedimientos de análisis de proteomas cromatínicos 

(Lambert et al., 2009), se obtuvieron mediante yChEFs, confirmando la eficiencia de esta 

metodología en S. cerevisiae.  

El método yChEFs combinado con espectrometría de masas fue usado para el 

análisis del proteoma asociado a la cromatina de manera dependiente de RNA, 

identificándose 202 proteínas con asociación diferencial con respecto al proteoma sin 

tratamiento. El análisis de categorías funcionales, GO, reveló procesos biológicos 

relacionados principalmente con el procesamiento y escisión del RNA, la transcripción, el 

metabolismo de ncRNA, los nucleosomas y la modificación de la cromatina. De todas las 

proteínas identificadas en este proteoma, el 13% correspondieron con  componentes de 

complejos pre-ribosomales. De forma interesante, cuatro proteínas involucradas en el 

procesamiento del mRNA se han identificado en este proteoma. Se trata de proteínas  que 

se translocan entre el citoplasma y el núcleo: Dcp2, Xrn1, Dhh1 y Pbp1. Dcp2 es un miembro 

del complejo enzimático de deccaping Dcp1p-Dcp2p que elimina la caperuza 5' de los 

mRNA antes de su degradación (Harigaya et al., 2010; Parker, 2012; Yoon et al., 2010). Dcp2 

es necesario para la vía de degradación del mRNA eucariótico de 5 'a 3' por la exonucleasa 

Xrn1, asistida por Dhh1 y otras enzimas (Engelen et al., 2015; Haimovich et al., 2013; Sun 

et al., 2013). Pbp1 (Pab1 binding protein 1) es un componente que induce la formación de  

gránulos de estrés y se une a Pab1 para regular la poliadenilación de los mRNA (Duy et al., 

2017; Swisher and Parker, 2010). De igual forma, identificamos diferentes subunidades de 

las tres RNA pols asociadas a la cromatina de manera dependiente de RNA, lo que sugiere 

que estas enzimas permanecen asociadas a la cromatina, de manera más estable, en algún 

momento del proceso transcripcional, gracias a la presencia de RNA. Este puede ser el caso 

en el proceso de terminación de la RNA pol II (Shandilya and Roberts, 2012), maduración 

de los rRNAs (Ferreira-Cerca et al., 2005; Robledo et al., 2008), splicing de mRNAs (Ardehali 

and Lis, 2009), etc. Estos datos sugieren que un amplio número de proteínas y/o complejos, 

mayoritariamente relacionados con la transcripción y el procesamiento de RNAs, se asocian 

a la cromatina de manera dependiente de RNAs y su asociación se desestabiliza en ausencia 

de los mismos. 
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En resumen, en este trabajo se ha desarrollado una técnica de purificación de 

fracciones enriquecidas de cromatina en S. cerevisiae denominada yChEFs (yeast 

Chromatin Enriched Fractions), que permite de un modo fácil, reproducible y escalable 

identificar y analizar las proteínas asociadas a la misma, combinándose sin problemas con 

espectometría de masas. Este método evita la necesidad de realizar fraccionamiento 

celular y/o solubilización del DNA mediante sonicación o tratamiento con DNasa.  Esta 

técnica nos ha permitido identificar el proteoma asociado a la cromatina, así como el 

asociado a la misma dependiente  de RNA. 
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CAPÍTULO II: INFLUENCIA DE Bud27 EN EL CICLO DE VIDA DEL mRNA  

Bud27, ortólogo de URI/RMP en humanos, es un miembro del complejo prefoldinas 

(PDF) que actúan como chaperonas en una vía independiente de ATP (Andrews, 2010; 

Cloutier and Coulombe, 2010; Millán-Zambrano and Chávez, 2014).  Bud27 media el 

ensamblaje de las tres RNA pols en una vía dependiente de Rpb5 (Mirón-García et al., 

2013).  Además, se ha descrito su importancia en la elongación de la transcripción de la 

RNA pol II favoreciendo la asociación de Sth1, componente principal del complejo 

remodelador de cromatina RSC, a la RNA pol II y a la cromatina (Mirón-García et al., 2014). 

Recientemente se ha demostrado también la asociación entre Bud27, Sth1 y la RNA pol III 

en S. cerevisiae (Vernekar and Bhargava, 2015). Estos datos hacen suponer que, de manera 

similar, este proceso debe ocurrir también a nivel de la RNA pol I. Por otro lado, en estudios 

previos se ha determinado que la falta de Bud27 altera la expresión de 39 genes, 

mayoritariamente relacionados con la regulación del metabolismo de aminoácidos 

(Gstaiger et al., 2003), aunque los datos de nuestro grupo, de ocupación de la RNA pol II, 

por ChIP, en un mutante carente de Bud27, hacen suponer que deben existir más cambios 

en los niveles globales de mRNA. Esto está apoyado por los datos transcriptómicos 

presentados en este trabajo. Además, estudios de nuestro grupo implican a Bud27 en 

procesos de maduración del global de transcritos: tRNA, rRNAs y mRNAs.  

La ausencia de Bud27 acelera la velocidad de degradación de los mRNA respecto al 

silvestre, disminuyendo su estabilidad, con una reducción de la vida media de 

prácticamente la mitad. De manera sorprendente, cuando analizamos los niveles globales 

de acumulación de mRNA para genes concretos o para el total (analizando poli(A)), 

relativizados a controles internos o a tamaño celular, los datos no muestran la caída que se 

correspondería con la disminución de la vida media en el mutante bud27∆. En el caso 

concreto del gen CPA2, observamos, incluso, unos niveles de acumulación de mRNA muy 

altos respecto al silvestre, lo que parece estar en concordancia con los altos niveles de 

ocupación  de RNA pol II, mediante ChIP, que muestra este gen y que sugieren una mayor 

tasa de transcripción (Martínez-Fernández, en preparación). Sin embargo, el 

comportamiento del resto de los genes no se corresponde con los valores esperados según 

la inestabiliad de los mRNA. Estos datos sugieren un comportamiento homeostático para 

compensar la cantidad global de mRNA y sugieren que debe existir un aumento de la tasa 
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de transcripción, a pesar de que para algunos genes se ha observado disminución de la 

ocupación de RNA pol II (Mirón-García et al., 2014). 

Como se ha mencionado en apartados anteriores, se ha relacionado tanto a Bud27 

como a su ortólogo URI con la ruta TOR (Gstaiger et al., 2003). En nuestro grupo se ha 

demostrado que el 75% de los genes que presentan mayor ocupación de la RNA pol II en el 

mutante bud27∆ respecto al silvestre son dependientes de Gcn4, factor de transcripción 

regulado por TOR (Valenzuela et al., 2001). En concordancia, los resultados presentados en 

este trabajo muestran que una gran proporción de genes con mayor acumulación de mRNA 

en el mutante bud27∆ respecto al silvestre son dependientes de Gcn4. De igual manera, el 

70% de los genes con mayor acumulación de mRNA por bloqueo de la ruta TOR son también 

dependientes de Gcn4. En conjunto, estos datos apoyan un papel trascendental de Bud27 

en la ruta TOR. De hecho, el efecto que tiene el bloqueo de la ruta TOR en la estabilidad de 

los mRNA mimetiza el efecto del mutante bud27∆, acelerando la degradación de los 

mismos (Albig and Decker, 2001). Nuestros datos transcriptómicos muestran igualmente 

un gran solapamiento entre los genes alterados por carencia de Bud27 y por bloqueo de la 

vía TOR con rapamicina, siendo el 70-80% de los genes con mayor acumulación comunes a 

ambos procesos, dependientes de Gcn4.   

Se ha descrito que el bloqueo de la ruta TOR provoca inestabilidad en los transcritos 

debido a un acortamiento en las colas de poli(A) (Albig and Decker, 2001).  Además, uno 

de los motivos que provoca inestabilidad en los transcritos es la existencia de 

“poliadenilación alternativa” (Geisberg et al., 2014). Datos de nuestro grupo demuestran 

que PAB1 es un supresor del fenotipo de termosensibilidad del mutante bud27∆; Pab1 es 

una proteína de unión al mRNA implicada en procesos de deadenilación (revisado en 

(Parker, 2012)) y tamaño de las colas de poli(A) de los mRNA (Aasland et al., 1996). Esto 

podría sugerir que la disminución en la estabilidad de los mRNA en un mutante bud27∆ y 

en condiciones de bloqueo de la ruta TOR mediante rapamicina (que conlleva acortamiento 

de las colas de poli(A)), podría estar relacionada con una alteración del reconocimiento de 

los sitios de poliadenilación. Efectivamente, como sugieren nuestros datos de RNA-seq, 

tanto la falta de Bud27 en el mutante bud27∆, como el bloqueo de la ruta TOR en una cepa 

silvestre, conllevan alteración significativa en el reconocimiento y uso de los sitios de 

poliadenilación, con un aumento de sitios de poliadenilación, que parece mayor para la 
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mayoría de los genes, aguas-arriba respecto al sitio de poliadenilación preestablecido, en 

relación al silvestre.  

No podemos descartar que el acortamiento de las colas de poli(A) que ocurre por 

bloqueo de la ruta TOR mediante rapamicina (Albig and Decker, 2001), pueda estar 

relacionado  con la alteración en el reconocimiento y uso de los sitios de polidadenilación. 

Es interesante proponer que pueda estar ocurriendo, de igual modo, un acortamiento de 

las colas de poli(A) en el mutante bud27∆. 

El grupo de genes dependientes de Sth1 (datos cedidos por el Dr. Ch. Govind, (Spain 

et al., 2014)), muestra una importante alteración en el uso de sitios de poliadenilación. Esto 

es cierto tanto para el global de los genes dependientes de Sth1, como para aquellos 

regulados tanto positiva como negativamente. Esta alteración ocurre tanto en el mutante 

bud27∆, como en el bloqueo de la ruta TOR por rapamicina, si bien es mayor en carencia 

de Bud27. De nuevo, los datos muestran una correlación entre Bud27 y  Sth1, en línea con 

la asociación previamente descrita (Mirón-García et al., 2014; Vernekar and Bhargava, 

2015). 

Por el contrario, no existen cambios significativos en los perfiles de poliadenilación, 

a escala global, para los genes dependientes de Gcn4. En este caso se observa una variación 

en la alteración de uso de los sitios de poliadenilación similar a la mostrada para el global 

de los genes; el grupo de genes dependientes de Gcn4 supone el  50% del total de los genes 

de S. cerevisiae (http://www.yeastract.com/index.php) (Monteiro et al., 2007).  

Se ha descrito que daños en el DNA sufrido por diferentes condiciones de estrés 

tales como UV o 4-nitroquinolina 1-óxido (4NQO) ocasionan poliadenilación alternativa 

(Graber et al., 2013). Datos previos sugieren que Bud27 es necesario para el correcto 

funcionamiento de la ruta de reparación del DNA, SCR (sister chromatin recombinant) y la 

ausencia de Bud27 provoca una mayor acumulación de DSBs (double-strand breaks) 

(Muñoz-Galván et al., 2013). En concordancia, podría suponerse que los defectos en 

poliadenilación alternativa observados en carencia de Bud27 pueden tener también 

relación con el aumento de daños en el DNA.  

http://www.yeastract.com/index.php
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El análisis transcriptómico en carencia de Bud27, así como en bloqueo de la ruta 

TOR en una cepa silvestre, muestra alteraciones importantes en el número de genes, con 

un considerable solapamiento cuando se comparan ambas situaciones. Estos datos 

refuerzan el papel de Bud27, y también de su ortólogo humano URI, en la vía TOR (Gstaiger 

et al., 2003). Datos recientes de nuestro grupo sobre el papel de Bud27 en la actividad de 

la RNA pol III y la biogénesis de los ribosomas refuerzan este papel (Martínez-Fernández en 

preparación). Es importante indicar que en estudios previos de expresión en un mutante 

bud27∆ frente a un silvestre, solo se observaron 39 genes alterados (incluyendo algunos 

tRNA y rRNA) (Gstaiger et al., 2003), a diferencia de la gran variación observada en nuestros 

estudios. La diferencia en las técnicas usadas, microarray de affymetrix en el caso de esos 

otros estudios (Gstaiger et al., 2003),  frente a RNAseq a partir de RNA con poli(A) en 

nuestro trabajo, podrían explicar, en parte, estas importantes variaciones. El análisis de 

categorías funcionales para los genes con mayor acumulación de mRNA en carencia de 

Bud27 o en bloqueo de ruta TOR, muestra mayoritariamente procesos biosintéticos. Los 

genes con mayor acumulación de mRNA podrían estar relacionados con la activación de 

Gcn4, ya descrita en condiciones de bloqueo de ruta TOR y de carencia de Bud27 y URI 

(Almeida et al., 2009; Kimball, 2001)(Gstaiger et al, 2003). En el caso de los genes con 

menor acumulación de mRNA en las condiciones de estudio, solo observamos categorías 

funcionales significativas en el caso de bloqueo de ruta TOR por rapamicina, o bien en los 

genes comunes a esta situación y carencia de Bud27. Estas están relacionadas con procesos 

biológicos implicados en traducción, transporte nuclear, localización del RNA, transporte 

de RNA y su exportación desde el núcleo y transporte, exportación de rRNA desde el núcleo 

y biogénesis de ribosomas, entre otros. El hecho de que no identifiquemos categorías 

funcionales significativas en el total de los 761 genes alterados con menor acumulación en 

el mutante bud27∆, podría deberse a los filtros utilizados en el análisis para considerar las 

variaciones significativas (mínimo 2 veces). Efectivamente, la reducción de los niveles de 

acumulación de mRNA a 1,5 veces con respecto al silvestre, permitió identificar, en el  

mutante bud27∆,  categorías funcionales relacionadas con procesos biológicos de 

traducción, transporte nuclear, localización del RNA, transporte de RNA y su exportación 

desde el núcleo y transporte y exportación de rRNA desde el núcleo. 
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Además, los procesos biológicos identificados para aquellos genes con menor 

acumulación del mRNA sugieren una respuesta a estrés general (Gasch et al., 2000).  En 

cualquier caso, esta disminución puede estar relacionada con la disminución de la 

estabilidad de los mRNA, tanto en el mutante bud27∆  como en el silvestre tratado con 

rapamicina para bloquear la ruta TOR (Albig and Decker, 2001), lo que conllevaría, en 

cualquier caso, una respuesta de estrés (Gasch et al., 2000). 

Por otro lado, las categorías funcionales identificadas para genes con menor 

acumulación de mRNA sugieren una relación con los defectos de traducción previamente 

descritos en células carentes de Bud27 (Deplazes et al., 2009), así como con datos de 

nuestro grupo que muestran defectos en biogénesis de ribosomas. De igual forma, se han 

descrito defectos en la biogénesis de ribosomas en bloqueo de la ruta TOR (Honma et al., 

2006; Lee et al., 2012; Mayer and Grummt, 2006; Powers and Walter, 1999). 

Datos de nuestro grupo muestran una menor presencia de Sth1 en la región 3’ de 

los genes en un mutante bud27∆ (Martínez-Fernández, en preparación), en correlación con 

la asociación descrita entre Bud27 y RSC (Mirón-García et al., 2014; Vernekar and Bhargava, 

2015). Resultados similares los hemos observado en bloqueo de la ruta TOR en una cepa 

silvestre. El extremo C-terminal de Rsc4 (subunidad de RSC), interacciona físicamente con 

Rpb5 (subunidad común a las 3 RNA pols de eucariotas) y una mutación que altera este 

dominio de Rsc4 provoca defectos en la transcripción de los genes (Soutourina et al., 2006). 

Rpb5 interacciona con Bud27, así como con su ortólogo humano URI (Gstaiger et al., 2003; 

Mirón-García et al., 2013; Mita et al., 2011; Mita et al., 2013; Wenxiang et al., 2003). La 

posibilidad de una interacción tripartita entre Bud27, Rpb5 y RSC, mediante la cual Bud27 

podría modular la asociación del remodelador de cromatina RSC a las RNA pols a través de 

Rpb5, para regular, al menos, la elongación de la transcripción, ha sido sugerida (Mirón-

García et al., 2014; Vernekar and Bhargava, 2015). La falta de Bud27 podría, por tanto, estar 

alterando la disposición de los nucleosomas, como se ha observado en un mutante carente 

de Rsc4 (Mirón-García et al., 2014; Soutourina et al., 2006). El hecho de que datos de ChIP 

de nuestro grupo muestren altos niveles de ocupación de histona H3 en el mutante 

bud27∆, así como en bloqueo de la ruta TOR en una cepa silvestre (Martínez-Fernández, 

en preparación),  podría apoyar esta hipótesis.  
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Por otro lado, en células humanas se ha descrito que el posicionamiento de los 

nucleosomas, además de afectar a la elongación de la transcripción, puede alterar la 

poliadenilación de genes de la RNA pol II y el reclutamiento de la maquinaria de 

poliadenilación al mRNA naciente (Jordán-Pla et al., 2014; Luco et al., 2011; McCracken et 

al., 1997). Se ha demostrado que los sitios de poliadenilación juegan un papel muy 

importante en la eficiencia de la terminación desencadenada después del reconocimiento 

de la señal de poliadenilación por la RNA pol II en células de mamíferos (Gromak et al., 

2006; Plant et al., 2005). La disposición de los nucleosomas aguas-arriba de los sitios de 

poliadenilación marca el comienzo de la terminación de la transcripción, en células 

humanas (Huang et al., 2013). De igual modo, la RNA pol II se encuentra pausada en la 

región de los sitios de poliadenilación, para asegurar el procesamiento efectivo de la 

terminación en el extremo 3 ' (Huang et al., 2013).   

De manera interesante, estudios preliminares en el mutante bud27∆ sugieren una 

mayor acumulación de la RNA pol II en la región TTS (sitio de terminación de la 

transcripción), más acentuada en los genes dependientes de Sth1, lo que podría indicar 

defectos en terminación de la transcripción en carencia de Bud27, probablemente 

asociados a alteraciones en la función de RSC y quizá en el posicionamiento adecuado de 

los nucleosomas. Nuestros datos sugieren una mayor tendencia a la poliadenilación aguas-

arriba del sitio de poliadenilación preestablecido, tanto en el mutante bud27Δ como en 

bloqueo la ruta TOR en una cepa silvestre tratada con rapamicina. Podemos sugerir que un 

defectuoso posicionamiento de los nucleosomas, en el que podrían estar implicado los 

bajos niveles de Sth1 en la zona 3’ de los genes, podría estar asociado a las alteraciones en 

la poliadenilación, en concordancia con lo propuesto en humanos que correlaciona 

defectos en el posicionamiento de nucleosomas con poliadenilación alternativa (Huang et 

al., 2013).  

El paralelismo entre los datos presentados en carencia de Bud27 y en bloqueo de 

la ruta TOR sugiere que Bud27 tendría un papel importante en dicha ruta, en regular los 

procesos descritos. De hecho, el bloqueo de esta ruta tanto en la levadura S. cerevisiae 

como en células humanas, conlleva una disminución en los niveles intracelulares de 

proteína Bud27 y URI. Esto podría estar relacionado con los efectos observados en un 

mutante bud27Δ (Gstaiger et al., 2003); Martínez-Fernández, en preparación). 
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Teniendo en cuenta los datos descritos hasta el momento proponemos el modelo 

presentado en la figura D1, mediante el cual Bud27 interaccionaría con el complejo RSC a 

través de Rpb5 modulando el posicionamiento adecuado de los nucleosomas y/o la 

correcta disposición de la cromatina, permitiendo una eficiente transcripción. La falta de 

Bud27 generaría una alteración de la disposición de los nucleosomas, provocando defectos 

en la terminación de la transcripción y una alteración en los sitios de poliadenilación. Esto 

conllevaría la obtención de mRNA con sitios de poliadenilación alterados, pudiendo ser una 

de las causas del aumento de inestabilidad de los mRNA. En concordancia, se ha descrito 

que la poliadenilación alternativa constituye una de las causas de inestabilidad de los mRNA 

(Geisberg et al., 2014). No podemos descartar que se produzca un acortamiento en las 

colas de poli(A) de los mRNA que conlleve inestabilidad de los mRNA, como ha sido 

previamente descrito en condiciones de bloqueo de la ruta TOR (Albig and Decker, 2001), 

sin que este proceso deba estar directamente relacionado con el posicionamiento de los 

nucleosomas y la poliadenilación alternativa.   

Por otro lado, de forma paralela y no excluyente, y tal y como ya se ha mencionado 

a lo largo de este trabajo, en un escrutinio de supresión del fenotipo de termosensibilidad 

del mutante bud27∆ se identificó el gen codificante de la proteína Pab1 como supresor de 

dicho fenotipo. Pab1 es una proteína de unión al mRNA involucrada en establecer el 

correcto tamaño de la cola de poli(A) (Aasland et al., 1996) e involucrada en procesos de 

deadenilación (Parker, 2012). Basándonos en estos datos planteamos que Pab1 podría 

estar implicada en la poliadenilación alternativa que parece estar ocurriendo en el mutante 

bud27∆ y tener un papel en la degradación de los mRNA. Sin embargo, el hecho de que los 

niveles de Pab1 asociado a mRNA no varíen por carencia de Bud27 no parece apoyar tal 

hipótesis.  La proteína Pab1  podría regular negativamente la actividad deadenilasa de Ccr4, 

ya que datos obtenidos in vitro en S. cerevisiae  muestran una reducción de dicha actividad 

cuando se añade Pab1, disminuyendo la velocidad de degradación de los mRNA (Tucker et 

al., 2002). Se ha sugerido que Ccr4 constituye el centro catalítico de deadenilación de las 

exonucleasas que forman el complejo Ccr4/Pop2/Not (Goldstrohm and Wickens, 2008; 

Thore et al., 2003),  mediante el que se acorta la cola de poli(A) permitiendo la degradación 

del mRNA (Decker and Parker, 1993; Muhlrad and Parker, 1992). Por ello, pese a que los 

datos presentados son preliminares y es requerido un estudio más profundo, no 
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descartamos la posibilidad de que la actividad de Pab1 se vea afectada por la ausencia de 

Bud27 provocando un aumento en la tasa de degradación de los transcritos. Sin embargo, 

tampoco podemos descartar que la corrección del fenotipo de termosensibilidad se trate 

de un efecto indirecto, debido a una compensación de la estabilidad de los mRNA 

provocada por un exceso de Pab1 en la célula al sobreexpresar el gen PAB1. 

 

Figura D1: Modelo propuesto para la asociación tripartita entre Bud27, Rpb5 y RSC en la transcripción y 

poliadenilación. En un silvestre (WT), Bud27 asociado a Rpb5 favorece la función de RSC, lo que conlleva un 
correcto posicionamiento de los nucleosomas permitiendo una eficiente transcripción. La falta de Bud27 
(mutante bud27∆), generaría una errónea asociación de RSC a Rpb5, provocando una alternación en el 
posicionamiento de los nucleosomas, alterando la elongación de la transcripción y la terminación y provocando, 
probablemente, la alteración del reconocimiento y uso de sitios de poliadenilación alternativos. 
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CAPÍTULO III: INFLUENCIA DE LA FOSFATASA DEL CTD, Rtr1, EN EL CICLO DE VIDA DEL 

mRNA  

Rtr1 en S. cerevisiae, cuyo ortólogo humano es RPAP2, es una fosfatasa del CTD 

que favorece el paso de la iniciación a la elongación de la transcripción mediante la 

desfosforilación del CTD-Ser5P en la región 5’ de los genes, seguido de una fosforilación en 

el CTD-Ser2. Su ausencia provoca defectos transcripcionales, produciéndose una 

acumulación aberrante de fosforilación en el CTD-Ser5P en la región codificante de los 

genes (Gibney et al., 2008; Mosley et al., 2013). Se ha cuestionado el papel de Rtr1 como 

fosfatasa directa del CTD, considerando la posibilidad de que realmente su papel sea el de 

apoyar la labor de Ssu72, fosfatasa principal encargada de la transición CTD-Ser5P a CTD-

Ser2P en el paso de la iniciación a la elongación de la transcripción (Rosado-Lugo and 

Hampsey, 2014). Se ha sugerido el papel tanto de Rtr1 como de RPAP2 en el ensamblaje y 

transporte de la RNA pol II al núcleo (Forget et al., 2013; Gómez-Navarro and Estruch, 

2015).  

 Se descrito el papel de Rtr1 favoreciendo la degradación de su propio transcrito,  

(Hodko et al., 2016) en combinación con Dhh1, un miembro conservado de la familia de las 

helicasas DEAD box que parece tener un papel directo en el decapping (De Waard et al., 

2006), estimulando la enzima de Dcp1 (Fischer and Weis, 2002), favoreciendo a su vez, el 

reclutamiento de las exonucleasas REX (Hodko et al., 2016). 

El aumento de estabilidad global de mRNA observada en un mutante rtr1∆ 

concuerda con el hecho de que la deleción de la región 3’ UTR del mRNA de RTR1, donde 

se une la proteína Rtr1, provoca un aumento de la estabilidad del transcrito  (Hodko et al., 

2016). Además hemos demostrado que Rtr1 se asocia físicamente a los mRNA, más allá de 

la asociación a su propio transcrito, lo que podría sugerir una impronta más general sobre 

los mRNA (Hodko et al., 2016).  

La acumulación de mRNA observada en el mutante rtr1∆, similar a la de un 

silvestre, no se correlaciona con el aumento de estabilidad de los mRNA. Este hecho sugiere 

un comportamiento homeostático de la célula, probablemente por una reducción en los 

niveles de transcripción, lo cual estaría en correlación con datos que muestran una menor 
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ocupación de RNA pol II en los genes en ausencia de Rtr1 (Egloff et al., 2012; Kim et al., 

2009; Mosley et al., 2009)). 

Se ha descrito una interacción genética entre RTR1 y RPB4 y una interacción 

funcional entre ambas proteínas (Gibney et al., 2008; Mosley et al., 2013). Rpb4 tiene un 

importante papel en el ciclo de vida de los mRNA, modulando, entre otros procesos, de 

manera negativa, la estabilidad de los mismos (Garrido-Godino et al., 2016). Este proceso 

sería consecuencia de la impronta cotranscripcional de Rpb4 sobre los mRNA (Garrido-

Godino et al., 2016; Goler-Baron et al., 2008); Coller and Parker, 2005; Lotan et al., 2005). 

Este hecho podría estar relacionado con datos que sugieren que Rpb4 actúa favoreciendo 

el reclutamiento de la maquinaria de degradación del RNA mensajero, a través de su 

interacción física con los factores Pat1/Lsm1-7 (Coller and Parker, 2005; Lotan et al., 2005).  

Las interacciones genética y funcional descritas entre Rtr1 y Rpb4 sugieren un papel 

coordinado entre Rtr1 y Rpb4 para modular la estabilidad de los transcritos, 

probablemente a través de su asociación a los  mRNA. 

 La ausencia de Rtr1 provoca disminución de los niveles de Rpb4 asociado a los 

mRNA, lo que concuerda con un incremento en la estabilidad de los transcritos (Garrido-

Godino 2016). Estos datos sugieren un papel mayoritario para Rpb4 en el proceso de 

estabilización global de mRNA en carencia de Rtr1, sin descartar un papel directo de la 

propia proteína Rtr1. La falta de Rtr1 conlleva defectos en el ensamblaje de la RNA pol II, 

alterando los niveles de Rpb4 (quizá del dímero Rpb4/7) asociado a la enzima (Garrido-

Godino, en preparación), de manera que se asocian a la cromatina RNA pol II completa y 

RNA pol II sin Rpb4. Es probable que este defecto sea, por lo menos en parte, la causa de 

la existencia de una menor población de mRNA con Rpb4 asociado y en consecuencia, más 

estables, tal y como se ha demostrado previamente (Garrido-Godino et al., 2016). En 

concordancia con estos defectos en ensamblaje, RPAP2 y Rtr1 participan en el ensamblaje 

y/o importe de la RNA pol II al núcleo (Forget et al., 2013; Gómez-Navarro and Estruch, 

2015). Por el contrario, y a pesar de los datos que describen la asociación Rtr1-Dhh1 para 

regular la estabilidad de su propio transcrito (Hodko et al., 2016), la asociación de Dhh1 a 

los mRNA no está alterada en ausencia de Rtr1. 
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También en ausencia de Dhh1 se produce una disminución de los niveles generales 

de Rtr1 en las células, sin alteración en la acumulación de su mRNA, sugiriendo algún 

mecanismo postraduccional de regulación. Además también en ausencia de Dhh1 

observamos dos poblaciones de RNA pol II asociadas a la cromatina, completa y sin Rpb4. 

Pudiera ser que la disminución en los niveles de Rtr1 estuviesen alterando el correcto 

ensamblaje de la RNA pol II, provocando defectos en la asociación de Rpb4 a la enzima. 

Esto conllevaría una alteración en los niveles de mRNA asociados a Rpb4 y un aumento de 

la estabilidad de los mismos (Garrido-Godino et al., 2016; Goler-Baron et al., 2008); Coller 

and Parker, 2005; Lotan et al., 2005).  En cualquier caso, la falta de Dhh1 tendría también 

un efecto directo en la estabilidad de los mRNA al estar alterada su función en degradación 

(Coller et al., 2001) y serían este y el posible defecto de ensamblaje producido por la 

reducción de Rtr1, los causantes del aumento estabilidad global de mRNA. 

Por el contrario, en ausencia de Rpb4 se reduce la acumulación de mRNA de los 

genes RTR1 y DHH1, así como los niveles globales de estas proteínas y de la propia RNA pol 

II asociada a la cromatina . Curiosamente observamos que en el mutante rpb4∆ los niveles 

de Rpb3 y Rpb1 (indicadores de los niveles de RNA pol II) son inferiores al silvestre, en 

contraposición con estudios previos que mostraban valores similares de RNA pol II entre el 

mutante rpb4∆ y el silvestre (Allepuz-Fuster et al., 2014). Este hecho puede deberse, 

probablemente, al etiquetado de las cepas.  

Es probable que, al igual que Rpb4 acompaña al mRNA desde su síntesis, a lo largo 

de su ciclo de vida, hasta su degradación (Garrido-Godino et al., 2016; Goler-Baron et al., 

2008; Harel-Sharvit et al., 2010), Rtr1, y Dhh1 también puedan unirse a los mRNA 

cotranscripcionalmente. Esto concordaría con el hecho de que  los niveles de asociación de 

Rtr1, Dhh1 y Rpb4 a los mRNA que observamos en las distintas cepas son siempre similares 

a los observados en cromatina. 

En base a todos estos datos plantemos el siguiente modelo (Figura D2). Rtr1, 

además de su función descrita en desfosforilación del CTD-Ser5P (Buratowski, 2009), 

participa en el ensamblaje de la RNA pol II (Forget et al., 2013; Gómez-Navarro and Estruch, 

2015; Garrido-Godino, en preparación). La falta de Rtr1 o la disminución en sus niveles 

como consecuencia de la ausencia de Dhh1, provocan una deficiencia en el ensamblaje de 
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la RNA pol II, lo que conlleva que exista un incremento en la población de RNA pol II carente 

de Rpb4 (probablemente del dímero Rpb4/7) asociada a la cromatina. Como consecuencia 

de este déficit, el paso contranscripcional de Rpb4 a los mRNA se vería alterado, 

favoreciéndose el aumento de población de mRNA sin Rpb4 asociado, desfavoreciendo de 

esta forma el reclutamiento de la maquinaria de degradación de los mRNA y por tanto, 

aumentando la estabilidad de los mismos. De igual modo, estudios de polimerasa total en 

las formas fosforiladas del CTD purificando Rtr1 detectan niveles de Rpb4/7 menores 

respecto a RNA pol II (Mosley et al., 2013), lo que apoya este papel en ensamblaje.  En el 

caso de ausencia de Dhh1, sin embargo, el aumento en la estabilidad de los mRNA 

comprendería al defecto de ensamblaje provocado por la disminución en los niveles de 

Rtr1 y, de manera más general, al efecto de la falta de esta proteína sobre el proceso de 

degradación de los mRNA, favoreciendo la eliminación de la caperuza 5’ (“decapping”) 

(Carroll et al., 2011; Fischer and Weis, 2002). No podemos descartar un efecto directo de 

Rtr1 sobre los mRNA, en correlación con su unión a los mismos y su papel en la regulación 

de la degradación de su propio mRNA (Hodko et al., 2016). Es posible que este efecto ocurra 

a través de la interacción con Rpb4 y/o Dhh1, entre otras proteínas. En cualquier caso, no 

sería un efecto general de participación o asociación de toda la maquinaria de degradación 

de mRNA, pues como demuestra nuestro trabajo y datos previos, al menos Xrn1 no parece 

tener un efecto sobre el mecanismo de estabilidad de mRNA en el que interviene Rtr1 

(Hodko et al., 2016). 

No podemos descartar que la asociación de Rpb4 al mRNA naciente proceda de 

Rpb4 libre que no se asocie cotranscripcionalmente desde la propia RNA pol II. De igual 

modo, tampoco podemos descartar una asociación directa de Rtr1 y/o Dhh1 libres sin 

asociación a la enzima.  
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CONCLUSIONES 

CONCLUSIÓN PRIMERA 

Se ha desarrollado una técnica fácil, reproducible y escalable, que permite la 

purificación de fracciones enriquecidas de cromatina con sus proteínas asociadas en 

Saccharomyces cerevisiae, denominada yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions). Este 

método es útil, también, para el análisis de proteínas unidas de manera lábil o transitoria. 

El procedimiento ha sido utilizado con éxito, combinado con espectrometría de masas, para 

analizar el proteoma asociado a la cromatina y el proteoma asociado a la cromatina  

dependiente de RNA.  

CONCLUSIÓN SEGUNDA 

La prefoldina-like Bud27 influencia la estabilidad de los mRNA en Saccharomyces 

cerevisiae. La falta de Bud27 conlleva una disminución global en la estabilidad de los mRNA 

y probablemente alteración en la selección de los sitios de poliadenilación, lo que 

determinaría una poliadenilación alternativa diferente. Es posible que esta alteración esté 

relacionada con la inestabilidad de los mRNA observada en carencia de Bud27. La relación 

funcional entre Bud27 y el remodelador de cromatina RSC nos lleva a proponer un modelo 

en el cual la falta de Bud27 podría provocar una alteración de la disposición de los 

nucleosomas o de la dinámica de la cromatina, provocando defectos en la terminación de 

la transcripción y una alteración en la selección de los sitios de poliadenilación, siendo esto, 

probablemente responsable de la inestabilidad de los mRNA. Bud27 participa en la ruta 

TOR, cuyo bloqueo parece conllevar resultados similares en poliadenilación. El hecho de 

que además el bloqueo de la ruta TOR provoque acortamiento de las colas de poli(A) de los 

mRNA, nos hace sugerir que el acortamiento de estas colas de poli(A) y la alteración en la 

poliadenilación alternativa podrían estar directamente relacionados. 

CONCLUSIÓN TERCERA 

La fosfatasa del CTD Rtr1 desempeña un papel en el ciclo de vida del mRNA 

modulando negativamente la estabilidad de los mismos. Consecuentemente, la falta de 

Rtr1 provoca un aumento de la vida media de los mRNA. El defecto en ensamblaje de la 

proteína Rpb4 (probablemente del dímero Rpb4/7) a la RNA pol II y de su asociación 
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cotranscripcional a los mRNA, podrían ser la causa del aumento de la estabilidad de los 

mismos observado en carencia de Rtr1, dado el papel de Rpb4 en este proceso. Nuestros 

datos y los descritos previamente sugieren una relación funcional entre Rtr1 y la 

exonucleasa Dhh1 que mediaría la degradación de los mRNA. No podemos descartar que 

el aumento en las vidas medias de los mRNA observado en carencia de Dhh1, no sea, en 

parte, indirecto, como consecuencia de los defectos en ensamblaje mencionados. Esta 

relación funcional podría extenderse a la proteína Rpb4. Por último no podemos descartar 

una acción directa de Rtr1 en la estabilidad de los mRNA, probablemente través de su 

asociación con Rpb4, Dhh1 y el mRNA. 
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CONCLUSIONS 

FIRST CONCLUSION 

We have developed an easy, reproducible and scalable technique to purify 

chromatin enriched fractions with their associated proteins in Saccharomyces cerevisiae, 

named yChEFs (yeast Chromatin Enriched Fractions). This method is useful for the analysis 

of labile or transiently bound proteins. The procedure has been successfully used, 

combined with mass spectrometry, to analyze the chromatin-associated proteome and the 

RNA-dependent chromatin-associated proteome. 

SECOND CONCLUSION 

The prefoldin-like Bud27 influences the mRNA stability in Saccharomyces 

cerevisiae. The lack of Bud27 leads to an overall decrease in mRNA stability and probably, 

to the alteration in the polyadenylation sites recognition, which could determine a different 

alternative polyadenylation. It is possible that this alteration is related to the mRNA 

instability under lack of Bud27. The functional relationship between Bud27 and the 

chromatin remodeler RSC leads us to propose a model in which lack of Bud27 could cause 

the alteration in nucleosomes organization and in transcription termination, altering the 

polyadenylation sites selection. Consequently, that could account for mRNA instability. 

Bud27 participates in TOR pathway, whose arrest seems to provoke similar polyadenylation 

alteration. Taking that TOR arrest leads to poly(A) tails shortening we can speculate that 

this process and  the alternative polyadenylation alteration could be  directly related. 

THIRD CONCLUSION 

The CTD phosphatase Rtr1 plays a role in the mRNA life cycle, modulating 

negatively their stability. Consequently, lack of Rtr1 causes an increase in the mRNA half-

life. The defect in the assembly of Rpb4 (probably of the dimer Rpb4/7) to the RNA pol II 

and its co-transcriptional association with the mRNA, could be responsible of increase in 

mRNA stability under Rtr1 inactivation, given the role of Rpb4 in this process. Our data and 

those previously described suggest a functional relationship between Rtr1 and the Dhh1 

exonuclease in mRNA degradation. We cannot rule out that a part of mRNA half-life defects 

observed under lack of Dhh1 could be indirect, as a consequence of the aforementioned 
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assembly defects. This functional relationship could be extended to Rpb4 protein. Finally 

we cannot rule out a direct participation of Rtr1 on mRNA stability, probably through its 

association with Rpb4, Dhh1 and the mRNA. 
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