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Introduccion

1. Homeostasis idnica en Saccharomyces cerevisae.

La homeostasis de las concentraciones intracelulares de iones es una propiedad
fundamental de las células. Los transportadores de iones y sus sistemas de regulacion tienen
funciones fisiologicas de gran importancia. Principalmente estos sistemas se ocupan de
mantener las concentraciones de iones dentro de un rango Optimo para los sistemas
celulares. En general, y con excepcion de las algunas bacterias halofiticas, este rango
consiste en relativamente altas concentraciones de potasio (10" M) y magnesio (10 M), y
concentraciones relativamente bajas de sodio (102 M), protones (107 M) y calcio (107 M)
(Serrano et al., 1999). La base fisico-quimica de esta seleccion no esta del todo clara, pero
tenemos algunas pistas que nos pueden ayudar a entenderla. Un pH neutro puede ser
necesario para mantener la estabilidad de las proteinas, y un cociente magnesio/calcio alto
favorece la solubilidad de los compuestos de fosfato. La preferencia de potasio en lugar de
sodio como principal catién intracelular puede explicarse por el bajo nivel de interaccién del
potasio con los sitios de union a magnesio de algunas enzimas claves, como las fosfatas de
la familia de Hal2, cuya funcién si puede verse afectada por los iones sodio o litio (Albert et
al., 2000). Ademas, las concentraciones de potasio son el principal determinante de algunos
parametros fisioldgicos tan importantes como el volumen celular, la turgencia o la fuerza
i6bnica del citoplasma en hongos y plantas, que determina la Optima hidratacién de
macromoléculas y membranas (Serrano, 1996).

La mayor parte de las células de mamiferos se encuentran inmersas en un fluido
extracelular cuya presion osmética, pH y concentracion de iones es mas o menos constante
debido a la accién de los rifiones. En estas células la principal bomba es la ATPasa de sodio
y potasio, que junto con los canales de sodio y potasio, los antiportadores Na*/H* y los
simportadores (Na*, K*, 2Cl) determina el volumen celular y las concentraciones
intracelulares de iones. En estas condiciones, la toma celular de azucares y amino&cidos
esta mediada por cotransporte con sodio (Stein, 1990). En comparacion con el ambiente
predecible en el que viven la mayor parte de células de mamiferos, las células de plantas,
algas u hongos deben tolerar un amplio rango de presiones osméticas, pH y concentraciones

de iones en sus entornos. La pared celular de estos organismos es parcialmente responsable
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de su tolerancia a cambios osmaticos. Sin embargo, estudios fisioldgicos llevados a cabo en
microorganismos flingicos han demostrado que su capacidad para proliferar en un amplio
rango de concentraciones de iones es consecuencia de una estrategia de transporte en la
membrana plasmatica diferente a la de las células de mamiferos (Serrano, 1991). Las
membranas plasmaticas de plantas y hongos contienen una ATPasa exportadora de
protones altamente activa. El transporte de nutrientes e iones esta acoplado en su mayor
parte al gradiente de protones resultante de la accién de esta ATPasa, lo que permite que las
concentraciones intracelulares de los iones sodio y potasio puedan ser reguladas de forma

independiente (Serrano, 1991).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la ATPasa de protones de la membrana
plasmatica esta codificada por el gen esencial PMA1. Esta ATPasa supone mas del 50 % del
total de proteinas de la membrana plasmética, y su actividad esta regulada por el pH y por la

disponibilidad de fuentes de carbono (Serrano, 1991).

El mantenimiento de las concentraciones internas de iones frente a un amplio
rango de condiciones extracelulares estd mediado por complejas rutas homeostaticas. Las
sefiales que disparan las respuestas de adaptacion pueden ser cambios en la turgencia
detectados en la membrana plasmatica, 0 cambios en las concentraciones intracelulares de
cationes como el potasio, el sodio o el calcio, que son detectados por proteinas citosolicas
(Serrano, 1996). Se han caracterizado muchos de los transportadores de cationes a nivel
molecular, pero se sabe menos acerca de las rutas de transduccién que regulan sus
actividades y determinan la homeostasis de iones. Un mejor entendimiento de estos
sistemas y de su regulacién puede tener un considerable valor practico. En medicina, un
mejor entendimiento de los transportadores de iones y su regulacion, ha contribuido a la
demostracion de que los defectos en la homeostasis ionica contribuyen al riesgo de padecer
alta presién arterial (Lifton, 1996), y también se ha visto que puede afectar al sistema
nervioso, a los musculos, y a los rifiones (Pollard y Earnshaw, 2002). Por otra parte, en
agricultura, el mejor entendimiento de las proteinas implicadas en la homeostasis de iones
podria facilitar el desarrollo de plantas con mayor tolerancia a sequia o salinidad por medio

de técnicas de ingenieria genética (Serrano, 1996).
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2. El transporte de potasio en Saccharomyces cerevisiae.

La toma de potasio en la levadura Saccharomyces cerevisiae esta mediada
principalmente por el sistema TRK, codificado por dos genes parcialmente redundantes,
TRK1y TRK2 (Gaber et al., 1988) (Ko y Gaber, 1991) (Ramos et al., 1994). El sistema TRK
es uno de los principales determinantes del potencial eléctrico de la membrana plasmatica, y
por tanto, de la toma de cationes (Madrid et al., 1998), ya que su accion contribuye a relajar

el gradiente eléctrico inducido por el funcionamiento de Pmaf.

El gen TRK1 codifica el transportador mas activo, una proteina grande de 1.235
aminoacidos, con 8 dominios trans-membrana y 4 estructuras MPM (membrana-poro-
membrana) (Durell y Guy, 1999) (Gaber et al., 1988) (Figura 1.1). Al igual que la ATPasa de
protones Pma1, Trk1 es una proteina integral de la membrana plasmatica. Como muchos
transportadores de la membrana plasmatica, se encuentra asociada a las fracciones de
membrana resistentes a detergentes o fracciones DMR (detergent-resistant membrane)
(Lauwers y Andre, 2006). Estas fracciones de membrana estan enriquecidas en
esfingolipidos que contienen inositol y en ergosterol, el principal esterol estructural de los
hongos (Bagnat et al., 2000). Se ha descrito que estos esfingolipidos participan en el trafico
de proteinas a la membrana plasmatica (Bagnat et al., 2001; Gaigg et al., 2005; Umebayashi
y Nakano, 2003).

FIG. 1.1. Representacion esquematica de los transportadores TRK-HKT basada en la estructura MPM de los
dominios trans-membrana. La parte superior se corresponde con la cara externa de la membrana plasmatica.
Adaptado de Durell ef a/ 1999.
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El gen TRK1 de Saccharomyces cerevisiae fue el primer gen codificante de un

transportador de potasio clonado en células eucariotas (Gaber et al., 1988).

El gen TRK2 fue identificado y clonado en S. cerevisiae posteriormente (Ko et al.,
1990) (Ko y Gaber, 1991). Las proteinas Trk1 y Trk2 son idénticas en un 55% de su
secuencia, y esta homologia es alin mayor en los segmentos hidrofébicos, donde puede
alcanzar el 90%. Sin embargo, el papel del gen TRK2 solo parece ser importante en el
mutante trk1, a pesar de que ambos sistemas tienen afinidades similares por el ion potasio
(Km=20 — 50 uM) y por el ién rubidio (Km= 0,1 — 0,3 mM) (Ramos et al., 1994).

Utilizando una sonda correspondiente a la regién conservada de los genes TRKTy
TRK2 de S. cerevisiae se clond un gen homélogo en Schizosaccharomyces pombe
(Soldatenkov et al., 1995). La expresion funcional de este gen en el mutante frk1 de S.
cerevisiae demostré que codificaba un transportador de potasio (Lichtenberg-Frate et al.,
1996). En el proyecto de secuenciacidn del genoma de S. pombe se identificd un segundo
gen de la misma familia, correspondiente a TRK2. Los genes TRK1 y TRK2 de S. pombe
codifican proteinas de 841y 881 aminoacidos, mas parecidos al gen TRK2 que al gen TRK1

de S. cerevisiae.

También se han encontrado transportadores del tipo TRK en Neurospora crassa
(Haro et al., 1999), Schwanniomyces occidentalis (Banuelos et al., 2000) y Debaryomyces
hansenii (Prista et al., 2007). En estas especies, ademas de los sistemas de transporte del
tipo TRK, también estan presentes otro tipo de transportadores de potasio, los HAK (High-

Affinity K*-transporter), que no existen en S. cerevisiae.

Transformando el mutante frktrk2 de S. cerevisiae con una biblioteca de cDNA de
trigo construida en un vector de expresion en levadura, se aislo un clon capaz de suprimir los
defectos de toma de potasio del mutante (Schachtman y Schroeder, 1994). EI cDNA clonado,
HKT1, codificaba una proteina de 534 aminoacidos y 58,9 kDa con altos niveles de
homologia de secuencia con los transportadores TRK. Diversos estudios de expresién

génica mostraron que los niveles de RNA mensajero del gen HKT1 en raices de cebada
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aumentaban al quitar el potasio del medio de crecimiento, mientras que se hacian menores
al volver a suplementar el medio con potasio (Wang et al., 1998). Previamente, y utilizando
estos mismos procedimientos, se habian descubierto los primeros tranportadores de potasio
en plantas, los canales de potasio AKT1 y KATT1 (Sentenac et al., 1992; Anderson et al.,
1992).

En los proyectos genoma, tanto de arroz como de Arabidopsis thaliana, se han
encontrado transportadores del tipo HKT/TRK. En arroz se ha visto que hay 8
transportadores HKT/TRK, mientras que en Arabidopsis sélo se ha encontrado uno, y se ha
visto también que los distintos transportadores de esta familia pueden variar su afinidad por

sodio 0 potasio (Garciadeblas et al., 2003).

También se ha visto que los transportadores TRK de levadura estan relacionados
con un gran numero de transportadores de bacteria, los transportadores llamados KtrB

(anteriormenente NtpJ) y los transportadores TrkH (Nakamura et al., 1998).

En S. cerevisiae, se han identificado otros transportadores de la membrana
plasmatica que contribuyen a la regulacién de las concentraciones intracelulares de potasio
(Maresova et al., 2006). En condiciones especificas, por ejemplo estrés por KCI, el potasio
puede ser sacado de las células de forma activa a través de las ATPasas Ena/Pmr2, o por el
antiportador Nha1. Estos sistemas de extrusion de potasio también son capaces de
transportar otros cationes como sodio o litio (Haro et al., 1991), (Banuelos et al., 1998). Las
ATPasas Ena/Pmr2 son necesarias para el crecimiento celular en altas concentraciones de
NaCl o KCI (Banuelos et al., 1998). Nha1 es un sistema tipico de transporte secundario
activo, que utiliza el gradiente de protones generado por la ATPasa Pma1 como fuente de

energia para la extrusion de sodio o potasio.

Existe ofro transportador en la membrana plasmatica que es especifico para
potasio, el canal Tok1. Las propiedades biofisicas de este canal de potasio han sido
descritas con detalle (Bertl et al., 1993), pero su papel fisioldgico ain no se ha caracterizado

completamente. Tok1 es un canal de potasio dependiente de voltaje con dos dominios de
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poro en tandem (Ketchum et al., 1995). Normalmente tiene una fuerte actividad de extrusion,
pero se ha descrito que bajo ciertas condiciones también es capaz de mediar la toma de
potasio (Bertl et al., 1993) (Fairman et al., 1999). Tok1 se activa por despolarizacion de la
membrana plasmética (Bertl et al., 1993), y probablemente libera el potasio acumulado en las
células para regenerar el potencial de membrana (Bertl et al., 1998). Varios estudios
sugieren que Tok1 es la diana molecular de la toxina K1 (killer toxin) (Ahmed et al., 1999;
Sesti et al., 2001), pero esta teoria ha sido cuestionada posteriormente (Breinig et al., 2002).
También se ha demostrado que Tok1 puede ser fosforilado por la quinasa Hog1, lo que
sugiere que este canal esta participando en la respuesta a estrés osmético, probablemente

mediando la salida de potasio durante la fase inicial del estrés (Proft y Struhl, 2004).

La regulacién de la actividad del sistema TRK afecta a la concentracion intracelular
de potasio y a la turgencia de las células (Merchan et al., 2004), al potencial eléctrico de
membrana (Mulet et al., 1999), y al pH intracelular (Yenush et al., 2002). Estudios genéticos
llevados a cabo en levadura han identificado varias proteinas implicadas en la regulacion del
transporte de potasio (Figura 1.2). Por ejemplo, la proteina fosfatasa Ppz1 desactiva Trk1, y
es a su vez desactivada por una subunidad inhibidora, Sis2/Hal3 (de Nadal et al., 1998)
(Yenush et al., 2002). Se ha descrito ofra fosfatasa, calcineurina (Cnb1), como necesaria
para la activacion de Trk1y Trk2 por estrés causado por sodio (Mendoza et al., 1994). Otras
proteinas implicadas en la regulacion del transporte de potasio son la proteina quinasa Sky1
(Forment et al., 2002), la proteina inducida por estrés osmotico Hal1 (Rios et al., 1997), la
proteina G de la superfamilia Ras Arl1 (Munson et al., 2004), y las proteinas quinasas Hal4 y
Hal5 (Mulet et al., 1999) cuya funcion parece estar relacionada con la regulacion positiva del

sistema Trk1-Trk2 y que van a ser descritas con mayor detalle a continuacion.
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FIG. 1.2. Modelo de regulacion del sistema de transporte de potasio Trk1. La regulacion de la actividad del
sistema TRK afecta a la concentracion intracelular de potasio y a la turgencia de las células, al potencial eléctrico
de membrana, y al pH intracelular. En el esquema se muestran algunas de las proteinas que participan en la
regulacion del transporte de potasio mediado por el sistema Trk1-Trk2 en Saccharomyces cerevisiae.

3. Las proteinas quinasas Hal4 y Hal5.

Las proteinas Hal4/Sat4 y Hal5 son dos serina/treonina quinasas parcialmente
redundantes que fueron identificadas por su capacidad de conferir tolerancia a salinidad
(halotolerance) por sobre-expresidon en Saccharomyces cerevisiae (Mulet et al., 1999).
Estudios genéticos han postulado que estas dos quinasas actuan regulando de forma
positiva el sistema de transporte de potasio Trk1-Trk2. Esta hipdtesis esta basada en la
observacion de que la disrupcion de los genes HAL4 y HAL5 da lugar a un fenotipo muy
parecido al del mutante trk1trk2, y de que el mutante hal4hal5 requiere la adicion de potasio
para crecer en medio minimo. Ademas, la sobre-expresion de los genes HAL4 y HALS sélo
es capaz de conferir tolerancia a salinidad en cepas en las que estén presentes los
transportadores de potasio Trk1y Trk2 (Mulet et al., 1999).
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FIG. 1.3. Representacién esquematica de las 112 proteinas quinasas de Saccharomyces cerevisiae, adaptado de
Rubenstein y Schmidt, 2007. Los principales grupos y familias de proteinas quinasas se muestran con letras
mas grandes. Las quinasas que se han nombrado o renombrado después de la primera aparicién de este
dendrograma (Hunter y Plowman, 1997) se muestran con texto en blanco sobre fondo negro. Las quinasas que
aun no han sido caracterizadas se muestran con texto en negro sobre fondo gris.

Basandonos en la homologia de secuencia de los dominios cataliticos, podemos
decir que Hal4 y Hal5 pertenecen a la subfamilia de quinasas NRP/HAL5 (Figura 1.3). Esta
subfamilia incluye también a las quinasas Npr1, Ptk1 y Ptk2, dedicadas a la regulacién de

transportadores de la membrana plasmatica (Rubenstein y Schmidt, 2007).

Dos de las quinasas del grupo, Ptk1 (Stk1) y Ptk2, participan en la regulacion del
transporte de poliaminas (Kakinuma et al., 1995; Kaouass et al., 1997; Nozaki et al., 1996).

También se ha visto que la quinasa Ptk2 participa en la activacién por glucosa de la ATPasa
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de la membrana plasmatica (Goossens et al., 2000). Se ha comprobado que la quinasa Ptk2
es necesaria para que se produzca la fosforilacion de Pma1, pero no se han podido
encontrar evidencias de una fosforilacién directa (Eraso et al., 2006). Ademas, debido a la
hiperpolarizacién de la membrana plasmatica producida por la disrupcion de PTK2, el
mutante es sensible a varios cationes toxicos, incluyendo litio, sodio, higromicina B,
manganeso, tetrametilamonio y poliaminas (Goossens et al., 2000). Otra de las quinasas de
este grupo, Hrk1, también parece estar implicada en la regulaciéon de Pma1 (Goossens et al.,
2000).

La quinasa Npr1 participa en la regulacién de permeasas de aminoécidos sensibles
a amonio (Vandenbol et al., 1990), controla el trafico biosintético y endocitico de la permeasa
de aminoacidos Gap1 (De Craene et al., 2001), afecta al trafico y a la estabilidad en la
membrana plasmatica de la permeasa de triptéfano Tat2 (Beck et al., 1999), y participa en la

regulacion del factor de transcripcién GIn3 (Tate et al., 2006).

El resto de proteinas quinasas de este grupo tiene otras funciones que, en
principio, no estan relacionadas con la regulacion de transportadores de la membrana
plasmatica. La quinasa Gen2 juega un importante papel en la ruta de respuesta al ayuno de
aminoacidos (ruta GCN). La fosforilacion del factor de iniciacion 2 (elF2) por Gen2 conduce a
un aumento en la expresion del factor de transcripcién Gen4, necesario para la induccion de
los genes de biosintesis de aminoacidos (Hinnebusch, 2005). La funcion de la quinasa Prr2
parece estar relacionada con la modulacién de la sefializacion por feromonas (Burchett et al.,
2001). Otra de las quinasas de este grupo, Chk1, parece estar implicada en la respuesta
celular al dafio al DNA (Liu et al., 2000). La funcion de las otras dos quinasas del grupo,

Kkq8 y YDL025C, por el momento es desconocida.

4. Regulacién de los transportadores de la membrana plasmatica.

Sélo en el cromosoma Ill de Saccharomyces cerevisiae, que supone un 2,5% del

genoma completo, se supone que hay codificadas 33 proteinas de la membrana plasmatica.

1
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En base a estos datos, se ha estimado que el genoma de la levadura codifica mas de 1000
proteinas que desempefian su funcion en la membrana plasmatica (Goffeau et al., 1993b;
Goffeau et al., 1993a). Otros trabajos, teniendo en cuenta que muchos de los genes que
codifican estas proteinas de transporte estan presentes en varias copias en el genoma, y que
no todas estas proteinas se van a expresar a la vez, cifran este nimero en una cantidad
menor. Se ha estimado que en las fracciones de membrana plasmatica hay alrededor de 150

polipéptidos distintos (Rank y Robertson, 1983).

Las proteinas dedicadas al transporte son probablemente las proteinas
mayoritarias de la membrana plasmatica. La proteina mas abundante en la membrana
plasmatica de Saccharomyces cerevisiae es la ATPasa de protones Pma1, que constituye
mas del 50 % del contenido total de proteinas de la membrana en células en fase
exponencial de crecimiento (Serrano, 1991). Cada aminoacido es transportado por al menos
una proteina (Grenson, 1992), y los distintos azucares que entran en las células son
transportados por al menos 15 proteinas diferentes (Lagunas, 1993). El resto de proteinas de
la membrana plasmatica estan implicadas en la biosintesis de la pared celular (Fleet, 1991),
en la transduccién de sefiales (Oehlen y Cross, 1994), o forman parte del citoesqueleto
(Barnes et al., 1990).

Cada uno de estos transportadores de la membrana plasmatica debe ser regulado
de manera especifica para permitir la viabilidad de las células en respuesta a los cambios
que se producen en el medio ambiente. Esta regulacion puede darse a distintos niveles.
Algunos transportadores se regulan a nivel transcripcional, mientras que para otros son mas

importantes las modificaciones post-traduccionales, como la fosforilacién o la ubiquitinacion.

La regulacion del transportador de membrana dependiente de ATP, Pdr12, es un
claro ejemplo de regulacion transcripcional de una proteina transportadora. La expresion del
gen PDR12 esta regulada por el pH de forma muy especifica. Al someter las células a pH
acido la expresion de este gen aumenta de forma considerable, mientras que un estrés por

pH alcalino produce un descenso en los niveles de expresion del gen (Causton et al., 2001).
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Otro ejemplo de regulacién de transportadores a nivel transcripcional es el de los
genes HXT, que codifican transportadores de hexosa. Mientras que los niveles de expresién
del gen HXT1 aumentan por altas concentraciones de glucosa, los niveles de expresion de
los genes HXT2 y HXT4 aumentan cuando baja la concentracion de glucosa del medio. Por
otra parte, el gen HXT3 aumenta sus niveles de expresién en respuesta a la glucosa, con
independencia de la concentracion (Ozcan y Johnston, 1999). La mayor parte de estas
proteinas Hxt contienen sitios consenso para la fosforilacién por la proteina quinasa A o la
caseina quinasa ll, lo que sugiere que también pueden verse sometidas a algun tipo de
modificacién post-traduccional, pero hasta el momento no se han encontrado evidencias de
este tipo de modificaciones (Ozcan y Johnston, 1999). Si se ha descrito la regulacién post-
traduccional de algunas de las proteinas que participan en la activacion transcripcional de los
genes HXT. Cuando las moléculas de glucosa se unen a los sensores Snf3 y Rgt2, estimulan
la degradacion de las proteinas Mth1 y Std1, probablemente por medio de la activacién de
las casein-quinasas Yck1 e Yck2 (Kim et al., 2006), que fosforilan a Mth1 y Std1 haciéndolos
susceptibles a ubiquitinacion. Una vez ubiquitinadas estas dos proteinas son reconocidas por
el proteosoma y degradadas (Moriya y Johnston, 2004; Spielewoy et al., 2004). La funcién de
estas dos proteinas es bloquear la transcripcion de los genes HXT, para lo cual bloquean el
factor de transcripcion Rgt1. Una vez degradadas, se libera Rgt1 y va al nicleo, donde
promueve la transcripcion de los genes HXT (Forsberg y Ljungdahl, 2001; Holsbeeks et al.,
2004; Johnston y Kim, 2005; Ozcan y Johnston, 1999; Rolland et al., 2002).

Como se ha comentado anteriormente algunos transportadores son regulados de
forma post-traduccional. La fosforilacién y defosforilacién de las proteinas participa en la
regulacién de muchos procesos celulares como la transduccion de sefiales, la progresion del
ciclo celular o la expresion génica (Zolnierowicz y Bollen, 2000). La secuencia de nucleétidos
del genoma completo de Saccharomyces cerevisiae predice que, de los aproximadamente
6000 genes de este organismo, habra 117 proteinas quinasas y 32 proteinas fosfatasas
(Sakumoto et al., 1999). Actualmente se esta tratando de establecer la funcién de estas
proteinas en modelos eucariotas unicelulares, como paso previo para la identificacion de sus

papeles fisioldgicos en eucariotas superiores (Hirasaki et al., 2008).
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Una de las estrategias de las células eucariotas es utilizar cascadas de
fosforilacion de MAPK (mitogen activated protein kinase) para la sefializacion intracelular de
un estrés. La adaptacion al estrés osmoético requiere la activacion de una cascada de
fosforilacion que termina con la activacion de la MAPK Hog1. Esta forma activa de la proteina
Hog1 se desplaza hasta el nucleo, donde por fosforilacion de al menos tres factores de
transcripcion distintos (Sko1, Hot1 y Smp1), promueve la regulacién de mas del 10% del
genoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae (O'Rourke y Herskowitz, 2004). Se ha
comprobado que la forma activada de la proteina Hog1, ademéas de sus efectos sobre la
transcripcion, actia también en la membrana plasmatica, donde fosforila directamente
algunos transportadores de iones para lograr un reajuste rapido de los flujos de sodio y
potasio (Proft y Struhl, 2004). La fosforilacion de una proteina de la membrana plasmatica
por la MAPK Hog1 también puede servir como sefial para su degradacién. Se ha descrito
que en condiciones de estrés causado por acido acético, la aquagliceroporina de la
membrana plasmatica Fps1 es fosforilada por Hog1, lo que promueve su degradacion,

mejorando asi la resistencia al acido acético (Mollapour y Piper, 2007).

Otro proceso clave de regulacidon de los transportadores de la membrana
plasmatica es la ubiquitinacion. La ubiquitinacion es una modificacién post-traduccional en la
que un polipéptido de 76 aminoacidos, llamado ubiquitina, 0 una cadena de multi-ubiquitina,
se une a las proteinas y las marca para su posterior degradacién (Ciechanover, 1998). La
ubiquitinacion es un paso necesario para la degradacion de algunas proteinas de la
membrana plasmatica como el receptor del factor a, Ste2 (Hicke y Riezman, 1996), y la
permeasa de uracilo Fur4 (Galan et al., 1996). La ubiquitinacion promueve la regulacién
negativa de estas proteinas, ya que sirve como sefial para su internalizacién en la via
endocitica que finaliza con la degradacion en la vacuola. Esta tambien parece ser la principal
sefial para la internalizaciéon de las proteinas en la levadura Saccharomyces cerevisiae.
Trabajos mas recientes han demostrado que, en algunas ocasiones, la ubiquitinacién de las
proteinas de la membrana plasmatica se ve regulada de forma positiva por fenémenos de
fosforilacion, y que el tipo de ubiquitinacion necesario para promover la endocitosis puede

variar de unas proteinas a otras (Hicke, 1997).
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Otro caso interesante es la regulacidén de la permeasa general de aminoacidos
Gap1. En células creciendo en prolina o urea como Unica fuente de nitrégeno, la proteina
Gap1 es sintetizada y transportada a la membrana plasmatica, donde se acumula. Si se
afiade amonio al medio, una fuente de nitrdgeno preferente, la proteina Gap1 es endocitada
y dirigida hacia la vacuola para su degradaciéon. Se ha comprobado estos procesos de
regulacion estan dirigidos por fenémenos previos de fosforilacion o ubiquitinacion. Al afiadir
amonio como fuente de nitrégeno a células crecidas en un medio cuya fuente de nitrogeno
es urea o0 prolina, se ha visto que la ubiquitinacién de la permeasa de aminoacidos Gap1 es
esencial para que se produzca su endocitosis, y la posterior degradacién vacuolar, (Soetens
et al., 2001). Se ha comprobado que la ubiquitin-ligasa Rsp5, y otras dos proteinas que
interaccionan con ella, Bul1 y Bul2, son esenciales para este proceso (Soetens et al., 2001).
También se ha descrito que la quinasa Npr1 es necesaria para estabilizar Gap1 en la
membrana plasmatica cuando las células crecen en presencia de urea o prolina como fuente
de nitrégeno. Se analiz6 la influencia de una mutacién termosensible npr? sobre los niveles
de Gap1 en la membrana plasmatica, y se comprob6 que, durante el crecimiento en un
medio con prolina como fuente de nitrégeno, al llevar a las células a la temperatura
restrictiva, se producia una regulacion negativa de Gap1, igual a la que se produce al
cambiar la fuente de nitrégeno por amonio (De Craene et al., 2001). También se comprobd
que la quinasa Npr1 participa en el trafico de la proteina Gap1 recién sintetizada hacia la
membrana plasmatica. En el mutante npr1, la proteina Gap1 una vez es sintetizada se dirige
directamente desde el aparato de Golgi a la vacuola sin pasar por la membrana plasmatica
(De Craene et al., 2001). Se piensa que Npr1 podria estar actuando como regulador de la
ubiquitinacion de Gap1, protegiendo a la permeasa de la ubiquitinacion cuando las células
crecen en una fuente de nitrégeno pobre. Sin embargo, hasta ahora no ha sido posible
establecer experimentalmente una fosforilacién directa de Gap1 por la quinasa Npr1 (De
Craene et al., 2001).

La permeasa de triptéfano Tat2 se regula de forma inversa a la permeasa de
aminoacidos Gap1. Tat2 es ubiquitinada, dirigida a la vacuola y degradada en condiciones de
ayuno de nitrogeno o carbono, o cuando se pasa las células a un medio de crecimiento con

una fuente pobre de nitrégeno (Beck et al., 1999). Gap1 y Tat2 se regulan de forma inversa,
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posiblemente para optimizar la toma de aminoacidos en funcién de la cantidad y la calidad de
los nutrientes del medio de crecimiento. Se ha descrito que, aunque parece que Npr1 regula
a la permeasa Gap1 de forma positiva, esta quinasa es un regulador negativo de Tat2,
aunque tampoco en este caso se han encontrado evidencias de una fosforilacidn directa de
Tat2 por Npr1 (Schmidt et al., 1998).

Del mismo modo que la actividad de las permeasas de nutrientes esta regulada por
el entorno, debe producirse también una estricta regulacidn de los transportadores de iones.
El mantenimiento de la homeostasis iénica en respuesta a los cambios que se producen en
el medio ambiente es vital para las células. En muchos casos, el delicado balance entre los
distintos iones esta determinado por la expresidn especifica de los genes que codifican los
canales, las bombas y los transportadores i6nicos. Sin embargo, en los ultimos afios, se ha
visto que la modificacion post-traduccional de estas proteinas, especialmente la fosforilacion,
también juega un papel fundamental en la regulacién de la homeostasis idnica (Fuglsang et
al., 1999; Hayashi et al., 2002; Proft y Struhl, 2004).

Hay algunos ejemplos de regulacién dependiente de fosforilacion para las
actividades de algunos canales y bombas, pero en el caso de transportadores hay mucha
menos informacién (Antz et al., 1999; Esguerra et al., 1994; Wang et al., 1996).
Recientemente se ha publicado que un transportador de nitratos de Arabidopsis puede
cambiar su afinidad mediante la fosforilacién de un residuo de treonina (Liu y Tsay, 2003).
Este papel de la fosforilacién en la regulacién de la homeostasis ionica implica la existencia
de rutas de transduccion de sefales, en las que quinasas y fosfatasas actlan sobre
sustratos en respuesta a distintos estimulos percibidos por las células. En la mayoria de los
casos estas rutas de transduccion de sefiales no se han caracterizado, pero parecen tener
una importancia vital en el mantenimiento de la homeostasis ionica, especialmente en

respuesta a los cambios producidos en el ambiente exterior.
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5. Trabajos previos con Hal4 y Hal5.

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, Hal4 y Hal5 son dos proteinas
quinasas parcialmente redundantes, y necesarias para la homeostasis idnica. Fueron
identificadas por su capacidad para conferir tolerancia a sodio y a litio por sobre-expresion, y
se ha demostrado que, al menos en parte, esta tolerancia se debe a una reduccién en la
toma de estos cationes toxicos. Reciprocamente, se ha visto también que las células que no
expresan los genes HAL4 y HAL5 son més sensibles a sodio, litio y otros cationes toxicos
que las células silvestres (Mulet et al., 1999). Hal4 y Hal5 se diferencian de la mayor parte de
proteinas que se han identificado previamente como mediadoras de la tolerancia a sodio y a
litio, ya que su habilidad para mediar esta halotolerancia no depende de la ATPasa
exportadora de cationes monovalentes Enat. En lugar de ello, las evidencias genéticas y
fisioldgicas apuntan a que las quinasas Hal4 y Hal5 modulan la actividad del principal
sistema de transporte de potasio de las células de levadura, Trk1-Trk2, y por tanto, y de
forma indirecta, también modulan la toma de cationes tdxicos como el sodio (Mulet et al.,
1999).

Hay algunas evidencias previas que apoyan este mecanismo de homeostasis
i6nica. Se ha observado que el mutante hal4hal5 no crece en medios con niveles de potasio
bajos, y que tiene niveles més bajos de toma de rubidio que la cepa silvestre. Por otra parte,
también se ha visto que la sobre-expresion de HAL4 y HALS solo confiere tolerancia a sodio
y a litio en células que expresan los transportadores de potasio Trk1 y Trk2. Todo ello
sugiere que las quinasas Hal4 y Hal5 son efectores positivos necesarios para la funcién

normal del sistema de transporte de potasio Trk1-Trk2 (Mulet et al., 1999).

Como paso previo a este trabajo se ha intentado hacer un analisis bioquimico de la
interaccion entre las quinasas Hal4 y Hal5 y el sistema de transporte de potasio Trk1-Trk2,
pero no se ha logrado obtener ningln resultado positivo. Se ha intentado determinar la
localizacién subcelular de la quinasa Hal5 mediante la utilizacién de fusiones Hal5-GFP, pero
la quinasa Hal5 deja de expresarse al fusionarle la proteina GFP. También se ha intentado

comprobar si hay una interaccion fisica entre Hal5 y Trk1 mediante fusiones de doble hibrido,
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Introduccion

pero Hal5 también pierde su expresidn en este tipo de fusiones. Se han realizado ensayos de
co-inmunoprecipitacién con Hal5 y Trk1, pero se han obtenido siempre resultados negativos,
y lo mismo ha pasado en todos los ensayos de fosforilacién in vitro que hemos intentado

llevar a cabo con Hal5.

Todos estos resultados negativos nos han llevado a profundizar en la
caracterizacion fisiolégica del mutante hal4hal5 con el objetivo de identificar nuevos fenotipos
que nos puedan servir de ayuda para determinar los mecanismos de accion y las dianas de

las quinasas Hal4 y Hal5.



Il. OBJETIVOS






Objetivos

Los objetivos que se han propuesto para la realizacién de este trabajo se describen

a continuacion:

1. Realizar un andlisis transcriptdmico y fisiolégico de un mutante de
Saccharomyces cerevisiae que carece de dos quinasas importantes para la
halotolerancia, Hal4 y Hal5, con el fin de elucidar nuevos mecanismos de

regulacion de la homeostasis idnica.
2. Estudiar de qué forma actuan las quinasas Hal4 y Hal5 sobre el sistema de

transporte de potasio de alta afinidad de la levadura Saccharomyces

cerevisiae, Trk1-Trk2.
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Materiales y Métodos

1. Cultivo y manipulacién celular.

1.1. Bacterias.

La cepa DH5a de Escherichia coli se utilizd como vehiculo para la propagacion y el
aislamiento de plasmidos. Las células bacterianas se crecieron a 37°C en el medio de Luria-
Bertani (LB) que contiene 0,5% de extracto de levadura, 1% de triptona y 1% de NaCl, y que
esta ajustado a pH 7. Para la preparacién de medios sélidos se afiadié un 2% de agar.

Cuando fue necesario para la seleccion de plasmidos se afiadié ampicilina al medio (50

pg/ml).

1.2. Levaduras.

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae que se han utilizado en este trabajo se
muestran en la Tabla 3.1. Las células de levadura se crecieron a 28°C en medio YPD (2%
glucosa, 2% peptona bacterioldgica, 1% extracto de levadura) o en medio minimo SD (2%
glucosa, 0,7% yeast nitrogen base, 50 mM acido succinico ajustado a pH 5.5 con Tris). En el
caso del medio SD se afadieron aminoacidos y bases puricas y pirimidinicas de acuerdo con
las necesidades de cada cepa (30 pg/ml adenina, 100 pg/ml triptéfano, 30 pg/ml histidina,
100 pg/ml leucina, 30 pg/ml metionina, 30 ug/ml uracilo). También se ha utilizado en algunos
experimentos un medio minimo con fuentes alternativas de nitrogeno. Este medio contenia
2% glucosa, 0,2% de yeast nitrogen base sin aminoacidos y sin sulfato aménico, y 0,1% de
prolina 0 30 mg/ml de urea segun el experimento a realizar. En algunos casos los medios
YPD y SD han sido suplementados con diferentes compuestos a las concentraciones
indicadas. Para los experimentos realizados a pH 4.5 se suplementé el medio YPD con 50
mM de &cido succinico y se ajusto el pH a 4.5 con Tris. Para la preparacién de medios

solidos se afiadio un 2% de agar.
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Cepa Informacién de la cepa Referencia

Mata ade2-1 can1-100 his3-11,15
W303-1A leuz 3, 112 trp1-1 ura3-1 Goosens et al. (2000)
k1 trk2 W303-1A trk 1:.LEUZ trk2::HIS3 Mulet et a/. (1999)
hal4 hal5 W303-1A hal4::.LEU2 hal5::HIS3 Mulet e a/ (1999)
hald hals npit W303-1A hal4::.LEU2 hal5::HIS3

W303 [YCp- 7RK7-GFA)
hal4 hal5 [YCp- TRK1-GFA]

hal4 hal5 [YEp] [YCp- TRKT-GFA]
hal4 hal5 [YCp-HALS] [YCp- TRK1-GFP)

hal4 hal5 [YEp-HAL) [YCp- TRK1-GFP)
W303 [YEp-CAN7-GFP|
W303 [YEp-AAT7-GFP
W303 [YCp-FUR4-GFA)
W303 [YCp-GAPI-GFA

hal4 hal5 [YEp- CAN1-GFA]
hal4 hal5 [YEp-HXT1-GFP,
hal4 hal5 [YCp- FUR4-GFP
hal4 hal5 [YCp-GAP1-GFP,
trk? trk2 [YEp- CAN1-GFP,
trk1 trk2 [YEp-HXT1-GFP,
trk? trk2 [YCp- FURA-GFP,
trk? trk2 [YCp-GAP1-GFP,
hal hal5 SUR7-GFP

hal4 hal5 [YCp- TRKT)
hald hal5 [YCp- TRK1A35]

hal4 hal5 [YCp-URA3)]
hal4 hal5 [XCp- TRPY]
hal4 hal5 [YCp-URA3) [YCp TRPT]

hal4 hal5 [YCp- TRK7] [YEp- CANT-GFP)
hal4 hal5 [XCp- TRKY] [YEp-HXT1-GFA)

hal4 hal5 [YCp- TRKY) [YCp-FUR4-GFP)

npil:URA3

W303-1A [p414- TRA1-GFA]

W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3 [p414-
TRK1-GFP

W303-1A hal4::.LEU2 hal5::HIS3
[YEp352] [p414-TRA1-GFA)

W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3
[PUNSO-HALS) [p414-TRK1-GFF|
W303-1A hal4:.LEU2 hal5::HIS3
[YEp352-HALS) [p414-TRK1-GFP
W303-1A [pVTU100- CAN7-GFP|
W303-1A [pVTU100-HXTT-GFF|
W303-1A [pYCplac33-FUR4GFA
W303-1A [pYCp-GAPI-GFA

W303-1A hal4::.LEU2 hal5::HIS3
[pVTU100-CANT-GFA

W303-1A hal4::.LEUZ hal5::HIS3
[pVTU100-AAT7-GFP,

W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3
[pYCplac33-FUR4-GFA

W303-1A hal4::.LEUZ2 hal5::HIS3 [pYCp-
GAP1-GFP

W303-1A trk 1AL EU2 trk2::HIS3
[pVTU100-CAN7-GFA)

W303-1A trk1::LEU2 trk2::HIS3
[pVTU100-AAT7-GFP,

W303-1A trk 7::LEUZ trk2::HIS3
[pYCplac33-FUR4GFP

W303-1A trk1::LEU2 trk2::HIS3 [pYCp-
GAPI-GFP|

W303-1A hal4::LEU2 hal5::HIS3 SUR7-
GFP:URA3

W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3 [p414-
TRK1-HA]

W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3 [p414-
TRK1A35HA)

W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3
[pUN50]

W303-1A hal4::LEU2 hal5::HIS3 [p414]
W303-1A hal4::.LEU2 hal5::HIS3
[PUN50] [p414]

W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3 [p414-
TRK1-HA] [pVTU100-CANT-GFA)
W303-1A hal4:LEUZ hal5:HIS3[p414-
TRK1-HA] [pVTU100- AT 7-GFP
W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3[p414-
TRK1-HA] [pYCplac33-FUR4-GFP)
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hal4 hal5 [YCp- TRK1435] [YEp- CAN1-GFF)
hal4 hal5 [YCp- TRK1035] [YEp-HXT1-GFA)
hal4 hal5 [YCp- TRK1435) [YCp-FUR4-GFP

hal4 hal5 [pHIuorin] [YCp-7RA ]

hat4 ha5 [pHluorin] [YCp- 7TRK1435]

W303 [p180]
hal4 hal5 [p180]
trk1 trk2 [p180]
W303 [mtGFA

hal4 hal5 [mtGFP)
BY4741

hal4 hal5

BY4741 [pHluorin]
hal4 hal5 [pHluorin]
BY4741 [p180]
hal4 hal5 [p180]
BY4741 [mtGFA

hal4 hal5 [mtGEP

W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3 [p414-
TRK1435-HA] [pVTU100-CANI-GFP|
W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3 [p414-
TRK1435HA] [pVTU100-HXT1-GFP
W303-1A hal4::LEUZ2 hal5::HIS3[pA14-
TRK1435HA] [pYCplac33-FUR4-GFA
W303-1A hal4::LEUZ hal5::HIS3
[pYPGE15-pHluorin] [p414-7RK1-HA]
W303-1A hal4:.LEU2 hal5::HIS3
[pYPGE15-pHluorin] [p414-TRK1435
HA]

W303-1A [p180]

W303-1A hal4::LEU2 hal5:HIS3 [p180]
W303-1A trk1:.LEUZ trk2::HIS3 [p180]

W303-1A [pVTU100-mtGFA

W303-1A hal4:.LEFU2 hal5::HIS3
[pVTU100-mtGFA
Mata ura3-0 leu2-0 his3-1 met15-0

BY4741 hal4:KanMX hal5::LEU2

BY4741 [pYPGE15-pHIuorin]

BY4741 hal4:KanMX hal5::LEUZ
[pYPGE15-pHluorin]

BY4741 [p180]
BY4741 hal:KanMX hal5: LEU2 [p180]

BY4741 [pVTU100-mt GFA)

BY4741 hal4:KanMX hal5::LEUZ
[pVTU100-mtGFA

EUROSCARF

Tabla 3.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo. En la tabla se describen las cepas de
la levadura Saccharomyces cerevisiae que han sido utilizadas a lo largo de este trabajo. A menos que se
indique en el campo referencia, las cepas utilizadas han sido generadas en este trabajo.

1.2.1. Ensayos de crecimiento en medio sdlido (goteos).

Realizamos diluciones seriadas de cultivos liquidos de distintas cepas de levadura

y transferimos aproximadamente 3 ul de cada dilucion, con la ayuda de un replicador

(Sigma), a placas de medio sdlido con las condiciones diferenciales a estudiar.

Posteriormente incubamos las placas 2 ¢ 3 dias a 28°C. En el andlisis del crecimiento

tuvimos en cuenta tanto la mayor dilucion a la cual ain se observa crecimiento como el

tamario de colonia.
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1.2.2. Ensayos de crecimiento de medio liquido.

La capacidad de crecimiento de cultivos de levadura en medio liquido se cuantifico
a lo largo del tiempo registrando el crecimiento de cultivos realizados en microplacas
mediante un analizador Bioscreen C (Thermo Labsystems). Medimos la densidad 6ptica con
un filtro de banda ancha (420-580 nm) para reducir la contribucion del medio a la lectura de
la absorbancia. La temperatura de crecimiento fue de 28,5 °C y los cultivos fueron sometidos
a agitacion vigorosa durante los 20 segundos previos a la lectura de absorbancia. Se realizd
una lectura cada 20 minutos durante las 24, 48 6 72 horas que dur6 el experimento. Los
datos fueron corregidos para hacer comparables las lecturas del analizador con
absorbancias reales a 660 nm de cultivos crecidos en condiciones optimas, y para corregir la
perdida de linealidad de las absorbancias a partir de determinados valores (Warringer y
Blomberg, 2003).
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2. Técnicas de transferencia génica.

2.1. Transformaciones en bacteria.

Para las transformaciones de bacterias utilizamos un protocolo estandar de
transformacion por choque térmico (Hanahan, 1986). Mezclamos entre 0,1 y 1 ng de
plasmido con 100 pl de bacterias competentes. Después de incubar la mezcla durante 30
minutos en hielo, se calentd a 42 °C durante 1 minuto, y seguidamente se volvio a poner en
hielo. A continuacién afiadimos 600 ul de medio LB e incubamos a 37 °C en agitacién
durante 45 minutos. Por ultimo se extendieron las células en placas de LB con antibiético

para la seleccion de las células transformadas.

2.2. Transformaciones en levadura.

Para las transformaciones de levadura se utilizd un protocolo estandar de
transformacion con acetato de litio (Gietz et al., 1995). Las células de levadura
(recientemente crecidas en medio YPD sélido durante 24 horas) se mezclaron con entre 0,1
y 10 pg del DNA a introducir en ellas, y se afiadid 5 pl de una solucion de DNA
monocatenario (0,1%) y 500 pl de solucidon PLATE (40% PEG-4000, 100 mM de acetato de
litio, 10 mM Tris pH 7.5, 0,4 mM EDTA). Después de permanecer durante un minimo de 16
horas a temperatura ambiente, la mezcla se incub6 a 42°C durante 15 minutos y se
recogieron las células por centrifugacién (1 minuto a 13000rpm). Finalmente las células se

resuspendieron en 200 ul de agua estéril y se extendieron en placas de medio selectivo.
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3. Técnicas de manipulacion genética.

3.1. Generacion de plasmidos.

La construccion de los plasmidos TRK7-hemagglutinin (HA) y TRK1-green
fluorescent protein (GFP) se ha descrito previamente (Yenush et al., 2005). El alelo Trk1A35
se construyd de forma similar. Se generd un fragmento de PCR Pstl/Ndel correspondiente al
extremo C-terminal del gen TRK7? utilizando el sitio interno Pstl y el cebador 5'-
TAATATCTCGAGCATATGCA-TTGGGTCTTCTGTATTGGT-3'. El sitio Ndel utilizado para la

clonacion se indica con letra en negrita.

Para la construccién de los pldsmidos YCp-HALS y YEp-HALS se insertd un
fragmento gendmico que contenia la pauta de lectura abierta del gen HALS (Sphl/Sacl), 500
pares de bases del promotor y 250 pares de bases del terminador en el vector centromérico
pUN50 o en el vector multicopia YEp352 (Hill et al., 1986).

Para la construccion del plasmido pYPGE15-pHluorin se insertd un fragmento
genomico que contenia la pauta de lectura abierta de una versiéon modificada (pHluorin) del
gen que codifica la proteina GFP (Xhol) en el vector pYPGE15 de forma no direccional.
Posteriormente se comprobd la correcta orientacidn de la insercidn mediante digestiones con

la enzima de restriccion Ndel y se seleccionaron los clones positivos.

Los siguientes plasmidos fueron cedidos amablemente por el profesor Widmar
Tanner (Universidad de Regensburg, Alemania): pVTU100-CAN1-GFP, pYCplac33-FUR4-
GFP, pVTU100-HXT1-GFP y SUR7-GFP (Grossmann et al., 2006; Malinska et al., 2003). El
plasmido Gap1-GFP (centromérico, con promotor endogeno) fue cedido por el Dr. Bruno

André (Universidad Libre de Bruselas, Bélgica).

El plasmido pVTU100-mtGFP (Westermann y Neupert, 2000) se utilizd para los

estudios morfoldgicos de la mitocondria. Este plasmido contiene una fusion de la region
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codificante de la proteina GFP, y de los primeros 69 aminoacidos de la subunidad 9 de la
ATPasa Fo de Neurospora crassa (pVTU100 — mtGFP).

El plasmido p180 se utilizd para los estudios de actividad de la ruta GCN. Este
plasmido deriva del vector YCp50, un plasmido de bajo nimero de copias que contiene el
gen URA3, y contiene también la fusién del promotor del gen GCN4 (4 ORFs) con el gen
lacZ (Yang et al., 2000).

3.2. Generacion de la cepa mutante hal4hal5npi1.

La cepa mutante hal4 hal5 npi1 se construyd utilizando un fragmento generado por
PCR que contenia el gen URA3 de Kluyveromyces lactis, flanqueado por secuencias
disefiadas para crear una disrupcion parcial del promotor del gen RSP5 (sustituyendo la
secuencia desde -800 pares de bases a -500 pares de bases) después de la integracion, y
mimetizando de esta forma el efecto de la mutacién npi7 como ha sido descrito previamente
(Hein et al., 1995). La integracion correcta del fragmento de PCR se comprobd mediante
reacciones de PCR sobre DNA gendmico.
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4. Obtencidn de extractos proteicos.

4.1. Obtencion de extractos proteicos de la célula completa.

Para la obtenciéon de extractos proteicos, las células se crecieron hasta fase
logaritmica y se recogieron 20 ml de cultivo por centrifugacion (3000 rpm durante 5 minutos).
A continuacién se desechd el sobrenadante y se lavaron las células con agua estéril.
Después se resuspendieron las células en 30 ul de tampdn de carga Laemmli 2,5X (3,8%
SDS, 0,05 M dithioeritritol, 5 mM EDTA, 15% sacarosa, 0,125 mg/ml azul de bromofenol,
0,15 M Tris-HCI ajustado a pH 6.8) y se incubaron a 95°C durante 5 minutos.

4.2. Obtencion de extractos proteicos de las fracciones soluble e insoluble.

Para la obtencién de extractos proteicos de las fracciones soluble e insoluble
(fraccionamiento celular) las células se crecieron hasta fase logaritmica y se recogieron 20
ml de cultivo por centrifugacion (3000 rpm durante 5 minutos). A continuacion se desecho el
sobrenadante y se lavaron las células con agua estéril. Después se resuspendieron las
células en 300 pl de tampdn de fraccionamiento (50 mM Tris-HCI pH 7.6, 0,1 M KCI, 5 mM
EDTA, 5 mM DTE, 20% sacarosa, 1 pastilla de inhibidor de proteasas (Roche)/ 10 ml de
tampon) y se rompieron por agitacidn en presencia de bolas de vidrio de 0,5 mm de grosor.
Seguidamente se afiadieron 200 yl mas de tampén de fraccionamiento y se centrifugé para
eliminar los restos celulares (2000 rpm durante 5 minutos a 4 °C). El sobrenadante se pas6 a
un nuevo tubo y se centrifugd para separar las proteinas solubles de las insolubles (13000
rpm durante 30 minutos a 4 °C). Las proteinas de la fraccion insoluble (precipitado) se
resuspendieron en 30 pl de tampdn de carga Laemli 2,5X (3,8% SDS, 0,05 M dithioeritritol, 5
mM EDTA, 15% sacarosa, 0,125 mg/ml azul de bromofenol, 0,15 M Tris-HCI ajustado a pH
6.8).
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5. Electroforesis y técnicas de deteccion de proteinas.

5.1. Electroforesis de proteinas.

La separacion de proteinas mediante electroforesis se llevo a cabo en condiciones
desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), utilizando el sistema MiniProtean
3 (BioRad). Estos geles constan de una zona superior de empaquetamiento
(acrilamida:bisacrilamida 30:0,8 al 6%, Tris-HCI 125 mM pH 6.8, SDS 0,1%) y una zona
inferior de separacién (acrilamida:bisacrilamida 30:0,8 al 8%, Tris-HCI 375 mM pH 8.8, SDS
0,1%). La primera parte de la electroforesis (empaquetamiento) se realizé a 50 V, mientras
que para la segunda parte (resolucion) se utilizé 100 V. El tampén de electroforesis utilizado
fue SDS-PAGE 1X (0,19 M glicina, 0,1% SDS, pH 8.3 ajustado con Tris).

5.2. Transferencia a membrana.

Una vez separadas por electroforesis, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Millipore). Para la transferencia se utiliz6 el set Mini-Trans Blot
(BioRad) y el tampdn de transferencia TOWBIN (0,19 M glicina, 0,01% SDS, 20% metanol,
pH 8.3 ajustado con Tris). La transferencia se realizé a 100 V durante 1,5 horas a 4°C.

5.3. Tinciéon de membranas con Ponceau S.

Esta técnica se utilizd para comprobar la eficiencia de la transferencia a la
membrana y en algunos casos como control interno de carga (Korotzer et al., 1961). Se
sumergieron las membranas en la solucion colorante (0,1% Ponceau S (Sigma), 1% &cido
acético) durante 2 minutos en agitaciéon. A continuacion se retird el exceso de colorante

lavando con agua destilada.
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5.4. Inmunodeteccion de proteinas transferidas a membrana.

En primer lugar se bloquearon todos los sitios de unién no especificos utilizando
una solucion de bloqueo (0,1 % Tween 20, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7.6, 2% leche
desnatada) durante 30 minutos en agitacién. Seguidamente se retird la solucién de bloqueo y
se afiadid el anticuerpo primario a una dilucion especifica para cada caso (Tabla 3.2), y se
dejo incubando durante 16 horas a 4°C en agitacion. Luego se realizaron 4 lavados de 10
minutos en TBS-Tween 20 (0,1 % Tween 20, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7.6).
Después de los lavados se afiadié el anticuerpo secundario a una dilucién adecuada (Tabla
3.2) en TBS-Tween 20 y se dejo incubando durante 1 hora en agitacion. Después se
realizaron otros 3 lavados de 10 minutos con TBS-Tween 20 para retirar el exceso de

anticuerpo secundario.

Anticuerpo primario Dilucién Anticuerpo secundario Dilucién
o-Pmat 1:20000 o.-HRP-rabbit 1:5000
a-GFP 1:5000 o-HRP-mouse 1:10000

a-HA 1:10000 o-HRP-mouse 1:5000
a-Hal5 1:200 o-HRP-rabbit 1:5000

Tabla 3.2. Anticuerpos utilizados en este trabajo. En esta Tabla se describen los anticuerpos que se han
utilizado durante la realizacion del presente trabajo. También se describe la dilucion en la que se ha utilizado
cada uno de estos anticuerpos.

La deteccion se realizo utilizando un sistema de quimioluminiscencia (ECL Plus
Western Blotting Detection System, Amersham Biosciences) siguiendo las recomendaciones

del fabricante. La sefial se analiz6 utilizando peliculas de rayos X (Biomax Light-1, Kodak).

En los casos en los que fue necesaria la reutilizacion de las membranas, se
incubaron durante 30 minutos a 50°C en un tampon que contenia 100 mM -mercaptoetanol,
2% SDS y 62,5 mM Tris-HCI pH 6.7, y después de una serie de lavados, se reincubaron con

otro anticuerpo como se ha descrito anteriormente.
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6. Genomica funcional.

6.1. Extraccion de RNA de levaduras.

Cultivos de 50 ml de cada una de las cepas a estudiar se crecieron hasta fase
exponencial (107 células/ml) en YPD pH 4.5. Se recogieron las células por centrifugacion
(3000 rpm durante 5 minutos) y se congelaron inmediatamente por inmersién en nitrégeno

liquido. Una vez congeladas se guardaron a -80°C.

Las células se resuspendieron en 2 ml de agua estéril, se pasaron a 2 microtubos
estériles y se afiadié a cada microtubo 700 pl de tampdn TCES (0,2 M Tris pH 8, 0,2 M NaCl,
50 mM EDTA, 2% SDS), 700 pl de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1) y aproximadamente
1 ml de bolitas de vidrio de 0,5 mm de didmetro. Las células se rompieron por agitacion
utilizando un agitador automatico durante 2 minutos. Se dejé enfriar la mezcla durante 10
minutos a 4 °C y se volvié a agitar otros 2 minutos. Los tubos se centrifugaron durante 10
minutos a 13000 rpm y se pasé la fase superior a microtubos nuevos. Se afiadi6 a cada
microtubo 600 pl de cloroformo-isoamilico (24:1), se mezcld por agitacion y se volvieron a
centrifugar los microtubos 1 minuto a 13000 rpm. Se paso la fase superior a microtubos
nuevos, se afiadié a cada uno 600 pl de LiCl 6 M, y se dejé precipitando durante toda la
noche. El dia siguiente se centrifugaron los microtubos durante 15 minutos a 13000 rpm se
desechd el sobrenadante y se lavo el precipitado con etanol 70%. Por Ultimo se dejo secar el

precipitado y se resuspendié en 30 ul de agua estéril.

Antes de empezar con los marcajes, se realiz6 una limpieza de los RNAs utilizando

el RNeasy Mini Kit (Qiagen) y siguiendo las indicaciones del fabricante.
6.2. Marcaje de los RNAs de levadura.
El marcaje de los RNAs se realizd utilizando un método de marcaje indirecto. Se

partié de 30 ug de RNA total. Se realizé una retrotranscripcion utilizando como cebador un

oligo-dT, para copiar los RNAs mensajeros en forma de cDNA de cadena sencilla, en la que
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se incorporaron nucledtidos modificados (5-(3-aminoalil)-2-deoxi-UTP). La sintesis de cDNA
se realizd a 50°C durante un minimo de 3 horas utilizando la transcriptasa reversa
Superscript Il (Invitrogen). ElI cDNA obtenido fue purificado utilizando columnas Qiaquick
(Qiagen) y siguiendo las recomendaciones del fabricante. Seguidamente se llevo a cabo el
acoplamiento de los fluoréforos, Cy3 o Cy5 Dye NHS-ester (Amersham Biosciences). Este
acoplamiento es una reaccion quimica de unién entre los grupos aminoalil del cDNA y los
grupos NHS-ester de los fluoréforos. Una vez acoplados los fluoréforos se volvié a purificar el
cDNA utilizando las columnas Qiaquick. Finalmente se comprob6 el marcaje utilizando un

medidor de fluorescencia (Nanodrop ND 1000, Thermo Scientific).

6.3. Hibridacion de las micromatrices.

Las micromatrices de cDNA utilizadas en este trabajo fueron cedidas por el Dr.
Joaquin Arifio, del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular (Universitat Autonoma

de Barcelona).

La prehibridacién de las micromatrices se realizé sumergiéndolas durante 45
minutos en solucién de prehibridacion (0,1% SDS, 5X SSC, 1% BSA) a 42°C. Las
micromatrices se hibridaron con los cDNA marcados en solucién de hibridacion (0,1% SDS,
5X SSC, 50% formamida, 0,1 mg/ml de DNA de esperma de salmén) utilizando cdmaras de
hibridacion (Telechem) durante toda la noche a 42°C. Tras lavar las micromatrices con una
serie de diluciones de SSC y SDS, se escanearon para obtener las imagenes digitales

correspondientes.

6.4. Analisis de las micromatrices.

Las imagenes digitales correspondientes a cada una de las hibridaciones se
registraron a través de un escaner especial (Axon Instruments) utilizando una resolucién de
10 um. Posteriormente las imagenes fueron analizadas y normalizadas utilizando el
programa GenePix 4.0 (Axon Instruments). Sélo se seleccionaron aquellos puntos cuya

intensidad fuera mayor que 2 veces la media de la sefial de fondo en al menos uno de los
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dos canales. La normalizacion y el andlisis de los datos se realizaron utilizando los
programas Acuity 4.0 (Axon Instruments) y SAM (Tusher et al., 2001). En todos los casos,
solo se considerd un gen diferencialmente regulado cuando su expresion fue al menos 1,5
veces mayor o menor que la expresién en la situacion control, y cuando habia resultado

positivo en los estudios de estadisticos de significacion (FDR < 5%).

6.5. Analisis Northern.

El RNA se exirajo como se ha descrito en los apartados anteriores.
Aproximadamente, se separaron 20 ug de RNA para cada una de las muestras, en una
electroforesis en geles de agarosa al 1% con un 2.2% de formaldehido, y se transfirieron por
capilaridad a membranas de nylon (Hybond-N, Amersham). Las sondas se marcaron
radiactivamente utilizando un método de cebado aleatorio. EI método se basa en la
hibridacion de hexanuclettidos aleatorios en tampon OLB (5 mM MgClz, 1 mM dithiothreitol,
0.02 M MES ajustado a pH 6.8 con Tris, 0.02 mM dATP, 0.02 mM dGTP, 0.02 mM dTTP) con
la sonda que debe ser marcada. La hebra de DNA complementaria es sintetizada por el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa |, utilizando los oligonuclettidos aleatorios como
cebadores, y utilizando un nucledtido marcado radiactivamente (32P-dCTP) en lugar del
equivalente no radiactivo en la reaccion. Para la preparacion de la sonda para la hibridacion,
el fragmento de DNA marcado se desnaturalizé a 95°C durante 10 minutos, se mezclé con 5
ul de OLB 5X, 2.5 i de albimina de suero bovino (1 mg/ml BSA), el fragmento Klenow de la
DNA polimerasa | (10 U, Roche) y 20 pCi de 32P-dCTP. Esta mezcla de reaccion se incubd a
temperatura ambiente durante un minimo de 6 horas, se paré afiadiendo 25 ul de solucién de
STOP 2X (10 mM EDTA pH 8, 1% SDS) y se incubé a 95°C durante 10 minutos. La
hibridacion de las membranas se realizé en tamp6n PSE (300 mM fosfato sodico pH 7.2, 7%
SDS y 1mM EDTA) a 65°C durante toda la noche. Como control de carga de RNA se

hibridaron las membranas con una sonda del gen ACT.
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7. Otras medidas fisioldgicas.

7.1. Medidas in vivo del pH interno de las células de levadura.

Para la determinacién del pH intracelular de las células de levadura se utilizé una
version modificada de la proteina verde fluorescente (GFP) llamada pHluorin. Concretamente
se utilizé la version “Ratiometric pHluorin”, que contiene las mutaciones S202H, E132D,
S147E, N149L, N164l, K166Q, 1167V, R168H y L220F (Miesenbock et al., 1998), con lo que
cambia su espectro de emisién en funcién del pH. Las cepas de interés se transformaron con
el plasmido pYPGE15 que a su vez contenia una copia del gen pHluorin, y se crecieron
hasta fase logaritmica en medio SD suplementado con 0,2 M de KCI y los aminoacidos
necesarios para el crecimiento de cada cepa. Para determinar el pH durante el ayuno de
potasio las células se diluyeron en medio SD sin KCI y se incubaron durante 2 horas. La
medida de la intensidad de la fluorescencia se llevé a cabo utilizando un fluorimetro (Perkin
Elmer Luminiscence Spectrometer LS 50B). Se determinaron las intensidades de emisién
fluorescente a 395 y 475 nm y se calcul6 el cociente lsgs475 para cada muestra. La curva de
calibrado se obtuvo incubando las células en 3 ml de un medio de calibracion que contenia
50 mM MES, 50 mM HEPES, 50 mM KCI, 50 mM NaCl, 0,2 M acetato aménico, 10 mM
NaNs, 10 mM 2-deoxyglucosa, 75 M monensina y 10 uM nigericina, ajustado a 8 valores
diferentes de pH desde 4,5 a 8 utilizando NaOH (Miesenbock et al., 1998). Se realizaron las
medidas de fluorescencia y se calculd el cociente de intensidades Iagsi475 para cada una de
las muestras de calibrado. Con estas medidas se obtuvo la curva de calibrado con la que

posteriormente obtuvimos las medidas de pH para cada muestra.

7.2. Medidas del niimero de células y del tamaiio celular.

Para las medidas del numero de células de un cultivo y del tamafio celular se
utilizaron células en fase exponencial de crecimiento. Tras una breve sonicacidn (5
segundos, 0,8 ciclos, 80 de amplitud) se midio el nimero y el tamafio de las células con el
contador Particle Coulter Counter and Size Analyzer Z2 (Coulter). El método que este

aparato utiliza para contar las células y medir su tamafio se basa en los cambios medibles
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de resistencia eléctrica que producen las particulas no conductoras en suspensién en un
electrolito. Las particulas pasan a través de un sensor entre dos electrodos desplazando un
volumen de electrolito igual al suyo. El volumen desplazado puede medirse en forma de un

impulso eléctrico que es proporcional al volumen de la particula.

7.3. Ensayos de actividad B-galactosidasa.

Para investigar la actividad transcripcional y traduccional del gen GCN4 en
determinadas condiciones, se crecieron células transformadas con el plasmido p180 (ver
generacion de plasmidos) hasta fase logaritmica y se recogieron las células contenidas en
1,1 ml de cultivo por centrifugacion. Las células se resuspendieron en 110 ul de GTED (20%
glicerol, 10 mM Tris pH 7.6, 1 mM EDTA pH 8, 1mM DTE). Se utilizaron 10 pl de la muestra
para medir la densidad optica a 660 nm, y el resto de muestra se traté con 6 ul de TET (1
volumen de tolueno, 1 volumen de Triton X-100 10%, 4 volimenes de etanol) para
permeabilizar las membranas celulares y permitir la entrada del sustrato. 10 ul de células
permeabilizadas se mezclaron con 190 ul de tampén Z (0,1 M fosfato sddico pH 7, 10 mM
KCl, 1 mM MgSOs4, 50 mM B-mercaptoetanol), se afiadié 40 pl de ONPG (4 mg/ml o-
nitrofenil-B-galactosidasa en fostato sédico 0,1 M pH 7) y se dejé la reaccion a 28°C hasta
que las muestras adoptaron una coloracién amarillenta. Para parar la reaccién se afiadieron
100 pl de Na2COs. Finalmente se midio la absorbancia a 415 nm de las muestras y se calculd
la actividad B-galactosidasa en funcién de la absorbancia a 415 nm, el tiempo de reaccion y
la absorbancia a 660 nm (Miller, 1972; Serrano et al., 1973).

7.4. Medidas de potasio por HPLC.

Las medidas de potasio por cromatografia liquida de alta presion se llevaron a
cabo utilizando una columna IC-Pak™ Cation M/D y un detector de conductividad Waters
432. La elucion se realizo utilizando un flujo isocratico de 0,1 mM EDTA y 3 mM HNOs;
(resistencia=18,2 megohm/cm) como fase mdvil. Las cepas de interés se crecieron en medio
rico o selectivo hasta fase logaritmica y se recogieron 1,2 ml de células por centrifugacion.

Se resuspendieron en 600 pl de agua estéril, se utilizaron 100 pl de esta muestra para medir
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la absorbancia a 660 nm y el resto se proceso para el experimento. Se extrajeron los iones
calentando las células a 95°C durante 15 minutos e incubando luego 10 minutos en hielo. El
extracto resultante se centrifugd para eliminar los restos celulares y se inyectaron en la
columna de intercambio 100 pl de una dilucion adecuada de la muestra a estudiar. La
concentracién de cationes de cada una de las muestras se determind comparando el area
bajo el pico correspondiente con los valores de area obtenidos en un experimento de
calibracion (Mulet y Serrano, 2002). El programa utilizado para el procesamiento de los datos

fue el Millenium 3.20 (Waters Corporation).

7.5. Medidas de toma de rubidio.

La toma de rubidio de la cepa silvestre y del mutante haldhald se midi6, en
colaboracién con el Dr. José Ramos, de la Universidad de Cérdoba, por medio de técnicas
de espectrometria de absorcion atdmica como se ha descrito previamente (Rodriguez-
Navarro y Ramos, 1984). La toma de rubidio en el mutante hal4hal5 transformado con las
distintas versiones de TRK1, o con HALS, se realizé mediante cromatografia liquida de alta

presion como se ha descrito en el apartado anterior (Mulet y Serrano, 2002).

7.6. Medidas de toma de leucina y metionina en células de levadura.

Para las medidas de toma de leucina, las cepas indicadas se crecieron hasta fase
logaritmica y se recogieron 50 ml de cultivo por centrifugacion (3000 rpm durante 5 minutos).
Las células se lavaron con agua estéril, se resuspendieron en 5 ml de medio SuGlu (50 mM
acido succinico pH 5.5, 2% glucosa) y se incubaron durante 20 minutos a 28°C. Se
determind el nimero de células de cada muestra utilizando un contador de particulas
(Particle Count and Size Analyzer Z2, Coulter Inc.) y se empezaron las medidas de toma de
leucina afadiendo a las células leucina marcada con ™C (American Radiolabelled
Chemicals, St. Louis, Mo.) hasta una concentracion final de 10 uM. Se recogieron muestras
en los tiempos indicados, se separaron las células por filtracion, y se dejaron secar los filtros

durante toda la noche. El dia siguiente se afiadié a cada filtro 3 ml de coctel de centelleo y se
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midié la radiactividad utilizando un contador de centelleo (Pharmacia Wallac 1410).

Posteriormente se calculd la toma en pmol de leucina por mg de células.

La determinacion experimental de la toma de metionina se realiz6 siguiendo los
mismos pasos pero utilizando metionina marcada con "C (American Radiolabelled

Chemicals, St. Louis, Mo.).

7.7 Ensayos de actividad succinato-deshidrogenasa (SDH).

Los ensayos de actividad succinato-deshidrogenasa se realizaron en colaboracion
con Mar Martinez, del laboratorio del Dr. Markus Proft. La purificacion de las mitocondrias y
los ensayos de actividad succinato deshidrogenasa se realizaron segun se ha descrito
(Graham, 2003).

7.8. Microscopia confocal.

Las imagenes de fluorescencia de células vivas crecidas hasta fase exponencial se
obtuvieron utilizando un microscopio confocal invertido Leica TCS SL con un objetivo 40X /

1.25 como se ha descrito previamente (Yenush et al., 2005).

7.9. Tincion de las vacuolas.

Las membranas vacuolares se tifieron utilizando un fluoréforo lipofilico, N-(3-
trietilamoniopropil)-4-(p-dietilaminofenil-hexatrienil)piridio dibromuro (FM 4-64, Molecular
Probes Inc., OR), utilizando un protocolo que incluia algunas modificaciones con respecto al
que se habia descrito previamente (Vida y Emr, 1995). Se crecié un cultivo de 15 ml de la
cepa de interés hasta fase logaritmica, se recogieron las células por centrifugacion y se
lavaron 2 veces con agua estéril. La muestra se resuspendié en medio minimo suplementado
con potasio a una densidad 6ptica a 660 nm de 0,3. Se extrajo una alicuota de 500 pl y se
tratdé con 7 pl de FM 4-64 (2 mg/ml en dimetil sulfoxido) y tampon PIPES (piperazine-1,4-
bis(2-acido etanosulfénico) hasta una concentracién de 20 mM, y se incubd en oscuridad a
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28°C durante 90 minutos. Las células se recogieron por centrifugacion y se lavaron con 1,5
ml de agua estéril para eliminar el exceso de colorante, se resuspendieron en 1 ml de medio
minimo sin potasio y se incubaron durante 2 horas para permitir la entrada del fluoréforo y la
tincidn de las membranas vacuolares. Por ultimo se observo la fluorescencia por microscopia
confocal con una longitud de onda de excitacion de 488 nm y una longitud de onda de
deteccion de entre 620 y 660 nm, como habia sido descrito previamente (Yenush et al.,
2005).
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PARTE I: Analisis fisiolégico y transcriptomico del mutante hal4hal5 de

Saccharomyces cerevisiae.






Resultados. Parte |

1. Ensayos de crecimiento en medio liquido del mutante hal4halb5.

El primer paso en la caracterizacion fisioldgica del mutante hal4hal5 fue la
realizacion de una serie de ensayos de crecimiento en medio liquido. Se ha comparado el
crecimiento del mutante hal4hal5 con el de la cepa silvestre en diversos medios de

crecimiento, y utilizando dos fondos genéticos distintos (Figura 4.1).

En el medio minimo SD puede observarse que, en el fondo W303, el mutante
hal4hal5 no es capaz de crecer. Si se suplementa el medio con potasio (0.2 M KCI) se
observa que el mutante presenta mejores niveles de crecimiento, aunque muy retrasado con
respecto a la cepa silvestre en las mismas condiciones. En el fondo genético BY4741,
menos sensible que el W303, puede observarse que el mutante hal4hal5 es capaz de crecer
en medio minimo, incluso sin suplemento de potasio, aunque a un ritmo mucho mas bajo que
la cepa silvestre en las mismas condiciones. En este caso, al suplementar el medio de
crecimiento con potasio se mejora el crecimiento del mutante, aunque en ningln caso

alcanza los niveles de crecimiento de la cepa silvestre.

En medio rico YPD se puede ver que el mutante hal4hal5 sigue creciendo a un
ritmo mas lento que la cepa silvestre, aunque las diferencias no son tan marcadas como las
que se producen al crecer las cepas en medio minimo. En el medio YPD, al afiadir un
suplemento de potasio en el medio de crecimiento, los niveles de crecimiento del mutante
hal4hal5 se acercan a los de la cepa silvestre, pero sin llegar nunca a crecer al mismo ritmo.
En este caso, la Unica diferencia que se puede observar entre ambos fondos genéticos es
una ligera mejora en el crecimiento de la cepa mutante hal4hal5 en el fondo genético
BY4741 al crecer en medio sin potasio afiadido.

El hecho de que la cepa mutante hal4halb no crezca al mismo ritmo que la cepa
silvestre, incluso cuando se suplementa el medio con potasio, parece indicar que la falta de
potasio no es el Unico problema fisioldgico de esta cepa, lo que nos lleva a la bisqueda de

nuevos fenotipos en el mutante hal4hal5.
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Para encontrar nuevos fenotipos diferenciales entre el mutante hal4hal5 y la cepa
silvestre, se han buscado condiciones de crecimiento en las que se acentuen las diferencias
entre ambas cepas. Basandonos en los resultados de distintos ensayos de crecimiento en
medio liquido (datos no mostrados), se decidid que la mejor opcidn era realizar todas las
comparaciones en células crecidas en un medio YPD ligeramente acidificado mediante la
adicion de acido succinico (pH 4,5, ver Materiales y Métodos). En estas condiciones, como
se ve en la figura 4.1, la diferencia de crecimiento entre ambas cepas es algo mayor de la
que se observa en el caso de crecer las células en medio YPD sin acidificar. También se
puede observar que en estas condiciones aumenta ligeramente el rendimiento de los
cultivos. Probablemente esto es debido a la utilizacién por parte de las células del succinato

como fuente de carbono.

48



Resultados. Parte |

Fondo genético W303 ‘

Fondo genético BY4741

35 || —=—WT(sD) ‘
3 | | —a—hal45(sD)

025,740*WT(SD+0.2MKC\) [j !
8 2 4 | —%—hal4,5(SD + 0.2 M KCI)

5 +—{—0—WT(SD + 0.2 MKCl)

25
€ 24 —ahala,5 (D + 02 M KC)
95

1

| |—=—WT(SD)

1 |—4—hal4,5 (SD)

15 20 25 30
Tiempo (horas)

—8—WT (YPD)

151 —&—hald,5 (YPD) —&—hal4,5 (YPD)
11 —O—WT (YPD+02MKCl) || —O— WT (YPD+ 0.2 M KCl)
0‘2 2 —A—hal4,5 (YPD+ 0.2 M KC)) | | & ——hald,5 (YPD+ 0.2 M KCI)
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (horas)

Tiempo (horas)

—=—WT (YPD)

5 +-{—A—hal4,5 (YPD)
—0—WT (YPD pH 4.5)
["|—2—hal4,5 (YPD pH 4.5)

—a—WT (YPD)
——hal4,5 (YPD)

| |-o—WT (YPD pH 4.5)
——hal4,5 (YPD pH 4.5)

Tiempo (horas)

15
Tiempo (horas)

FIG. 4.1. Ensayos de crecimiento en medio liquido. Las cepas indicadas se crecieron hasta saturacién en el
medio que se indica en cada caso, y se inocularon en triplicado en medio nuevo utilizando una dilucién 1:200.
Las cepas se crecieron a 28 °C durante 48 horas y se midio6 la densidad 6ptica cada 30 minutos (ver Materiales
y Métodos). Se registr6 la densidad éptica de muestras de medio sin indculo durante el mismo periodo como
control frente a posibles contaminaciones (datos no mostrados). Gréficas superiores: Registro del crecimiento
de una cepa silvestre y del mutante /a/4hal5 en medio minimo SD sin potasio afiadido (WT: m; Aa/4ha/5: A ) 0
con un suplemento de 0.2 M KCI (WT: 0; hai4hal5: ). Graficas centrales: Registro del crecimiento de una cepa
silvestre y del mutante Aa/4ha/5 en medio rico YPD sin potasio afiadido (WT: m; fa/4ha/% A ) 0 con un
suplemento de 0.2 M KCI (WT: o; hal4hal5: D). Graficas inferiores: Registro del crecimiento de una cepa
silvestre y del mutante Aa/4hal5 en medio minimo YPD (WT: m; Aa/4ha/5: A ') 0 en medio YPD acidificado a pH
4.5 mediante la adicién de acido succinico (WT: o; hal4hal5: D).
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2. Medidas de la concentracion interna de potasio en el mutante hal4hals.

Todos los experimentos realizados previamente con el mutante hal4hal5 apuntan a
la hipdtesis de que las quinasas Hal4 y Hal5 funcionan como reguladores positivos del
sistema de transporte de potasio Trk1-Trk2. En trabajos previos llevados a cabo en el
laboratorio, se comprobd que el mutante hal4hal5 tiene niveles de toma de rubidio
practicamente idénticos a los del mutante trk7trk2 (Mulet et al., 1999). Si esta hipotesis es
acertada, seria logico pensar que el mutante hal4hal5 debe tener menores niveles internos

de potasio que la cepa silvestre.

En primer lugar se midié, mediante HPLC, la concentracion interna de potasio,
tanto en el mutante hal/4hal5 como en la cepa silvestre, en células crecidas en medio minimo
con un suplemento de 0.2 M de potasio, y después de 2 horas de incubacion en medio

minimo sin suplemento de potasio.

Cepa de Medio SD Medio YPD

levadura +02MKO  -02MKd pH 6.0 pH 4.5
WT 161 11 mM 136 =7 mM 249 £ 29 mM 213 £9mM

hal4halb5 162 £ 18 mM 92 + 8 mM 165+ 23mM 141 £35mM

Tabla 4.2. Concentracion intracelular de potasio en el mutante /a/4hal5y en la cepa silvestre. Las cepas
indicadas (fondo genético W303) fueron crecidas hasta fase logaritmica en medio minimo suplementado con 0.2
M KCl, medio rico YPD o medio rico YPD pH 4.5 y se recogieron por centrifugacién. En el caso del medio minimo
SD sin suplemento de potasio, las células fueron crecidas hasta fase logaritmica en medio minimo suplementado
con 0.2 M KCl, se lavaron 2 veces con agua destilada, se resuspendieron en medio minimo sin suplemento de
potasio, se incubaron durante 2 horas a 28°C, y se recogieron como en los casos anteriores. La concentracién
intracelular de potasio se midié por HPLC como se describe en Materiales y Métodos.

Después de 2 horas de incubacion en un medio sin suplemento de potasio se
observa un descenso modesto en la concentracién interna de potasio de la cepa silvestre
(136 £ 7 mM vs. 161 £ 11 mM). Contrariamente, en el mutante hal4hal5 la concentracién

interna de potasio cay6 desde niveles préximos a los de la cepa silvestre (162 + 18 mM) en
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un medio suplementado con potasio, hasta 92 + 8 mM después de 2 horas de incubacién en

un medio sin suplemento de potasio (Tabla 4.2).

Sin embargo, no se puede afirmar que existan diferencias a nivel de la
concentracion citosélica de potasio, ya que las medidas de potasio que se han obtenido son
totales, y podria estar sucediendo que la concentracion citosélica de potasio fuera la misma
para ambas cepas y que se estuvieran produciendo cambios a nivel de la concentracion
vacuolar de potasio.

Se han medido también los niveles intracelulares de potasio en células crecidas en
medio rico YPD, y en un medio rico con el pH ligeramente acidificado (YPD pH 4.5). También
en este caso se puede observar como la concentracion interna de potasio es menor en el
mutante hal4halb que en la cepa silvestre (165 £ 23 mM vs. 249 + 29 mM), y se ve ademas
que el contenido interno de potasio en ambas cepas disminuye ligeramente al crecer las

células en un medio con el pH mas acido (Tabla 4.2).

3. Experimentos con una version truncada de Trk1.

En un intento de definir el mecanismo molecular por el que Hal4 y Hal5 afectan a la
actividad de Trk1 se construyé un mutante de deleccidon TRK1 que carece de los nucledtidos
que codifican los Ultimos 35 aminoacidos. Esta region fue elegida en base a experimentos
previos llevados a cabo en Schizosaccharomyces pombe que muestran que so6lo un mutante
de deleccion del extremo terminal-COOH, y no el homélogo de longitud completa de Trk1 es
capaz de rescatar las células de la sensibilidad a sal causada por la mutacion del homélogo
de HAL4 (Wang et al., 2005).

Se han examinado los fenotipos de crecimiento de cepas expresando esta version
truncada de Trk1. La versién truncada de Trk1, y no la proteina completa, es capaz no solo
de complementar la sensibilidad a sal y pH bajo del mutante hal4halb, sino que también
confiere tolerancia a concentraciones toxicas de LiCl en medio YPD (Figura 4.3 - A). La

version truncada de Trk1 también mejora el crecimiento del mutante hal4hald en medio
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minimo sin suplemento de potasio. Sin embargo, el mutante ha4hal5 expresando esta
version de Trk1 no crece tan bien como la cepa silvestre en medio minimo, lo que indica que

el rescate es solo parcial.

A YPD+ D+
YPD S

YPD 0.3 MLiCI pH3.5 0.2M KCI

YCp-TRK1
YCp-TRK1A35
YCp-HALS5

0,025
002

= 0015 |

[Rb],

001 |

0,005 |

TIME (minutes)

FIG. 4.3. Andlisis de los fenotipos del mutante /a/4hal5 expresando una versién truncada de Trk1 (A). El
mutante fa/4hal5 (fondo genético W303) transformado con los plasmidos indicados se crecié hasta saturacion
en medio minimo suplementado con potasio, se diluyé en serie y se deposité en placas con los medios
indicados. Se midi6 el crecimiento después de 48-72 horas de incubacion a 28°C. (B) Las cepas indicadas
(mutante Aa/4hal5 (fondo W303) transformado con el vector vacio [#], el gen 7RA7 completo [®], TRATA35
[A], 0 HAL5 [m]) se crecieron hasta fase logaritmica en medio minimo suplementado con potasio, se lavaron y
se incubaron durante 2 horas en medio de bajo potasio. La toma de rubidio fue medida por cromatografia
liquida de alta presion, como se describe en Materiales y Métodos, utilizando 5 mM RbCl.
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También se midio la toma de rubidio de la versién truncada de Trk1 en el mutante
hal4hal5. Como puede verse en la figura 4.3 - B, la expresion del vector vacio o de la versién
silvestre de TRK7 no mejora el defecto en la toma de rubidio del mutante hal4hal5. Sin
embargo, la versidn truncada de Trk1 produce una toma de rubidio similar a la de la cepa
mutante expresando una copia del gen HALS bajo el control de su propio promotor. Por
tanto, bajo estas condiciones experimentales, la version truncada de Trk1 restablece la toma
de rubidio del mutante hal4hal5 a niveles cercanos a los de la cepa silvestre, por lo que se
puede afirmar que la presencia de HAL4 o HALS no es necesaria para la activacion de esta

version truncada del transportador de potasio Trk1.

4. Medidas in vivo del pH intracelular en el mutante hal4halb.

Se ha descrito que las alteraciones en el transporte de potasio pueden afectar al
pH interno de las células (Yenush et al., 2002). En el caso del mutante hal4hal5, se ha
comprobado que la concentracion de potasio intracelular es menor que la encontrada en la
cepa silvestre. Ante la necesidad de mantener la neutralidad eléctrica en las células, se
podria estar produciendo algun tipo de regulacion de la ATPasa de protones de la membrana
plasmatica Pma1 para evitar la salida excesiva de protones. Esto produciria un acumulo de

protones en el mutante hal4hal5, y por tanto una acidificacioén intracelular.

Para determinar el pH intracelular del mutante hal4hal5 y de la cepa silvestre, se
transformaron las células con una versién modificada de la proteina verde fluorescente
(GFP) llamada pHluorin (ver Materiales y Métodos) que cambia su espectro de emisién en

funcion del pH interno de las células.

Utilizando este método se midid el pH intracelular en células crecidas en medio
minimo suplementado con potasio y en células mantenidas durante 2 horas en medio minimo
sin suplemento de potasio. No fue posible realizar medidas del pH intracelular en células
crecidas en medio rico, ya que la auto-fluorescencia de este tipo de medio interfiere con la

deteccion de la sefial fluorescente de la proteina pHluorin.
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En el fondo genético BY4741 se observa que el mutante hal4hal5 tiene un pH
interno mas acido que la cepa silvestre (6.46 £ 0.06 vs. 6.79 + 0.17) cuando las células
crecen en medio minimo suplementado con potasio. Sin embargo, no se encuentran
diferencias significativas en el pH interno de cada cepa al pasar las células de un medio con
suplemento de potasio, a medio minimo sin suplemento de potasio (6.46 + 0.06 vs. 6.47
0.08, para el mutante hal4hal5, y 6.79 + 0.17 vs. 6.91 £ 0.10, para la cepa silvestre) (Figura
4.4-B).
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FIG. 4.4. Medidas de pH intracelular en el mutante fa/4hal’. Las cepas indicadas (fondo genético BY4741) se
crecieron por triplicado en medio minimo suplementado con potasio hasta fase logaritmica, se recogieron las
células por centrifugacion, se lavaron con agua destilada y se resuspendieron en medio minimo suplementado
con 0.2 M KCl o medio minimo sin suplemento de potasio. A continuacién se determiné el pH intracelular de
ambas cepas con el método pHIuorin como se describe en Materiales y Métodos. (A) Curva y ecuacién de
calibrado obtenida para la determinacion del pH intracelular del mutante Aa/4hal5'y la cepa silvestre (ver
Materiales y Métodos). (B) Medidas de pH intracelular obtenidas para el mutante fa/4hal5 (rayas) y la cepa
silvestre (blanco) crecidos en medio minimo suplementado con potasio (+KCl) y después de 2 horas de
incubacion en medio minimo sin suplemento de potasio (-KCl).
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En el apartado anterior se ha visto que la concentracion intracelular de potasio del
mutante hal4halb era préacticamente igual a la de la cepa silvestre cuando creciamos ambas
cepas en medio suplementado con potasio (Tabla 4.2). En este experimento se puede ver
que, en esas mismas condiciones, sigue existiendo una diferencia importante a nivel de pH
interno entre el mutante hal4hald y la cepa silvestre. Por otra parte, a pesar del descenso
que se ha visto que se produce en la concentracién intracelular de potasio al pasar el
mutante hal4hal5 de un medio suplementado con potasio a un medio sin suplemento de
potasio, apenas hay cambios a nivel de pH en el mutante hal4halb después de someter las

células a un ayuno de potasio.

También se han realizado estos mismos experimentos utilizando el fondo genético
W303 en lugar del BY4741, y se han obtenido resultados practicamente idénticos (datos no

mostrados).

Estos resultados parecen descartar los bajos niveles intracelulares de potasio

como Unica causa de la acidificacion interna del mutante hal4hal®.

Para estudiar la relacion entre acidificacion intracelular y la concentracion interna
de potasio, se midi6 el pH intracelular en el mutante hal4hal5 transformado con un plasmido
con la version silvestre del gen TRK1, o la version truncada TRK1A35. Como se ha
comentado anteriormente, cuando el mutante haldhal5 expresa la version truncada
TRK1A35, crece mejor en medio minimo no suplementado con potasio y no muestra
sensibilidad a sal. Ademas, también se ha descrito como esta version truncada de TRK1
mejora la toma de rubidio del mutante hal4hald, lo que nos hace suponer que en esas
condiciones el mutante hal4halb tiene mejores niveles de toma de potasio, y por tanto, una

concentracion intracelular de potasio mayor.
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FIG. 4.5. Medidas de pH intracelular en el mutante /4a/44a/5 expresando la version silvestre de 77A7y la version
truncada 7RKTA35. Las cepas indicadas (fondo genético W303) se crecieron por triplicado en medio minimo
suplementado con potasio hasta fase logaritmica y se recogieron las células por centrifugacion. A continuacion
se determind el pH intracelular de ambas cepas con el método pHIuorin como se describe en Materiales y
Métodos.

Si se compara el pH intracelular de la cepa mutante hal4hal5 que expresa la
version silvestre de TRK? con el de la cepa que expresa la version truncada TRK1A35
(Figura 4.5), se observa que, aunque el pH es ligeramente mas alto (aprox. 0.1 unidades)

cuando se expresa la version truncada de TRK1, las diferencias no son significativas.

5. Medidas de la toma de leucina en el mutante hal4halb.

Se ha descrito que en las células de levadura, el funcionamiento de las permeasas
de amino&cidos depende del gradiente de protones, por lo que su toma debe estar
influenciada por la diferencia existente entre las concentraciones intracelulares vy
extracelulares de protones (Vallejo y Serrano, 1989). Como se ha visto anteriormente, el
mutante hal4halb presenta un pH intracelular considerablemente menor que el de la cepa
silvestre, y parece légico pensar que esta mayor concentracién interna de protones podria

estar dificultando la toma de aminoacidos en este mutante.
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Para comprobar esta hipétesis se han llevado a cabo algunos ensayos de toma de
leucina, tanto en el mutante hal4hal5 como en la cepa silvestre. Como se puede ver en la
figura 4.6, al crecer las células en medio rico YPD (pH 6.0), la toma maxima de leucina a los
10 minutos es alrededor de un 50 % menor en el mutante hal4halb que en la cepa silvestre.
La velocidad inicial de toma también es menor en el mutante hal4hal5 que en la cepa
silvestre. También se ha realizado este mismo experimento en células crecidas en YPD
ajustado a pH 4.5. En estas condiciones, el menor pH del medio externo deberia producir un
incremento del gradiente de protones, favoreciendo la toma de aminoéacidos. De acuerdo con
este planteamiento, se puede observar un incremento considerable en la toma méaxima de
leucina a los 10 minutos en la cepa silvestre al crecer las células en YPD pH 4.5. Sin
embargo, en el mutante hal4hal5, aunque también se produce un ligero aumento de la toma
de leucina, es mucho menor del observado para la cepa silvestre. En estas condiciones, la
velocidad de toma de leucina es aproximadamente la misma que en el experimento anterior
(YPD pH 6.0).
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FIG. 4.6. Toma de leucina en el mutante /a/4hal/5y en la cepa silvestre en medio rico. Las cepas indicadas
(fondo genético BY4741) se crecieron hasta fase logaritmica, se recogieron las células y se utilizaron en
ensayos de toma de leucina como se describe en Materiales y Métodos. Los ensayos se realizaron en medio
YPD pH 6.0 (WT: T; hal4hal%: ) y medio YPD pH 4.5 (WT: m; ha/4hal5: A ). Los datos se muestran en nmoles
de leucina por mg de células. Los experimentos se han repetido hasta en 3 ocasiones, y los errores observados
siempre han sido inferiores al 10%.
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Por ofra parte también se ha ensayado la toma de leucina en células crecidas en
medio minimo suplementado con potasio (0.2 M KCI), y después de 2 horas de incubacién
en medio minimo sin suplemento de potasio (Figura 4.7). Al crecer las células en medio
minimo suplementado con potasio, el mutante hal4hal5 presenta unos niveles de toma de
leucina mucho menores que la cepa silvestre (en torno a un 75% menos de toma méxima de
leucina a los 10 minutos en el mutante hal4hal5 que en la cepa silvestre). La velocidad inicial
de toma de leucina también es menor en el mutante que en la cepa silvestre. Tras incubar
las cepas en un medio sin suplemento de potasio, la velocidad inicial de toma de leucina del
mutante hal4halb es mas baja que en la misma cepa crecida en medio suplementado con
potasio, aunque los niveles maximos de toma de este mutante a los 10 minutos son
practicamente idénticos en ambas condiciones. Este resultado esta de acuerdo con las
observaciones de pH intracelular que se han mostrado anteriormente. El pH intracelular del
mutante hal4hal5 es similar en células crecidas en medio minimo suplementado con potasio
que en células sometidas a un ayuno de potasio. Si el pH intracelular no cambia al someter
las células a un ayuno de potasio, parece l6gico pensar que el ayuno de potasio tampoco
produzca cambios en los niveles de toma méxima de aminoacidos. La cepa silvestre tiene
velocidades iniciales de toma de leucina muy parecidas en células crecidas en medio
suplementado con potasio y en medio sin suplemento de potasio, y los niveles maximos de

toma de leucina alos 10 minutos en ambas condiciones son también muy parecidos.
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FIG. 4.7. Toma de leucina en el mutante 4a/4hal5'y en la cepa silvestre en medio minimo. Las cepas indicadas
(fondo genético BY4741) se crecieron hasta fase logaritmica en medio minimo SD suplementado con 0.2 M KCI,
se recogieron por centrifugacion y se lavaron con agua. A continuacién las células se incubaron durante 2 horas
en medio minimo suplementado con potasio (WT: o; Aa/4ha/5: A) y medio minimo sin suplemento de potasio
(WT: m; hal4hal5: A ),y se utilizaron en ensayos de toma de leucina como se describe en Materiales y Métodos.
Los datos se muestran en nmoles de leucina por mg de células. Los experimentos se han repetido hasta en 3
ocasiones, y los errores observados siempre han sido inferiores al 10%.

Es importante destacar que aunque todos los resultados que se muestran aqui se
han obtenido en experimentos en los que se ha utilizado el fondo genético BY4741, todos

ellos han sido confirmados utilizando también el fondo genético W303 (datos no mostrados).

Estos resultados apuntan hacia la hipétesis de que la reduccion en la toma de
aminoacidos que presenta el mutante hal4hal5 en comparacion con la cepa silvestre, que se
puede observar incluso después de suplementar el medio de crecimiento con potasio, podria
ser una de las causas de la menor tasa de crecimiento de esta cepa.
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6. Medidas de la actividad de la ruta GCN en el mutante hal4hal5.

El descenso en los niveles de toma de algunos aminoacidos que se ha descrito
anteriormente para la cepa mutante hal4hal5 podria producir en estas células un ayuno de
amino&cidos. Para investigar esta posibilidad se han observado los niveles de actividad de la

ruta de respuesta al ayuno de aminoacidos GCN.

El activador Gend estd regulado por un complejo mecanismo de control
traduccional que hace que en células que estadn sufriendo un ayuno de aminoacidos
aumenten los niveles de Gen4, lo que a su vez produce un aumento en la transcripcién de
los genes de biosintesis de aminoacidos que se encuentran bajo su control. Este fenémeno
es esencial para mantener el crecimiento celular en condiciones de ayuno de aminoacidos
(Hinnebusch, 1996).

Para analizar los niveles de actividad de la ruta GCN, se transformaron las células
de la cepa silvestre y del mutante hal/4hal5 con el plasmido p180, que contiene una fusién del
promotor del gen GCN4 y el gen lacZ. La formacién del complejo de traduccién en el
promotor del gen GCN4 se ve incrementada en caso de producirse ayuno de algun

aminoacido.

Se determinaron los niveles de actividad B-galactosidasa en ambas cepas
transformadas con el plasmido p180 (ver Materiales y Métodos). Al crecer las células en YPD
se observd una mayor actividad B-galactosidasa en la cepa hal4hal5 que en la cepa silvestre,
con independencia del fondo genético utilizado (Figura 4.8). Estos resultados indican que la
cepa mutante hal4hal5 presenta de forma constitutiva una mayor actividad de la ruta GCN
que la cepa silvestre, lo que probablemente esté reflejando que esta cepa esta sufriendo

algun tipo de ayuno de aminodcidos.
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FIG. 4.8. Actividad de la ruta GCN en células crecidas en medio rico YPD. Se crecieron las células de las cepas
indicadas en medio YPD hasta fase logaritmica, se recogieron por centrifugacion y se midié la actividad B-
galactosidasa. Se midieron los niveles de la actividad B-galactosidasa en las cepas ha/4hals, trk1trk2y silvestre
en el fondo genético W303, y en las cepas hal4hal5y silvestre en el fondo genético BY4741.

También se midié la actividad -galactosidasa en la cepa frk7trk2 (fondo genético
W303). Esta cepa carece del sistema de transporte de potasio de alta afinidad TRK, pero
tiene las quinasas Hal4 y Hal5 funcionales, por lo que nos puede servir para distinguir los
efectos relacionados con la falta de potasio, con los ocasionados directamente por la
ausencia de las quinasas. En esta cepa se observd un nivel de actividad enzimatica
intermedio entre los observados para la cepa silvestre y la cepa mutante hal4hal5 (Figura
4.8). Este resultado sugiere que el ayuno observado para el mutante hal4hal5 es debido
tanto a las bajas concentraciones intracelulares de potasio de este mutante, como a la

ausencia de las quinasas.

Ademas se midié la actividad p-galactosidasa en ambas cepas en células crecidas
en medio rico acidificado. En estas condiciones de crecimiento vemos que, aunque sigue
habiendo méas actividad en el mutante hal4hal5 que en la cepa silvestre, la diferencia entre

ambas en considerablemente menor (Figura 4.9). Probablemente, en este tipo de medio, con
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una mayor concentracion de protones, se ve favorecida la toma de nutrientes, y el ayuno de

aminoacidos del mutante hal4hal5 debe ser menor.
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FIG. 4.9. Actividad de la ruta GCN en células crecidas en medio rico YPD pH 4.5 y medio rico YPD. Se crecieron
las células de las cepas indicadas (fondo genético W303) en medio YPD acidificado hasta pH 4.5, y en medio
YPD hasta fase logaritmica, se recogieron por centrifugacion y se midio la actividad -galactosidasa.

7. Andlisis transcriptomico del mutante hal4hal5.

Otro abordaje que nos puede ayudar en la caracterizacién del mutante hal4halb es

el estudio de su transcriptoma.

Para identificar los genes cuya expresion esta afectada por la disrupcion de los
genes HAL4 y HAL5 se han comparado los perfiles de transcripcion de la cepa silvestre y del
mutante hal4hal5 en dos fondos genéticos: W303 y BY4741. Para llevar a cabo estas
comparaciones se realizaron unos experimentos de anélisis global de la expresidn génica por
medio de microarrays de DNA. Los microarrays de DNA que se han utilizado en estos
experimentos han sido impresos en la Universidad Auténoma de Barcelona, y cedidos
amablemente por el Dr. Joaquin Arifio. En estos microarrays estan representados 6275

clones, que cubren el genoma completo de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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Para comparar los niveles de expresion génica en el mutante hal4hal5 y la cepa
silvestre, se han buscado condiciones de crecimiento en las que se acentuen las diferencias
entre ambas cepas. Basandonos en los resultados de distintos ensayos de crecimiento en
medio liquido, se decidi6 que la mejor opcidn era realizar las comparaciones de los niveles
de expresion génica en células crecidas en un medio YPD ligeramente acidificado (pH
bajado a 4,5 mediante la adicion de acido succinico, ver Materiales y Métodos). En estas
condiciones, como se ha visto anteriormente (Figura 4.1), la diferencia de crecimiento entre
ambas cepas es algo mayor de la que se observa al crecer las células en medio YPD sin
acidificar, lo que probablemente va a permitir detectar una mayor cantidad de genes
expresados diferencialmente. Por tanto, para la realizacion de estos experimentos de analisis
de expresion génica se crecieron ambas cepas hasta fase logaritmica en medio YPD pH 4,5,
se extrajo el RNA y se prepararon las sondas para la hibridacion de los microarrays (ver
Materiales y Métodos).

Se realizaron dos experimentos independientes, uno para cada uno de los dos
fondos genéticos. El disefio experimental elegido en ambos casos fue un Balanced Block
Design (Simon y Dobbin, 2003) con 4 réplicas bioldgicas, dos de ellas con los marcajes
invertidos (dye-swaps). Una vez realizados los experimentos y obtenidos los datos de
expresion para cada uno de los genes, se utilizo el programa SAM (Significance Analysis of
Microarrays) (Tusher et al., 2001) para seleccionar los genes con cambios de expresion
significativos. Los criterios que se han seguido para seleccionar los genes diferencialmente
expresados han sido que hayan pasado el test estadistico SAM con un FDR (false discovery
rate o probabilidad de seleccionar genes que no estén diferencialmente expresados) menor
del 5,5 % y que tengan una expresion en el mutante hal/4halb al menos 1,5 veces en valor

absoluto mayor o menor de la que tienen en la cepa silvestre.

En el fondo genético W303 se han seleccionado 457 genes con niveles de
expresion mas altos en el mutante hal4hal5 que en la cepa silvestre, y 252 genes con
menores niveles de expresion en la cepa hal4hal5 que en la cepa silvestre. En el fondo
genético BY4741 el grupo de genes expresados diferencialmente fue menor. En este caso se

seleccionaron 194 genes con mayores niveles de expresion en el mutante hal4hal5 que en la
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cepa silvestre y 66 genes con un nivel de expresion mas bajo en el mutante hal4hal5 que en

la cepa silvestre.

fenes inducidos en el mutante Aaiha% con Genes reprimidos en el mutante AaiAa’% con
respecto a la cepa silvestre respecto ala cepa silvestre
Fondo genético W303 457 252
Fondo genético B4 741 194 66
Caincidertes en arrbos fondos 139(~70%) 40 (~60%)
Fondo genético Fonde genético Fondo genético Fondo genetico
W303 BY4741 W303 BY4741
457 194 252 66
Genes inducidos en el mutante Aa/dhals Genes reprimidos en el mutante fa/dhals

FIG. 4.10. Comparacion entre el nimero de genes inducidos y reprimidos en el mutante /4a/44a/5 en los fondos
genéticos BY4741 y W303. Los genes seleccionados como expresados diferencialmente han pasado el test
estadistico SAM con un FDR menor del 5,5 % y tienen una expresion en el mutante Aa/4hal5 al menos 1,5
veces mayor o menor de la que tienen en la cepa silvestre.

Como se puede ver en la figura 4.10, a pesar de que el nimero de genes
expresados diferencialmente en el mutante hal4hal5 es considerablemente mayor en el
fondo genético W303, la coincidencia entre genes inducidos y reprimidos en ambos fondos
genéticos es muy alta. Aproximadamente un 70% (139 de 194) de los genes que estan
inducidos en el mutante hal4hal5 en el fondo genético BY4741 también han sido
seleccionados como inducidos en este mutante en el fondo genético W303. Con los genes
cuya expresion estd reprimida en el mutante hal4hal5 se han obtenido unos niveles de

coincidencia semejantes. En torno al 60% (40 de 66) de los genes que han sido
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seleccionados como reprimidos en el mutante hal4halb en el fondo genético BY4741, estén

también reprimidos en este mutante en el fondo genético W303.

Se ha realizado también un analisis de estos genes en base a las categorias
funcionales a las que pertenecen. Se ha utilizado la herramienta de andlisis GO Term Finder
(The Gene Ontology Consortium, 2008) de la base de datos Saccharomyces Genome
Database (SGD, http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/SGD/GO/goTermFinder) para encontrar
categorias funcionales que se encuentren sobre-representadas en nuestras listas de genes,

tanto inducidos como reprimidos.

En el fondo genético BY4741 se ve que aparecen sobre-representadas de forma
significativa (p-value calculado por el algoritmo GO < 0,01) en la lista de genes inducidos en
el mutante hal4hal5 varias categorias funcionales, relacionadas con el metabolismo
energético y con la asimilacion de sulfato. En el fondo genético W303, donde la lista de
genes inducidos era mayor, se encuentran sobre-representadas estas mismas categorias
funcionales, y ademas han aparecido otras nuevas, que se relacionan con el metabolismo de

carbohidratos y la respuesta a estrés (Tabla 4.11).

Entre los genes que aparecen reprimidos en el mutante hal4halb, en el fondo
BY4741 aparecen sobre-representadas de forma significativa categorias funcionales
relacionadas con el metabolismo de nucledtidos, mas en concreto con la biosintesis de
adenina, y categorias relacionadas con el metabolismo de aminoacidos. También ha
aparecido sobre-representada de forma significativa, aunque en menor medida (sélo han
aparecido reprimidos 3 genes, SIT1, FTR1y FET3), la categoria funcional de asimilacién de
hierro. En el fondo genético W303, entre los genes reprimidos en el mutante hal4halb
también se observa una sobre-representacion de las categorias funcionales relacionadas con
la biosintesis de adenina y el metabolismo de aminoacidos, pero no aparece en este caso la
categoria de asimilacién de hierro. Por otra parte, ademas de las categorias ya
mencionadas, entre los genes reprimidos en el mutante hal4hal5 en este fondo genético
también se encuentran sobre-representadas algunas categorias funcionales relacionadas

con la biogénesis de ribosomas y la biosintesis de ergosterol (Tabla 4.12).
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Los experimentos se han llevado a cabo en fondos genéticos con distintos
genotipos en cuanto a la dependencia de adenina y metionina para descartar que los efectos
observados fueran debidos a las auxotrofias propias de la cepa mutante. El fondo genético
W303 es ade2 MET15y el fondo genético BY4741 es ADE2 met15, y a pesar de ello se han

obtenido practicamente los mismos resultados en ambos casos.
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Tabla 4.11. Categorias funcionales sobre-representadas entre los genes seleccionados como inducidos en el

mutante Aa/4hal5 con respecto a la cepa silvestre en los fondos genéticos W303 y BY4741. Se utilizd la

herramienta de andlisis GO 7erm Finder de la base de datos Saccharomyces Genome Database para identificar

categorias funcionales sobre-representadas en la lista de genes seleccionados como inducidos. Los datos

crudos contienen distintas subcategorias que en ocasiones agrupan los mismos genes. Aqui se muestra un

resumen abreviado de esos datos crudos.

67



Resultados. Parte |

LaA
‘7943 "E19H3 " LOWH £9HT ' LIDHT ‘5293

|nsaysobila ap siajuisolg

£134 1914 1us 03I 3P UDIAL|ILISY

'EAT ' LLWE B0 LN 0ZSAT LHD FSIH

BN LOHY 'ZADD 'SATL LYY SO —

29044 ' WIg

LN LOON "EredH LIMLA LAY LN
"WML 'v%3H "Eld ' LHYY 'EETHA '£490

"19uY T 18H3 Iy rddd IS "OFduS
"THAO " LEHN FHLAIHAL TO9801A 14
"EQWN ' LHY ' LWOS 1SN 'ZdNT ' LLdd

'IdL '5dIn ' 1do3 " LKEY ' LdHY FLdON

'OEAMTA 'GOHS LS ANFSTIEA T LIWD3

sewnsoqu ap sisauafiogg

£130v "2QWI 'E13dv ZawWl T L'530v 1 3aY EUILBPE 8p SISauisoIg

SOPNDA|INU 3P DWISIOGEIBl

LW WS '09009 6N 65 AT

'TAOD " LAYS LY L3I 'ELEAT LA
'GOMY ‘73S ' LNTT ' LSIH 'DL0HY OLFEHaA
"LdSY FSATO0ZEAT IWHD 'FEIH 'EADD

SOPIJEOUILIE 8P DWSI0GEIa)Y

L¥ZFAH Dnaush opuny

730% LAY 'Z130% 130V 1vn9 " 2130Y
"EQWI 'E130Y T LLNN " L3dY Zaml ' 9=3ay
'£'530v '830v 'LLdH yYNg Lvdn T 13aY

EUILBPE ap sIsslujs0ig

SOPNDBIINU B OLISIDGEAY

£0EA, DoNauab opuny

Tabla 4.12. Categorias funcionales sobre-representadas entre los genes seleccionados como reprimidos en el

mutante Aal4hal5 con respecto a la cepa silvestre en los fondos genéticos W303 y BY4741. Se utilizd la

herramienta de andlisis GO Term Finder de la base de datos Saccharomyces Genome Database para identificar

categorfas funcionales sobre-representadas en la lista de genes seleccionados como reprimidos. Los datos

crudos contienen distintas subcategorias que en ocasiones agrupan los mismos genes. Aqui se muestra un

resumen abreviado de esos datos crudos.
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Resulta interesante destacar que este mismo experimento también se llevo a cabo
utilizando células crecidas en YPD sin acidificar (pH 6.0). En estas condiciones las
categorias funcionales que aparecieron sobre-representadas entre los genes seleccionados
como diferencialmente expresados fueron exactamente las mismas que habian aparecido en
comun en los dos experimentos anteriores. Se encontré una induccién de genes
relacionados con el metabolismo energético y la asimilacion de sulfatos, y una represion de

genes relacionados con la biosintesis de adenina y el metabolismo de aminoacidos.

Por otra parte, es también interesante sefialar que, tanto entre los genes inducidos
como reprimidos, y en ambos fondos genéticos, ha aparecido un alto porcentaje (entre en

20% y el 30%) de genes cuya funcion bioldgica es desconocida.

8. Metabolismo aerdbico en el mutante hal4hal5.

En el analisis transcriptémico llevado a cabo se ha observado la induccién de
varios grupos de genes relacionados con el metabolismo energético en el mutante hal4hal.
Parece que los genes relacionados con la respiracion, el transporte de electrones y la
biosintesis de ATP se expresan mas en el mutante que en la cepa silvestre. Ya hemos visto
anteriormente que esta cepa tiene algunos problemas de toma de aminoacidos, lo que le
conduce a un estado de ayuno. Existe la posibilidad de que el mutante hal4halb también
tenga problemas semejantes con el transporte de otros nutrientes, y haya tenido que
desplazar su metabolismo hacia la respiraciéon para optimizar la obtencién de energia. En
base a estas hipétesis, se decidié observar la morfologia y la funcionalidad de la mitocondria

tanto en el mutante hal4hal5 como en la cepa silvestre.

Para observar las mitocondrias, se transformaron ambas cepas con un plasmido
que contenia una fusién de la regién codificante de la proteina GFP, y de los primeros 69
aminoacidos de la subunidad 9 de la ATPasa Fo de Neurospora crassa (pVTU100 — mtGFP)
(Westermann y Neupert, 2000). Estos 69 aminoacidos constituyen una secuencia de
direccionamiento hacia la matriz mitocondrial que habia sido caracterizada previamente
(Hartl et al., 1989).
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Ambas cepas fueron transformadas con esta construccion, se crecieron en YPD pH
4.5 hasta fase logaritmica y se observaron en el microscopio confocal. En ambas cepas se
puede observar la forma caracteristica de las redes tubulares de mitocondria funcional.
Aunque cuantitativamente parece haber una mayor expresion de la fusion con la proteina
GFP en el mutante que en la cepa silvestre, no se aprecian diferencias en la morfologia de la
mitocondria entre ambas cepas (Figura 4.13). Es importante destacar que aunque los
resultados que se muestran en este trabajo se han obtenido en el fondo genético W303,

todos ellos han sido confirmados también en el fondo genético BY4741.

WT

hal4hal5

FIG. 4.13. Andlisis de la morfologia de la mitocondria en el mutante fa/4hal5 y la cepa silvestre. Se
transformaron las cepas indicadas (fondo genético W303) con la construccion pVTU100 - mtGFP, se crecieron
en YPD pH 4.5 hasta fase logaritmica y se observaron en el microscopio confocal.

Para estudiar un indicador de la funcionalidad de las mitocondrias en ambas cepas
se midieron los niveles de actividad succinato deshidrogenasa (SDH) en colaboracion con
Mar Martinez, del grupo del Dr. Markus Proft. Como se puede observar en la figura 4.14, la
cepa mutante hal4hal5 tiene unos niveles de actividad succinato deshidrogenasa muy

superiores a los de la cepa silvestre.
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FIG. 4.14. Medidas de la actividad succinato deshidrogenasa (SDH) en el mutante Aa/4hal5y en la cepa
silvestre. Se crecieron las cepas indicadas (fondo genético W303) en YPD pH 4.5 hasta fase logaritmica, se
recogieron las células y se llevaron a cabo los ensayos de actividad SDH como se describe en Materiales y
Métodos. Las graficas muestran la media y la desviacion estandar del resultado de tres experimentos.

Estos resultados sugieren que el mutante hal4hal5 tiene una mayor actividad
respiratoria que la cepa silvestre, lo que estaria de acuerdo con la induccion de genes
relacionados con el metabolismo energético que se ha observado en el anélisis

transcriptémico del mutante hal4hals.

Para comprobar los niveles de expresion de los genes SDH2 y COX6 se ha llevado
a cabo un andlisis Northern. Como se puede observar en la figura 4.15, los niveles de
expresion de estos dos genes son alrededor de 2 veces mas altos en el mutante hal4hal5
que en la cepa silvestre (Figura 4.15). Estos datos confirman los resultados obtenidos en el
analisis transcriptémico, donde estos genes habian sido seleccionados como inducidos en el
mutante hal4hal5 en comparacion con la cepa silvestre, con unos niveles de induccion muy

semejantes.
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FIG. 4.15. Medidas de los niveles de expresion de los genes SOH2y COX6 en el mutante ha/4hal5y en la cepa
silvestre. Se extrajo el RNA total de las cepas indicadas (fondo genético W303) crecidas en medio YPD
acidificado a pH 4.5. Se realizaron andlisis Northern para determinar los niveles de RNAm de SDAZ (arriba) y
(OX6 (abajo) utilizando las sondas correspondientes (ver Materiales y Métodos). La membrana se rehibridé con
una sonda contra ACT7 como control de carga (paneles inferiores). A la derecha de cada experimento se
muestran los resultados de la cuantificacién de las imagenes obtenidas para cada andlisis Northern.

9. Toma de metionina en el mutante hal4hal5.

Otra de las categorias funcionales que ha aparecido sobre-representada entre los
genes inducidos en el mutante hal4halb ha sido la de asimilacion de sulfatos, y mas
concretamente la de biosintesis de metionina. Como se ha visto en los apartados anteriores,
el mutante hal4hal5 presenta un defecto en la toma de leucina. Existe la posibilidad de que
este defecto sea mas general, y afecte también a la asimilacién de sulfatos o a la toma de

metionina del medio. Para comprobar estas hipdtesis se realizaron ensayos de crecimiento
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en medio con bajos niveles de sulfato, pero sin obtener ningln resultado significativo (datos
no mostrados). Un defecto en la toma de metionina podria explicar la induccién de los genes
de biosintesis que se ha observado en este mutante.

Para comprobar esta hipétesis se han realizado ensayos de toma de metionina en
el mutante hal4hal5 y en la cepa silvestre. Se crecieron las células hasta fase exponencial en
YPD acidificado a pH 4.5, para mantener las condiciones en las que se ha llevado a cabo los
analisis transcriptomicos. A continuacion se recogieron las células por centrifugacién, se
lavaron y se realizaron los ensayos de toma de metionina como se describe en Materiales y

Métodos.

0.0005

—0—WT

—&— haldhal5

pmol MET/mg de células

Tiempo (min)

FIG. 4.16. Toma de metionina en el mutante /a/4hal5y en la cepa silvestre. Las cepas indicadas (fondo genetico
W303) se crecieron hasta fase logaritmica, se recogieron las células y se utilizaron en ensayos de toma de
metionina como se describe en Materiales y Métodos. Los ensayos se realizaron en medio YPD pH 4.5 (WT: o
hal4hal5. m). Los datos se muestran en pmoles de metionina por mg de células, y son la media de tres
experimentos independientes.
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Como se puede ver en la figura 4.16, parece que el mutante hal4hal5 presenta
menores niveles de toma maxima de metionina que la cepa silvestre después de 10 minutos
de ensayo (en torno a un 50% menor), asi como una menor velocidad inicial de toma. Este
defecto en la toma de metionina que se observa en el mutante podria estar provocando un
ayuno de este aminodcido, y ser también la causa de los mayores niveles de expresion para

los genes de biosintesis de metionina que se observan en el mutante hal4halb.
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IV. RESULTADOS

PARTE lI: Estudio de la interaccion entre las quinasas Hal4 y Hal5, y el
sistema de transporte de potasio de alta afinidad Trk1-Trk2 de

Saccharomyces cerevisiae.
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1. Localizacion subcelular de la proteina Trk1 en el mutante hal4hal5.

En el capitulo anterior se ha descrito una caracterizacion fisiolégica del mutante
hal4halb, pero, aunque se ha obtenido mucha informacion de la fisiologia del mutante, no se
ha obtenido ningun resultado que describa el mecanismo por medio del cual las quinasas
Hal4 y Hal5 regulan el sistema de transporte de potasio TRK. En este capitulo se describen
nuevos abordajes bioquimicos que se han llevado a cabo con la intencidén de averiguar los
mecanismos de accion de Hal4 y Hal5.

Hay evidencias genéticas que sugieren que las quinasas Hal4 y Hal5 estan
implicadas en la regulacion positiva del transportador de potasio Trk1 (Mulet et al., 1999). Sin
embargo, los anélisis Northern de los niveles de transcripcion del gen TRKT muestran que la
expresion de este gen es la misma en el mutante hal4hal5 y en la cepa silvestre (datos no
mostrados). Este resultado sugiere que la regulacion de Trk1 por Hal4 y Hal5 no sucede a
nivel transcripcional, lo que nos lleva a postular la hipdtesis de que las quinasas Hal4 y Hal5
participan en el control de la actividad del transportador de potasio Trk1 por medio de

modificaciones post-traduccionales.

Para estudiar la localizacion subcelular de Trk1, construimos una proteina de fusion
Trk1-GFP en un pldsmido centromérico. La funcién de esta construccion se confirmé por
complementacion de la sensibilidad a LiCl del mutante trk1trk2 (datos no mostrados). Se
crecieron la cepa silvestre y hal4hal5 hasta fase logaritmica en medio minimo suplementado
con 0,2 M de KCI. Esta concentracién de KCI, aunque estd muy por encima de las
concentraciones fisiologicas, es necesaria para lograr un crecimiento éptimo del mutante
hal4hal5 en medio minimo. Como estabamos interesados en estudiar el defecto que tiene
lugar en el mutante hal4hal5 en las condiciones estandar de crecimiento, se analizaron los
fenotipos de este mutante después de una incubacién en medio sin suplemento de potasio.
Observamos los patrones de fluorescencia de GFP en células vivas después de una
incubacién en medio sin suplemento de potasio por microscopia confocal. Como puede verse
en la figura 4.17 - A, la fusién Trk1-GFP esta presente en la membrana plasmatica de la cepa

silvestre, como era de esperar. Sin embargo, en el mutante hal4halb, se observa menos
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Trk1-GFP en la membrana plasmatica, y un aumento de la sefial de fluorescencia de GFP en
el interior de la vacuola en muchas células. Las membranas vacuolares se tifieron utilizando
el fluoréforo FM4-64 como habia sido descrito previamente (Vida y Emr, 1995). Este
descenso de la cantidad de Trk1 en la membrana plasmatica puede explicar la dependencia
de potasio del mutante hal4hal5 que se ha descrito anteriormente, y la aparicién de sefial de
GFP en el interior de las vacuolas sugiere que probablemente el transportador esta siendo
dirigido hacia las vacuolas para su degradacion, como ya ha sido descrito anteriormente para
otros transportadores de nutrientes (Beck et al., 1999; De Craene et al., 2001). Estos
resultados se confirmaron por medio de analisis Western (Figura 4.17 - B). Se observa que la
cantidad de proteina Trk1 presente en la fraccion insoluble (asociada a la membrana
plasmatica) es mucho menor en el mutante hal4hal5 después de transferirlo a un medio sin
suplemento de potasio, en comparacion con la cepa silvestre, sugiriendo una rapida
degradacion de la proteina Trk1 bajo estas condiciones. Por ofra parte, es interesante
destacar que en células crecidas en un medio suplementado con potasio se puede observar
una cantidad considerable de la proteina Trk1 en la fraccion insoluble. Por tanto, parece que
las quinasas Hal4 y Hal5 son especialmente importantes para la estabilidad de Trk1 en un
medio con concentraciones de potasio semejantes a las que se pueden encontrar en los

medios tipicos de cultivo (= 7 mM).
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FIG. 4.17. Trk1 es menos estable en el mutante /a/4hal5 después del ayuno de potasio. (A) La cepa silvestre
(WT) y el mutante hal4hal5 expresando un plasmido centromérico que contiene una fusion 7RK7-GFP se
crecieron hasta fase logaritmica en medio minimo suplementado con potasio y se tifieron con el fluoréforo
vacuolar FM4-64 como se ha descrito en Materiales y Métodos. Se han mostrado imégenes en escala de grises
e imagenes de fluorescencia representativas de las imagenes obtenidas por microscopia confocal para analizar
la localizacion de Trk1 (verde) y las membranas vacuolares (rojo). (B) Andlisis Western de los niveles de Trk1
en las fracciones insolubles de la cepa silvestre y del mutante Aa/4hal/5 mantenidos en medio minimo
suplementado con potasio (+K) o incubadas en medio minimo sin suplemento de potasio durante 2 horas (-K).
Las imagenes de la membrana tefiida con PonceauS se muestran en los paneles de abajo como control de
carga de proteina.
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FIG. 4.18. Toma de rubidio en el mutante fa/4ha/5'y en la cepa silvestre. La cepa silvestre (O0) y el mutante
hal4hal5 (A ) fueron crecidos hasta fase logaritmica en medio minimo suplementado con potasio y se realizé un
andlisis de toma de rubidio de alta afinidad (0,5 mM) inmediatamente después de lavar las células (panel
superior) y después de 2 horas de incubacién en medio de bajo potasio (panel inferior). Se obtuvieron
resultados similares utilizando 50 mM RbCl.

En colaboracion con el grupo del Dr. José Ramos, de la Universidad de Cérdoba se
analizd la toma de rubidio en estas mismas condiciones experimentales. Se crecieron las
células hasta fase logaritmica en un medio minimo suplementado con potasio, fueron
lavadas y se ensayo la toma de rubidio. Inicialmente no se observa toma de rubidio en estas
condiciones, lo que sugiere que el transportador de potasio Trk1 no esta activo, debido a la
inhibicién feed-back por potasio intracelular alto (Serrano, 1991). Sin embargo, y como era
de esperar, después de 2 horas de incubaciéon en medio sin suplemento de potasio, se
puede ver una tasa inicial de toma de rubidio mas alta en la cepa silvestre que en el mutante

hal4hal5 (Figura 4.18). Este resultado esta de acuerdo con datos previamente publicados
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(Mulet et al., 1999) y con las observaciones de microscopia y analisis Western que se
presentan en este trabajo. Este descenso en la toma de rubidio también esta reflejado en las
concentraciones internas de potasio. Después de 2 horas de incubacién en un medio sin
suplemento de potasio se observa un descenso modesto en la concentracion interna de
potasio de la cepa silvestre (136 + 7 mM vs. 161 + 11 mM). Contrariamente, en el mutante
hal4halb la concentracién interna de potasio cayé desde niveles préximos a los de la cepa
silvestre (162 + 18 mM) en un medio suplementado con potasio, hasta 92 + 8 mM después
de 2 horas de incubacién en un medio sin suplemento de potasio, reflejando el defecto en la
actividad de Trk1 debido a la baja estabilidad del transportador en la membrana plasmatica
en estas condiciones. Postulamos que la toma de potasio independiente de Trk1 se debe a
sistemas de toma de baja afinidad, como canales no selectivos, que parecen funcionar
independientemente de Hal4 y Hal5 (Bihler et al., 2002).

2. Efecto de la presion osmotica sobre la estabilidad y/o localizacion del

transportador Trk1 en el mutante hal4halb.

A continuacién se comprobo si la inestabilidad del transportador Trk1 que se veia
en el mutante hal4hal5 después del ayuno de potasio podia deberse a un cambio en la
presion osmotica generado al quitar el potasio del medio, o si era un efecto especifico del
potasio en si. Se midieron los niveles de proteina Trk1-GFP mediante analisis Western en
cepas crecidas en presencia de 0,2 M KCl y luego transferidas a medio minimo sin
suplemento de potasio, 0 a medio suplementado con 0,2 M KCl 0 0,2 M NaCl (Figura 4.19 -
A). En la cepa mutante hal4hal5 que expresa el gen HAL5 por medio de un plasmido
centromérico no se observan cambios en los niveles de proteina Trk1-GFP cuando las
células se incuban en presencia de potasio o sodio. Como se habia visto antes, en el
mutante hal4hal5 podemos ver cantidades considerables de Trk1 cuando se crecen las
células en presencia de un exceso de KCI (0,2 M). Estos niveles de proteina no se
mantienen cuando el potasio se sustituye por sodio. Se han apoyado estas observaciones
con analisis por microscopia confocal de la fusién Trk1-GFP en la cepa mutante hal4hal5
comparandola con la cepa complementada con el plasmido YCp-HALS después de incubar

las células en medio minimo o0 medios suplementados con 0,2 M KCl, 0,2 MNaCl 6 0,3 M de
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sorbitol (Figura 4.19 - B). No se aprecian cambios en la distribucién de Trk1 en la cepa
mutante complementada con el plasmido YCp-HALS. Por el contrario, en el mutante hal4hal5
la fusion Trk1-GFP se acumula en la vacuola en los medios suplementados con NaCl o
sorbitol, mientras que es estable en la membrana plasmatica si se mantiene el suplemento
de KCl en el medio. Estos resultados sugieren que la mayor estabilidad de Trk1 en presencia
de 0,2 M KCI en el mutante hal4hal5 no se debe a los cambios en la presién osmotica
causados por pasar las células a un medio con un contenido de potasio mucho menor, ya
que cuando la presion osmética se mantiene por medio de la adicién de NaCl o sorbitol se
observa la misma desestabilizacion de Trk1 que se produce en medio minimo sin
suplemento de potasio. Es interesante comentar que se observd una actividad muy baja de
Trk1 (medida como toma de rubidio) cuando las células se crecian en presencia de altas
concentraciones externas de potasio (Figura 4.18), lo que sugiere que el transportador no

esta activo en estas condiciones.
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FIG. 4.19. La acumulacién en la vacuola de Trk1 no es debida a los cambios en la presién osmética producidos
durante el ayuno de potasio. (A) Andlisis Western de las proteinas insolubles aisladas de la cepa mutante
hal4hal5 transformada con un plasmido vacio o con un plasmido centromérico con una copia del gen HAL5
incubadas durante 2 horas en medio minimo sin ningiin suplemento (-) o medio minimo suplementado con 0,2
M KC (K*) 0 0,2 M NaCl (Nat). La cantidad de Trk1 se analizd utilizando el anticuerpo anti-HA (panel superior),
y la cantidad de proteina presente en cada muestra se muestra en la membrana tefiida con PonceauS (PonS) en
el panel inferior. (B) Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de la localizacion de la fusion Trk1-GFP
en el mutante Aa/4hal5 bajo las mismas condiciones experimentales, incluyendo ademds un control adicional con
células crecidas en medio suplementado con una concentracion osméticamente equivalente de sorbitol (0,3 M).
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3. Efecto de la sobreexpresion de HAL5 sobre la estabilidad de Trk1 en la

membrana plasmatica.

Para estudiar el efecto de la sobreexpresion de HAL5 en la expresion del gen
TRK1 y en la estabilidad y localizacion del transportador Trk1 se ha utilizado el mutante
hal4hal5 transformado con un plasmido vacio, con un plasmido centromérico que contiene la
pauta de lectura abierta de HAL5 bajo el control de su propio promotor como se ha descrito
con anterioridad, o con un plasmido episémico que contiene el mismo fragmento genémico
de HALS. Se compararon los niveles de RNA mensajero del gen TRK1'y de proteina Trk1 en
cepas crecidas en medio minimo suplementado con potasio o incubadas durante 2,5 horas
en medio sin suplemento de potasio. Los andlisis Northern no muestran diferencias
significativas en los niveles de expresion del gen TRK? en ninguna de las condiciones
experimentales probadas (Figura 4.20 - A). Al examinar los niveles de proteina Trk1
presentes en las mismas cepas, se observa que los niveles de Trk1 en la fraccion insoluble
son mayores a medida que aumentan los niveles de expresion de HALS (Figura 420 - By
C). Estos resultados sugieren que a medida que aumentan los niveles de Hal5, hay mas Trk1
presente en la membrana plasmatica durante la incubacion de las células en medio minimo
sin suplemento de potasio, y que esta regulacion probablemente se debe a modificaciones

post-traduccionales.
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FIG. 4.20. La sobre-expresion de #AL5 conduce a la acumulacién de Trk1 en la membrana plasmética. (A) Se
extrajo el RNA total de las cepas indicadas crecidas en medio suplementado con potasio (+K) o incubadas
durante 2,5 horas en medio minimo sin suplemento de potasio (-K). Se realizaron andlisis Northern para
determinar los niveles de RNAm de 7RA7 utilizando una sonda correspondiente a los nucledtidos desde el 385
al 2319 (panel superior). La membrana se rehibridé con una sonda contra 78P7 como control de carga (panel
inferior). (B) Andlisis Western de las proteinas de la fraccion insoluble aislada de las mismas cepas y tratada
como se ha descrito en el panel A. Se muestran las cantidades de Trk1 marcado con HA (panel superior) y Hal5
(panel inferior). La membrana tefiida con Ponceau (PonS) se muestra como control de carga de proteina para
cada caso. (C) Imagenes obtenidas por microscopia confocal de la localizacion de la fusion Trk1-GFP en la cepa
mutante /a/4hal5 transformada con un plasmido vacio o un plasmido centromérico (YCp) o multicopia (YEp) con
la secuencia codificante del gen A#AL5 bajo el control de su propio promotor.
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4. Efecto de la doble mutacion hal4hal5 sobre otros transportadores de la

membrana plasmatica.

Para probar la especificidad de los efectos observados sobre la estabilidad de Trk1
en las cepas mutantes hal4hal5 incubadas en medio sin suplemento de potasio, se estudio la
localizacion de otras proteinas transportadoras fusionadas a GFP en las mismas
condiciones. Como puede verse en la figura 4.21, la localizacion de tres proteinas
transportadoras de nutrientes, la permeasa de arginina Can1, la permeasa de uracilo Fur4 y
el transportador de glucosa de baja afinidad Hxt1, también es defectiva. Las tres proteinas se
encuentran presentes en la membrana plasmética en la cepa silvestre, independientemente
de la concentracion de potasio del medio, como era de esperar (panel superior). Sin
embargo, en el mutante hal4hald, se puede observar una marcada acumulacion vacuolar de
estas permeasas después de una incubaciéon en medio sin suplemento de potasio (panel
central). Se obtuvieron resultados similares también para la permeasa de triptéfano Tat2
(datos no mostrados). Ademas, en el caso de Furd y Hxt1, esta deslocalizacién se puede
observar incluso en células que se han mantenido en un medio suplementado con potasio, lo
que sugiere un papel de Hal4 y Hal5 en el trafico de transportadores de la membrana

plasmatica independiente de los niveles intracelulares de potasio.

Estos efectos sobre la localizacién de los transportadores de la membrana
plasmatica en el mutante hal4hal5 pueden ser atribuidos especificamente a estas quinasas,
0 a la baja concentracion intracelular de potasio causada por la falta de actividad de Trk1.
Para comprobarlo, se examinaron los patrones de fluorescencia de GFP de estos
transportadores en el mutante trk1trk2 en presencia y ausencia de suplemento de potasio en
el medio. Se obtuvieron patrones similares, pero no idénticos, a los obtenidos en el mutante
hal4hal5 (panel inferior). Se puede ver que, después del ayuno de potasio, Can1, Fur4 y Hxt1
(en menor medida), parecen ser menos estables, ya que se acumula mas GFP en la vacuola
en el mutante trk1trk2. Sin embargo, en presencia de potasio, la deslocalizacion de Furd y
especialmente la de Hxt1, es menos aparente en comparacion con lo que se habia

observado para el mutante hal4hal5.
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Para confirmar estos resultados de una forma cuantitativa, se analiz6 la cantidad
de Furd-GFP en las mismas cepas y bajo las mismas condiciones experimentales. De
acuerdo con los resultados obtenidos mediante microscopia, se observd menos Fur4 en el
mutante hal4hald, incluso al suplementar el medio con potasio, que en la cepa silvestre, y
estos niveles caian alin mas drasticamente después del ayuno de potasio (Figura 4.22). Los
niveles de proteina Fur4 del mutante frk1trk2 son comparables a los de la cepa silvestre
cuando crecemos las células en un medio suplementado con potasio. Después del ayuno de
potasio se observd un descenso en los niveles de proteina Fur4 en el mutante trk1trk2, pero
este efecto no parece tan dramatico como en el mutante hal4hald. Estos resultados sugieren
que en el caso de Furd tanto las quinasas Hal4 y Hal5 como las concentraciones
intracelulares de potasio son importantes para la estabilidad del transportador en la

membrana plasmatica.
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FIG. 4.21. Localizacién subcelular de los transportadores / permeasas de nutrientes en las cepas silvestre,
hal4halb'y trk1trk2. Las cepas indicadas fueron transformadas con plasmidos que expresan fusiones de GFP
con las proteinas Can1, Fur4 y Hxt1, crecidas hasta fase logaritmica en medio minimo suplementado con
potasio, incubadas en medio sin o con suplemento de potasio durante 2 horas y analizadas por microscopia
confocal. Se han mostrado las imdgenes mds representativas de cada situacion.
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Fig. 4.22. Andlisis Western de la proteina Fur4 en la fraccién insoluble. Las proteinas de la fraccion insoluble se
aislaron de las cepas indicadas expresando un plasmido con la fusién Fur4-GFP y tratadas como se ha descrito
en la figura 4.21. EI anticuerpo anti-GFP reconoce la fusion Fur4-GFP, y se ha mostrado la tincién de la
membrana con Ponceau (PonS) como control de carga de proteina.

Adicionalmente se estudié la distribucion de otras dos proteinas de la membrana
plasmatica. En primer lugar se examind la localizacion de una fusién Gap1-GFP. Se sabe
que el trafico de esta permeasa de aminoacidos esta regulado por el tipo de fuente de
nitrégeno disponible y por la proteina quinasa Npr1 (De Craene et al., 2001; Nikko et al.,
2003). En estudios previos se ha demostrado que Gap1 se localiza en la membrana
plasmatica cuando las células crecen en fuentes de nitrdgeno pobres, como la prolina o la
urea, por lo que el siguiente paso fue analizar la localizacion de la fusién Gap1-GFP en una
cepa silvestre y en los mutantes hal4halb y trk1trk2 después de crecer las células en un
medio con prolina como fuente de nitrégeno y suplementado con potasio. Como se puede
ver en la figura 4.23 - A, en estas condiciones se observa algo de GFP en la vacuola en
todas las cepas; sin embargo, se puede observar una cantidad considerable de fusiéon Gap1-
GFP en la membrana plasmética tanto en la cepa silvestre como en el mutante frk1trk2. Por
el contrario, se observa menos acumulacion de Gap1-GFP en la membrana plasmatica en el
mutante hal4hal5. Se obtuvieron resultados similares utilizando un medio con urea como

fuente de nitrégeno (datos no mostrados).
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Como se habia observado un defecto mas general de lo esperado en la estabilidad
en la membrana plasmatica de varios transportadores y permeasas en el mutante hal4hals,
se decidio analizar un tipo diferente de proteinas de la membrana plasmatica. Se eligié Sur7,
una proteina estructural de la membrana plasmatica, que esta localizada en zonas de la
membrana asociadas con sitios de endocitosis llamadas eisosomas (Walther et al., 2006). Se
observo el patrén de fluorescencia de fusién Sur7-GFP en el mutante hal4hal5 en un medio
con y sin suplemento de potasio. Como se puede ver en la figura 4.23 - B, Sur7 es estable en
la membrana plasmatica en el mutante hal4hal5 después de 2 horas de incubacién en medio
sin suplemento de potasio. Se han obtenido patrones de localizacion idénticos en cepas

silvestres (datos no mostrados).
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FIG. 4.23. Localizacién subcelular de la permeasa Gap1 y de la proteina estructural de la membrana plasmatica
Sur7. (A). La localizacion subcelular de la fusion Gap1-GFP se analizd en las cepas indicadas crecidas hasta fase
logaritmica en medio minimo suplementado con potasio (50 mM) y con prolina como Unica fuente de nitrégeno.
Se muestran las microfotografias més representativas. (B) La localizacion subcelular de la proteina estructural
de la membrana plasmética Sur7 en el mutante ha/4hal5 se analizé por microscopia confocal después de 2
horas de incubacion en medio minimo (sin suplemento de KCl). Se encontraron patrones de distribucién de Sur7
idénticos en la cepa silvestre y en el mutante /a/4hal5 crecido en medio suplementado con potasio (datos no
mostrados).
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En base a resultados previos que demuestran que la ubiquitina-ligasa Rsp5
participa en el tréfico y en la estabilidad de muchos transportadores en levadura, incluyendo
Fur4, Can1, Tat2 y Gap1 (Rotin et al., 2000), se decidi estudiar si la estabilidad de Trk1 esta
sujeta a mecanismos de regulacidén semejantes. Se analiz6 la estabilidad de Trk1 en cepas
mutantes hal4hal5 con una expresién reducida de Rsp5, construyendo una cepa con una
disrupcion parcial del promotor del gen RSP5 y midiendo los niveles de proteina Trk1 en la
membrana plasmatica después de 30 y 60 minutos de ayuno de potasio (Figura 4.24 - A).
Como se puede ver, después del ayuno de potasio, los niveles de Trk1 decrecen de forma
significativa en el mutante hal4hal5. En el mutante hal4hal5 con expresion reducida del gen
RSP5 se observa una menor acumulacion de Trk1 en la membrana plasmatica en células
crecidas en medio suplementado con potasio, y estos niveles caen ligeramente durante el
ayuno de potasio. Para determinar si la mayor estabilidad de los transportadores de
nutrientes de la membrana plasmatica debida a la expresién reducida de Rsp5 afectaba a los
fenotipos de crecimiento del mutante hal4hal5 se realizaron unos ensayos de crecimiento en
medio sdlido. Como se puede ver en la figura 4.24 -B, la cepa hal4hal5npi1 presenta un
menor crecimiento en todas las condiciones probadas, lo que sugiere que la reduccién de los
niveles de expresion de Rsp5 no es capaz de mejorar los defectos de crecimiento del
mutante hal4hal5. Esta menor tasa de crecimiento fue mas evidente en medio minimo sin
suplemento de potasio, lo que esta de acuerdo con los menores niveles de Trk1 observados
en esta cepa. Sin embargo, el mutante npi tiene fenotipos pleiotropicos, lo que complica la

interpretacién de estos resultados.
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FIG. 4.24. Una reduccion en la expresion de Rsp5 conduce a un descenso de la cantidad de Trk1 en el mutante
hal4hal5y no corrige sus defectos de crecimiento. (A) Andlisis Western de los niveles de Trk1 en las fracciones
insolubles de las cepas indicadas. La cantidad de Trk1 se detect6 utilizando anticuerpos anti-HA, y se muestra la
membrana tefiida con PonceauS (PonS) como control de carga de proteina. Se indica el tiempo transcurrido de
incubacién en medio sin suplemento de potasio (0, 30 y 60 minutos). (B) Las cepas indicadas se crecieron
hasta saturacion en medio minimo selectivo suplementado con potasio, diluidas en serie y depositadas en
placas con los medios indicados en estado sélido. Se comprobé el crecimiento después de 48-72 horas de
incubacion a 28 °C.

5. Andlisis de la estabilidad de la version truncada de Trk1 en el mutante
hal4hals.

Como se ha visto en el capitulo anterior, la versién truncada de Trk1, y no la
proteina completa, es capaz de complementar la sensibilidad a sal y pH bajo del mutante
hal4hal5, de conferir tolerancia a concentraciones toxicas de LiCl en medio YPD, de mejorar
el crecimiento del mutante hal4hal5 en medio minimo sin suplemento de potasio, y de

corregir los defectos de toma de rubidio de este mutante.

Postulamos que el fenotipo de rescate observado en células transformadas con la

version truncada TRK1A35 puede ser debido a una mayor estabilidad en la membrana
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plasmatica de esta proteina. Por ello, se analizé la estabilidad de esta proteina truncada en
el mutante hal4hal5 durante el ayuno de potasio. Como puede verse en el andlisis Western
mostrado en la figura 4.25, la versidn truncada es mucho mas estable que la version silvestre
de Trk1 en el mutante hal4hal5. También se determind la estabilidad de la ATPasa de
protones Pmal en estas condiciones, y se observé que no se producian cambios

significativos en los niveles de esta proteina.

TRK1 TRK1A35
0 30 60 120 0 30 60 120
173- —— _r- . 3 — oHA [Trk1]

1 S . S S S S s 0Pmat
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FIG. 4.25. Andlisis Western de las versiones silvestre y truncada de la proteina Trk1. La cepa mutante /a/4hal5
se transformé con un plasmido centromérico que contenta la version completa de Trk1 o la version truncada a la
que le faltan los Gltimos 35 aminoacidos (Trk1A35). Las cepas se crecieron hasta fase logaritmica en medio
minimo suplementado con potasio, y luego fueron transferidas a medio minimo sin suplemento de potasio. Se
recogieron las muestras en los tiempos indicados, y se analizaron las cantidades de Trk1 (panel superior) y
Pma1 (panel central) por andlisis Western. La membrana tefiida con PonceauS se muestra como control de
carga de proteinas (PonS).

6. Andlisis de la estabilidad de otros transportadores de la membrana

plasmatica en células que expresan la version truncada de Trk1.

Puesto que la version truncada de Trk1 parece activa en el mutante hal4halb,
puede ser utilizada como un sistema experimental para empezar a distinguir entre las
contribuciones del potasio y de las quinasas Hal4 y Hal5 en la estabilidad de los

transportadores de nutrientes. El siguiente paso fue el analisis de la localizacién de los
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transportadores Can1, Hxt1 y Fur4 en mutantes hal4hal5 que expresan la version silvestre de
TRK1 o la version truncada, y por tanto, mas estable (Trk1A35) por anélisis Western (Figura
426 - A). En estos experimentos se observd un defecto similar en la localizacién o
estabilidad de estos transportadores después de quitar el suplemento de potasio del medio
en cepas expresando la versidn truncada Trk1A35 y cepas que expresan la version silvestre
Trk1. Este resultado sugiere que Hal4 y Hal5 pueden estar influenciando la localizacion y/o
estabilidad de los transportadores independientemente de Trk1. En los casos de Fur4 y Can1
se observd un marcado descenso en la cantidad de proteina presente en la membrana
plasmatica después de 2 horas de incubacién en medio minimo sin suplemento de potasio.
En el caso de Hxt1, la cantidad de proteina presente en la membrana plasmatica disminuye,
mientras que los productos aparentes de degradacion de esta proteina aumentan sus
niveles. Para confirmar esta interpretacion se analiz6 la cantidad de GFP libre presente en la
fraccion soluble. Como era de esperar, la cantidad de proteina Hxt1-GFP disminuye en la
fraccion insoluble y la cantidad de GFP libre aumenta en la fraccién soluble, lo que podria
corresponder a la sefial que se habia observado en el interior de la vacuola en los

experimentos de microscopia (Figura 4.26 — B).
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FIG. 4.26. Localizacién subcelular de los transportadores / permeasas de nutrientes en el mutante fa/4hal5
expresando las versiones silvestre y truncada de 7RA7. (A) Las cepas mutantes Aa/4hal5 (fondo genético
W303) que expresan las fusiones de proteinas de las versiones de Trk1 que se indican fueron crecidas hasta
fase logaritmica en medio minimo suplementado con potasio y luego se incubaron en medio suplementado con
potasio o medio sin suplemento de potasio durante 2 horas. Las muestras se procesaron para el andlisis
Western como se ha descrito en Materiales y Métodos y se analizé la cantidad de Fur4-GFP (panel izquierdo),
Can1-GFP (panel central) o Hxt1-GFP (panel derecho). En el caso de Hxt1, la aparicion de GFP libre en la
fraccion soluble también fue analizada [GFP (soluble)]. Se muestran las membranas tefiidas con PonceauS
(PonS) o la cantidad de Pma1 como control de carga de proteina. (B) Las cepas mutantes Aa/4hal5 que

expresan las proteinas indicadas se crecieron como se describe para el panel A, y se generaron imagenes
microscopicas. Se han mostrado las microfotografias mas representativas.

Para investigar la posibilidad de que el mutante hal4hald5 mostrara una toma
reducida de otros nutrientes ademés del potasio, se ensayo el crecimiento de la cepa
hal4hal5 en medio minimo suplementado con 0,1 M KCI y con un exceso (300 ug/ml) o
cantidades limitantes (1,2 pg/ml) de uracilo. Como se puede observar en la figura 4.27 - A,

Unicamente el mutante hal4hal5 no es capaz de crecer con cantidades limitantes de uracilo,
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lo que sugiere que la toma de uracilo de alta afinidad es defectiva en este mutante. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por microscopia confocal, donde se habia visto una
localizacion defectiva del transportador Fur4 en el mutante hal4hal5 pero no en el mutante
trk1trk2, incluso en medio suplementado con potasio. Ademas se ha observado que la
expresion de la versién truncada de Trk1 no mejora el crecimiento en estas condiciones,
como era de esperar de acuerdo con los analisis Western de la estabilidad de Fur4 (Figura
4.22).

Excess Uracil  Limiting Uracil

trict tric2
YCp
hal4 hals YCp-TRK1

YCp-TRK1A35

C +KCI

YCp-TRP1 [t
YCp-URA3+YCp-TRPT [k

FIG. 4.27. Requisitos para el crecimiento del mutante Aa/4hal5. (A) Las cepas indicadas se crecieron hasta
saturacion en medio minimo suplementado con potasio, se diluyeron en serie y se depositaron en placas de
medio minimo suplementadas con 0,1 M KCl'y 300 pg/ml (exceso) o 1,2 pg/ml (limitante) de uracilo. Se midié el
crecimiento después de 48-72 horas. WT indica la cepa silvestre. (B). La cepa /a/4hal5 se transformé con los
plasmidos indicados, se creci6 hasta saturacién en medio minimo suplementado con potasio, y unas diluciones
seriadas se depositaron en placas de medio minimo con uracilo, triptéfano y adenina (para complementar las
auxotrofias de las cepas no transformadas o transformadas sélo con uno de los plasmidos) y sin (-) o con
(+KCl) 0,1 M KC. Se midi6 el crecimiento después de 72-96 horas de incubacion a 28 °C.
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Estos resultados, que sugieren que los defectos en la toma de nutrientes pueden
contribuir al fenotipo de crecimiento lento del mutante hal4halb, se han corroborado
complementando las rutas de biosintesis de uracilo y triptéfano con plasmidos centroméricos.
Si estos transportadores de nutrientes son menos estables en el mutante hal4halb, como se
ha visto por microscopia, la complementacién de las rutas biosintéticas debe mejorar el
crecimiento de este mutante en medio minimo sin suplemento de potasio. Como se puede
ver en la figura 4.27 - B, después de 5 dias de crecimiento se produjo una ligera mejora del
crecimiento del mutante hal4hal5 transformado con los pldsmidos que complementan las
rutas biosintéticas de uracilo y triptéfano en comparacion con las cepas control, que solo
llevaban uno o no llevaban ninguno de los dos pldsmidos. Es importante resaltar que estos
experimentos se llevaron a cabo con presencia en el medio de uracilo y triptéfano, lo que
sugiere que el mutante haldhal es defectivo en la toma de uracilo y triptéfano del medio

externo.
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Discusion

Discusion de los resultados obtenidos

Hay distintas evidencias previas que sugieren que las proteinas quinasas Hal4 y
Hal5 son efectores positivos necesarios para el funcionamiento normal del sistema de
transporte de potasio TRK. Se ha observado que el mutante hal4hal5 no crece en medio con
niveles bajos de potasio, y que tiene niveles mas bajos de toma de rubidio que la cepa
silvestre, proximos a los del mutante frk7trk2. Por otra parte, también se ha visto que la
sobre-expresion de HAL4 y HALS solo confiere tolerancia a sodio y a litio en células que

expresan los transportadores de potasio Trk1y Trk2 (Mulet et al., 1999).

Como se ha descrito en apartados anteriores, se ha tratado de estudiar la
interaccion directa entre las proteinas quinasas Hald y Hal5 y el sistema de transporte de
potasio TRK utilizando varias aproximaciones experimentales, pero sin obtener ningln

resultado concluyente.

Ante la dificultad de identificar algin tipo de interaccion entre las proteinas
quinasas Hald y Hal5 con el sistema de transporte de potasio TRK se inici6 un andlisis
exhaustivo de los distintos fenotipos del mutante hal4hal5. Con este abordaje se pretende

caracterizar el modo de interaccion entre el sistema TRK 'y Hal4 y Hal5.

En primer lugar se ha realizado un estudio de los niveles intracelulares de potasio
del mutante hal4hal5. Las medidas de las concentraciones intracelulares de potasio, han
demostrado que, en medio rico, la concentracion intracelular de potasio es menor en el
mutante hal4hal5 que en la cepa silvestre (165 £ 23 mM vs. 249 £ 29 mM), como era de
esperar de acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de toma de rubidio
(analogo del potasio) que se han descrito para este mutante. En medio minimo
suplementado con 0.2 M KCI, las concentraciones intracelulares de potasio son
practicamente idénticas en ambas cepas (162 + 18 mM vs. 161 + 11 mM). Probablemente
este resultado se debe a que, con concentraciones tan altas de potasio en el medio, la toma
a través del sistema TRK no es tan importante, y la mayor parte del transporte de potasio se

esta produciendo a través de sistemas de baja afinidad. Después de 2 horas de incubacién
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en medio sin suplemento de potasio, en la cepa silvestre la concentracién intracelular de
potasio solo sufre un ligero descenso (136 = 7 mM vs. 161 + 11 mM), mientras que en el
mutante hal4hal5 cae de forma considerable (92 + 8 mM vs. 162 + 18 mM), poniendo de
nuevo de manifiesto el problema que tiene este mutante con la toma de potasio de alta
afinidad.

En los ensayos de crecimiento en medio liquido se ha observado que, aunque el
hecho de suplementar el medio con potasio mejora el crecimiento del mutante hal4hal5 en
todas las condiciones estudiadas, no es suficiente para igualar los niveles de crecimiento del
mutante a los de la cepa silvestre, lo que nos sugiere que el mutante hal4halb tiene otros

problemas adicionales aparte de los derivados de la falta de potasio.

Se ha descrito que el mutante hal4hal5 sufre una hiperpolarizacién de la membrana
plasmatica que le hace mas sensible a cationes toxicos (Mulet et al., 1999). Probablemente
esta menor concentracion intracelular de potasio sea la causa de la hiperpolarizacién de la

membrana plasmética del mutante hal4hal5.

Ademas de los efectos descritos sobre el potencial de membrana, las alteraciones
en el transporte de potasio pueden afectar al pH intracelular debido a la necesidad de
mantener la neutralidad eléctrica en las células. En el mutante ppz1ppz2 se han encontrado
evidencias de esta correlacion entre concentracion intracelular de potasio y pH citosélico. En
este mutante, donde la concentracién interna de potasio es mas alta que la de la cepa
silvestre, se ha observado una alcalinizacion del citosol, presumiblemente causada por el
menor acumulo de protones requerido para mantener la neutralidad eléctrica (Yenush et al.,
2002). En el mutante hal4halb, sin embargo, esta correlacion entre concentracion intracelular
de potasio y pH no es tan evidente. Sorprendentemente, en medio minimo suplementado con
potasio, donde la concentracion intracelular de potasio del mutante hal4hal5 es muy similar a
la de la cepa silvestre, el pH citosolico del mutante es en torno a 0.3 unidades mas bajo que
en la cepa silvestre. Esta acidificacion es aproximadamente la misma que se observa
después de 2 horas de incubacion en medio sin suplemento de potasio, donde las

diferencias en la concentracion intracelular de potasio entre ambas cepas si son importantes.
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Ademas, también se midié el pH citosdlico en células del mutante hal4halb
expresando la version truncada de TRK1, TRK1A35, que es mas estable en la membrana
plasmatica, y mejora los niveles de toma de rubidio hasta casi igualarlos con los de la cepa
silvestre. Se ha comprobado que no existen diferencias significativas entre el pH interno de
células del mutante hal4hal5 que expresan esta version truncada de TRKT, y células que
expresan la version silvestre de TRK1. Todos estos resultados sugieren que los bajos niveles
intracelulares de potasio no son la Unica causa de la acidificacién interna que se ha

observado en el mutante hal4hal5.

En las células de levadura, se ha descrito que la toma de aminoacidos depende del
gradiente de protones (Vallejo y Serrano, 1989). De acuerdo con este planteamiento, el
mutante hal4hal5, que tiene un pH interno mas bajo que el silvestre, deberia tener mas
dificultad para tomar aminoacidos del medio. Se ha observado que el mutante hal4halb
presenta un defecto en la toma de leucina y metionina. También se ha visto que el mutante
presenta una mejoria en su crecimiento al complementar las rutas biosintéticas de uracilo y

triptéfano, lo que sugiere un defecto general en la toma de nutrientes.

Esta observacion estad apoyada por la mayor activacion de la ruta GCN (General
Control of Nutrients) que se ha observado en este mutante. Se han publicado varios trabajos
que relacionan la actividad de esta ruta con la homeostasis de iones. Se ha descrito que el
estrés por altas concentraciones de sodio (1.25 M), pero no el estrés por atas
concentraciones de potasio (1.25 M) produce un aumento en la actividad de la ruta GCN, a
pesar de que en ambos casos se observd una reduccion en la toma de aminoacidos
(Goossens et al., 2001). En otro estudio se ha descrito que no sélo un exceso de sodio en el
medio es capaz de activar la ruta GCN, sino que un ayuno de potasio tiene los mismos
efectos (Narasimhan et al., 2004). Uno de los efectos del estrés por sodio es la disminucién
de la concentracion intracelular de potasio, por lo que parece, que en todas estas
condiciones, el ayuno de potasio podria ser el responsable de la activacién de la ruta GCN.
Este planteamiento estd de acuerdo con las observaciones que se han realizado en el

mutante hal4hal5, en el que los bajos niveles intracelulares de potasio coinciden con una
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mayor activaciéon de la ruta GCN, aunque se desconoce la relevancia fisioldgica que este

hecho pueda tener.

La menor concentracion intracelular de potasio del mutante hal4hal5, aunque
probablemente contribuye a la activacién de la ruta GCN, parece no ser la Unica causa. En el
mutante trk1trk2, donde no hay toma de potasio mediada por el sistema TRK, los niveles de
activacion de esta ruta son significativamente menores que en el mutante hal4hal5, lo que
sugiere que debe haber otros factores, independientes del defecto en la toma de potasio, que

también contribuyan a la activacion de la ruta GCN en el mutante hal4hal5.

Como abordaje adicional para el estudio de los distintos fenotipos del mutante
hal4hal5 se ha llevado a cabo un andlisis en profundidad de su transcriptoma. Se han
comparado los perfiles de transcripcién de la cepa silvestre y del mutante hal4hal5 en dos
fondos genéticos distintos, el W303 y el BY4741.

En todos los experimentos realizados se ha observado que en el mutante hal4halb
se produce un mayor acimulo de mensajeros de genes relacionados con el metabolismo
energético y con la biosintesis de metionina que en la cepa silvestre. En este trabajo se ha
comprobado que el mutante hal4hal5 presenta, en comparacion con la cepa silvestre, bajos
niveles de toma de metionina. Probablemente, estos bajos niveles de toma justifican el
aumento en la transcripcion de los genes relacionados con la biosintesis de metionina, como
medida para compensar el posible déficit de este aminoacido originado por los problemas en

el transporte.

Se ha observado también en el mutante hal4hal5 una mayor acumulacién de
mensajeros relacionados con el metabolismo energético. Mas concretamente, se ha
encontrado una sobre-representacion de mensajeros relacionados con la biosintesis de ATP,
el metabolismo aerdbio y el transporte de electrones. El hecho de que haya més mensajeros
de genes relacionados con estas categorias funcionales en el mutante hal/4hal5 podria estar
reflejando alguna alteracion en los niveles de metabolismo aerébio y/o en la morfologia de

las mitocondrias en este mutante. Se ha observado que no hay diferencias a nivel
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morfolégico entre las mitocondrias de la cepa silvestre y el mutante hal4hal5. Sin embargo,
los niveles de actividad de la succinato-deshidrogenasa (SDH) son mucho mas altos en el
mutante que en la cepa silvestre, lo que podria estar reflejando un desplazamiento del

metabolismo energético hacia la respiracion.

Por otra parte, hay dos grupos de genes que se acumulan en mayor proporcién en
el mutante hal4hal5 que en la cepa silvestre, pero so6lo en uno de los dos fondos genéticos
estudiados, el W303. En este fondo genético, en el mutante hal4hal5 también se acumulan
mas mensajeros relacionados con las categorias funcionales de metabolismo de
carbohidratos y respuesta a estrés que en la cepa silvestre. La mayor acumulaciéon de
mensajeros relacionados con el metabolismo de carbohidratos podria ser el reflejo de un
estado de ayuno mas generalizado en el mutante hal4hal5. Ya se ha descrito como este
mutante presenta dificultades en la toma de varios aminoacidos del medio. Podria estar
teniendo también dificultades en la toma de otros nutrientes, como azlcares, y como
consecuencia de ello se estaria produciendo un aumento en la expresién de los genes
relacionados con el metabolismo de carbohidratos para optimizar su utilizacion por parte de
la célula. La otra categoria funcional que aparece sobre-representada entre los mensajeros
que se acumulan en el mutante hal4hal5 en el fondo genético W303 es la de respuesta a
estrés. Como se ha descrito anteriormente, el mutante hal4halb, en las condiciones en que
se ha llevado a cabo el andlisis transcriptomico, tiene una concentracién intracelular de
potasio considerablemente mas baja que la de la cepa silvestre, lo que probablemente le
esté causando estrés osmatico. Para confirmar esta hipotesis se realizaron anélisis Western
que reflejaron niveles mas altos de fosforilacién de la proteina Hog1 en el mutante hal4hal5
que en la cepa silvestre (datos no mostrados). Probablemente, el estrés osmético del
mutante hal4hal5 es percibido por osmosensores en la membrana plasmatica, que activan la
ruta HOG (High Osmolarity Glycerol). La activacién de esta ruta finalmente conduce a
aumentar los niveles de transcripcion de genes relacionados con la respuesta a estrés a
través de los factores de transcripcion Msn2 y Msn4. El hecho de que este tipo de respuesta
a estrés solo haya aparecido en el fondo genético W303 y no en el BY4741 probablemente
sea debido a que el fondo genético W303 es mucho mas sensible a cualquier tipo de estrés
que el BY4741.
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El andlisis transcriptomico también ha revelado que en el mutante hal4hal5 los
mensajeros relacionados con las categorias funcionales de biosintesis de adenina y
metabolismo de aminoacidos estan presentes en menor proporcion que en la cepa silvestre.
Probablemente, como medida de ahorro energético, en las células del mutante se esta
produciendo una represion los genes relacionados con la biosintesis de adenina. Podria ser
que estuviera sucediendo también algo parecido con los genes responsables del catabolismo
de aminoacidos. La mayor parte de los genes que se han seleccionado como reprimidos en
el mutante hal4hal5 relacionados con el metabolismo de aminoacidos son genes catabdlicos,
como CHA1, ASP1, ARO9 y ARO10, GCV2 y GCV3, o CDC60. Probablemente, ante las
dificultades que tiene el mutante para tomar aminoacidos del medio se esté produciendo una
represion del catabolismo de aminoacidos, como medida para lograr un mejor

aprovechamiento de los nutrientes disponibles.

Todos estos datos apuntan hacia la posibilidad de que el mutante hal4hal5 este
sufriendo un ayuno mas generalizado, y que su Unico problema no sea los bajos niveles
intracelulares de potasio ocasionados por la baja actividad del sistema de transporte de

potasio de alta afinidad TRK.

A lo largo de la segunda parte de este trabajo se ha descrito el papel que
desempefian las quinasas Hal4 y Hal5 en la regulacién de la estabilidad de distintos
transportadores de la membrana plasmatica. El transportador de potasio de alta afinidad Trk1
se degrada rapidamente en la cepa mutante hal4hal5 después de quitar el suplemento de
potasio afiadido al medio de crecimiento. Por el contrario, la sobre-expresion del gen HALS
produce una mayor acumulacion de la proteina Trk1 en la membrana plasmatica. Estos
resultados explican tanto la dependencia de potasio observada en el mutante hal4hal5 como

el mecanismo por medio del cual la sobre-expresién de HALS produce tolerancia a salinidad.
Se ha visto también que a pesar de que el mutante hal4hal5 no presenta ningun

defecto a nivel estructural en la membrana plasmatica durante el ayuno de potasio, ya que se

ha visto que la localizacién de la proteina estructural Sur7 es completamente normal en estas
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condiciones, la estabilidad de otras proteinas transportadoras de la membrana plasmatica

presentan deslocalizaciones similares a las observadas para Trk1.

Todos estos datos sugieren que las quinasas Hal4 y Hal5 podrian estar
desempefiando una funcion analoga a la que se ha propuesto para otra quinasa de la misma
familia, Npr1 (De Craene et al., 2001). Sin embargo, las condiciones fisiologicas en las
cuales son importantes estas quinasas parecen ser diferentes. Las quinasas Hal4 y Hal5 son
necesarias para el crecimiento en medio con amonio como fuente de nitrégeno vy
concentraciones fisiolégicas de potasio, mientras que la actividad de la quinasa Npr1 es
importante durante el ayuno de nitrdgeno. Muchas otras proteinas de la membrana
plasmatica son dirigidas hacia la vacuola para su degradacion por un mecanismo
dependiente de ubiquitinacion. En todos estos casos estan implicados el ayuno de nitrégeno,
el tratamiento con rapamicina o la regulacién negativa mediada por sustratos (Horak, 2003).
En este trabajo presentamos pruebas de que las quinasas Hal4 y Hal5 estan implicadas en la
modulacién del trafico de varias proteinas transportadoras de la membrana plasmatica en

condiciones estandar de crecimiento.

Hay evidencias genéticas que sugieren una compleja regulacion del transportador
de potasio Trk1. Trabajos de distintos grupos han identificado proteinas quinasas, como
Hal4, Hal5 y Sky1 (Mulet et al., 1999) (Forment et al., 2002), proteinas fosfatasas, como
Ppz1, Ppz2 y calcineurina (Yenush et al., 2005) (Mendoza et al., 1994), proteinas G, como
Arl1 (Munson et al., 2004), proteinas transportadoras de iones, como Nha1 (Banuelos et al.,
2002), y proteinas de funcion desconocida, como Hal1 (Rios et al., 1997), que participan en
la regulacion del transporte de potasio a través de Trk1. Sin embargo, en la mayoria de los

casos, el mecanismo de regulacion es desconocido.

Se ha descrito anteriormente que la inactivacion de los dos genes que codifican las
proteinas fosfatasas Ppz1y Ppz2 aumenta los niveles de fosforilacion de Trk1 y produce una
acumulacion de potasio en las células. Sin embargo, la estabilidad y/o la localizacién
subcelular de la proteina Trk1 no se ve afectada en la cepa mutante ppz7ppz2 (Yenush et
al., 2005).
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De forma parecida, no se observan efectos importantes en los niveles o en la
localizacion subcelular de la fusion Trk1-GFP en cepas mutantes para los genes SKY7,
CNB1, ARL1, NHA1, HAL1, HOG1, BUL1 o BUL2 (datos no mostrados). Se probd el efecto
de la mutacion de HOG? en base a trabajos previos que relacionan este gen con la
regulacion de transportadores de iones, como Nha1 y Tok1, en condiciones de estrés
osmotico (Proft y Struhl, 2004). Los genes BUL1 y BULZ2 codifican proteinas que forman
parte del complejo Rsp5 E3-ubiquitin ligasa, y que se ha propuesto que actuan como

enzimas E4, importantes para la multi-ubiquitinacion de sustratos especificos (Hoppe, 2005).

La ubiquitinacién mediada por Rsp5 se ha descrito como un paso clave en la
regulacion del trafico intracelular de muchas proteinas de la membrana plasmatica, como la
permeasa de aminoacidos Gap1 (Soetens et al., 2001). Nuestros resultados indican que la
llegada y/o la estabilidad del transportador de potasio Trk1 en la membrana plasmaética
parece estar regulada por Rsp5, aunque en la direccién opuesta a la observada en el caso
de Gap1. La cantidad de Trk1 presente en la membrana plasmatica en cepas mutantes
hal4halb con niveles de expresion de RSP5 reducidos (hal4hal5npit) es considerablemente
menor. Ademas, se ha observado que la reduccién en los niveles de expresion de RSP, que
conduce a la estabilizacion de algunos transportadores de la membrana plasmatica, no
mejora los defectos de crecimiento observados en la cepa mutante hal4hal5. Sin embargo,
debido al bajo nivel de crecimiento de esta cepa, no se puede descartar que estos efectos
sean artefactos, y seria conveniente incluir nuevos experimentos, como por ejemplo estudios
de la estabilidad de Gap1 en el triple mutante hal4hal5npi1, para definir mejor la relacién

existente entre Rsp5 y Trk1.

En este trabajo también se ha descrito que hay una serie de transportadores de la
membrana plasmatica, como Can1 (permeasa de arginina), Fur4 (permeasa de uracilo),
Gap1 (permeasa de aminoacidos) y Hxt1 (permeasa de glucosa de baja afinidad), que
también estan deslocalizados en el mutante hal4hal5 en medios con concentraciones bajas
de potasio. El hecho de que en el mutante hal4hald haya varios transportadores de
nutrientes que no son estables en la membrana plasmatica puede ser la causa que explique

todos los fenotipos de ayuno observado, y que quizas no se pueden explicar soélo por las
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bajas concentraciones intracelulares de potasio originadas por los bajos niveles de actividad

del sistema TRK en este mutante.

La deslocalizacién de la permeasa de glucosa de baja afinidad Hxt1 podria ayudar
a interpretar el aumento del metabolismo aerébico que parece que esta teniendo lugar en el
mutante hal4hal5. Si este mutante tiene problemas en mantener los transportadores de
glucosa estables en la membrana plasmatica, posiblemente tendra también una
concentracion intracelular de glucosa mas baja. Al bajar las concentraciones de glucosa en el
citosol, habra una menor represion de determinados genes implicados en el metabolismo
aerobico (Tabla 4.11), lo que aumentaria los niveles de actividad respiratoria en el mutante.
Se ha comprobado en el andlisis transcriptomico, y se ha confirmado también mediante
varios analisis Northern, que el mutante hal4hal5 acumula mayor cantidad de mensajeros de
genes relacionados con la respiracion que la cepa silvestre. Estos resultados parecen
confirmar la hipétesis de que se esta produciendo una menor represion del metabolismo
aerdbico en el mutante que en la cepa silvestre. Por otra parte, las medidas de actividad
succinato-deshidrogenasa, muy superior en el mutante, también parecen confirmar esta
hipotesis. Ademas se han realizado, en colaboracién con Dolores Bernal, de la Universidad
de Valencia, una serie de medidas, tanto de producciéon de CO2 como de consumo de
glucosa, durante el crecimiento en ambas cepas, y se ha comprobado que tanto la
produccién de CO2 como el consumo de glucosa son menores en el mutante hal4hal5 que en

la cepa silvestre (Bernal, D., Yenush, L. y Pérez-Valle, J., datos no mostrados).

Todos los fenotipos que se han descrito para el mutante hal4hal5 a lo largo de este
trabajo parecen estar causados tanto por la mutacién de las dos quinasas como por los bajos
niveles intracelulares de potasio de este mutante. Como una primera aproximacién para
averiguar cuales de estos fenotipos dependen de los niveles de potasio, y cuales estan
causados directamente por la mutacion de Hal4 y Hal5, se realizaron una serie de

experimentos con una version truncada de Trk1 que carece de los Ultimos 35 aminoacidos.

Los trabajos realizados con la version truncada de TRKT, parecen indicar que los

ultimos 35 amino&cidos de esta proteina participan de alguna forma en su regulacién. Los
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ultimos 35 aminoé&cidos de Trk1 contienen 10 sitios potenciales de fosforilacién (S o T), y 5
residuos de lisina que pueden ser ubiquitinados para regular su llegada a la membrana
plasmatica o su degradacion en la vacuola. Habria que llevar a cabo una mutagénesis en
detalle de esta regién para identificar los residuos concretos implicados en la regulacion de
Trk1.

Nuestro modelo para explicar los resultados observados sostiene que los ultimos
35 aminoécidos contienen secuencias de regulacion implicadas en el trafico o el reciclaje del
transportador, y que si son eliminadas, se produce una rotura del equilibrio a favor de su
acumulacion en la membrana plasmatica. Este modelo sugiere que la regulaciéon de la
actividad del transportador tiene un papel menos importante, y que las quinasas Hal4 y Hal,
o los niveles altos de potasio, no son necesarios para la activacion del transportador per se,
sino para mantener los niveles de Trk1 en la membrana plasmética, posiblemente impidiendo
modificaciones post-traduccionales como la ubiquitinacién, que normalmente conduce a la
degradacion de la proteina en la vacuola. La estabilidad y la actividad de esta versién
truncada del transportador Trk1 en el mutante hal4halb, y la mejora en la estabilidad en la

membrana plasmética de Trk1 con la sobre-expresion de HALS apoyan este modelo.

Por otra parte, en este trabajo se ha descrito que la desestabilizacion de Trk1 y
Can1 en la membrana plasmética en el mutante hal4hal5 no se observa en medios
suplementados con altas concentraciones de potasio, mientras que Fur4, Gap1, y en menor
medida Hxt1, no se acumulan en la membrana plasmatica del mutante hal4hal5 ni aunque se
suplemente el medio con potasio. Estos datos apuntan hacia la existencia de un nuevo tipo
de regulacion, de al menos un grupo de transportadores de nutrientes, en el que participan
tanto las quinasas Hal4 y Hal5 como los niveles intracelulares de potasio. Sin embargo,
hasta que se puedan esclarecer los detalles moleculares de esta regulacion, no se puede

descartar un efecto indirecto, relacionado con estrés en el caso de Fur4 por ejemplo.
El andlisis que se ha llevado a cabo de la estabilidad y de la actividad de la versién

truncada de Trk1 puede aportar informacion acerca de este nuevo mecanismo de regulacion.

Se ha observado que, a pesar de su mayor estabilidad y actividad de toma de potasio en
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ausencia de Hal4 y Hal5, la expresion de esta version truncada de Trk1 no es capaz de
restaurar muchos de los defectos observados en el mutante hal4hald, incluyendo la
desestabilizacion de los transportadores de nutrientes Fur4, Can1 y Hxt1. Estos resultados
sugieren que, ademas de participar en la regulacién del transportador de potasio Trk1, las
quinasas Hald y Hal5 pueden desempefiar un papel méas general en la regulacién de la

estabilidad y/o el trafico de otros transportadores de nutrientes.

Previamente se habia observado que la fosforilacion in vivo de Trk1 aumenta con
la sobre-expresion de HAL5 (Yenush et al., 2005). Sin embargo, todo parece indicar que
probablemente este aumento se deba a un aumento en los niveles de proteina. No se ha
podido detectar la fosforilacion in vitro de Trk1 por Hal5, por lo que no es posible concluir si la

regulacion de Trk1 por Hal4 y Hal5 se produce de forma directa o indirecta.

Un trabajo reciente demuestra que la proteina quinasa Ptk2, relacionada con las
quinasas Hal4 y Hal5 y presente en fracciones purificadas de la membrana plasmatica, es
capaz de fosforilar in vitro la Ser899 del extremo COOH-terminal de Pma1 expresada en una
fusién con GST (Eraso et al., 2006). En el caso de la regulacion mediada por Npr1 de la
permeasa de aminoacidos de la membrana plasmatica Gap1, o del factor de transcripcién
GIn3, no ha sido posible demostrar la fosforilacion directa. Ademas, en ambos casos, Npr1
no es estrictamente necesaria para la fosforilacion de los substratos (Crespo et al., 2004; De
Craene et al., 2001).

Con respecto a esto, es interesante destacar que las quinasas Hal4 y Hal5 también
parecen tener un papel en la regulacién de la estabilidad de Gap1 en la membrana. Se ha
propuesto que Npr1 es un antagonista de la accion del complejo ubiquitin-ligasa RspS-
Bul1/Bul2 E3/E4 en el caso de la translocacién al nicleo de GIn3, pero no se conoce el
mecanismo molecular por medio del cual sucede esto (Crespo et al., 2004). Se sabe que
Gap1 esta regulada por el mismo complejo, por lo que también en este caso Npr1 puede
estar influenciando la actividad del complejo Rsp5-Bul1/Bul2. Otros dos transportadores de
nutrientes que se han descrito en este trabajo como desestabilizados en el mutante hal4hal5,

Furd y Can1, también pueden ser ubiquitinados de una forma dependiente de Rsp5, aunque

1
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no se ha descrito que en estos casos participen también Bul1 y Bul2. Se ha observado un
descenso en la cantidad de Trk1 presente en la membrana plasmatica en el mutante
hal4hal con expresion reducida de RSP5, y que la cantidad de transportador presente en la
membrana disminuye ligeramente durante el ayuno de potasio. Por tanto, parece que la
ubiquitinacion dependiente de Rsp5 puede estar también influenciando la estabilidad en la

membrana plasmatica de este transportador.

Se ha intentado encontrar alguna evidencia de interaccion directa entre las
quinasas Hal4 y Hal5 y el sistema de transporte de potasio Trk1, pero hasta el momento no
se ha obtenido ningun resultado positivo. También se ha intentado demostrar la interaccién
entre Hal4 y Hal5 con la ubiquitin-ligasa Rsp5, pero tampoco en este caso se han obtenido

resultados favorables.

Se intentd también encontrar interacciones entre Hal4 y Hal5 y otras proteinas
mediante aproximaciones genéticas. Se ensayo la tolerancia a sal mediada por la sobre-
expresion de HAL4 o HALS en varios mutantes. Nuestra hipétesis fue que, igual que se ha
descrito en el caso del mutante frk1rk2, al sobre-expresar las quinasas en una cepa que
carece del gen que codifica un posible sustrato, no se observaria el fenotipo de
halotolerancia (Mulet et al., 1999). Las proteinas Rvs161, Rvs167, Sac6, Lsp1, Inp52, Stt4 y
Pil1 se seleccionaron como candidatos ya que se ha descrito que interaccionan fisicamente

con Hald (SGD project. "Saccharomyces Genome Database" http://www.yeastgenome.org/,

2008). La proteina Bre1 fue seleccionada como un posible candidato porque se ha descrito

su interaccion fisica con Hal5 (SGD project. "Saccharomyces Genome Database

http://www.yeastgenome.org/, 2008). Las proteinas Vps2, Vps4, Vps20, Vps22, Vps23,

Vips37, Snf7 y End3 participan en la internalizacién de algunas proteinas de la membrana
plasmética, y se seleccionaron como posibles candidatos a interaccionar con las quinasas
Hal4 y Hal5 ya que se ha publicado que las cepas mutantes en los genes que codifican estas
proteinas muestran sensibilidad a LiCl (Bowers et al., 2004). Esta sensibilidad a litio podria
deberse a un menor contenido intracelular de potasio. La proteina quinasa Hog1 se
seleccion6 como posible candidata a interaccionar con Hal4 y Hal5, ya que se ha descrito

que en Schizosaccharomyces pombe, la proteina ortdloga de Hog1 interacciona con la
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proteina quinasa Hal4 (Wang et al., 2005). La proteina Cnb1 se selecciond porque parece
que regula a Hal5 en respuesta al estrés osmético (J. Ramos, J. Arifio y L. Yenush, datos no
mostrados). Sin embargo, no se han encontrado indicios de interaccion genética entre Hal4 y
Hal5 con ninguna de estas proteinas; la sobre-expresion de las quinasas aporto tolerancia a

LiCl en todos los mutantes analizados (datos no mostrados).

A pesar de no haber encontrado ninguna diana molecular para las proteinas Hal4 y
Hal5, a lo largo de este trabajo se ha logrado identificar el mecanismo por medio del cual
estas quinasas regulan el transportador de potasio Trk1. Hal4 y Hal5 no son necesarias para
la activacién del transportador per se, sino para mantener los niveles de Trk1 en la
membrana plasmatica. En el futuro se trabajard en la identificacién de los residuos
especificos implicados en esta regulacion. Se ha comprobado que la actividad de Hal4 y
Hal5 influye la estabilidad de otros transportadores de nutrientes, lo que pone de manifiesto
una visién mas general de la funcién de estas quinasas. Los experimentos que se realicen a
partir de ahora deben determinar si las quinasas Hal4 y Hal5 actlan fosforilando
directamente las proteinas transportadoras de la membrana plasmatica, o si por el contrario
realizan su funcién de forma indirecta, por ejemplo, antagonizando un complejo de ubiquitin-

ligasas, como se ha descrito para Npr1.
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Conclusiones

Las conclusiones a las que se ha llegado en la realizacion de este trabajo se

exponen a continuacion:

1. La concentracidn intracelular de potasio y el pH citosélico son menores en el

mutante hal4halb que en la cepa silvestre.

2. El mutante hal4hal5 acumula mayores niveles de RNAm relacionados con las
categorias funcionales de metabolismo energético y biosintesis de metionina
que la cepa silvestre. En este mismo mutante se produce un menor actimulo
de RNAm relacionados con las categorias funcionales de biosintesis de

adenina y metabolismo de aminoé&cidos.

3. El'mutante hal4hal5 presenta menores niveles de toma de leucina y metionina
que la cepa silvestre. Este mutante también presenta una mejoria en su
crecimiento al complementar las rutas biosintéticas de uracilo y triptéfano, lo
que sugiere un defecto mas general en la toma de nutrientes. Esta
observacion esta apoyada por la mayor activacion de la ruta GCN (General

Control of Nutrients) que se ha observado en este mutante.

4. El mutante haldhald presenta niveles més altos de actividad succinato
deshidrogenasa (SDH) que la cepa silvestre, lo que probablemente refleja un

aumento del metabolismo aerobico.

5. En el mutante hal4hal5, en medio no suplementado con potasio, la cantidad
de Trk1 presente en la membrana plasmatica disminuye, y se produce un

acumulo de sefial (GFP) en el lumen de la vacuola.
6. La deslocalizacidn del transportador de potasio Trk1 en el mutante hal4hal5

no se debe a cambios en la fuerza osmética producidos por la ausencia de
KCl.
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La sobreexpresion de HALS produce la acumulacion de Trk1 en la membrana

plasmatica.

La deleccion de los Ultimos 35 aminoacidos de Trk1 da lugar a una version de
Trk1 estable en la membrana plasmatica incluso en ausencia de HAL4 y
HALS. La expresion de esta version truncada de Trk1 rescata la sensibilidad a
litio y a pH acido, probablemente restituyendo la toma de potasio (rubidio) de

alta afinidad.

En los casos de la permeasa de arginina Can1, la permeasa de uracilo Fur4,
el transportador de glucosa Hxt1 y la permeasa de aminoacidos Gap1 también
se observa una menor cantidad de proteina presente en la membrana
plasmatica en el mutante hal4hal5, estableciendo un mecanismo probable

para los fenotipos de ayuno que se han descrito anteriormente.
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EXPERIMENTO MICROARRAYS WT vs. hal4hal5 en YPD pH 4.5 (Fondo genético W303)

GENES INDUCIDOS

Gene ID Gen name Score(d) Numerator(r)  Denominator(s+s0)  g-value(%)
YGL121C 11,68301581 4,8115 0,411837156 0
YBRO72W HSP26 11,80679953 4,5305 0,383719567 0
YER150W SPI1 12,04824337 4,396 0,364866468 0
YFLO14W HSP12 15,69223564 4,286 0,273128705 0
YIR0O19C MUC1 5214570623  3,8933125 0,746621876 0
YFLO15C 8,257735533 3,759 0,455209541 0
YPL28OW 5,352534701 3,72525 0,695978673 0
YMR175W SIP18 5,220303366 3,35825 0,643305525 0
YGR043C 11,45686954 3,1615 0,27594798 0
YOLO53C-a 7,646051211 3,14475 0,411290732 0
YPL187W MFat 9,688313023 3,139375 0,324037321 0
YGL166W CuP2 5,623895747 2,91275 0,517923897 0
YCRO05C ar2 15,72943862 2,8585 0,181729308 0
YLRO92W SuL2 8,624397682 2,8145 0,32634163 0
YMR105C PGM2 10,0457786 2,81375 0,280092775 0
YFLO12W 11,40716723 2,78425 0,244079003 0
YML128C MSC1 13,02778793 2,74825 0,210952927 0
YNL160W YGP1 10,38657987 2,738 0,263609392 0
YIL161W 8,350555773 2,73475 0,327493172 0
YCLOAOW GLK1 10,89515227 2,728 0,250386588 0
YDR216W ADR1 9,528087078 2,721525 0,285631835 0
YKLO26C GPX1 9,23875024 2,716 0,293979156 0
YOR120W GCY1 10,14931813 2,69875 0,265904563 0
YOR289W 9,104499696 2,65025 0,291092327 0
YOR121C 7,988163889 2,5805 0,323040443 0
YMR173W-a 12,08443147 2,5255 0,208987904 0
YBR116C 12,15704717 2,525 0,207698462 0
YBRO54W YRO2 12,40880477 2,5055 0,201913081 0
YMR173W DDR48 10,27671452 2,5045 0,243706293 0
YARO28W 13,72253185 2,44325 0,17804659 0
YPR184W GDBA1 9,838672698 2,43625 0,247619783 0
YIRO17C MET28 8,350418461 2,40425 0,287919703 0
YIR137C ECM17 9,363397304 2,349 0,250870483 0
YMR251W-a HOR7 9,544228181 2,31625 0,242685941 0
YKRO76W ECM4 8,470254748 2,2415 0,264631946 0
YMR250W GAD1 8,743375593 2,197 0,251275949 0
YELO11W GLC3 10,24836437 2,19 0,213692636 0
YBLO78C AUT7 9,163499858 2,1615 0,23588149 0
YJRO10W MET3 10,04385716 2,1575 0,214807914 0
YMR174C PAI3 7,57683867 2,15725 0,28471637 0
YBLO49W 12,5293108 2,13275 0,170220855 0
YFRO53C HXK1 8,871098562 2,125 0,239541922 0
YILO79C PRY1 6,404804543 2,12025 0,331040547 0
YBLO15W ACH1 11,91482794 2,10425 0,17660767 0
YGRO08C STF2 7,320668856 2,09075 0,285595489 0
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YBR169C SSE2
YML100W TSL1
YNL274C

YMRO9OW

YBLO64C

YLR178C TFS1
YBR230C

YOR203W

YKL151C

YDLO14W NOP1
YMR169C ALD3
YOR202W HIS3
YNLO15W PBI2
YDL124W

YOR391C

YBR126C TPS1
YKLOO1C MET14
YPR167C MET16
YFRO30W MET10
YGL156W AMS1
YLR303W MET17
YDL169C UGXx2
YELO60C PRB1
YPL223C GRE1
YBR285W

YGL184C STR3
YMLO54C (YB2
YARO10C

YBR299W MAL32
YERO67W

YIL048C

YML120C NDI1
YDR178W SDH4
YALO61W

YJRO26W

YPL186C UiP4
YMR170C ALD2
YHRO71W PCL5
YDL223C HBT1
YMR153W NUP53
YIL217W

YGR248W SOL4

YKLO97W-A

YMLO40W

YELO41W

YMLO45W

YKLO71W

YKL103C LAP4
YNL200C

YGLO88W

YKROGOW MET1

YMR158W-a

6,509782014
5,734940983
8,354559706
9,965808475
7,054325343
7,22274862
7,03087741

7,059384598
9,059062969
10,19401862
7,455094377
9,298964593
9,206748052
8,54303049%
6,208061694
10,00384336
6,813555964
9,676407355
8,960684866
6,98412379%
6,313565833
6,392462995
8,658709394
7,696802829
5,697495886
5,97989431

8,014921436
3,745576583
6,368562628
7,320158572
8,751762289
7,568783273
5621443393
8,080396978
4,150726783
8,19130444
6,182895932
8,700062514
6,259087606
3,449786301
8,957411934
6,36116048
3,830699332
3,727108262
8,325064563
3,790616858
4,716847924
6,942267321
5,097849777
5,130964984
7,766764599
5,454747135

2,09025
2,0845
2,08025
2,0725
2,065
2,059
2,05525
1,97675
1,96775
1,9465
1,94475
1,94325
1,9405
1,93125
1,931
1,93
1,914
1,90675
1,88525
1,869
1,865
1,8645
1,86325
1,854125
1,854
1,84625
1,82925
1,8285
1,8055
1,7985
1,797
1,78475
1,749
1,74825
1,72325
1,71825
1,6975
1,69225
1,689175
1,68875
1,66025
1,658
1,65225
1,65225
1,6515
1,641
1,6405
1,63475
1,619
1,61425
1,60925
1,60375

0,321093701
0,363473662
0,248995767
0,207961051
0,292728206
0,28507153

0,292317712
0,280017326
0,217213415
0,190945305
0,260861889
0,208974879
0,210769317
0,226061466
0,311047167
0,192925852
0,280910586
0,19705144

0,210391285
0,26760694

0,295395669
0,291671614
0,215187959
0,240895478
0,325406115
0,308742915
0,228230559
0,488175841
0,283501962
0,245691399
0,205330074
0,235804083
0,311130056
0,216356944
0,415168256
0,209765125
0,274547723
0,194510097
0,269875596
0,489523076
0,18534929%
0,260644265
0,431318111
0,443306146
0,19837684

0,43291107

0,347795822
0,235477824
0,317584878
0,314609436
0,207196958
0,294009962
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YMR181C
YMR211W
YDR258C
YOR215C
YKLO93W
YIRO27W
YER158C
YKRO39W
YLLO26W
YiL160C
YILO16W
YBR269C
YDR379C-a
YBR053C
YGLO37C
YHR092C
YHR104W
YMRO081C
YGRO70W
YELO71W
YJL066C
YIL164C
YIRO28W
YLR142W
YOL152W
YMR325W
YILO15C-A
YKL150W
YHRO87W
YBLO48W
YOLO82W
YIRO16W
YELO44W
YBROOGW
YCLO27C-a
YLR345W
YERO98W
YMR199W
YBR117C
YCRO91W
YMRO68W
YJLOO6C
YOLO83W
YKLO85W
YGRO19W
YMR195W
YIL170C
YHR112C
YJRO96W
YMR291W
YNLO55C
YLR438W

DMLA1
HSP78

MBR1

GAP1
HSP104

PNC1
HXT4
GRE3
ISF1
ROM1
DLD3
MPMH1
TPK1

PUTH
FRE7

MCR1

V119

IES6
UGA2

UBP9
CLN1
TKL2
KIN82

(TK2

MDH1
UGAT
ICY1
ASG7

POR1
CAR2

5,771254426
3,36323244
9,547848728
9,183832909
5,495960134
5,606060551
8,071113887
7,842622249
6,737875795
2,945286691
7,327598311
6,41809887
5,743148558
5689169818
5,353597795
6,405899256
5,43078066
5,628698861
8,276520167
8,717137231
7,497411134
8,405007058
4,178213133
6,901755055
6,637265238
5,060984339
5,206895447
5,729899867
4,787997559
5536881243
6,027922237
6,963490714
5,908898892
5,773456478
6,21674829
6,409814459
6,113433649
6,81466734
4,697792268
3,750495028
2,773027534
4,300132029
6,42939432
7,592409742
5,529380037
5,193706153
5,902649117
7,556072731
7,035154322
6,221768894
4,659784693
4,656017998

1,5975
1,58825
1,58425
1,57875
1,56725

1,563
1,55425
1,54875
1,53425

1,5325
1,52525
1,51675

1,514
1,49725
1,49525
1,49275
1,4875

1,482

1,481
1,46025

1,449

1,4455

1,44
1,43525
1,43025
1,43005

1,419425

1,4185

1,4165
1,415625
1,4
1,39475
1,3865
1,383
1,375825
1,37175
1,37175
1,37025

1,346
1,33825
1,3315

1,33

1,325
1,32475
1,3235

1,3205
1,3135
1,3065
1,306
1,297
1,297
1,293

0,276802907
0,472239141
0,16592743
0,171905349
0,285164004
0,278805408
0,192569455
0,197478592
0,227705296
0,520322862
0,208151421
0,236323876
0,263618464
0,26317548
0,279298157
0,233027392
0,27390169
0,263293531
0,178939937
0,167514857
0,193266712
0,171980819
0,344644937
0,207954352
0,215487848
0,282563609
0,272604859
0,247561045
0,295843927
0,255671909
0,232252498
0,200294659
0,234646086
0,239544544
0,221309427
0,214007755
0,224382905
0,201073645
0,286517565
0,356819564
0,480161118
0,309292829
0,206084731
0,17448347
0,239357756
0,254250041
0,222527203
0,172907282
0,18563914
0,208461616
0,27833904
0,277705112
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YOR227W
YKLO16C
YILOGOW
YIRO78W
YOR383C
YLROSOW
YILO42W
YIL144W
YKLO91C
YIR038C
YIL151C
YKRO58W
YNLO72W
YDR058C
YJRO29W
YER053C
YBR177C
YBR026C
YER163C
YDLO27C
YMR110C
YKLOGEW
YER054C
YIR032C
YILO52W
YKLO43W
YGR279C
YDRO55W
YFLO10C
YOL126C
YLR109W
YIL112W
YLR270W
YBR149W
YGL248W
YML131W
YERO81W
YIL107C
YDRO77W
YIR042C
YHLO21C
YCLO20W
YDR533C
YPR117W
YHR008C
YIL144W
YFLO54C
YGRO83W
YiL142C
YGR154C
YOLO71W
YMLO70W

ATP7
BNA3
BNA2
FIT3
EMP46
MHP1
TID3

GTT1
SNA3
GLG1
RNH35
TGL2

EHT1
MRF1'

GIP2

DAL3
TDH1

PHD1
SCw4
PST1
WwwMm1
MDH2
AHP1

ARA1

PDE1

SER3
PFK26
SED1

S0D2

(T

DAK1

5,303291239
7,314429243
6,017214123
4,297417873
3,270948177
4,938124906
5,030936457
5,670212057
5897821797
7,277952217
5,118068567
6,160676437
5,244197498
5,360266587
4,236951118
6,431272909
3,28507017
6,688344726
4,749318168
5,003368516
5,642914274
5,705466496
3,850347207
4,956123419
3,500716969
6,625693168
3,977339504
7,066354691
5,625989081
4,766306295
5,314246422
4,291997187
5,245617727
5,570421771
5,474667899
4,546253808
6,62141552
4,509404948
3,51836388
4,451786641
4,115547693
2,381214743
6,809336095
5,132882273
4,61687626
3,790378718
3,588918689
6,471086274

4,8702714
4,172790124
5575813607
5,16459141

1,2795
1,279
1,2725
1,26925
1,269
1,26775
1,26525
1,26375
1,26225
1,26
1,25675
1,252
1,25175
1,2435
1,2325
1,218
1,2155
1,215
1,21475
1,214
1,20725
1,207
1,20625
1,2
1,19675
1,19225
1,19175
1,191
1,191
1,19
1,18975
1,18275
1,18225
1,181
1,17975
1,17575
1,175
1,16475
1,1645
1,15775
1,1505
1,14825
1,14475
1,14075
1,13975
1,137
1,136138889
1,13475
1,133
1,128
1,1275
1,1265

0,241265271
0,17485985
0,211476603
0,295351776
0,3879609

0,256727001
0,251493934
0,222875262
0,214019691
0,173125621
0,245551615
0,203224437
0,238692383
0,231984731
0,290893137
0,18938708
0,370007317
0,181659297
0,255773557
0,242636535
0,213940872
0,211551501
0,313283435
0,242124721
0,341858542
0,179943437
0,299634969
0,168545177
0,211696109
0,249669225
0,223879343
0,27557101

0,225378604
0,212012671
0,215492523
0,258619525
0,177454503
0,258293503
0,330977704
0,260064126
0,27954967
0,482211864
0,168114774
0,222243554
0,246866049
0,299970025
0,316568579
0,175356957
0,232635906
0,270322726
0,202212642
0,218119869
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YLR149C
YALOGOW
YLR023C
YDR516C
YMR114C
YIL159W
YILO45W
YER088C
YBR241C
YER159C
YOL106W
YKLO44W
YLR446W
YKRO24C
YKL163W
YMR265C
YNL145W
YGLOS9W
YLR290C
YDR391C
YLR257W
YHR053C
YER124C
YELO72W
YFRO49W
YIL1 W
YPRO26W
YCLO25C
YIL158C
YDR357C
YALO28W
YHRO16C
YKL124W
YBR128C
YJR025C
YMLO30W
YCRO83W
YKROO5C
YGLO15C
YBLO33C
YLR042C
YDR148C
YARO50W
YGR194C
YIR039C
YCLO35C
YPL221W
YKL133C
YDR248(
YiL221C
YHRO18C
YDR530C

BDH1

HSP150
PIG2
DOT6

BUR6

DBP7
PIR3

MFA2

CUP1-1
DSE1

YMR31
COX5B
ATH1
AGP1
CIs3

YSC84
SSH4
APG14
BNA1

TRX3

RIB1

KGD2
FLO1
XKS1
YPS6
GRX1
BOP1

FSP2
ARG4
APA2

5,104944659
5,590903529
5,181424246
5911693212
6,109758269
3,742831372
5,167041788
6,343748478
4,903586405
4,950051204
3,670728273
2,957385968
4,154403751
4,230664003
3,489585875
2,49156594
3,31516652
5655338283
5,943869194
4976241143
4,742656348
5,134701972
4,043091143
5,009389205
5,397707778
3,083868596
2,706657015
5,104747745
4,269410801
4,00816969
3,910695249
3,620149738
4,261070555
5,935029155
5,232665392
5,141542482
4,763837331
2,44173471
4,044212213
6,410098046
2,733835624
5,215239089
5,027707726
4,461708597
3,42679941
5431037551
4,960793162
4,565561886
4,223039157
4,5003195
5,686707685
4,019318299

1,125
1,124
1,12375
1,123
1,12275
1,1085
1,10575
1,1035
1,10275
1,0925
1,091
1,08225
1,08025
1,078
1,0775
1,0765
1,073
1,07125
1,069
1,0675
1,06675
1,05575
1,05575
1,05325
1,05225
1,05025
1,048041667
1,04775
1,04725
1,04275
1,0415
1,03725
1,03575
1,034
1,0295
1,0285
1,02725
1,027
1,025
1,0215
1,017678571
1,0165
1,0135
1,011
1,008583333
1,00825
1,00525
1,00375
1,00375
1,001583333
1,00025
0,99975

0,220374573
0,20104085
0,216880523
0,189962496
0,183763408
0,296166161
0,214000592
0,173950781
0,224886422
0,220704788
0,297216225
0,365948176
0,26002528
0,254806338
0,308775894
0,4320576
0,323663983
0,189422798
0,17984918
0,214519347
0,224926691
0,205610765
0,261124462
0,210255174
0,194943862
0,3405625
0,387208893
0,205250103
0,245291458
0,260156151
0,266320931
0,286521297
0,243072718
0,174219869
0,196744856
0,200037246
0,215634987
0,420602613
0,253448619
0,159357937
0,372253022
0,194909568
0,201582919
0,226594807
0,294322256
0,185645927
0,202638967
0,219852457
0,237684275
0,222558272
0,175892635
0,24873621
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YILO17W
YGLO32C
YNLOO3C
YOR204W
YGLO62W
YIL169C
YJR155W
YDL204W
YALOOBW
YDL239C
YOR010C
YBR256C
YNL208W
YLR218C
YLR193C
YBRO67C
YBR203W
YJRO59W
YHR055C
YIL172C
YJRO19C
YHROO1W-A
YCR073C
YLR251W
YIRO18W
YHR080C
YDR085C
YHR176W
YOR222W
YFR033C
YGR143W
YGR209C
YLR258W
YCRO21C
YBR225C-a
YORO36W
YPR0O98C
YNL332W
YIL166W
YBR0O1C
YOR178C
YOR344C
YBRO56W
YIL154C
YIL119C
YGR174C
YDRO31W
YLR089C
YGL125W
YKRO16W
YDL181W
YOLO77W-A

AGA2
PET8
DED1
PYCH

AAD10

FUN14
ADY3
TIR2
RIB5

TIP1

PTK2
CUP1-2

TESH
QCR10
SSK22

YAPS
AFR1

0DC2
QCR6
SKN1
TRX2
GSY2
HSP30

PEP12
THI12
QCR8
NTH2
GAC1
TYE7
IMP2'

(BP4

MET13

INH1
ATP19

4,699504089
3,708659415
4,372778794
3,860745131
5,936099372
3,742685127
4,848270812
4,244115533
5,286885438
3,382181507
2,967085116
5,63192337
4,400680903
4,472530426
5,866606686
3,783550806
3,873561014
3,525015751
3,66368356
4,413100225
3,499638635
3,916883672
4,016306278
3,443999271
2,580613149
2,417814639
4,416313121
5,158387931
4,657626312
4,845717601
4,237522072
4,343576617
3,874505444
5,412443001
4,64378709
4,817735913
4,379523697
3,653162957
6,119691688
3,953699767
3,53530462
4,459889528
4,48195303
4,335985015
3,053813748
4,685366125
4,561837648
4,009570209
4,227504994
4,266346225
4,331911019
5,123526302

0,999
0,99825
0,995
0,99275
0,99175
0,99175
0,9915
0,99125
0,988
0,98725
0,98475
0,98325
0,977
0,97675
0,97575
0,97475
0,9735
0,97225
0,96625
0,963
0,9605
0,95975
0,955611111
0,954
0,9515
0,9491
0,9455
0,94425
0,944
0,94375
0,9435
0,943
0,94225
0,936
0,93375
0,93275
0,9325
0,932425
0,92725
0,927
0,9265
0,92625
0,926
0,92325
0,919875
0,9185
0,9175
0,91575
0,91525
0,9135
0,90975
0,9055

0,212575621
0,269167343
0,227544097
0,257139481
0,16707099
0,264983552
0,204505903
0,233558675
0,186877513
0,291897404
0,331891389
0,174585117
0,222011098
0,218388676
0,166322723
0,257628363
0,251319134
0,27581437
0,263737297
0,218213943
0,274456908
0,245028977
0,237932828
0,277003543
0,368710824
0,392544567
0,214092609
0,183051374
0,202678347
0,194759596
0,222653707
0,217102191
0,243192328
0,172934847
0,20107511

0,19360754
0,212922698
0,255237724
0,151519071
0,234463934
0,262070769
0,207684516
0,20660636
0,212927396
0,30122171

0,196035907
0,201125088
0,228391062
0,216498857
0,214117643
0,210011239
0,176733747
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YKR098C
YMR053C
YMRO40W
YHLO50C
YPLO78C
YLR370C
YBLOO1C
YERO35W
YKRO75C
YELO77C
YDR529C
YHR106W
YLR423C
YHR113W
YLLO41C
YMR261C
YGL259W
YLR385C
YJLOO3W
YER033C
YER109C
YOROOOW
YGR258C
YOR374W
YILO17W
YDR070C
YAL063C
YDR461W
YBLO45C
YLROZ1W
YHLO28W
YEL009C
YGL226W
YERO42W
YIR021C
YIR154W
YFR003C
YGL253W
YBRO96W
YDR342(C
YKLO23W
YOL150C
YGR244C
YBLO19W
YDRO74W
YIL157C
YALO17W
YKRO77W
YBLO9OW
YKL109W
YPL271W
YKR049C

UBP11
STB2

ATP4
ARC18
ECM15

EDC2

QCR7
TRR2
APG17

SDH2
TPS3
YPS5

ZRG8
FLO8
TIR4
RAD2
ALD4

FLO9
MFA1
CORT1
GAL2
WSC4
GCN4

MXR1
REC107
HXK2
HXT7
LSC2
APN2
TPS2
FUN31
ATP1

HAP4
ATP15

4,241788636
5,072068912
2,696802738
3,238619139
4,286734371
3,533898886
3,728709678
3,595295823
3,845175085
5,087485112
5,076443344
4,363698477
4,43255631
5,328732227
4,479955192
3,84935973
4,477284832
4,355293415
4,597887275
4,127129085
3,457501078
2,716308918
5,151347176
5,196669263
4,042346563
3,109389196
4,698948862
5,226908637
4,704504166
2,870178624
3,078863191
4,600168085
3,746764472
5,05594338
3,84952387
4,134466097
4,365292745
3,917593774
3,327350565
3,505094444
4,445278726
3,75836775
4,389735718
4,956598092
4,009229944
4,664125638
4,606660028
4,952091525
3,512316972
4,165339125
4,189086027
3,744606687

0,90075
0,899944444
0,898
0,8975
0,89725
0,89625
0,896
0,89475
0,894
0,8905
0,88925
0,88225
0,88075
0,87675
0,87675
0,87675
0,876
0,87475
0,87275
0,8706
0,8699375
0,869
0,86725
0,865
0,865
0,863
0,861
0,860527778
0,8605
0,85875
0,85825
0,857
0,85625
0,853
0,8525
0,851025
0,85
0,84875
0,8485
0,84375
0,84225
0,8415
0,839
0,83675
0,8365
0,83625
0,8355
0,83425
0,834
0,83375
0,83275
0,83275

0,212351458
0,177431431
0,332986906
0,277124281
0,209308514
0,253615066
0,240297604
0,248866865
0,232499166
0,175037367
0,175171856
0,202179414
0,198700239
0,164532568
0,195705082
0,227765151
0,195654293
0,200847547
0,189815441
0,210945668
0,251608743
0,31991943
0,168354019
0,166452771
0,213984622
0,277546472
0,183232469
0,164634172
0,182909818
0,299197406
0,278755484
0,18629754
0,228530511
0,168712332
0,221455959
0,205836734
0,194717754
0,216650845
0,255007696
0,240721046
0,189470684
0,223900389
0,191127679
0,168815382
0,208643558
0,179294055
0,181367845
0,168464172
0,237450095
0,200163774
0,198790379
0,222386507
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YKLOO7W
YLR136C
YOR363C
YDR543C
YMRO30W
YIRO73C
YJR085C
YJROO8W
YDLO85W
YLR281C
YMRO051C
YIL162W
YPL167C
YIL124W
YELO12W
YHR219W
YER065C
YBR204C
YBLO59W
YMR304C-A
YELOGSW
YLR271W
YJLOS5W
YIL155C
YDLOO4W
YLR286C
YBR138C
YIR115W
YOR173W
YDL215C
YBR262C
YOR292C
YCLOG3W
YOLO96C
YOLO41C
YLR272C
YPL166W
YDR377W
YKLO65C
YIR043C
YKRO11C
YIR044C
YKLO35W
YML004C
YDR358W
YER177W
YGR255C
YMR287C
YDL240W
YIR127C
YKLOG1W
YDR218C

CAP1
TIS11
PIP2

OPI3

NDE2

Suc2
REV3
AYR1
UBC8

ICL1

SIT

FBP26
ATP16
(TSt
HDR1

GDH2

€oQ3
NOP12
YCS4

ATP17
YET1

TOS5

UGP1
GLOT
GGA1
BMH1
CoQ6
MSU1
LRG1
ZMS1

SPR28

4,321565249
4,353486852
3,563148048
4,272799111
3,921595684
3,293427836
3,473357052
3,696684531
5,142001771
3,738946343
3,809758255
3,372063622
4,381578688
4,382413292
3,269524777
3,011504887
3,824137876
4,537994063
3,364936148
4,324999099
4,005616055
3,84742268
4,502402454
3,677336369
3,203656737
3,15823091

3,392298263
3,685140399
3,525540164
4,383785076
3,511770445
3,583605502
3,27021568
2,972571389
3,164648973
3,465197209
2,551213205
3,774732379
3,497710085
3,632354492
3,771325245
3,320480816
3,945738891
3,918354657
4,330806676
4,491260156
3,431646636
2,209078758
3,049265561
4,653009794
3,855080832
3,71102287

0,8325
0,82975
0,8297
0,82775
0,82575
0,82475
0,82425
0,82275
0,821
0,821
0,81925
0,81925
0,817825
0,81775
0,81575
0,8125
0,81025
0,8085
0,8085
0,808
0,804175
0,8035
0,79875
0,79875
0,79875
0,79875
0,79775
0,795075
0,79325
0,79275
0,7915
0,79125
0,79
0,79
0,7885
0,78715
0,786125
0,7855
0,78475
0,778
0,77725
0,77725
0,7745
0,771
0,7695
0,76725
0,76725
0,76725
0,76475
0,7645
0,76275
0,7605

0,192638535
0,190594351
0,232855887
0,193725466
0,210564797
0,250422976
0,237306441
0,222564299
0,159665445
0,219580578
0,215039891
0,242952118
0,186650762
0,186598101
0,249501091
0,269798666
0,211877821
0,178162419
0,240272018
0,186820848
0,200761878
0,208841104
0,177405287
0,217208849
0,249324464
0,252910576
0,235165053
0,215751617
0,225000982
0,180836876
0,225384891
0,220797183
0,241574281
0,265763172
0,249158756
0,227158789
0,308137712
0,208094223
0,224361077
0,214186143
0,206094662
0,234077546
0,196287697
0,196766262
0,177680524
0,170831787
0,223580712
0,347316725
0,250798097
0,164302255
0,197855774
0,204930022
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YDLO26W
YLLO40C
YLR151C
YFRO45W
YEROG3W
YCRO09C
YMR041C
YDL023C
YDR274C
YHRO86W
YIROG1W
YGR183C
YBR223C
YDR322C-A
YBR270C
YDL238C
YLR120C
YNL289W
YOR054C
YBRO83W
YCR054C
YMR311C
YDR022C
YMLO27W
YIR142W
YGROGOW
YGRO15C
YGRO48W
YGRO28W
YGROSOW
YIR121W
YIL164C
YDLO22W
YKL195W
YDLO55C
YILO18W
YDR030C
YDR171W
YGL208W
YBRO39W
YDR231C
YCLO17C
YILO55C
YDR298C
YJR106W
YIR024C
YER101C
YDR513W

VPS13
PCD1

THO1
RVS161

NAM8

QCR9
TDP1
TIM11

YPS1
PCL1

TEC1
(TR86
GLC8
(ISt
YOX1

UFD1
MSP1
TWF1
ATP2
NIT1
GPD1

PSA1

RAD28
HSP42
SIP2
ATP3
C0X20
NFS1

ATP5
ECM27
GIF1
AST2
TTR1

3,930047513
3,15540846
4,097954725
3,38560312
3,96970253
4,444211919
4,012761202
3,877417517
3,050730843
4,531019508
3,477269803
4,000022034
2,696539714
3,93920531
3,99079815
3,021125234
4,041395184
3,833252781
3,216895932
3,269926974
1,732934526
3,368689183
2,904964893
4,040032518
4,263728462
2,014797788
4,061832123
4,554463523
3,778519812
2,98734688
3,941810616
3,560667078
3,206052456
3,361160055
2,850430483
2,527676244
2,462957079
3,718128605
3,759448996
3,482038017
3,493077056
2,901979901
3,319563938
3,187786476
3,105207202
3,508176064
3,96269162
3,001655329

0,75975
0,7595
0,7575

0,756

0,75375
0,7535

0,75025

0,749

0,74675
0,7465

0,74625

0,746
0,74575
0,745
0,742
0,74

0,73775
0,7375

0,73675
0,7345
0,7335

0,73325
0,7325

0,73225

0,732
0,732
0,73125
0,73025
0,729
0,72825
0,724
0,72275
0,72275
0,721

0,72025

0,71625

0,71625
0,7145

0,71225

0,71175

0,711

0,71075

0,70775
0,7055

0,70475

0,70375
0,7035

0,701

0,193318274
0,24069784
0,184848309
0,223298471
0,189875688
0,16954637
0,186966022
0,193169809
0,244777412
0,164753208
0,214608024
0,186498973
0,276558137
0,18912444
0,18592772
0,244941849
0,182548344
0,192395347
0,229025127
0,224622753
0,423270464
0,217666267
0,25215451
0,181248541
0,171680726
0,363311894
0,180029597
0,160337216
0,192932692
0,243778185
0,183671939
0,202981628
0,225432993
0,214509273
0,252681132
0,28336303
0,290808965
0,192166564
0,189455955
0,204406154
0,203545467
0,244918995
0,213205714
0,221313443
0,22695748
0,200602817
0,177530847
0,233537806
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0,0186394
0
0
0
0
0,0075167
0
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GENES REPRIMIDOS

Gene ID Gene name Score(d) Numerator(r)  Denominator(s+s0)  g-value(%)
YMR120C ADE17 -8,99833963 -2,81325 0,312641011 0
YOR128C ADE2 -9,23249913 -2,4285 0,263038205 0
YBR068C BAP2 -12,6590907 -2,41425 0,19071275 0
YARO15W ADEA1 -9,83833314 -2,38775 0,242698633 0
YLR359W ADE13 -11,481546 -2,26475 0,19725131 0
YDR399W HPT1 -11,0228573 -2,09 0,18960601 0
YGL234W ADE5,7 -8,64922358 -2,07075 0,239414553 0
YGLO09C LEU1 -7,36014978 -2,0255 0,275198204 0
YKRO93W PTR2 -7,68499561 -1,891 0,246063901 0
YKRO8OW MTD1 -8,26024542 -1,8825 0,227898798 0
YHR137W ARO9 -8,33308952 -1,8335 0,220026437 0
YCLO64C CHA1 -6,53158153 -1,7835 0,27305791 0
YKL120W OACH -9,38228172 -1,76675 0,188307072 0
YDR408C ADE8 -9,11415507 -1,74375 0,191323275 0
YMR300C ADE4 -5,79135239 -1,637 0,28266282 0
YDR144C MKC7 -7,05375462 -1,572 0,222860035 0
YNLOG5W AQR1 -8,54810273 -1,52175 0,17802196 0
YHR208W BATH -6,74707605 -1,51225 0,224134127 0
YJRO15W -6,37168128 -1,48425 0,232944797 0
YGRO61C ADE6 -6,14634662 -1,4265 0,232089091 0
YNL141W AAH1 -6,8200915 -1,39975 0,205239182 0
YOR108W -7,4915687 -1,37825 0,183973485 0
YCLO30C HIS4 -7,42988502 -1,37625 0,185231669 0
YDR537C -5,02950378 -1,3679 0,271975141 0
YLLO12W -6,18372396 -1,34275 0,217142617 0
YJL200C -6,3232232 -1,3205 0,208833368 0
YOR153W PDR5 -6,1972853 -1,30975 0,211342537 0
YBR291C CTP1 -7,58714596 -1,28875 0,169859656 0
YLLO28W TPO1 -6,51799788 -1,27475 0,195573859 0
YNRO19W ARE2 -6,47061078 -1,233225 0,190588654 0
YDR384C -4,71121792 -1,2305 0,261185116 0
YMLO56C IMD4 -5,44012893 -1,2275 0,225638034 0
YOR101W RAS1 -6,35593814 -1,21275 0,190805822 0
YMLO43C RRN11 -6,24866371 -1,207 0,193161299 0
YBLO39C URA7 -3,93308493 -1,19675 0,304277691 0
YBR069C TAT1 -6,03042373 -1,18675 0,1967938 0
YELO30C-a -6,10830382 -1,18575 0,194120992 0
YPROOOW SUT2 -3,9528274 -1,1835 0,299405939 0
YMLO73C RPL6A -4,61945472 -1,1785 0,25511669 0
YNRO50C LYS9 -4,39375744 -1,178 0,268107654 0
YARO73W IMD1 -6,81860061 -1,16725 0,171186152 0
YELO4OW UTR2 -5,38472921 -1,167 0,21672399 0
YIL117C PRM5 -5,03342057 -1,15175 0,228820537 0
YJLO50W MTR4 -5,20858957 -1,137225 0,218336458 0
YLR0O58C SHM2 -4,73989049 -1,134 0,239246034 0
YMLO75C HMG1 -6,89560932 -1,126 0,163292314 0
YGRO6OW ERG25 -5,75429733 -1,11425 0,193637891 0
YGR266W -4,8097375 -1,11225 0,231249626 0
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YIL172W
YBR092C
YBLO98W
YDLO96C
YDR509W
YDR361C
YER039C-a
YNL303W
YDR492W
YER110C
YLR180OW
YMR189W
YHRO32W
YBRO66C
YALO44C
YKLO14C
YLR112W
YOR141C
YDR234W
YMR217W
YPL177C
YCR102C
YBLO42C
YHR216W
YPR118W
YLR432W
YKL029C
YOR225W
YDR210W
YNL111C
YOR095C
YBRO84W
YDR508C
YOL109W
YKR092C
YDRO8OW
YML116W
YDR38OW
YER145C
YHR007C
YIL094C
YDR119W
YDLO63C
YML125C
YPL245W
YLR333C
YIRO48W
YLR413W
YGR245C
YDR256(
YNL174W
YPLO18W

CPS1
PHO3
BNA4

BCP1

KAP123
SAM1
GCv2

NRG2
GCV3

ARP8
LYS4
GUA1
CUP9

FuIt
IMD2

IMD3
MAE1

CYB5
RKI1
MIS1
GNP1

SRP40

ATR1
ARO10
FTR1
ERG11
LYS12

RPS25B
0 (]

SDA1
CTA1

CTF19

-2,97456772
-5,52158501
-5,24233831
-4,14725059
-3,73908443
-4,46631088
-6,03010545
-4,65626649
-4,35782332
-4,67918097
-5,20397464
-5,20413904
-4,30017131
-3,75136339
-5,65301287
-5,3441708
-4,02438676
-1,98495351
-4,31694958
-3,4933937
-5,01575358
-4,21164767
-5,30063873
-4,67750187
-4,6329898
-4,6787836
-4,15984432
-4,672231
-5,10625111
-5,77387205
-3,87522686
-4,91349571
-3,83371906
-4,73157277
-3,37485787
-4,84821016
-4,05137843
-4,07365597
-4,30121516
-4,719574
-5,37569111
-4,35247598
-3,86265949
-4,50704873
-5,20081622
-2,50147684
-2,98526205
-4,06256692
-3,20412056
-3,82134619
-3,54002013
-4,65336666

-1,10275
-1,09725
-1,09
-1,08175
-1,07875
-1,0605
-1,04425
-1,044
-1,04275
-1,03725
-1,02725
-1,01925
-1,01175
-1,00575
-1,00125
-1,001
-0,99725
-0,994
-0,98475
-0,97525
-0,9745
-0,972
-0,971
-0,971
-0,96825
-0,96675
-0,96025
-0,95925
-0,958
-0,95275
-0,94825
-0,9435
-0,9425
-0,94075
-0,94
-0,9395
-0,935
-0,9305
-0,9285
-0,9265
-0,926
-0,9245
-0,9245
-0,9215
-0,92125
-0,918
-0,91775
-0,9175
-0917
-0,916
-0,9135
-0,913

0,370726137
0,198720114
0,207922483
0,260835456
0,288506457
0,237444286
0,173172759
0,224213971
0,239282303
0,22167341

0,19739719%
0,195853722
0,235281324
0,268102526
0,177117941
0,187306888
0,24780173
0,500767395
0,228112463
0,279169794
0,194287854
0,230788536
0,18318547
0,207589441
0,208990315
0,206624217
0,230837966
0,20530877

0,187613178
0,165010584
0,244695352
0,192022148
0,245844827
0,198823953
0,278530249
0,193782853
0,230785649
0,228418896
0,215869229
0,196310091
0,172256921
0,212407835
0,239342868
0,204457519
0,177135657
0,36698321

0,307426947
0,225842434
0,286193975
0,239706102
0,25804938
0,196202033
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150

YKL191W
YDR491C
YNRO43W
YERO49W
YCLO23C
YML126C
YMR102C
YMR243(C
YCRX14W
YOR306C
YBR091C
YML118W
YPR198W
YHR128W
YLR463C
YCR049C
YOL124C
YIL145W
YOR0OO4W
YDL182W
YLR161W
YKLO81W
YLR367W
YOLO20W
YIR124C
YER056C
YOLO80C
YHR170W
YNL162W
YNL268W
YGR159C
YPLO42C
YGR145W
YGRO35C
YGLO77C
YCRX04W
YCR022C
YOR270C
YCRO40W
YHLOO8C
YDL148C
YCRO34W
YAL023C
YNL182C
YPLO58C
YMR238W
YCRX16C
YHRO72W
YHR197W
YNLO14W
YBLOS4W
YPROG5W

DPH2 -4,60677204
-3,70801304
MVD1 -4,19137829
-3,76165577
-3,67653086
ERG13 -5,22780924
-2,90646858
ZRC1 -4,81081763
-3,86366546
MCH5 -4,60269947
MRS5 -4,28514131
NGL3 -2,93557869

SGE1 -3,27397911
FUR1 -4,12147955
-4,75581554
-3,80644479
-3,99335301

SFH5 -3,64369671
-3,36250386

LYS20 -3,62316131
-2,58248739

TEF4 -4,17475035
RPS22B -4,06123513
TAT2 -3,92315761
-3,55234016

FCY2 -4,26226318
REX4 -3,79140639
NMD3 -3,34633594

RPL42A -2,77842375
LYP1 -3,76334333
NSR1 -3,02914534
SSN3 -2,39543219

-2,92842009

-3,72956688

HNM1 -4,16745942
-3,26947226

-3,30030596

VPH1 -4,52523073
MATALPHAT  -3,42021905
-3,38069799

NOP14 -3,17093065
FEN1 -3,57609247
PMT2 -4,14058065

-3,74877345

PDR12 -3,98911843
DFG5 -4,03462899

-4,68631465
ERG7 -4,30892271
-3,87154326
HEF3 -4,43469125
-3,03014935
ROX1 -2,97178477

-0,90825
-0,90765
-0,90475
-0,89875
-0,89575
-0,89025
-0,890225
-0,888
-0,8835
-0,88075
-0,88025
-0,88025
-0,87975
-0,8755
-0,875
-0,86075
-0,8565
-0,85575
-0,85325
-0,85125
-0,8495
-0,849
-0,846
-0,84475
-0,843675
-0,84275
-0,84025
-0,84025
-0,839
-0,8325
-0,8325
-0,82775
-0,82725
-0,8255
-0,82475
-0,822
-0,8215
-0,821
-0,81975
-0,81925
-0,81725
-0,8095
-0,80425
-0,804
-0,8035
-0,802
-0,8005
-0,8
-0,7995
-0,79925
-0,79925
-0,797

0,197155404
0,244780693
0,215859781
0,238924042
0,243640006
0,170291218
0,306290942
0,184584008
0,228668866
0,191355096
0,20541913

0,299855699
0,268709717
0,212423716
0,183985269
0,226129643
0,214481414
0,234857637
0,253754356
0,234946757
0,328946427
0,203365454
0,208311012
0,215324003
0,237498371
0,197723595
0,221619609
0,251095531
0,301969777
0,221212875
0,274829996
0,34555351

0,282490208
0,221339374
0,197902347
0,251416723
0,248916316
0,181427213
0,239677631
0,242331614
0,257731906
0,226364393
0,194236043
0,214470149
0,201422949
0,19877912

0,170816528
0,185661255
0,206506797
0,180226752
0,263765876
0,268189005

[eNeoNoloNoNoNoNeoNoNoNololoNoNeoNoNoNol oo NoReoNoNo oo o NeoNeoNo oo o o NeoNo oo No o NeoNeoNoNo o No o NeoNoNoNo Ne)



Anexo |

YLR162W
YGR160W
YBR242W
YELO53W-a
YNRO15W
YOLO92W
YLR449W
YDLO95W
YLR197W
YNL132W
YGLO16W
YBL0O83C
YMRO75C-a
YOL101C
YDR087C
YLRO12C
YCLO37C
YKL161C
YLRO61W
YIL0O96C
YILO30C
YOR340C
YIRO71W
YGLO27C
YKLO73W
Mm100549
YCRX06W
YOR272W
YOR385W
YCR064C
YPR190C
YEL048C
YPL273W
YPL126W
YCR025C
YCLO26C
YML026C
YGL263W
YCR099C
YDR398W
YNL112W
YPLO93W
YMR202W
YCLO45C
YPL207W
YPL266W
YKRO71C
YIL213W
YLRO76C
YLR122C
YDR045C
YER055C

-1,86380036

FYV13 -2,54173747
-3,77914426
-3,6181366

SMM1 -4,05201168
-3,7564261

FPR4 -3,19069139
PMT1 -3,8168106
SIK1 -3,34774346
KRE33 -3,42629618
KAP122 -4,19518217
-4,4746901
-3,78398151
-2,34601712

RRP1 -3,96497059
-1,95243258

SRO9 -2,2522856
-3,52728282

RPL22A -4,32810646
-2,95744206

SSM4 -3,12559319
RPA43 -3,67406383
-3,18764052

CWH41 -4,49756696
LHS1 -3,54172885
-3,21620832
-3,22961471

YTM1 -3,75292394
-4,39044255
-3,09422687

RPC82 -3,66985605
-3,80169267

SAM4 -4,22357836
NANT -4,01071223

-2,9718175
-3,89664969
RPS18B -3,16089076
€os12 -2,87307786
-2,98721111

UTP5 -3,19180926
DBP2 -2,41073922
NOG1 -2,66632508

ERG2 -3,07501178
-2,83186868
-4,19454935

DIM1 -4,32219045

DRE2 -3,58221025
-3,5637177
-3,62312594
-2,09447574

RPC11 -2,90999791

HIS1 -3,44944846

-0,797
-0,79675
-0,79575

-0,795
-0,79275

-0,7925
-0,792
-0,789

-0,7885

-0,787

-0,782
-0,78165

-0,781
-0,78025

-0,779

-0,777
-0,77375
-0,77325

-0,773
-0,77175
-0,77125
-0,76975
-0,76825

-0,7679

-0,76775
0,766725
-0,76425

-0,7605

-0,76035
-0,76

-0,75725

-0,75625

-0,7545

-0,75425

-0,754

-0,753
-0,75275
-0,75225

-0,751

-0,7505
-0,75025
-0,7495
-0,74925
-0,749
-0,7485
-0,74775

-0,745

-0,743
-0,74275
-0,74225
-0,74025

-0,74

0,427620907
0,313466678
0,210563542
0,219726364
0,195643563
0,210971807
0,248222063
0,206717095
0,235531787
0,229694095
0,186404301
0,174682488
0,206396358
0,332584955
0,196470562
0,397965085
0,343539913
0,219219734
0,178600043
0,260951858
0,246753161
0,209509153
0,241008983
0,170736758
0,216772665
0,238394073
0,236638135
0,202641997
0,173182997
0,245618706
0,206343243
0,198924549
0,178639991
0,188058868
0,253716792
0,193242929
0,238144895
0,261827224
0,251405064
0,235133098
0,311211595
0,281098507
0,243657603
0,264489665
0,178445868
0,173002557
0,207972159
0,208490139
0,205002534
0,354384626
0,254381626
0,214527049

0,0196658
0
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YMR2838W
YIL140W
YGR211W
YMR321C
YCLOO3W
YGR123C
YLR344W
YLR406C
YMR131C
YNLO42W
YDR321W
YCLX02C
YKL106W
YPL160W
YNL220W
YLR285W
YGR208W
YELO59W
YNL189W
YHR098C
YKRO41W
YDR341C
YIR117W
YDR039C
YLR460C
YiL121C
YOR346W
YDR505C
YPR136C
YCR101C
YCRO87W
YNL230C
YIR026C
YNRO66C
YCRXO5W
YMR049C
YGR122W
YNL120C
YDR101C
YCRX03C
YCLX04W
YPLO86C
YCROSOW
YNL117W
YALO59W
YHR089C
YNL301C
YOR228C

HSH155
AXL2
ZPR1

PPT1
RPL26A
RPL31B

RRB1

BOP3

ASP1

AATH
(DC60
ADE12

SER2

SRP1

SFB3
STE24
ENA2
RPE1

REV1

PSP1
FYV15

ELA1
YVH1

ERB1

ARX1

ELP3

MLS1

ECM1

GART
RPL18B

-2,32786731
-3,67698445
-3,8395446
-4,36369099
-3,1378823
-2,93508402
-3,32068319
-4,09636433
-3,3561831
-3,96907028
-3,77106652
-3,15090338
-3,75541131
-4,21180928
-3,89540209
-3,48243891
-3,8274502
-2,9943554
-2,52661981
-4,15397444
-3,48184962
-2,81024666
-3,98957373
-3,25827668
-2,8561215
-3,71908738
-2,37256913
-3,37868816
-3,17433043
-3,16207412
-3,61341073
-3,79726653
-3,25730219
-3,78917322
-3,54543431
-2,47135952
-3,39681771
-3,19107411
-3,21981761
-3,78711605
-2,65107865
-3,13783441
-2,76850734
-1,74721773
-3,41810828
-2,85951128
-3,06719257
-2,99681263

-0,738
-0,7375
-0,73725
-0,735
-0,734
-0,73275
-0,73125
-0,7305
-0,72975
-0,72875
-0,728
-0,7275
-0,726825
-0,72675
-0,7265
-0,726
-0,72425
-0,72325
-0,72025
-0,7195
-0,719
-0,718
-0,71525
-0,715
-0,715
-0,71425
-0,714
-0,71375
-0,71325
-0,713
-0,71275
-0,7105
-0,70975
-0,7095
-0,70925
-0,70925
-0,7085
-0,7085
-0,70775
-0,70505
-0,7045
-0,7025
-0,7025
-0,7025
-0,701
-0,701
-0,70075
-0,70025

0,31702838
0,200571966
0,192014959
0,168435391
0,233915721
0,249652137
0,220210709
0,178328864
0,217434502

0,18360723
0,193048835
0,230886166
0,193540718
0,172550548
0,186501928
0,208474583
0,189225192
0,241537795
0,285064653
0,173207614
0,206499441
0,255493587
0,179279805
0,219441155

0,25033949
0,192049804
0,300939598
0,211250629
0,224693054

0,22548491

0,19725131
0,187108278
0,217895042
0,187244013
0,200046014
0,286987787
0,208577574
0,222025555
0,219810587
0,186170688

0,26574089

0,22388052
0,253746844
0,402067806

0,2050842
0,245146786
0,228466255
0,233664925
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EXPERIMENTO MICROARRAYS WT vs. hal4hal5 en YPD pH 4.5 (Fondo genético

GENES INDUCIDOS

BY4741

Gene ID Gene name Score(d) Numerator(r)  Denominator(s+s0)  g-value(%)
YCLO18W LEU2 2,51618147 4,689 1,86353808 0
YGL121C GPG1 1,60626823 2,66175 1,65710182 0
YGR043C YGRO43C  1,38155414 2,45575 1,77752715 0
YNL160W YGP1 1,51657875 2,4425 1,61053291 0
YGL184C STR3 1,31815797 2,34875 1,78184258 0
YLR142W PUT1 1,27910759 2,151 1,68164118 0
YFLO14W HSP12 1,17570606 2,131 1,81252786 0
YKL178C STE3 1,1816783 2,02525 1,71387594 0
YGL166W Cup2 1,08865696 1,86775 1,71564604 0
YOR289W YOR289W  1,13760366 1,86675 1,64094936 0
YCLO27C-a 1,0200989 1,77975 1,74468378 0
YBRO54W YRO2 1,02565114 1,778 1,73353291 0
YCLX10C 0,9884715 1,74675 1,76712226 0
YCR021C HSP30 0,68215493 1,745 2,55806993 0
YMR173W-a 0,89882537 1,7415 1,93752875 0
YOLO77W-A ATP19 1,02002829 1,7165 1,68279646 0
YER150W SPI1 0,79373736 1,6875 2,12601811 0
YMR256C COX7 0,98330672 1,6515 1,67953698 0
YGL156W AMS1 0,99609938 1,636 1,64240641 0
YJRO78W BNA2 0,98424084 1,62 1,64593861 0
YERO81W SER3 1,01222024 1,61 1,59056295 0
YPR167C MET16 0,90050133 1,504 1,67018076 0
YIL166W QCR8 0,885713 1,4845 1,67605081 0
YDR529C QCR7 0,90125454 1,471 1,63216931 0
YDR216W ADR1 0,89673623 1,43675 1,60219912 0
YOR065W Y 0,87229624 1,4345 1,64451013 0
YPL271W ATP15 0,83572627 1,4335 1,71527455 0
YNL274C YNL274C  0,82044667 1,42025 1,73106924 0
YCRO05C (T2 0,87918335 1,415 1,60944813 0
YNLO15W PBI2 0,813027 1,39425 1,71488769 0
YHROO1W-A QCR10 0,7926436 1,394 1,75867187 0
YHRO055C CUP1-2 0,81218336 1,3835 1,70343307 0
YDR178W SDH4 0,80436212 1,38025 1,715956 0
YMR173W DDR48 0,80736646 1,378 1,70678381 0
YIR137C ECM17 0,81912593 1,35825 1,65816994 0
YOR120W GCY1 0,76563817 1,3575 1,77303071 0
YHR053C CUP1-1 0,77549906 1,34675 1,73662363 0
YLR042C YLR042C  0,80205787 1,3395 1,67007899 0
YKRO76W ECM4 0,80902051 1,32875 1,64241819 0
YBLO64C PRX1 0,79354635 1,32025 1,66373395 0
YDL181W INH1 0,82128838 1,31975 1,60692642 0
YMR316C-a 0,65724627 1,312 1,99620759 0,34207646
YML120C NDI1 0,76904923 1,29925 1,68942372 0
YBLO45C COR1 0,79547973 1,299 1,63297686 0
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YKLO16C
YFRO30W
YPL28OW
YKLO43W
YFLO15C
YNLO72W
YOR247W
YML091C
YMR174C
YGLO88W
YKLOO1C
YKLO26C
YLR438W
YIRO10OW
YDR543C
YML128C
YEROG7W
YBLO78C

YMR251W-a

YGL187C

YDR322C-A

YPL187W
YJLO79C
YLR054C
YFR053C
YIL048C
YLR286C
YDR296W
YDR377W
YJR073C
YHR112C
YLLO41C
YKL150W
YMR169C
YBR067C
YBRO39W
YIL217W
YOR248W
YBLO9SW
YBLO48W
YKLOGOW
YGL188C
YHRO87W
YBR230C
YIL161W
YIRO77C
YBLO15W
YMLO9OW
YNL332W
YCLO25C
YDR298C
YKLO85W

ATP7
MET10
HSP32

PHD1

RNH35
SRL1
RPM2
PAI3

MET14
GPX1
CAR2
MET3

MSC1
YERO67W
ATGS
HOR7
COX4
TIM11
MF(ALPHA) 1
PRY1
0SW2
HXK
YIL048C
(TS
MHR1
ATP17
OPI3
YHR112C
SDH2
MCR1
ALD3
TIP1
ATP3
YIL217W
T0S11
ATP

YKLO69W

YHRO87W
YBR230C
FMP33
MIR1
ACH1

THI12
AGP1
ATP5
MDH1

0,77918104
0,75830178
0,75160892
0,78065216
0,64489196
0,75718184
0,7644104
0,71365089
0,67976498
0,65900166
0,71418089
0,65771119
0,69187487
0,70168745
0,65767865
0,61171457
0,51362452
0,68156307
0,61906995
0,68934181
0,69991775
0,65302771
0,65514695
0,62256568
0,6022101

0,6435266
0,63134723
0,6170576
0,62841394
0,61130447
0,64821594
0,60355918
0,61150974
0,61107714
0,5980803

0,6164736
0,61324292
0,61782272
0,60310797
0,59887155
0,59837469
0,59096857
0,52378187
0,59905867
0,55153359
0,54762022
0,57432833
0,54549791
0,58294664
0,61030609
0,59098727
0,56494344

1,28975
1,26225
1,26225
1,262
1,259
1,2525
1,25025
1,23925
1,21835
1,21225
1,19675
1,19675
1,19375
1,171
1,1595
1,14625
1,1445
1,13925
1,13875
1,13125
1,12275
1,11213889
1,1105
1,098
1,09575
1,0795
1,0755
1,07475
1,068
1,063
1,05825
1,057
1,05375
1,052
1,04325
1,0395
1,03775
1,03175
1,0135
1,0115
1,0095
1,00275
1,00025
0,99625
0,98375
0,9825
0,98175
0,9795
0,9715
0,97075
0,9565
0,95175

1,65526358
1,66457475
1,67939732
1,61659708
1,952265
1,65416011
1,6355743
1,73649332
1,79231062
1,83952496
1,67569591
1,81956765
1,72538423
1,66883417
1,76301906
1,87383146
2,22828148
1,67152541
1,83945286
1,64105816
1,60411706
1,70305007
1,69503955
1,76366935
1,81954769
1,67747532
1,7035
1,74173366
1,69951672
1,73890434
1,63255781
1,75127814
1,72319414
1,72155025
1,74433098
1,68620359
1,69223315
1,66997742
1,68046197
1,68900994
1,68707001
1,69679073
1,90966901
1,66302577
1,78366289
1,7941266
1,70938807
1,79560724
1,66653331
1,5905953
1,61847819
1,68468192

O O O

0
0,34207646
0
0
0
0
0,34207646
0
0,34207646
0
0
0,34207646
0,52125936
1,09464466
0
0,52125936
0
0
0,34207646
0,34207646
0,52125936
0,52125936
0,34207646
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,34207646
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,84203436
0,52125936
0,84203436
0,84203436
0,74634863
0,84203436
0,52125936
0,52125936
0,52125936
0,74634863
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YKLO44W
YOL163W
YLR395C
YHRO51W
YER158C
YDLOO4W
YMR199W
YNLO55C
YOL106W
YDLO14W
YPRO20OW
YCR020C-a
YCLO35C
YDR320C-a
YGL191W
YER053C
YIR017C
YKLO97W-A
YDR218C
YDR461W
YLR218C
YGR138C
YLR307W
YILO16W
YKROGOW
YOLO83W
YGR161C
YBLO30C
YIR121W
YKL103C
YELO11W
YPLO14W
YDL124W
YELO60C
YPLO78C
YDROS5W
YMR170C
YLR294C
YAL063C
YALO65C
YER124C
YOL150C
YOLO16C
YOR215C
YER091C
YDLO67C
YBL100C
YMR304C-A
YDR058C
YIL151C
YMLO54C
YLRO92W

YOL163W
(OX8
COX6

YER158C

ATP16
CLNT
POR1

NOP1
ATP20
MAK31

GRX1

DAD4
COX13

YER053C
MET28

SPR28
MFA1
YLR218C
TPO2
(CDA1
YILO16W
MET1
YOLO83W
RTS3
PET9
ATP2
LAP4
GLC3
YPLO14W
YDL124W
PRB1
ATP4
PST1
ALD2

FLO9
YAL065C
DSE1

(MK2
YOR215C
MET6
COX9

TGL2
SNA3
(YB2
SuL2

0,57871221
0,56321217
0,57422385
0,56250799
0,54677321
0,55146134
0,55272854
0,57155442
0,50093002
0,55477015
0,54690361
0,55830375
0,55345322
0,518964

0,56442504
0,48129756
0,56182694
0,50250742
0,54441261
0,48303236
0,50681154
0,4982073

0,53297868
0,52082865
0,51646979
0,53239615
0,45747388
0,52832007
0,50728395
0,50441461
0,42804634
0,45222877
0,50941398
0,48578084
0,52079386
0,49165434
0,4860241

0,48827697
0,50908449
0,50423622
0,50289507
0,50160539
0,39777415
0,50214434
0,48788376
0,47087095
0,46932868
0,50765968
0,50108529
0,49180888
0,47886231
0,49917233

0,94075
0,936675
0,9315
0,93
0,92925
0,9285
0,9265
0,9185
0,915
0,91475
0,91125
0,91
0,9095
0,90575
0,905
0,902
0,895
0,89275
0,884
0,8815
0,87725
0,876325
0,8675
0,86325
0,8595
0,85675
0,85625
0,8555
0,85525
0,85525
0,85125
0,848
0,84675
0,84625
0,84275
0,82825
0,828
0,8265
0,825
0,82375
0,82275
0,82175
0,8205
0,8195
0,81825
0,817
0,817
0,81625
0,81575
0,81325
0,81
0,80875

1,62559212
1,6630944
1,62218968
1,65330984
1,69951632
1,68370824
1,67622972
1,60702107
1,82660243
1,64888107
1,66619853
1,62993711
1,64331866
1,74530409
1,60340159
1,87410052
1,59301723
1,77659069
1,62376842
1,8249295
1,73091954
1,75895656
1,62764483
1,6574549
1,66418253
1,60923404
1,87169158
1,61928355
1,6859394
1,69552979
1,98868653
1,87515711
1,66220408
1,74204071
1,61820264
1,68461851
1,70361922
1,69268685
1,62055615
1,63365893
1,63602718
1,63823997
2,06272832
1,63200087
1,67714128
1,7350826
1,74078429
1,60786849
1,62796637
1,65358949
1,6915092
1,62018197

0,74634863
0,74634863
0,74634863
0,74634863
0,84203436
0,84203436
0,84203436
0,74634863
1,09464466
0,84203436
0,84203436
0,74634863
0,84203436
0,84203436
0,74634863
1,31095169
0,74634863
1,09464466
0,84203436
1,31095169
1,09464466
1,09464466
0,84203436
0,84203436
0,84203436
0,84203436
1,52033981
0,84203436
1,09464466
1,09464466
2,07515576
1,52033981
1,09464466
1,31095169
0,84203436
1,09464466
1,31095169
1,31095169
1,09464466
1,09464466
1,09464466
1,09464466
2,36497303
1,09464466
1,31095169
1,52033981
1,52033981
1,09464466
1,09464466
1,09464466
1,31095169
1,09464466
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YNLO36W
YOLO53C-a
YJR025C
YOR121C
YCLO4OW
YPR151C
YHR092C
YILO15C-A
YNLO52W
YDR530C
YGR142W
YIR120W
YLR121C
YMR081C
YPRO15C
YER159C
YPR191W
YML131W
YNLOO3C
YPL111W
YOR222W
YLR038C
YER163C
YDR340W
YOR385W
YDR379C-a
YMR105C
YOR032C
YER057C
YKL160W
YFLO12W
YOROOOW
YKL148C
YHRO71W
YIL159W
YBR225C-a
YILOGOW
YPR0O98C
YBR0O90C
YGR279C
YBR158W
YGROO8C
YBLO49W
YOL143C
YELO24W
YOR391C

NCE103
BNA1

GLK1
SUE1
HXT4

COX5A
APA2
BTN2

YIR120W
YPS3
ISF1
YPRO15C
BUR6
QCR2
YML131W
PET8
CAR1
0DC2

COX12

YER163C

YOR385W
YDR379C-A
PGM2
HMS1
HMF1
ELF1
YFLO12W
TIR4
SDH1
PCLS
HSP150

YILOGOW
YPR0O98C
YBR090C
SCw4
AMN1
STF2
MOH1
RIB4
RIP1
HSP33

0,44874908
0,43250024
0,48669341
0,46663566
0,45339464
0,47431158
0,45329891
0,49097215
0,47273761
0,48574572
0,34581114
0,45263931
0,46156012
0,36402545
0,46459083
0,43885399
0,44343877
0,47052517
0,47279822
0,46950481
0,44104521
0,46753181
0,47185757
0,45872787
0,39447589
0,43848072
0,37539073
0,4570503

0,44238553
0,44636935
0,39024986
0,39077126
0,43919232
0,42457436
0,43370719
0,42693154
0,39078685
0,41555736
0,44732172
0,44130187
0,43829837
0,40055065
0,41032651
0,42271438
0,40837411
0,4404784

0,80775
0,806
0,8055
0,8045
0,802
0,8005
0,7975
0,79725
0,7965
0,79
0,79
0,7885
0,78
0,77725
0,7759
0,76675
0,766
0,76325
0,76025
0,7545
0,754
0,75216667
0,7505
0,7495
0,74825
0,74625
0,741
0,73666667
0,736
0,734
0,7305
0,728
0,725
0,72275
0,72225
0,71925
0,71775
0,713
0,7125
0,709
0,7085
0,70775
0,7015
0,7005
0,7005
0,70025

1,80000371
1,86358278
1,65504605
1,7240431
1,76887844
1,68770918
1,75932475
1,62381919
1,68486701
1,62636534
2,28448393
1,74200513
1,6899207
2,13515291
1,6700717
1,74716423
1,72740873
1,62212363
1,60797983
1,6070123
1,70957531
1,60880317
1,59052232
1,63386628
1,89682063
1,70189924
1,97394323
1,61178467
1,66370722
1,64437812
1,87187767
1,86298244
1,65075746
1,70229309
1,66529404
1,68469633
1,836679
1,71576796
1,59281333
1,60661001
1,61647874
1,76694257
1,70961413
1,65714733
1,71533892
1,58974878

1,84331355
2,07515576
1,31095169
1,52033981
1,52033981
1,31095169
1,52033981
1,31095169
1,31095169
1,31095169
3,68884956
1,52033981
1,52033981
3,15406089
1,52033981
1,84331355
1,84331355
1,52033981
1,31095169
1,52033981
1,84331355
1,52033981
1,31095169
1,52033981
2,36497303
1,84331355
3,15406089
1,52033981
1,84331355
1,84331355
2,81710023
2,81710023
1,84331355
2,07515576
1,84331355
2,07515576
2,81710023
2,07515576
1,84331355
1,84331355
1,84331355
2,36497303
2,36497303
2,07515576
2,36497303
1,84331355
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GENES REPRIMIDOS
Gene ID Gene name Score(d) Numerator(r) Denominator(s+s0) g-value(%)

YELO65W SIT1 -1,25386091 -2,51025 2,00201632 0

YHR137W ARO9 -1,33676363 -2,26 1,69065042 0

YNLOG65W AQR1 -1,17885977 -2,03075 1,72263916 0

YOR153W PDR5 -1,22937961 -2,0015 1,62805694 0

YBR068C BAP2 -1,13276814 -1,92275 1,6973906 0

YGLOO9C LEU1 -1,02585257 -1,73 1,68640216 0

YMR189W GCV2 -0,96588024 -1,56125 1,61640122 0

YBR244W GPX2 -0,94119109 -1,53025 1,62586538 0

YLLO28W TPO1 -0,89671501 -1,51925 1,69423952 0

YARO73W IMDA1 -0,93341481 -1,51825 1,62655444 0

YCLOGAC CHA1 -0,87094275 -1,4395 1,65280668 0

YER145C FTR1 -0,82219842 -1,4235 1,73133391 0

YCLO30C HIS4 -0,80217091 -1,311 1,63431506 0

YNL279W PRM1 -0,74676322 -1,259 1,6859427 0,52125936
YLR432W IMD3 -0,78257105 -1,25775 1,60720231 0,34207646
YHR208W BAT1 -0,75152761 -1,223 1,62735206 0,52125936
YHR216W IMD2 -0,72590788 -1,19325 1,64380363 0,52125936
YCRO89W FIG2 -0,69997831 -1,18175 1,6882666 0,86192493
YCLO37C SR09 -0,65631944 -1,162 1,77047931 1,09464466
YKL120W OACt -0,6468684 -1,1055 1,70900295 1,09464466
YOLO58W ARG1 -0,6395406 -1,05975 1,65704883 1,31095169
YDL241W YDL241W  -0,62834116 -1,058 1,68379866 1,31095169
YMLO56C IMD4 -0,62974588 -1,02075 1,62089191 1,31095169
YLR355C ILVS -0,59957965 -1,012 1,68784915 1,84331355
YOR225W -0,58157152 -0,98 1,6850894 2,07515576
YLR332W MID2 -0,583409 -0,976 1,67292586 2,07515576
YMRO58W FET3 -0,52377038 -0,9655 1,84336501 2,81710023
YKL106W AATH -0,58360787 -0,96125 1,64708197 2,07515576
YDLO37C BSC1 -0,55245992 -0,93475 1,69197794 2,36497303
YOR108W LEU9 -0,57786294 -0,934 1,61630023 2,07515576
YLR112W -0,55033087 -0,9315 1,6926181 2,36497303
YELO38W UTR4 -0,53185627 -0,92125 1,7321409 2,36497303
YLLO12W YLLO12W  -0,57190603  -0,91666667 1,60282742 2,07515576
YGR234W YHB1 -0,54887916 -0,9115 1,66065697 2,36497303
YLR413W YLR413W  -0,54995071 -0,90925 1,65332998 2,36497303
YBR286W APE3 -0,54657414 -0,9025 1,6511941 2,36497303
YCROO8SW SAT4 -0,54172001  -0,88141667 1,62707054 2,36497303
YKRO8OW MTDA1 -0,54292388 -0,8795 1,61993242 2,36497303
YLR359W ADE13 -0,52574018 -0,85775 1,63150932 2,81710023
YORO11W AUS1 -0,49324119 -0,8565 1,73647298 3,68884956
YGR266W YGR266W -0,5146858 -0,84725 1,64614995 2,81710023
YCRX18C -0,51773886 -0,84125 1,62485389 2,81710023
YIL121W QDR2 -0,50217685 -0,8405 1,67371315 3,15406089
YDR384C ATO3 -0,47649436 -0,81925 1,71932779 4,50829087
YBR069C TATH -0,46119842 -0,79 1,71292867 4,50829087
YDRO11W SNQ2 -0,47755953 -0,78775 1,64953256 4,50829087
YGLO77C HNM1 -0,43293532 -0,78175 1,80569697 5,28118038
YMR120C ADE17 -0,45951289 -0,77125 1,67840774 4,50829087
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YKRO50W TRK2 -0,45172407 -0,77025 1,70513383 4,50829087
YCR102C YCR102C  -0,44111033 -0,76375 1,73142622 528118038
YDL182W LYS20 -0,47023477 -0,762 1,62046716 4,50829087
YILO82W -0,446777 -0,75925 1,69939366 528118038
YPL177C CUP9 -0,46451799 -0,75375 1,62264973 4,50829087
YPROOSW SUT2 -0,43645222 -0,748 1,71381877 528118038
YERO73W ALDS -0,42963286 -0,7375 1,71658194 528118038
YHRO32W YHRO32W ~ -0,4571543 -0,731325 1,59973339 4,50829087
YLR058C SHM2 -0,44369489 -0,7275 1,63964026 528118038
YARO15W ADET1 -0,43025443 -0,72275 1,67982001 528118038
YIR030C DCG1 -0,42503923 -0,72225 1,6992549 528118038
YIRO15W YIRO15W  -0,44584614 -0,71825 1,61098176 528118038
YML126C ERG13 -0,44376023 -0,71375 1,60841362 528118038
YIRO16C ILV3 -0,44701475 -0,71325 1,59558493 528118038
YGR281W YOR1 -0,43961219 -0,7095 1,61392248 528118038
YHR207C SET5 -0,4368638 -0,704 1,61148623 5,28118038
YGL234W ADES5,7 -0,42883746 -0,70025 1,63290306 528118038
YMR323W YMR323W  -0,42626824 -0,7 1,64215849 528118038

En estas tablas:
= Gene ID: referencia del gen.
= Gene name: nombre del gen.
= Score (d): Estadistico calculado por SAM (Tusher et al, 2001), segun la férmula:
Score (d): Numerator (r) / Denominador (s+so)
= Numerator (r): En los andlisis tipo one class, el numerador se corresponde con el

valor de cambio o fold-change (logaritmo en base 2).

= ¢-value (%): Probabilidad de que el gen haya sido seleccionado por error.
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