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Qualsevol cèl·lula viva necessita mantindre nivells adequats d’ions i nutrients per tal d’assegurar 
la continuïtat de les seues funcions. El primer pas en la conservació de l’homeòstasi d’ions com 
el potassi o nutrients com la glucosa, és la pressa dels mateixos des del medi extern, tot i tenint 
els transportadors de membrana un paper bàsic en este procés. De manera directa, la regulació 
d’aquests transportadors té una funció fonamental en la resposta de les cèl·lules a diferents 
condicions ambientals, tot i sent processos essencials tant la modulació de la seua activitat com 
l’abundància de permeases a la membrana plasmàtica. Per això, entendre les rutes que regulen la 
funció o la presència dels transportadors a la membrana és important per a un millor coneixement 
de la fi siologia cel·lular i la resposta a l’estrés. La regulació transcripcional suposa un nivell 
important en el control de l’abundància de transportadors a la membrana plasmàtica, i més 
concretament en el rent model Saccharomyces cerevisiae s’ha demostrat que les permeases d’hexoses 
tenen una forta regulació a nivell transcripcional. A banda d’aquest tipus de regulació, existeixen 
altres nivells importants per al control i el manteniment de l’homeòstasi de la glucosa, com la 
regulació postraduccional, i , que en el cas dels transportadors de glucosa, és menys coneguda. 
L’ubiquitinació com a senyal per a l’endocitosi de proteïnes de membrana a través de l’E3 
ubiquitina ligasa Rsp5, ha sigut demostrada per a un gran nombre de transportadors, inclosos els 
de la família HXT. En els últims anys, diversos estudis han posat de manifest la implicació de la 
família de proteïnes ART (Arrestin Releated Traffi  cking proteins) en este procés, tot i actuant com 
adaptadores de Rsp5 i aportant especifi citat a l’ubiquitinació de transportadors en resposta a canvis 
en les condicions del medi. Al mateix temps, aquesta família de proteïnes és diana de modifi cacions 
postraduccionals, com l’ubiquitinació o la fosforilació, que tenen un efecte en la seua activitat i 
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sumen un nivell addicional a la regulació dels transportadors amb els quals interaccionen. Estudis 
anteriors demostraren l’existència d’una interacció genètica entre el transportador de glucosa 
d’alta afi nitat Hxt6 i la proteïna adaptadora de Rsp5, Rod1 (Art4). De la mateixa manera, la 
quinasa Snf1 va ser involucrada en la fosforilació d’aquesta proteïna adaptadora, tot i suggerint 
una possible funció en la regulació de la seua activitat. Amb estos precedents, i tenint en compte 
la interacció de les proteïnes 14-3-3 amb altres proteïnes adaptadores, en el present estudi es 
durà a terme la caracterització bioquímica de la ruta de senyalització Art4-Snf1-14-3-3 implicada 
en la regulació per endocitosi del transportador de glucosa Hxt6, i s’estudiarà l’efecte de Snf1 
i les proteïnes 14-3-3 (Bmh2) sobre el tràfi c intracel·lular del complex Hxt6-Art4. Per altra 
banda, s’analitzarà l’efecte de Art4, i del seu paràleg Rog3 (Art7), sobre els nivells de Hxt6 i es 
caracteritzaran els fenotips de mutants per a altres transportadors de glucosa, tals com Hxt1 i 
Hxt3, per la possibilitat que presenten un mecanisme regulador comú que també implique a Art4 
i Art7. En defi nitiva, la present tesi doctoral pretén aportar noves dades al voltant de la regulació 
postraduccional dels transportadors de la família HXT a través de les proteïnes ART, adaptadores 
de Rsp5, tot i aprofundint en aspectes bioquímics com la fosforilació i l’ubiquitinació, i en 
aspectes moleculars i cel·lulars, com el tràfi c intracel·lular o l’estabilitat de permeases.
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Cualquier célula viva necesita mantener niveles adecuados de iones y nutrientes para asegurar 
la continuidad de sus funciones. El primer paso en la conservación de la homeostasis  de iones 
como el potasio o nutrientes como la glucosa, es la toma de los mismos desde el medio externo, 
teniendo los transportadores de membrana un papel básico en este proceso. La regulación de 
estos transportadores tiene una función fundamental en la respuesta de las células a diferentes 
condiciones ambientales, siendo esenciales tanto la modulación de su actividad como la 
abundancia de permeasas en la membrana plasmática. Por esto, el estudio de las rutas que regulan 
la función o la presencia de dichos transportadores en la membrana plasmática es importante para 
un mejor conocimiento de la fi siología celular y la respuesta de las células al estrés. La regulación 
transcripcional supone un nivel importante en el control de la abundancia de transportadores 
en la membrana plasmática, y más concretamente en la levadura modelo Saccharomyces cerevisiae 
se ha demostrado que los transportadores de hexosas poseen una fuerte regulación a nivel 
transcripcional. Sin embargo, existen otros niveles importantes para el control y el mantenimiento 
de la homeóstasis de hexosas, como la regulación postraduccional, y que en el caso de los 
transportadores de glucosa es menos conocida. La ubiquitinación como señal para la endocitosis 
de proteínas de membrana a través de la E3 ubiquitín ligasa Rsp5 ha sido demostrada para gran 
número de transportadores, incluidos los de la familia HXT. En los últimos años, varios estudios 
han demostrado la implicación de la familia de proteínas ART (Arrestin Releated Traffi  cking 
proteins) en este proceso, actuando como adaptadores de Rsp5 y aportando especifi cidad a la 
ubiquitinación de transportadores en respuesta a cambios en las condiciones del medio. A su 
vez, esta familia de proteínas adaptadoras es diana de modifi caciones postraduccionales, como la 
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ubiquitinación o la fosforilación, que repercuten en su actividad y suman un nivel adicional en 
la regulación de los transportadores con los que interaccionan. Estudios anteriores demostraron 
la existencia de una interacción genética entre el transportador de glucosa de alta afi nidad Hxt6 
y la proteína adaptadora de Rsp5, Rod1 (Art4). A su vez, la quinasa Snf1 fue implicada en la 
fosforilación de esta proteína adaptadora, sugiriendo una posible función en la regulación de 
su actividad. Con estos precedentes, y teniendo en consideración la interacción de las proteínas 
14-3-3 con otras proteínas adaptadoras, en el presente estudio se llevará a cabo la caracterización 
bioquímica de la ruta de señalización Art4-Snf1-14-3-3 implicada en la regulación por endocitosis 
del transportador de glucosa Hxt6 y se estudiará el efecto de Snf1 y las proteínas 14-3-3 (Bmh2) 
sobre el tráfi co intracelular del complejo Hxt6-Art4. Del mismo modo, se analizará el efecto de 
Art4, y de su parálogo Rog3 (Art7), sobre los niveles de Hxt6 y se caracterizarán los fenotipos de 
mutantes para otros transportadores de glucosa, como Hxt1 y Hxt3, por la posibilidad de que 
presenten un mecanismo regulador común que implique también a Art4 y Art7. En defi nitiva, la 
presente tesis doctoral pretende aportar nuevos datos acerca de la regulación postraduccional de 
transportadores de la familia HXT a través de las proteínas ART, adaptadoras de Rsp5, haciendo 
hincapié en aspectos bioquímicos como la fosforilación y la ubiquitinación, y en aspectos 
moleculares y celulares, como el tráfi co intracelular o la estabilidad de permeasas. 
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Any living cell needs to maintain adequate levels of nutrients and ions to ensure the continuity of 
its functions. Th e fi rst step in the maintenance of both ion and nutrient homeostasis is their uptake 
from the extrenal environment, where plasma membrane transporter proteins play an important 
role. Th e regulation of both the activity and abundance of permeases in the plasma membrane 
is a pivotal aspect of the cellular response to diff erent environmental conditions. Th erefore, 
deciphering the pathways that regulate the function or the presence of these transport proteins 
is important for a better understanding of cell physiology and stress responses. Transcriptional 
regulation is a contributor to the control of the abundance of plasma membrane transporters, and 
more specifi cally in the yeast model Saccharomyces cerevisiae a strong transcriptional regulation of 
the hexose transporters has been demonstrated. However, there are other important levels for the 
control and maintenance of glucose homeostasis, such as post-translational regulation of glucose 
transporters, which are still being defi ned. Ubiquitination, as a signal for endocytosis of membrane 
proteins, mediated by the E3 ubiquitin ligase Rsp5 has been demonstrated for many transporters, 
including the HXT family. In recent years, several studies have shown the involvement of the 
ART protein family (Arrestin-Releated Traffi  cking proteins) in this process, acting as adapters 
for Rsp5 and providing specifi city to the ubiquitination of permeases in response to changes in 
environmental conditions. In turn, the members of this family of adapter proteins are targets 
of post-translational modifi cations, such as phosphorylation or ubiquitination, aff ecting their 
activity and adding an additional level in the regulation of transporter interactions. Previous 
studies have demonstrated the existence of a genetic interaction between the high affi  nity glucose 
transporter Hxt6 and the Rsp5 adapter protein, Rod1 (Art4). In turn, the Snf1 kinase was shown 
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to be involved in the phosphorylation of this adapter protein, suggesting a possible role in the 
regulation of its activity. With this background, and taking into consideration the interaction of 
14-3-3 proteins with other adapter proteins, in this study the biochemical characterization of the 
Art4-Snf1-14-3-3 signaling pathway involved in the regulation of the endocytosis of the glucose 
transporter Hxt6 and the eff ect of Snf1 and 14-3-3 proteins (Bmh2) on intracellular traffi  c of 
the Hxt6-Art4 complex will be investigated. Similarly, the eff ect of Art4, and its paralogue Rog3 
(Art7), on Hxt6 levels and the phenotypes of other glucose transporter mutants, such as hxt1 
and hxt3 will be analyzed to determine whetherthese transporters display a common regulatory 
mechanism also involving Art4 and Art7. In short, this thesis aims to provide new data on the 
post-translational regulation of the HXT transporters through the Rsp5 adapter family of ART 
proteins, with emphasis on biochemical aspects, such as phosphorylation, and molecular and 
cellular aspects, such as intracellular traffi  cking and permease stability.
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2-DG  2-desoxi-D-glucosa

AMPK  AMP activated kinase (proteína quinasa activada por AMP)

ART  Arrestin Releated Traffi  cking adaptors (Adaptadores del tráfi co relacionados  
  con arrestinas)

BiFC   Bimolecular Fluorescence Complementation (complementación de fl uorescencia  
  bimolecular)

dCTP   2’-desoxicitidina 5’-trifosfato

DSP  (dithiobis(succinimidyl propionate)) Reactivo de Lomant

ECL   Enhaced chemiluminescence (quimioluminiscencia mejorada)

EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid (ácido etilendiaminotetraacético)

ESCRT   Endosomal Sorting Complex Required for Transport (Complejo de clasifi cación  
  vacuolar requerido para el transporte)

GFP   Green Fluorescent Protein (proteína verde fl uorescente)

HA   Hemagglutinina

HECT   Homologus to E6-AP C Terminus

IPP   Interacción proteína-proteína

Abreviaturas
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Kan   Kanamicina

LB   Medio Luria-Bertani

MAST   Motif Alignment and Search Tool 
  (herramienta de alineamiento y búsqueda de motivos)

MES   2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (ácido 2-(N-morfolino) etanosulfónico

MVB   Multivesicular body (Cuerpo multivesicular)

ONPG   Ortho-Nitrophenyl-b-D-GalactoPyranoside
  (ortho-nitrofenil-b-D-galactopiranosida)

ORF   Open Reading Frame (trama de lectura abierta)

PEG   Polietilenglicol

RING   Really Interesting New Gene (Gen nuevo realmente interesante)

SCD   Synthetic Complete Drop-out (medio mínimo completo)

SD   Medio mínimo sintético

SDS-PAGE  Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (electroforesis en gel  
  de poliacrilamida-dodecil sulfato sódico)

SGD   Saccharomyces Genome Database (base de datos del genoma de Saccharomyces)

SSC   Sodium Saline Citrate (citrato salino sódico)

TBS   Tris-Buff ered-Salin (tampón salino ajustado con tris)

TMED  N, N, N’,N’-tetrametiletilendiamina

V5   Epítopo del paramyxovirus SV5

YPD   Medio rico Yeast Extract-Peptone-Dextrose
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1. La membrana plasmática: importancia biológica

La membrana plasmática es la estructura que defi ne la extensión de la célula y que constituye 
el límite o borde contenedor de los componentes celulares, separándolos del medio y creando 
las condiciones que posibilitan el conjunto de reacciones bioquímicas que dan lugar a la vida. 
Al mismo tiempo, la membrana plasmática constituye la estructura que relaciona a la célula 
con su entorno y por tanto su composición variará en el tiempo y en respuesta a un ambiente 
variable, siendo en consecuencia una estructura dinámica (Sabatini, 2005). En su cara externa, 
la membrana plasmática presenta los dominios extracelulares de las proteínas que la atraviesan  o 
que se anclan a ella, y que determinarán la gama de interacciones que la célula establecerá con su 
ambiente. Esto incluye interacciones con otras células, con la matriz extracelular, con nutrientes, 
con iones, con diferentes estímulos o con patógenos. En la cara interna, por el contrario, es donde 
se establecen las interacciones moleculares implicadas en la forma y el movimiento celular, el 
tráfi co endocítico o las cascadas de señales desencadenadas por estímulos externos (Anderson et 
al., 2003). De este modo, la composición de la membrana plasmática determina las funciones 
necesarias para la nutrición y la homeostasis celular y participa en la elaboración de respuestas 
celulares adecuadas frente a un entorno variable (Conner y Schmid, 2003).  En defi nitiva, la 
membrana plasmática juega un papel fundamental en la supervivencia celular y en la adecuada 
integración de las células en el medio en el que se encuentran inmersas. 

Introducción
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1.1. Proteínas de transporte de la membrana plasmática

Los transportadores de membrana son la puerta de entrada para la mayor parte de nutrientes 
utilizados por las células en la generación de energía, construcción de elementos básicos para el 
mantenimiento celular y asegurar de esta manera su crecimiento y desarrollo. En este sentido, 
las proteínas transportadoras pueden ejercer un control importante sobre todas las actividades 
celulares, ya sea como simples proveedores de nutrientes o señalizando la presencia o ausencia de 
estos a la maquinaria celular (Conner y Schmid, 2003).

Los transportadores pueden actuar como sistemas de transporte pasivo, trasladando solutos 
a favor de potencial electroquímico, o como sistemas de transporte activo, utilizando energía 
para el transporte de los mismos en contra de su potencial electroquímico. Este transporte activo 
esta mediado por transportadores cuya función está acoplada directamente al uso de energía 
derivada de la hidrólisis de una molécula de ATP, o por transportadores que utilizan un gradiente 
electroquímico pre-establecido en forma de potencial de membrana, que resultará en el co-
transporte del sustrato acoplado al transporte de iones. En esta última categoría se engloban los 
simportadores y antiportadores, que transportan los iones en la misma dirección o en la dirección 
opuesta, respectivamente, que el sustrato objeto de transporte. 

Muchas de las proteínas transportadoras en levadura presentan un alto porcentaje de similitud con 
proteínas en otros organismos, desde bacterias hasta humanos, hecho que refl eja la importancia 
de su estudio en levaduras como plataforma inicial para la posterior extrapolación a organismos 
superiores. En S. cerevisiae se han identifi cado 282 transportadores transmembrana, de los 
que 125 están localizados en la membrana plasmática (Van y André, 2001). Algunos de estos 
transportadores, como la ATPasa Pma1, son necesarios en todas las fases de crecimiento y por 
tanto son sintetizados continuamente, manteniendo así niveles más o menos constantes en la 
membrana plasmática. Otros, por el contrario, están rigurosamente regulados por las condiciones 
ambientales y su presencia o ausencia en la membrana dependerá de las circunstancias a las que 
se enfrente la célula en cada momento. Cada transportador de membrana debe ser regulado de 
manera específi ca, permitiendo de este modo la viabilidad de las células en un ambiente sometido 
a constantes cambios. Esta regulación puede darse a distintos niveles, siendo fundamentales la 
transcripción génica, la modulación de la actividad intrínseca y el tráfi co intracelular. 

1.2. Transportadores de iones en Saccharomyces cerevisiae

Además de los componentes mayoritarios de las moléculas orgánicas, carbono, nitrógeno, 
hidrógeno y oxígeno, los organismos vivos requieren gran variedad de elementos químicos para 
su crecimiento. En el entorno acuoso de las células estos elementos se encuentran como iones 
cargados, que junto a protones e iones hidróxido facilitan las reacciones bioquímicas. Los iones, 
que no pueden atravesar libremente las bicapas lipídicas debido a su carga, proporcionan la 
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materia prima para establecer gradientes electroquímicos que dirigen diferentes procesos celulares 
tales como la síntesis de ATP. El potasio es fundamental para neutralizar las cargas negativas del 
interior celular y para activar procesos tan básicos como la traducción de proteínas. Elementos 
traza como el zinc, cobre, hierro o manganeso son determinantes para la estructura de las 
proteínas al mismo tiempo que sirven como cofactores para gran variedad de enzimas, así como 
el calcio que juega un papel básico en la señalización intracelular además de poseer implicaciones 
enzimáticas (revisado en Cyert y Philpott, 2012). A pesar de sus roles fundamentales, todos estos 
elementos pueden resultar tóxicos para las células si no son correctamente regulados. Por ello, las 
células han desarrollado sofi sticados mecanismos para mantener su homeóstasis y de esta manera 
regular sus niveles evitando concentraciones tóxicas. Estudios en levadura han identifi cado 
componentes clave en la toma, uso y regulación de la concentración de estos iones, pero además, 
y debido al alto grado de similitud de estos mecanismos en otros organismos, la levadura ha 
servido como un excelente modelo para la identifi cación de dichos mecanismos en humanos, 
ayudando al entendimiento de enfermedades derivadas de defectos en la homeóstasis de iones, 
o en plantas, contribuyendo al desarrollo mediante ingeniería genética de especies con valores 
añadidos. En la fi gura 1 se muestra el esquema de los principales transportadores de cationes en la 
levadura Saccharomyces cerevisiae.

Figura 1. Principales transportadores de cationes en la levadura Saccharomyces cerevisiae. 
Adaptado de Ariño et al., 2010.
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1.2.1. Pma1, la bomba de protones esencial.

Pma1, una ATPasa de tipo P2 compuesta por una única subunidad de 100-kDa, es la encargada 
de bombear protones a través de la membrana plasmática desde el interior de la célula hacia 
al espacio extracelular, a relación de un protón por molécula de ATP hidrolizada (Perlin et al., 
1986). Esta proteína integral de membrana es un transportador esencial en células de levadura y es 
la responsable, por ejemplo, de la regulación del pH intracelular. Del mismo modo, su actividad 
electrogénica crea el gradiente electroquímico requerido para el transporte secundario de iones y 
la toma de nutrientes a través de la membrana plasmática (Serrano et al., 1986). Esta H+-ATPasa 
es una de las proteínas más abundantes en la célula y su actividad supone el consumo de un 20% 
del ATP total. Pma1 es una proteína fundamental para el crecimiento y por ello su función debe 
ser estrechamente regulada dependiendo del estado metabólico y fi siológico de las células, siendo 
la glucosa y el pH ácido dos de los principales estímulos que regulan su función. 

Los niveles extracelulares de glucosa, así como un incremento en la toma de potasio, suponen 
una regulación positiva de la actividad de Pma1 (Serrano, 1983; Seto-Young y Perlin, 1991). Por 
el contrario, mutaciones que afectan a su actividad disminuyen el pH citosólico y el crecimiento 
celular (McCusker et al., 1987; Portillo y Serrano, 1989), reducen la capacidad de crecimiento 
en medio con bajo pH o en presencia de ácidos débiles y originan fenotipos de resistencia a 
diferentes compuestos catiónicos como la higromicina B, consecuencia de un potencial de 
membrana alterado que se traduce en la disminución de la toma de este tipo de moléculas tóxicas 
(Perlin et al., 1988).

 S. cerevisiae codifi ca una segunda H+-ATPasa, Pma2, que presenta un grado de similitud del 
89% con Pma1 (Schlesser et al., 1988) y que pese a ser capaz de exportar protones su actividad 
enzimática difi ere con respecto a Pma1. Pma2 se encuentra normalmente a niveles muy bajos, 
pudiendo sustituir a Pma1 solo cuando se expresa bajo el control de un promotor fuerte (Supply 
et al., 1993). 

1.2.2. Trk1 y Trk2, el sistema de transporte de potasio de alta afi nidad.

Como ya hemos visto, el mantenimiento de la homeóstasis iónica es un proceso fundamental 
en todos los organismos vivos. En este sentido, el potasio (K+) es el catión más abundante en el 
interior de las células y está implicado en diversos parámetros fi siológicos tales como el turgor, 
el mantenimiento del potencial de membrana, la fuerza iónica o el pH intracelular. El K+ se 
acumula en el interior celular en contra de gradiente gracias a la actividad de diferentes sistemas 
de transporte. En condiciones óptimas de crecimiento el contenido intracelular de K+ en células 
de levadura oscila entre 200-300 mM. Sin embargo,  S. cerevisiae es capaz de crecer en un amplio 
rango de concentraciones externas de K+, que va desde valores micromolares (10 μM) hasta 2.5 M 
(Ariño et al., 2010). 
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Los productos génicos responsables de la toma de K+, las proteínas Trk1 y Trk2, fueron 
identifi cadas utilizando rastreos de mutantes incapaces de crecer en condiciones limitantes de 
K+ (Gaber et al., 1988; Ko et al., 1990; Ko y Gaber, 1991). De las dos proteínas identifi cadas, 
Trk1 es la principal implicada en la entrada de potasio a la célula debido a sus mayores niveles 
de expresión, aunque el papel de Trk2 también fue demostrado como importante ya que los 
mutantes trk1 trk2 necesitan ser suplementados con concentraciones de K+ 10 veces superiores 
respecto al mutante simple trk1. Trk1 y Trk2 son proteínas de membrana grandes, compuestas 
por 1235 y 889 aminoácidos respectivamente, conteniendo cada una de ellas cuatro motivos M1-
P-M2 (membrana-poro-membrana) donde M1 y M2 se corresponden con dominios hidrofóbicos  
conectados por segmentos P con estructura α-helice (Durell y Guy, 1999; Gaber et al., 1988). 
El transporte mediado por Trk1/2 presenta alta afi nidad tanto por K+ como por Rb+ y su 
velocidad de transporte se ha estimado en 30 nmol/mg células/min, transporte que es impulsado 
por el potencial electroquímico negativo generado en el interior de la célula por la H+-ATPasa 
(Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984). El sistema TRK es uno de los principales determinantes 
del potencial eléctrico de la membrana plasmática y como consecuencia de la toma de cationes 
(Madrid et al., 1998), ya que su acción contribuye a relajar el gradiente eléctrico inducido por 
el funcionamiento de Pma1. Además de su implicación en el transporte de K+, también ha 
sido descrito para Trk1 un papel en el fl ujo de salida de iones cloruro como consecuencia de la 
formación de un poro central tras el establecimiento de un homotetrámero de subunidades Trk1 
(Kuroda et al., 2004), papel que también ha sido sugerido para Trk2. 

1.3. Transportadores de azúcares en Saccharomyces cerevisiae

En su hábitat natural, la levadura Saccharomyces cerevisiae se enfrenta a un amplio rango de 
concentraciones de azúcar que van desde las altas concentraciones que pueden superar valores 
de 1.5 M en frutos en  maduración o descomposición, a valores cercanos a concentraciones 
micromolares (Weusthuis et al., 1994). Para hacer frente a estas fl uctuaciones en la concentración 
de azúcar, S. cerevisiae ha desarrollado una compleja familia de transportadores de azúcares con 
características y cinéticas específi cas para cada uno de sus miembros, permitiendo a las células 
ajustar el transporte de hexosas en cada situación y optimizar así el crecimiento y el metabolismo 
celular (revisado en Horák, 2013). Entre la variedad de hexosas disponibles, la glucosa es 
la principal fuente de carbono y energía tanto para S. cerevisiae como para la mayoría de las 
células. Aparte de ser un nutriente esencial, la glucosa puede ser considerada como una molécula 
señalizadora, ya que está implicada en procesos esenciales como el crecimiento, el metabolismo 
y el desarrollo celular (Rolland et al., 2002). Conocer cómo las células perciben y señalizan la 
presencia de glucosa, cómo se optimiza su uso y como la glucosa afecta al metabolismo son 
cuestiones esenciales que, en parte, siguen sin estar resueltas. 

El primer paso del metabolismo de los azúcares es su transporte al interior de la célula. En la 
levadura S. cerevisiae las hexosas son incorporadas a la célula por difusión facilitada a través de 
la membrana plasmática mediante transportadores específi cos (Heredia et al., 1968). La tasa de 
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transporte en células que se encuentran en fase de crecimiento óptimo puede superar las 107 
moléculas de glucosa/célula/segundo. 

Dado el gran número de transportadores de hexosas existentes, estos están sometidos a una 
regulación muy precisa y solo serán expresados aquellos que sean necesarios en cada momento. 
Un ejemplo que ilustra esta regulación es la respuesta a la abundancia de hexosas fácilmente 
fermentables, como la glucosa o la fructosa, donde las células no expresan los sistemas de 
transporte ni los componentes metabólicos necesarios para utilizar fuentes de carbono alternativas 
como galactosa o maltosa (Gancedo, 1998; Carlson, 1998). Este patrón jerárquico se establece 
mediante complejas redes de regulación de mecanismos que actúan tanto a nivel transcripcional 
como postraduccional.

La glucosa tiene dos efectos principales en la expresión génica. Por un lado, induce la transcripción 
de genes que codifi can enzimas glicolíticas, proteínas ribosomales y transportadores de glucosa 
que aseguren el correcto metabolismo de la glucosa en un proceso llamado inducción por glucosa 
(Özcan y Johnston, 1995). Por otra parte, reprime la expresión de genes que codifi can proteínas 
esenciales para el transporte y la utilización de fuentes de carbono alternativas, enzimas de la 
gluconeogénesis y respiración (Carlson, 1998; Johnston, 1999). Además, la glucosa también posee 
efectos de regulación a nivel postraduccional como el mecanismo de degradación por catabolito, 
utilizado por las células para regular la actividad de algunas enzimas clave en gluconeogénesis y 
de transportadores de azúcares en respuesta a fuentes de carbono preferidas (Jiang et al., 2000; 
Lucero et al., 2001). Por ello, la glucosa sirve como estímulo ambiental para regular la cantidad, 
tipo y actividad de los transportadores de azúcares tanto a nivel transcripcional como a nivel 
postraduccional. 

1.3.1. La familia HXT, transportando glucosa al interior de la célula.

A lo largo de los años, se han descrito 20 proteínas implicadas directa o indirectamente en 
el transporte de hexosas en levadura. Los transportadores de hexosas, pertenecientes a la 
familia HXT, son proteínas con 12 dominios transmembrana incluidos en la superfamilia de 
transportadores de solutos (Marger y Saier, 1993) y presentan una alta similitud de secuencia. 
Dentro de esta gran familia convergen los transportadores de glucosa Hxt1-Hxt17 (revisado en 
Özcan y Johnston, 1999), el transportador de galactosa Gal2 (Nehlin et al., 1989; Szkutnicka et 
al., 1989; Ramos et al., 1989) y Rgt2 y Snf3, descritos como los sensores celulares de los niveles 
de glucosa (Ozcan et al., 1996). Dada la gran cantidad de transportadores de glucosa, existe 
redundancia funcional y ninguno en sí mismo es esencial para el crecimiento. A pesar de estar 
compuesta por un gran número de transportadores, solo 7 miembros de la familia HXT han sido 
descritos como importantes para la toma de glucosa por parte de las células. Cepas que presentan 
deleciones en los genes comprendidos entre HXT1 y HXT7 son incapaces de crecer en glucosa 
debido a la imposibilidad de transportar el sustrato, originando la carencia de fl ujo glicolítico. La 
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introducción de cualquiera de los 7 genes HXT que codifi can transportadores funcionales resulta 
sufi ciente para recuperar el fenotipo de crecimiento en glucosa (Reifenberger et al., 1995). 

En células de S. cerevisiae solo serán expresados los transportadores de glucosa necesarios en 
función de la cantidad de glucosa disponible en el medio. Esta respuesta fi siológica se debe a 
la acción conjunta de diferentes mecanismos reguladores, que incluyen mecanismos tanto 
transcripcionales (Ozcan y Johnston, 1995) como postraduccionales (Wendell y Bisson, 1994; 
Krampe et al., 1998). En función del momento en que son expresados, los transportadores 
mencionados anteriormente se pueden englobar en tres sistemas de transporte dependiendo de su 
afi nidad por la glucosa: uno de baja afi nidad, que comprende aquellos transportadores expresados 
en condiciones de altos niveles de glucosa disponible, uno de afi nidad moderada y otro de alta 
afi nidad, reprimido por glucosa, y que incluye aquellos transportadores que serán expresados 
cuando los niveles de glucosa sean limitantes. Según esta clasifi cación, la siguiente tabla muestra 
los principales componentes de la familia HXT.

Tabla 1. Características de los transportadores de la familia HXT. La afi nidad del transportador 
por el sustrato se presenta en Km, que refl eja la relación entre las constantes cinéticas y caracteriza 
la interacción del transportador con su sustrato

Proteína Características Regulación Referencias

Hxt1

Transportador de baja 
afinidad.

Km= 100 mM

Se induce hasta 300 veces 
en respuesta a elevadas 
concentraciones de glucosa (>1%)

Reifenberger et al., 
1997; Maier et al., 2002.

Hxt2

Transportador de 
afinidad moderada.

Km= 10 mM

Expresión máxima a bajas 
concentraciones de glucosa (0.1%) 
y mínima a concentraciones 
elevadas. Afinidad por el sustrato  
modulada por la  concentración de 
glucosa.

Ozcan y Johnston, 
1996; Reifenberger et 
al., 1997; Maier et al., 
2002. Zaman et al., 
2009. 

Hxt3

Transportador de baja 
afinidad.

Km= 30-60 mM

Su inducción requiere glucosa 
aunque es poco dependiente de la 
concentración.

Ozcan y Johnston, 
1996; Reifenberger et 
al., 1997; Maier et al., 
2002; Zaman et al., 
2009.

Hxt4

Transportador de 
afinidad moderada.

Km= 10 mM

Expresión máxima a bajas 
concentraciones de glucosa (0.1%) 
y mínima a concentraciones 
elevadas.

Ozcan y Johnston, 
1996; Reifenberger et 
al., 1997; Maier et al., 
2002; Zaman et al., 
2009.

Hxt5

Transportador de 
afinidad moderada.

Km= 10 mm

Regulación dependiente de tasa de 
crecimiento y no de concentración 
de glucosa. Inducción máxima 
en células con bajos niveles de 
crecimiento.

Diderich et al., 1999; 
Verwaal et al., 2004; 
Zaman et al., 2009.

Hxt6 y 
Hxt7

Transportadores de alta 
afinidad.

Km= 1 mM

Expresión en niveles de glucosa 
muy bajos, fuentes de carbono no 
fermentables, maltosa y galactosa. 
Represión en respuesta a altas y 
moderadas concentraciones de 
glucosa.

Reifenberger et al., 
1997; Maier et al., 2002; 
Ye et al., 2001; Zaman 
et al., 2009.
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Proteína Características Regulación Referencias

Hxt8-
Hxt17

Transportadores de 
hexosas funcionales 
que no contribuyen 
significativamente al 
total de la actividad 
de transporte. Algunas 
de sus funciones no 
están directamente 
relacionadas con el 
transporte de hexosas. 

Excepto los genes HXT11 y HXT12, 
todos están regulados por glucosa.

Özcan y Johnston, 1999

Hxt9    
Hxt11

Implicados en fenotipos 
de resistencia a drogas.

Intervienen Pdr1 y Pdr3 como 
reguladores transcripcionales

Nourani et al., 1997.

Hxt10

Capaz de transportar 
trióxido de arsénico 
al interior de la 
célula como ocurre 
con los principales 
transportadores de 
hexosas.

Liu et al., 2004.

Hxt13

Hxt15

Expresión favorecida por fuentes de 
carbono no fermentables.

Greatrix y van Vuuren, 
2006.

Hxt17
Expresión en células crecidas en 
rafinosa a pH 7.7 pero no a pH 4.7

Greatrix y van Vuuren, 
2006.

Gal2
Transportador de 
galactosa de alta y baja 
afinidad.

Expresión en células crecidas en 
galactosa.

Ramos et al., 1989

Rgt2 y 
Snf3

Sensores de altos y 
bajos niveles de glucosa 
respectivamente. No 
transportan glucosa al 
interior celular. Son los 
encargados de generar 
las señales de inducción 
de los diferentes genes 
HXT.

Baja expresión endógena. RGT2 se 
expresa constitutivamente. SNF3 es 
reprimido por glucosa.

Özcan et al., 1996.
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2. Regulación de la expresión de transportadores de membrana a nivel 
transcripcional

Como se ha mencionado con anterioridad, una de las características de las células es su capacidad 
de adaptación a las variaciones del entorno en el que se desarrollan. Esta aptitud para la 
aclimatación al medio cambiante permite la obtención de la mayor cantidad de energía posible 
en unas determinadas condiciones, hecho tan esencial para la supervivencia como el ahorro de 
la misma. Por esta razón, la regulación de la expresión génica supone una herramienta elemental 
para la adaptación al medio, adecuando la maquinaria bioquímica en función de las variaciones 
físico-químicas del exterior. 

Los organismos eucariotas, y entre ellos la levadura, han desarrollado complejos patrones de 
expresión génica que son modifi cados a lo largo de su ciclo de vida y como respuesta a las señales 
del entorno. El control transcripcional es el mecanismo a través del cual se regulan los niveles 
y el momento en el que un gen se expresa, y supone una de las formas más importantes de 
la regulación de la expresión proteica. Gran parte de los mecanismos descritos que regulan la 
expresión génica en función de los factores ambientales desempeñan un control en el inicio de 
la transcripción. La razón es sencilla: actuando a nivel transcripcional el consumo energético es 
menor que cuando se degrada o inactiva una proteína ya sintetizada.

Los transportadores de membrana presentan notables diferencias en cuanto a su regulación. En 
determinados casos la regulación de la cantidad de estas proteínas tiene un importante componente 
transcripcional, mientras que en otros casos su regulación se llevará a cabo mayoritariamente 
a nivel postraduccional. Estas diferencias radican en la naturaleza de las proteínas, es decir, 
proteínas esenciales a lo largo de todo el ciclo vital de las células serán reguladas principalmente 
a nivel postraduccional, siendo el principal objetivo la modulación de su actividad, mientras que 
aquellas proteínas transportadoras cuyo requerimiento viene determinado por las condiciones 
ambientales tendrán una importante regulación transcripcional, asegurando así su expresión solo 
cuando sean realmente necesarias para la supervivencia de las células.

2.1. Regulación transcripcional de PMA1.

A pesar del progreso en el entendimiento de las bases moleculares de las ATPasas en diferentes 
organismos, la información disponible acerca de la región promotora de PMA1 y de los 
mecanismos que regulan su expresión es relativamente limitada, habiéndose dedicado gran 
parte del trabajo a la caracterización de las diferentes regiones reguladoras de su promotor y al 
aislamiento de mutantes con efectos sobre la expresión del gen PMA1. Estudios han demostrado 
como PMA1 es un gen con altos niveles de expresión (Serrano, 1988), hecho que explica el 
elevado porcentaje de esta H+-ATPasa en la membrana plasmática. Esta observación, junto con 
la elevada vida media del transportador, contribuye al mantenimiento de una cantidad constante 
de Pma1 a lo largo del ciclo de crecimiento de la levadura (Mason et al., 1998) y sugiere una 
regulación mayoritariamente postraduccional. 
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Estudios basados en las secuencias reguladoras del promotor de PMA1 mostraron como entre 
los factores de transcripción implicados en su regulación se encuentra Rap1, proteína de unión a 
DNA implicada en funciones esenciales como el control de la longitud de los telómeros (Shore, 
1997) o la regulación de enzimas glicolíticas (Uemura et al., 1992). Otro factor de transcripción 
implicado en la regulación de enzimas glicolíticas y con secuencia de unión en el promotor de 
PMA1 es Gcr1 (Baker, 1991), que fue propuesto, actuando en coordinación con Rap1, como 
regulador del gen PMA1 en respuesta a glucosa (Rao et al., 1993, Garcia-Arranz et al., 1994). 
Tanto Mcm1, un factor de transcripción esencial de la familia MADS box que regula una amplia 
variedad de genes, como Gln3, implicado en la regulación de genes importantes para la toma 
y degradación de fuentes de nitrógeno, poseen secuencias de unión en la región promotora de 
PMA1, poniendo de manifi esto la importancia de Pma1 tanto a lo largo del ciclo celular (Kuo 
y Grayhack, 1994) como en la respuesta frente a la escasez de nitrógeno (Cox et al., 1999). El 
análisis del promotor de PMA1 muestra, además, la presencia de una región rica en T que en 
otros promotores, como el de HIS3, se demostró como responsable de su expresión constitutiva 
(Struhl, 1985), aunque en el caso de PMA1 esta función no ha sido evidenciada. 

Entre las condiciones de crecimiento que han demostrado tener un efecto negativo en los niveles 
de mRNA de PMA1, se encuentran el crecimiento en medio con bajas concentraciones de ácido 
octanoico (Viegas et al., 1994), el crecimiento a temperaturas supraóptimas (Viegas et al., 1995) 
o el crecimiento de las células a pH 2.5 (Carmelo et al., 1996). Por el contrario, células cultivadas 
en medio con etanol como única fuente de carbono o células que alcanzan la fase estacionaria 
después del crecimiento diáuxico, presentan mayores niveles de expresión de PMA1 (Fernandes et 
al., 2003). A pesar de los estudios llevados a cabo en la caracterización de los patrones de expresión 
de PMA1, como hemos mencionado anteriormente, la mayor parte de la regulación de Pma1 se 
produce a nivel postraduccional, hecho que concede mayor protagonismo a la modulación de su 
actividad en respuesta a las diferentes condiciones ambientales. 

2.2. Regulación transcripcional de TRK1 y TRK2

La actividad de estos transportadores, al igual que en el caso de Pma1, no parece tener un 
componente importante de regulación que implique mecanismos transcripcionales, por lo que 
su regulación será mayoritariamente postraduccional (Ariño et al., 2010, Perez-Valle et al., 2010). 
En el caso de TRK1, a pesar de que se observaron niveles menores de expresión en células en fase 
estacionaria (Gasch et al., 2000), no existen evidencias experimentales que demuestren que los 
niveles de mRNA se vean alterados en respuesta a ayuno de potasio o a diferentes tipos de estrés 
iónico. Por lo que respecta a TRK2, algunos estudios sugieren una regulación transcripcional más 
compleja al haberse demostrado que el complejo histona desacetilasa Rpd3/Sin3 y el elemento 
represor URS1, situado en el promotor de TRK2, regulan negativamente la expresión de este gen 
(Vidal et al., 1995). Del mismo modo que para TRK1, la expresión de TRK2 no se ve alterada en 
respuesta a estrés iónico. La ausencia de una regulación trancripcional importante en el gen TRK1 
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no es exclusiva de la levadura S.cerevisiae. Estudios realizados en levaduras no convencionales 
como Debaryomyces occidentalis o Debaryomyces hanseniii demostraron que en estas especies 
tampoco existen evidencias experimentales de la regulación transcripcional del gen TRK1 bajo 
condiciones de estrés o ayuno de cationes (Bañuelos et al., 2000; Pista et al., 2007; Martínez et al., 
2011). En el caso de Neurospora crassa se ha demostrado la expresión constitutiva del gen (Rivetta 
et al., 2013). Como hemos apuntado anteriormente, los antecedentes acerca de la regulación 
transcripcional de TRK1 apuntan a una regulación mayoritariamente a nivel proteico y basada, 
fundamentalmente, en la regulación de su actividad. 

2.3. Regulación transcripcional de transportadores de hexosas. 

A diferencia de los transportadores citados anteriormente, la regulación transcripcional de los 
transportadores de azúcares viene dada por una compleja red de interacciones que, de forma 
constante, controlan los niveles de glucosa disponibles. Los patrones de expresión de los principales 
transportadores de esta familia, Hxt1, Hxt2, Hxt3, Hxt4, Hxt6 y Hxt7 son el resultado de la 
interacción de rutas de detección y señalización que convergen para asegurar la correcta expresión 
de los transportadores necesarios en función de los niveles de glucosa disponibles. La primera 
de ellas es la ruta de inducción por glucosa Snf3/Rgt2-Rgt1 (Figura 2), que se inicia a través 
de los sensores de glucosa Snf3/Rgt2 y culmina con la unión del factor de transcripción Rgt1 
a los promotores de los genes HXT, reprimiendo su expresión en células crecidas en ausencia 
de glucosa (Ozcan et al., 1996; Ozcan et al., 1998). Esta represión a través de Rgt1 se produce 

Figura 2. Modelo simplifi cado  de la ruta de inducción por glucosa de los genes 
HXT. Los sensores Rgt2 y Snf3 experimentan un cambio conformacional tras su 
unión a glucosa, generando una señal que conduce a la degradación de Mth1 y 
Std1 en el proteasoma. La fosforilación de Rgt1 por PKA induce su disociación del 
complejo Ssn6-Tup1 y de sus promotores diana, permitiendo la expresión de genes 
HXT. Roy et al., 2013.
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conjuntamente con las proteínas parálogas Mth1 y Std1, que se unen a Rgt1 siendo necesarias 
para su actividad como represor transcripcional, y junto a los co-represores Ssn6 y Tup1 (Ozcan 
y Johnston, 1995; Polish et al., 2005) que se unen junto con Rgt1 a los promotores de los genes 
diana. En presencia de glucosa se inhibe la actividad represora de Rgt1 a través de la degradación 
de Mth1 y Std1 (Flick et al., 2003; Moriya y Johnston, 2004), acción que libera a Rgt1 y produce 
la desrepresión de los genes HXT (Kim et al., 2003). Al mismo tiempo, la fosforilación de Rgt1 
en respuesta a glucosa lo convierte en activador transcripcional (Mosley et al., 2003).

Según el modelo establecido, en respuesta a glucosa se produce un cambio conformacional en 
los sensores Snf3/Rgt2, que pasan de su forma inactiva a la forma activa que es la responsable de 
la activación de las quinasas Yck1 e Yck2 ancladas en la membrana plasmática. Esta activación 
produce la fosforilación de Mth1 y Std1 que previamente habrán sido translocados del núcleo 
al citoplasma en respuesta a glucosa, donde interaccionan físicamente con las colas de los 
receptores Snf3/Rgt2. La fosforilación de Mth1 y Sth1 permitirá su posterior ubiquitinación por 
el complejo SCFGrr1 y como consecuencia su degradación en el proteasoma (Flick et al., 2003; 
Moriya y Johnston 2004; Spielewoy et al., 2004) (Figura 3). Sin embargo, estudios posteriores 
sugieren que no existe una translocación nucleo-citoplasma de Mth1 en respuesta a glucosa y 
que su degradación se produce en el núcleo, degradación que no implicaría la interacción directa 
con las quinasas Yck1/2, sino con una quinasa no identifi cada que en respuesta a glucosa sería 
reclutada por los sensores, activada por Yck1/2 y que posteriormente viajaría al núcleo donde 
fosforilaría a Mth1 desencadenando su degradación (Pasula et al., 2010).

Figura 3. Diagrama de la ruta de transducción por glucosa responsable de la 
inducción de los genes HXT. La unión de la glucosa a los sensores Rgt2/Snf3 
activan a Yck1, que fosforilará a los reguladores transcripcionales Mth1 y Std1 unidos 
previamente a la cola C-terminal de los sensores. La fosforilación permite a SCFGrr1 
ubiquitinar a Mth1 y Std1 marcándolos para su degradación en el proteasoma. 
Sin Mth1 y Std1, Rgt1 no tiene capacidad de unión a DNA, resultando en la 
desrepresión de los genes HXT. Adaptado de Johnston y Kim, 2005.
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La segunda ruta implicada en el control transcripcional de los genes HXT es la responsable de 
prevenir la expresión de los transportadores Hxt de moderada y alta afi nidad (Hxt2, Hxt4, Hxt6 
y Hxt7) en presencia de altas concentraciones de glucosa (Ozcan y Johnston, 1995; Johnston y 
Kim, 2005) y es la denominada ruta de represión Snf1-Mig1 (Figura 4). En esta ruta se encuentran 
implicadas principalmente la quinasa Snf1, el factor de transcripción Mig1 y el complejo fosfatasa 
Glc7/Reg2. En respuesta a bajas concentraciones de glucosa, la quinasa Snf1 es activada mediante 
la fosforilación del residuo Th r210 de la subunidad catalítica (McCartney y Schmidt, 2001) en 
una reacción llevada a cabo por una de las tres quinasas parcialmente redundantes Sak1, Elm1 o 
Tos1 que actúan aguas arriba de Snf1 (Hong et al., 2003). Por el contrario, en respuesta a altas 
concentraciones de glucosa se produce la desfosforilación del mismo residuo que resulta en la 
desactivación de Snf1, reacción llevada a cabo por el complejo fosfatasa Reg1/Glc7 (Ludin et 
al., 1998, Sanz et al., 2000). En la regulación de la actividad de Reg1 está implicada tanto Snf1 
(Sanz et al., 2000) como Hxk2, cuya implicación en el estado de fosforilación de Reg1 ha sido 
propuesto aunque se desconoce el mecanismo de acción (Sanz et al., 2000). En última instancia 
la diana de Snf1 es el factor de transcripción Mig1, que en su forma defosforilada actúa como 
represor transcripcional al unirse a los promotores de sus genes diana en asociación con los co-
represores Ssn6 y Tup1 (Treitel y Carlson, 1995). 

La función represora de Mig1 depende de su localización, que a su vez depende de su estado de 
fosforilación (Figura 4). En condiciones limitantes de glucosa, la forma activa de Snf1 fosforila a 
Mig1 en al menos cuatro residuos de serina (Smith et al., 1999), que sirven como señal para su 
exclusión del núcleo (DeVit et al., 1997) y en consecuencia se desreprimen los genes diana. Por el 
contrario, en presencia de cantidades no limitantes de glucosa, Mig1 se mantiene desfosforilado, 
en el núcleo y asociado a los promotores de los genes sobre los que actúa como represor 
transcripcional. En conclusión, la represión por glucosa es el resultado de tres reacciones negativas 
consecutivas: la glucosa inactiva a Snf1, deteniendo la fosforilación de Mig1 que en consecuencia 
reprimirá a sus genes diana (Figura 5).

4. Modelo de de la ruta de represión por glucosa responsable de la represión de 
genes HXT. En condiciones limitantes de glucosa la quinasa Snf1 fosforila a Mig1, 
previniendo su interacción con Ssn6-Tup1. En condiciones de alta glucosa, Snf1 
es inactiva y por tanto Mig1 permanecerá defosforilado, formando complejo con 
Ssn6-Tup1 y reprimiendo a sus genes diana. Roy et al., 2013.
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Adicionalmente a las dos rutas anteriores, la 
función de Rgt1, último actor en la cascada 
de señalización originada por Snf3/Rgt2, 
también puede ser regulada por fosforilación 
mediante una tercera ruta de señalización, la 
ruta cAMP/PKA (Kim y Johnston, 2006). 
Cuando Rgt1 es fosforilado por PKA tras 
su activación por glucosa, su capacidad de 
unión a DNA se ve disminuida y su función 
como supresor  es anulada. Al mismo tiempo, 
y después de dejar de formar complejo con 
Mth1 y Std1, la fosforilación de Rgt1 en su 
extremo N-terminal por PKA lo convierte en 
activador transcripcional en respuesta a altas 
concentraciones de glucosa (Jouandot et al., 
2011). 

Aunque las rutas de señalización Snf3/Rgt2-
Rgt1 y Snf1-Mig1 detectan y transmiten 
las señales generadas por glucosa de manera 
diferente, no pueden ser consideradas como 
rutas independientes ya que existen conexiones 
entre ellas, como por ejemplo la necesidad 
de inactivación de Snf1 para la eliminación 

proteolítica de Mth1/Std1 en la inducción de HXT1 o el posible papel de Std1 en la activación de 
Snf1 a través de la interacción con su subunidad catalítica (Tomás-Cobos y Sanz, 2002).

Además de las principales rutas descritas en párrafos anteriores, existen rutas adicionales implicadas 
en el control transcripcional de los genes HXT (Figura 6). Por ejemplo, el componente de la ruta 
TOR, Tor1, y las proteínas 14-3-3 se demostraron partícipes de la regulación transcripcional de 
HXT1 (Tomás-Cobos et al., 2005) al igual que fue señalada la implicación de Hog1, proteína 
implicada mayoritariamente en respuesta a estrés osmótico, en la regulación de este mismo gen 
a través de la modulación del complejo represor Sko1–Tup1–Ssn6 (Tomás-Cobos et al., 2004). 

El análisis conjunto de estos datos pone en evidencia la compleja regulación transcripcional 
de los genes de la familia HXT y de cómo su expresión se produce a través de la convergencia 
entre diferentes rutas (Figura 6), que como resultado establecen patrones de expresión altamente 
regulados que aseguran la correcta activación o represión de cada unos de ellos en función de las 
condiciones a las que se enfrentan las células.

Figura 5. Modelo de la principal ruta 
de represión por glucosa. La señal ori-
ginada por altas concentraciones de glu-
cosa inactiva el complejo Snf1 a través 
de la fosfatasa Glc7-Reg1. Bajo estas 
condiciones Mig1 permanecerá desfos-
forilado y en el núcleo ejerciendo de 
represor de diversos genes. En respuesta 
a bajos niveles de glucosa Snf1 es acti-
vada y Mig1 fosforilado y translocado 
al citosol, liberando la represión de sus 
genes diana. Adaptado de Johnston y 
Kim, 2005.
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Figura 6. Rutas Snf1 y Rgt. La ruta Snf1 (iconos verdes y amarillos) y Rgt (iconos 
morados y naranja) son rutas entrelazadas que regulan el uso de fuentes de carbono 
alternativas principalmente a través de una amplia red de activadores (iconos azules) y 
represores transcripcionales (iconos rojos y naranja). En esta red se integran también 
componentes de la respuesta a nitrógeno que inciden sobre la actividad de Snf1 a través 
de diferentes rutas. Broach, 2012.  
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3. Regulación postraduccional de transportadores de membrana.

Las modifi caciones postraduccionales de las proteínas son responsables de un gran número de 
cambios tanto estructurales como funcionales y poseen un papel esencial en la regulación de su 
actividad biológica, aumentando al mismo tiempo la diversidad de especies proteicas presentes 
en las células (Cohen, 2002). Las proteínas ya sintetizadas pueden ser objeto de numerosas 
modifi caciones químicas que conllevan, dependiendo de su naturaleza, efectos moduladores 
de su actividad, alteraciones en su localización subcelular, modifi cación de su capacidad para 
interaccionar con otras proteínas o el marcaje específi co para su degradación. Estas modifi caciones 
suponen  glicosilaciones, fosforilaciones, uniones lipídicas, marcaje con ubiquitina etc. que la 
célula interpretará como señal para la regulación de la respuesta celular (Johnson, 2009; Cheng et 
al., 2011).

En el caso específi co de la membrana plasmática, la regulación postraduccional juega un papel 
fundamental en el control de las proteínas transportadoras que forman parte de ella en respuesta a 
diferentes circunstancias. La fosforilación y la ubiquitinación suponen dos mecanismos de control 
esenciales, el primero implicado en la modulación de la actividad de las proteínas transportadoras 
y el segundo por suponer la señal que desencadena la endocitosis de proteínas transportadoras 
dañadas o con defectos de plegamiento, así como la retirada de las mismas en respuesta a 
cambios ambientales. A continuación se procederá al análisis de estos dos tipos de modifi caciones 
postraduccionales haciendo hincapié, sobretodo, en la ubiquitinación y en los mecanismos que la 
envuelven. 

 3.1. Fosforilación

La fosforilación de proteínas es una de las modifi caciones postraduccionales mejor entendidas y 
caracterizadas en eucariotas y está implicada en la regulación de casi cada aspecto de la vida de las 
células, como la regulación del metabolismo, la transcripción, el ciclo celular o la apoptosis. La 
anexión de un grupo fosfato procedente del ATP a un residuo de serina, treonina o tirosina está 
catalizado por las proteínas quinasas, y el efecto estructural que esta modifi cación postraduccional 
origina ha sido descrito para  diferentes proteínas (revisado en Johnson, 2009). Este fenómeno 
puede ser contrarrestado por la acción de las proteínas fosfatasas. El nivel de fosforilación de 
cierto residuo, en cierta proteína, en un determinado momento y en determinadas condiciones es 
el resultado de la actividad de quinasas y fosfatasas, que deben estar estrictamente reguladas para 
generar los patrones de fosforilación adecuados a cada momento celular. 

En S. cerevisiae se han descrito dos mecanismos generales de cómo la fosforilación afecta a la 
estructura de una proteína diana, y como consecuencia a su función. En primer lugar modifi ca 
la carga electrostática de la proteína (Strickfaden et al., 2007), y en segundo lugar la fosforilación 
induce un cambio conformacional en la estructura de la proteína, proceso similar al que se produce 
con una regulación alostérica dada la reorganización que se produce en los átomos componentes 
de la molécula (Goodey y Benkovic, 2008). Algunos de los procedimientos para el análisis del 
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efecto de la fosforilación en la función de las proteínas incluyen métodos de análisis in vitro de 
actividad (Fosset et al., 1971), ensayos de localización subcelular de proteínas (Smith y Rutter, 
2007) o la identifi cación de la participación en complejos proteicos (Yachie et al., 2011). Por lo 
tanto, el efecto de la fosforilación es descrito, por lo general, más como un impacto medible en la 
función de la proteína que sobre la estructura de la misma. 

De entre las proteínas dianas de fosforilación, por ejemplo, encontramos 9 enzimas centrales 
en el metabolismo del carbono (Gph1, Pfk26, Fbp1, Pda1, Nth1, Cdc9, Gsy2, Hxk2 y Ugp9) 
cuya fosforilación activa o inactiva su función, cambia la localización de la propia enzima o 
supone una señal para su posterior degradación (revisado en Oliveira y Sauer, 2011). Entre el gran 
número de proteínas que se ven reguladas directamente por fosforilación, se encuentran algunos 
transportadores de membrana como el antiportador Na+/H+, Nha1, el canal de potasio Tok1 
(Proft y Struhl, 2004), los transportadores de aminoácidos Bap2 y Gap1 (Omura y Kodama, 
2004; Stanbrough y Magasanik, 1995), la permeasa de uracilo Fur4 (Marchal et al., 1998) y la 
bomba de protones Pma1 (Eraso et al., 2006;  Lecchi et al., 2007). En el caso de esta última, 
y por su importante papel en la modulación del balance iónico y en la toma de nutrientes, la 
actividad electrogénica de Pma1 tiene que ser cuidadosamente regulada. 

La glucosa tiene un efecto importante en la regulación de esta ATPasa, incrementando su Vmax 
y disminuyendo su Km (Serrano, 1983). En estudios iniciales se sugirió la regulación a corto 
plazo de Pma1 a través de fenómenos de fosforilación de residuos de serina y treonina en su cola 
C-terminal (Portillo et al., 1991), ya que mutaciones que afectaban a los residuos Ser899 y Th r912 
eliminaban los cambios de actividad dependientes de glucosa. Posteriormente, se demostró que 
la quinasa Ptk2, perteneciente a la familia Npr1/Hal5, era la responsable de la fosforilación del 
residuo Ser899 que originaba la activación de Pma1 (Eraso et al., 2006). Igualmente se ha descrito 
que los residuos Ser911 y Th r912 son dianas de fosforilación en respuesta a glucosa (Lecchi et al., 
2007). Por otra parte, la fosforilación del residuo Ser507 por la quinasa CK1 ha sido relacionada 
con la disminución de la actividad de Pma1 (Estrada et al., 1996), poniendo de manifi esto que 
la fosforilación específi ca de ciertos residuos puede suponer el incremento o la disminución 
de su actividad. Adicionalmente, otras quinasas como Ptk1 o Hrk1 han sido propuestas como 
reguladoras directas o indirectas de Pma1 (Goossens et al., 2000). Mediante la utilización de 
herramientas in silico, se ha descrito a la quinasa Pkc1 como posible reguladora de Pma1 en un 
estudio donde se relaciona actividad de Pma1 y señalización por calcio (Pereira et al., 2008). 
Artículos recientes confi rman como los residuos comprendidos entre la Lys889 y la Lys916 del 
extremo C-terminal de Pma1, región conocida por ser diana de fosforilaciones llevadas a cabo 
por quinasas, son fundamentales para la autoinhibición de su actividad en respuesta a ayuno 
de glucosa y para el correcto plegamiento de la proteína, al mismo tiempo que es diana de otras 
modifi caciones postraduccionales como la ubiquitinación (Mason et al., 2014), modifi cación 
postraduccional característica de transportadores de membrana y que ha sido asociada con el 
estado de fosforilación (Horak, 2003; Iesmantavicius et al., 2014). 

Como ya se mencionó anteriormente, la actividad de los transportadores de iones está regulada 
principalmente a nivel postraduccional y así lo confi rman estudios a gran escala mediante 
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espectrometría de masas, que atribuyen 15 sitios de fosforilación para el transportador Nha1, 
13 en el caso de Pma1, de los cuales algunos ya han sido descritos, y 7 para el transportador 
de potasio Trk1 (revisado en Ariño et al., 2014). La existencia de un gran número de sitios de 
fosforilación sugiere mecanismos de regulación complejos, aunque las quinasas y fosfatasas 
implicadas continúan siendo, en la mayoría de los casos, desconocidas. En el caso de Trk1, se han 
descrito tanto quinasas como fosfatasas relacionadas con su regulación, aunque los residuos diana 
de modifi cación así como la acción directa o indirecta de estas proteínas sobre el transportador 
siguen siendo preguntas con muchos matices por resolver. Las quinasas Hal4 y Hal5 fueron 
descritas como activadoras del transporte de potasio modulando positivamente la actividad de 
Trk1 y Trk2 (Mulet et al., 1999) aunque trabajos posteriores demostraron que la actividad de Trk1 
no estaba controlada directamente por la fosforilación del transportador, sino que Hal4 y Hal5 
tenían un papel indirecto en la estabilización del transportador en la membrana plasmática en 
respuesta a bajas concentraciones de potasio, previniendo su endocitosis y posterior degradación 
(Pérez-Valle et al., 2007). Además, el papel de estas dos quinasas no es exclusivo para Trk1, 
puesto que se ha demostrado su implicación en la estabilidad de otros transportadores de variada 
naturaleza como Can1, Fur4 o Hxt1, quedando pendiente la caracterización del mecanismo 
molecular relacionado con esta regulación, así como las dianas de fosforilación de las quinasas 
Hal4 y Hal5. 

Otro ejemplo que revela la implicación de eventos de fosforilación-desfosforilación en la 
regulación de la toma de potasio fue la identifi cación de Hal3 y Ppz1 (subunidad reguladora 
del complejo Hal3-Ppz1 y serina/treonina fosfatasa respectivamente) como reguladores del pH 
y del potasio intracelular a través de mecanismos que implican al transportador Trk1 (Yenush 
et al., 2002). Con posterioridad se evidenció que Trk1 era fosforilado in vivo, que sus niveles de 
fosforilación aumentaban en mutantes ppz1Δppz2Δ pudiendo tener un efecto en su actividad 
y que transportador y fosfatasa interaccionaban físicamente (Yenush et al., 2005), aunque la 
defosforilación directa de Trk1 por Ppz1 sigue sin estar demostrada. La proteína quinasa Sky1 
también fue propuesta como posible reguladora de Trk1, aunque su función en la homeostasis 
de potasio y en la tolerancia a cationes sigue sin estar bien defi nida. Algunos estudios apoyan 
su papel en la modulación de Trk1 (Forment et al., 2002), mientras que otros la implican en la 
regulación de otros canales como Tok1 y antiportadores como Nha1 y Kha1 (Erez y Kahana, 
2002). Snf1, proteína quinasa activada en condiciones de estrés principalmente por fuente de 
carbono, también ha sido sugerida como reguladora de la entrada de potasio a través de Trk1 y 
Trk2. Mutantes snf1 mostraron defectos en la activación del transporte de potasio, y mediante 
análisis genéticos se postuló que la versión no fosforilada (inactiva) de Snf1 podría tener un efecto 
en la activación de los sistemas de toma de potasio de alta afi nidad en células que metabolizan 
glucosa, efecto que al mismo tiempo podría ser indirecto e implicar al activador transcripcional 
Sip4 (Portillo et al., 2005). En último lugar, ha quedado demostrado que alteraciones en la 
señalización a través de la fosfatasa activada por calcio, calcineurina, afectan a la toma de potasio 
en un mecanismo que implica a la quinasa Hal5 y al transportador de potasio de alta afi nidad 
Trk1 (Casado et al., 2010).
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A través de los ejemplos aquí expuestos, queda patente la importancia de los eventos 
de fosforilación/desfosforilación en la modulación de la actividad de algunas proteínas 
transportadoras de membrana y en la biología de las células en general, dando una idea de la 
complejidad de los mecanismos de regulación y de la cantidad de cambios a nivel bioquímico que 
se producen durante la adaptación de las células al medio en el cual se encuentran inmersas. 

3.2. Ubiquitinación.

La modifi cación de proteínas por la unión covalente de ubiquitina es un mecanismo de regulación 
presente en todas las células eucariotas. La conjugación de ubiquitina a una proteína puede 
regular o modifi car su estabilidad, su actividad o su localización subcelular y está vinculada con 
la degradación en el proteasoma, la reparación de DNA, las cascadas de señalización, la expresión 
génica, la endocitosis y el tráfi co intracelular de proteínas de membrana (Ciechanover et al., 1978; 
Hershko y Ciechanover, 1998; Hershko et al., 2000).

Figura 7. Estructura terciaria de la ubiquitina 

La ubiquitina (Figura 7) es una proteína 
de 76 aminoácidos altamente conservada a 
nivel evolutivo y que tiene la capacidad de 
unirse covalentemente a residuos de lisina de 
proteínas diana. El enlace se establece entre un 
residuo de glicina en el extremo C-terminal de 
la ubiquitina y el grupo ε-amino de una lisina 
presente en la proteína diana. La formación 
de este enlace requiere de tres reacciones 
secuenciales catalizadas en primer lugar por 
una enzima activadora de ubiquitina llamada 
E1, en segundo lugar por una enzima de unión 
a ubiquitina conocida como E2 y fi nalmente 
por la intervención de la enzima E3 ubiquitina 
ligasa (Figura 8). El proceso empieza con la formación de un enlace tioéster entre la glicina (G76) 
del extremo C-terminal de la ubiquitina y la enzima E1, reacción en la que se consume una 
molécula de ATP. Posteriormente la ubiquitina se transfi ere por transtiolación a la enzima E2 y 
en última instancia será transferida a la proteína diana de ubiquitinación mediante la enzima E3, 
que establecerá su unión a una lisina mediante un enlace amida (Hershko y Ciechanover, 1998).

En general, existen grandes diferencias en el número de enzimas E1, E2 y E3 codifi cadas en los 
diferentes genomas. En levadura existe una enzima E1, once E2 y entre sesenta y cien E3 (Hicke 
et al., 2005; Finley et al., 2012) divididas en dos grandes grupos, las E3 ubiquitina ligasas HECT 
y RING. En el genoma humano se estima que existen dos E1, aproximadamente treinta E2 y 
más de seiscientas E3 (Li et al., 2008). La razón por la cual existe tal diversidad de E3 ubiquitina 



Vicent Llopis Torregrosa

38

ligasas reside en el hecho de que estas proteínas están, durante la reacción de ubiquitinación, 
implicadas en  la especifi cidad de la interacción con la proteína diana y por tanto implicadas en la 
ubiquitinación selectiva en respuesta a diversos estímulos ambientales.

La ubiquitinación es un proceso reversible cuya hidrólisis del enlace entre ubiquitina y sustrato 
puede ser catalizada por una familia de enzimas deubiquitinasas (DUBs) (revisado en Hershko y 
Ciechanover, 1998). Estudios iniciales estimaron que en el genoma humano existían alrededor 
de 80 DUBs funcionales (Nijman et al., 2005). Recientemente, utilizando métodos de análisis 
de secuencias se incrementó este número hasta alrededor de 125 genes en humanos y 25 
en S.cerevisiae (Gao et al., 2013). Futuros trabajos deberán establecer si todos estos genes son 
funcionales, al igual que deberá determinarse su especifi cidad por la ubiquitina o por moléculas 
relacionadas con la ubiquitina (p.e. SUMO).

3.2.1. Funciones y topología de la ubiquitinación.

Existen diferentes modos de ubiquitinación dependiendo del número y la forma en las que 
se enlazan los polipéptidos de ubiquitina a las proteínas diana. La monoubiquitinación 
supone la unión de una única molécula de ubiquitina a la proteína sustrato, mientras que la 
multiubiquitinación o la poliubiquitinación se caracterizan por la conjugación de más de una 
molécula de ubiquitina. La poliubiquitinación representa la señal característica de degradación 

Figura 8. Ubiquitinación de proteínas. La ubiquitina es activada por una E1 
ubiquitina ligasa en una reacción dependiente de ATP, transferida a una cisteína 
de la enzima E2 para ser posteriormente unida covalentemente a las proteínas 
sustrato, conjugación en la que participan las E3 ubiquitina ligasas. La unión de 
una sola molécula de ubiquitina genera proteínas monoubiquitinadas, aunque 
repetidas rondas de activación y conjugación pueden dar origen a proteínas poli- y 
multiubiquitinadas. Finley et al., 2012. 
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y se produce mediante enlaces isopeptídicos entre los residuos de lisina de una molécula de 
ubiquitina unida a la proteína sustrato y otras moléculas de ubiquitina libres y activadas, 
formando cadenas de ubiquitina con diferentes estructuras y funciones (Komander y Rape, 
2012). A pesar de que en levadura y en células de mamífero se han observado todas las posibles 
uniones ubiquitina-ubiquitina que implican la formación de polímeros de ubiquitina a partir 
de uno de los siete residuos de lisina de su extremo N-terminal (K6, K11, K27, K29, K33, K48 
y K63) (Kulathu y Komander, 2012), las cadenas más frecuentes de poliubiquitina son las que 
implican la unión de Ub entre los residuos de lisina 48 (UbK48) y aquellas formadas a partir de 
los residuos de lisina 63 (UbK63) (Figura 9). Las cadenas de UbK48 están implicadas en dirigir 
la proteína diana al proteasoma para su degradación (Baboshina y Haas, 1996; Th rower et al., 
2000), mientras que la cadenas UbK63 están implicadas en la reparación del DNA (Spence et al., 
1995), tráfi co y localización intracelular de proteínas de membrana (vía endocítica) (Hicke, 1999; 
Mukhopadhyay y Riezman, 2007), respuesta a estrés (Arnason y Ellison, 1994), transducción de 
señal (Mukhopadhyay y Riezman, 2007; Sun y Chen, 2004) y síntesis ribosomal (Spence et al., 
2000; revisado en Li y Ye, 2008).

Por otra parte, la multiubiquitinación supone la unión de múltiples polipéptidos de ubiquitina 
a varias lisinas aceptoras en una misma proteína diana. Como se ha visto con anterioridad, el 
marcaje de proteínas para la degradación en el proteasoma es la principal función de las cadenas 
de poliubiquitina, mientras que la multi- o la monoubiquitinación suelen tener funciones como 
la unión entre proteínas, cambios en la localización subcelular, la modulación de la actividad o el 
tráfi co intracelular (Hicke 2001; Kravtsova-Ivantsiv et al., 2009; Ziv et al., 2011). 

Varias permeasas de nutrientes son dianas de ubiquitinación en múltiples residuos de lisina 
por cadenas cortas de ubiquitina K63 en una reacción en la que se encuentra implicada la E3 
ubiquitina ligasa de levadura, Rsp5 (Kim y Huibregtse, 2000). Mientras que una única molécula 

Figura 9. Bases estructurales de la formación de cadenas K48 y K63 de 
ubiquitina. A la izquierda, la formación de una di-ubiquitina a través del residuo 
K48 otorga una conformación cerrada al dímero. A la derecha, la unión de dos 
ubiquitinas a través de la lisina 63 dan una conformación abierta al complejo, en la 
cual la parte hidrofóbica formada por la Leu8, Ile44 y Val70 en ambas ubiquitinas 
puede establecer interacciones de manera independiente con dominios de unión a 
ubiquitina. Li y Ye, 2008. 
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de ubiquitina es sufi ciente para promover la endocitosis, las multiples monoubiquitinaciones 
y las cadenas cortas de K63 parecen acelerar el proceso de endocitosis, hasta el punto de que 
puede ser dependiente del sustrato (Galan y Haguenauer-Tsapis, 1997; Springael et al., 1999). 
El transportador de lactato Jen1 es un ejemplo de endocitosis y organización en los cuerpos 
multivesiculares (MVB) estrictamente dependientes de cadenas K63 de ubiquitina (Paiva et al., 
2009). 

3.3. Ubiquitinación de transportadores de membrana

Además de estar regulados a nivel transcripcional así como a nivel de actividad, un mecanismo 
adicional en la regulación de los transportadores de membrana es la endocitosis. La eliminación 
por endocitosis de proteínas de membrana cumple como mínimo dos funciones importantes: 
la retirada de proteínas dañadas o mal plegadas y la reorganización de la composición de 
proteínas presentes en la membrana plasmática en respuesta a cambios ambientales. Las proteínas 
internalizadas serán transportadas a compartimentos endocíticos desde donde serán o bien 
devueltas a la membrana a través de la ruta de reciclaje o bien entrarán a formar parte de los 
MVB para posteriormente ser liberados en la vacuola para su ulterior degradación. El proceso de 
endocitosis como regulador del tráfi co de transportadores de membrana se lleva a cabo en todas las 
células eucariotas y los mecanismos implicados están esencialmente conservados desde la levadura 
S.cerevisiae hasta los mamíferos. La ubiquitinación supone la señal para la internalización de la 
mayoría de transportadores de membrana que son endocitados y en última instancia degradados 
en el orgánulo degradativo (lisosoma en mamíferos, vacuola en plantas y levaduras). Las E3 
ubiquitina ligasas son las encargadas de llevar a cabo la reacción de ubiquitinación, y su función, 
junto a la de la ubiquitina, es importante no solo en la ruta endocítica sino también en la ruta 
secretora o en la ruta que conecta el aparato de Golgi con los MVB y el orgánulo de degradación 
(Figura 10).

Figura 10. Pasos de la ruta 
biosintética y endocítica en 
los que la ubiquitina es reque-
rida para la modifi cación de 
proteínas cargo o de parte de 
la maquinaria endocítica. Las 
ubiquitina ligasas conocidas se 
muestran en cada paso. La ubi-
quitina está representada por 
las esferas rojas. Hicke, 2001. 
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La levadura modelo S. cerevisiae proporcionó las primeras evidencias de la conexión entre 
la ubiquitinación de transportadores de membrana y endocitosis. En un estudio inicial se 
demostró como formas ubiquitinadas del transportador ABC de feromonas, Ste6, se acumulaban 
en la membrana plasmática en mutantes con defi ciencias en la maquinaria de endocitosis 
(Kӧlling y Hollenberg, 1994). Además, mutaciones en Ste6 que implicaban la reducción de 
la ubiquitinación impedían su llegada a la vacuola, demostrando el papel de la ubiquitinación 
tanto en la endocitosis como en su degradación. Desde entonces, numerosos transportadores 
han demostrado ser regulados por endocitosis dependiente de ubiquitinación en respuesta a 
cambios en parámetros ambientales como el exceso de ligando, la disponibilidad de nutrientes o 
condiciones de estrés. Ejemplos de ello son la internalización de Gap1 después de la adición de 
amonio a células crecidas usando prolina como fuente de nitrógeno (Springael et al., 1999), la 
endocitosis de los transportadores Gal2, Mal11 y Mal16 inducida por glucosa en células crecidas 
utilizando galactosa o maltosa como fuente de carbono (Horák y Wolf, 1997; Riballo et al., 1995; 
Medintz et al., 1996) o la endocitosis de los transportadores Zrt1 y Fur4 en respuesta al exceso de 
sus propios sustratos (Gitan et al., 1998; Séron et al., 1999). 

3.4. Las E3 ubiquitina ligasas

Las E3 ubiquitina ligasas forman el mayor grupo de proteínas implicadas en ubiquitinación y 
son las encargadas de otorgar selectividad al proceso. Las E3 ubiquitina ligasas se dividen en 
dos familias en función de su estructura y de su mecanismo de acción: la familia de ligasas E3 
RING (Really Interesting New Gene) y la familia HECT (Homologous to the E6-AP Carboxyl 
Terminus) (Metzger et al., 2012). La principal diferencia entre ambas familias reside en su 
actividad catalítica: mientras que las de tipo HECT poseen un residuo de cisteína conservado que 
sirve de intermediario entre la ubiquitina y la proteína diana, es decir, el dominio HECT posee 
actividad catalítica y es el responsable de la unión de la ubiquitina al sustrato específi co, las de 
tipo RING no tienen función catalítica y únicamente actúan como plataforma molecular cuya 
función es la de acercar la proteína diana a la E2 posibilitando la reacción de conjugación entre la 
ubiquitina-E2 y el sustrato, al mismo tiempo que aporta especifi cidad a la interacción E2-sustrato 
(Figura 11).

Tomado en consideración las características de secuencia asociadas a las E3 ubiquitina ligasas, 
como los motivos RING, F-box o HECT, existen entre 60 y 100 E3 ligasas putativas en el genoma 
de levadura (revisado en Finley et al., 2012). La mayoría de ellas pertenecen a la familia RING 
y solo cinco presentan dominios HECT: Hul4, Hul5, Tom1, Ufd4 y Rsp5. Entre éstas últimas, 
varios estudios han demostrado que la E3 ubiquitina ligasa involucrada en la ubiquitinación 
y endocitosis de la mayoría de las proteínas de membrana es la ubiquitina ligasa de la familia 
HECT, Rsp5 (Rotin et al., 2000; Lauwers et al., 2010), demostrando que en S. cerevisiae esta 
E3 ubiquitina ligasa tiene un papel clave en la regulación de este tipo de proteínas. El papel 
de Rsp5 en ubiquitinación y endocitosis de proteínas de membrana fue descrito por primera 
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vez para los transportadores Gap1 y Fur4 en 
un mutante que poseía una mutación en el 
promotor de RSP5 que le confería niveles de 
expresión inferiores al 10% respecto a la cepa 
silvestre (Hein et al., 1995). Posteriormente 
se ha demostrado que Rsp5 interviene en una 
amplia gama de eventos celulares dependientes 
de ubiquitina, lo que sugiere una importante 
contribución a la regulación de diferentes rutas 
biológicas (Gupta et al., 2007; Rotin y Kumar, 
2009).

3.5. Rsp5: estructura, función y dianas

Rsp5 está codifi cada por el gen esencial RSP5 
(Huibregtse et al., 1994) y junto con Nedd4, 
su ortólogo en mamíferos, es el miembro más 
caracterizado de una amplia familia de E3 
ubiquitina ligasas. Esta familia esencial de E3 
ubiquitin ligasas HECT está relacionada con 
diversas funciones celulares entre las que se 
encuentran la regulación transcripcional, el 
transporte núcleo-citoplasma de mRNA, la 
condensación de la cromatina y la síntesis de 
ácidos grasos insaturados (Beaudenon et al., 
1999; Hoppe et al., 2000; Harkness et al., 
2002; Rodriguez et al., 2003; Shcherbik et 
al., 2004; Gwizdek et al., 2005; Arnason et 

al., 2005). Rsp5 también está involucrada en la herencia mitocondrial y en la distribución de 
proteínas mitocondria-citoplasma, aunque en estos casos particulares los mecanismos no están 
bien defi nidos (Fisk y Yaff e, 1999; Zoladek et al., 1997). Otra de las funciones importantes de 
Rsp5, y que comparte con su homólogo en humanos Nedd4-2, es la ubiquitinación de un gran 
número de proteínas de membrana (Belgareh-Touzé et al., 2008) aspecto que centrará nuestro 
análisis posterior. 

3.5.1. Estructura

Todas las proteínas de la familia HECT comparten una estructura modular común muy 
conservada evolutivamente (Rotin y Kumar, 2009). Contienen un extremo  N-terminal variable 

Figura 11. E3 ubiquitina ligasas 
HECT y RING. La ubiquitinación 
del sustrato en el que participan las 
E3 tipo HECT comprende un enlace 
tioester intermediario con la propia 
E3 que posteriormente transferirá la 
molécula de ubiquitina al sustrato. Las 
de tipo RING facilitan la conjugación 
de la ubiquitina favoreciendo la inte-
racción de la enzima E2 y el sustrato. 
Hochstrasser, 2006. 
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donde está comprendido el dominio C2, de dos a cuatro repeticiones de los dominios WW en el 
centro (tres en Rsp5) y el dominio HECT en el extremo C-terminal (Figura 12).

El dominio C2 está muy conservado, contiene aproximadamente 120 aminoácidos y funciona 
como un dominio de unión a fosfolípidos, siendo por tanto el responsable de la asociación a 
membranas. La región central contiene de dos a cuatro repeticiones del dominio de interacción 
proteína-proteína, WW. Estos dominios están compuestos de 38-40 aminoácidos que se 
organizan en tres láminas β antiparalelas con una superfi cie de unión hidrofóbica (Macias et al., 
1996; Ranganathan et al., 1997) y contienen dos residuos de triptófano invariables separados por 
20-22 aminoácidos (Bork y Sudol, 1994). En la mayoría de casos, estos dominios WW se unen a 
secuencias ricas en prolina mediante la secuencia de reconocimiento consenso (L/P)PxY (motivos 
PY). También se ha descrito que los dominios WW son capaces de interaccionar con residuos de 
fosfoserina o fosfotreonina (Lu et al., 1999). Estos motivos tienen, por consiguiente, el potencial 
de ser mediadores de una amplia variedad de interacciones proteína-proteína (Jolliff e et al., 2000). 
Los tres dominios WW de Rsp5 comparten función, es decir, tienen funciones redundantes ya 
que son requeridas mutaciones en los tres dominios para causar defecto en el crecimiento celular 
(Dunn y Hicke, 2001). Además, el dominio WW3 y el dominio catalítico HECT son sufi cientes 
para llevar a cabo las funciones esenciales de Rsp5 (Hoppe et al., 2000).

 Figura 12. Relación fi logenética entre Nedd4, Nedd4-2 y Rsp5 en diferentes especies.  
A la izquierda se muestra el árbol fi logenético de las E3 ubiquitina ligasas de la familia 
Nedd4 donde también se incluye la proteína homóloga en levadura Rsp5. A la derecha, 
la estructura modular donde se aprecia el motivo C2 (cajas verdes), los dominios WW 
(cajas amarillas) y el dominio HECT (cajas rojas). El tamaño de las cajas es proporcional al 
tamaño del motivo. c: pollo (Gallus gallus), d: mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) h: 
humano (Homo sapiens), m: ratón (Mus musculus), x: rana (Xenopus tropicalis) y z: pez zebra 
(Danio rerio). Yang y Kumar, 2010.
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El dominio catalítico HECT en el extremo C-terminal, está compuesto por 350 aminoácidos y 
es esencial para la actividad ubiquitina ligasa. El dominio HECT tanto de Nedd4 como de Rsp5 
contiene un residuo de cisteína conservado que actúa como aceptor de la molécula de ubiquitina, 
siendo el  responsable de la formación del enlace tioéster con la ubiquitina cedida por la enzima 
E2 afín y que posteriormente será transferida a la molécula sustrato (Huibregtse et al., 1995). 
Estudios de la estructura de este dominio han permitido conocer aspectos bioquímicos básicos 
acerca de su actividad catalítica e interacción con la ubiquitina (Verdecia et al., 2003; Kamadurai 
et al., 2009; Kim et al., 2011; Kamadurai et al., 2013). La fi gura 13 muestra la interacción entre 
la ubiquitina y Rsp5.

3.5.2. Función

Uno de los papeles más estudiados de Rsp5 es el que la implica en el tráfi co intracelular 
de proteínas, en concreto en la internalización durante la endocitosis y la distribución de las 
proteínas cargo en los MVB (Hicke, 2001). Rsp5 participa en la ubiquitinación de las proteínas 
de membrana para promover su internalización y posterior clasifi cación en los MVB. También 
está implicada en la ubiquitinación de las proteínas transmembrana procedentes de biosíntesis 
(red trans del aparato de Golgi) y que tienen como destino subcelular la vacuola (Belgareh-Touzé 
et al., 2008). (Figura 14)

Las principales dianas descritas de Rsp5 son por lo tanto tres clases de proteínas: los receptores de 
feromonas Ste2 y Ste3 que son objeto de endocitosis constitutiva inducida por ligando (Riezman, 
1998), los transportadores de la familia ABC (ATP Binding Cassette) que incluye a Ste6, 
responsable de la secreción del factor a (Nelissen et al., 1995) y las proteínas transportadoras de 
iones y nutrientes entre las que se encuentran la permeasa general de aminoácidos Gap1 (Springael 
et al., 1999), el transportador de hexosas Hxt6/7 (Krampe et al., 1998) o el transportador de 
zinc Zrt1 (Gitan et al., 1999). La H+-ATPasa Pma1 también se encuentra regulada a través de 
ubiquitinación dependiente de Rsp5, pero en este caso como parte del control de calidad del 
aparato de Golgi en respuesta a una isoforma de Pma1 mal plegada (Pizzirusso y Chang, 2004). 
En la tabla 2 se muestran algunas de las permeasas reguladas por endocitosis.

Figura 13. Interacción entre Rsp5 y 
Ubiquitina. Estructura en hélices alfa 
y hojas beta de Rsp5 (violeta) y una 
molécula de ubiquitina (amarillo) ob-
tenida mediante densidad electrónica 
y herramientas bioinformáticas de 
predicción de estructura de proteinas. 
La esfera naranja indica la cisteína 
catalítica. Las regiones no observadas 
por densidad electrónica se muestran 
como líneas discontinuas. Adaptado 
de Kamadurai et al., 2013. 
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Tabla 2. Permeasas y sus vías de regulación. Se muestran las E2 y E3 ubiquitina ligasas 
implicadas en la maquinaria de ubiquitinación y los estímulos frente a los cuales se induce la 
endocitosis de diferentes proteínas de membrana. Adaptado de Horák, 2003. 

Figura 14. Esquema del tráfi co intracelular de proteínas. Las permeasas son ubiquitinadas en 
la membrana plasmática por la E3 ubiquitina ligasa Rsp5 y transportadas por la vía endocitica 
a través de los endosomas tempranos y los cuerpos multivesiculares (MVB) hasta ser degradadas 
en la vacuola. De forma alternativa, las permeasas pueden ser ubiquitinadas en la red trans del 
aparato de Golgi y ser clasifi cadas directamente a los MVB sin pasar por la membrana plasmática. 
Adaptado de Belgareh-Touzé et al., 2008. 

Proteína Función E2 E3
Modo de endocitosis/

degradación
Referencias

Ste2

Receptor del 

factor α Ubc1/4/5 Rsp5
Inducida por sustrato y 
constitutiva

Hicke y Riezman, 
1996; Dunn y Hicke, 
2001.

Ste3
Receptor del 
factor a

Ubc4/5
Inducida por sustrato y 
constitutiva

Roth y Davis, 2000.

Ste6
Transportador del 
factor a

Ubc4/5 Constitutiva
Koelling y 
Hollenberg, 1994.

Pdr5

Transportador 
implicado en 
resistencia a 
drogas.

Constitutiva
Egner y Kuchler, 
1995.
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El homólogo de Rsp5 en mamíferos, Nedd4-2, está involucrado en la regulación de algunas 
proteínas transportadoras de cationes alcalinos como el transportador de sodio ENaC, catalizando 
su ubiquitinación que supondrá posteriormente su degradación en el lisosoma (Snyder et al., 2004; 
Shi et al., 2008; Boase et al., 2011). En levadura esta función no ha sido abordada plenamente, 
aunque algunos datos indican que Rsp5 podría tener también un papel en la regulación de los 
transportadores de cationes alcalinos (revisado en Mulet et al., 2013). Concretamente, nuestros 
datos apuntan a que el transportador de potasio Trk1 es diana de ubiquitinación (Perez-Valle, 
Llopis-Torregrosa y Yenush, datos no publicados) y anteriormente se demostró que entre los 
mecanismos de regulación de este transportador se encuentra la endocitosis (Pérez-Valle et al., 
2007). Esto invita a plantear la muy probable relación de causa-efecto a pesar de que los demás 
integrantes del complejo que participan en la reacción de ubiquitinación estén aún por esclarecer.

Como ya mencionamos anteriormente, Rsp5 contienen motivos WW que interaccionan 
directamente  con los motivos PY de las proteínas sustrato. Sin embargo, muchas de las moléculas 

Proteína Función E2 E3
Modo de endocitosis/

degradación
Referencias

Mal11
Transportador de 
maltosa

Ubc4/5 Rsp5
Inducida por glucosa en 
ayuno de nitrógeno

Lucero et al., 1997; 
Lucero et al., 2000.

Mal61
Transportador de 
maltosa

Ubc1/4/5 Rsp5
Inducida por glucosa en 
ayuno de nitrógeno

Medintz et al., 1998

Gal2
Transportador de 
galactosa

Ubc1/4/5 Rsp5
Inducida por glucosa en 
ayuno de nitrógeno

Horak y Wolf, 1997; 
Horak y Wolf, 2001.

Hxt6/7
Transportadores 
de glucosa

Rsp5
Inducida por glucosa en 
ayuno de nitrógeno

Krampe et al., 1998

Fur4 
Transportador de 
uracilo

Rsp5
Constitutiva y inducida 
por condiciones adversas

Galan y 
Haguenauer, 1997.

Gap1
Transportador 
general de 
aminoácidos

Rsp5
Inducida por amonio, 
glutamato y etanol.

Springael et al., 
1999; Shiga et al., 
2014

Tat2
Transportador de 
triptófano

Rsp5
Inducida por ayuno de 
nitrógeno o rapamicina

Beck et al., 1999

Bap2
Transportador de 
aminoácidos

Rsp5
Constitutiva e inducida 
por fuentes de nitrógeno 
pobres o rapamicina

Omura et al., 2001

Zrt1
Transportador de 
zinc

Ubc4/5 Rsp5 Inducida por sustrato Gitan et al., 1998

Alr1
Transportador de 
magnesio

Inducida por sustrato
Graschopf et al., 
2001

Smf1
Transportador de 
manganeso

Inducida por el metal de 
modo Bsd2 dependiente

Liu et al., 1997

Pho84
Transportador de 
fosfato

Inducida por ayuno de 
fosfato

Martinez et al., 1998
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cargo, incluidas numerosas permeasas, no disponen de este motivo consenso de interacción. En 
este tipo de casos, la interacción de Rsp5 con la proteína diana de ubiquitinación está medida por 
proteínas adaptadoras, entre ellas las proteínas ART de las que hablaremos a continuación. 
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4. Adaptadores del Tráfi co Relacionados con Arrestinas: la familia ART.

Tal como se ha descrito, la ubiquitinación es fundamental como mecanismo regulador de las 
proteínas de membrana, y Rsp5 es la responsable de la ubiquitinación de un gran número de de 
ellas. Rsp5 reconoce a sus proteínas diana mediante la interacción de sus motivos WW con un 
motivo PY. Sin embargo, gran parte de los transportadores de membrana reguladas por Rsp5, 
como por ejemplo Fur4 o Gap1, no contienen en su secuencia el motivo PY necesario para que 
dicha interacción se establezca y se pueda producir el marcaje de la proteína a endocitar o cargo, lo 
que sugiere la posibilidad de que Rsp5 requiera adaptadores específi cos que medien la interacción 
entre Rsp5 y los sustratos que no presenten el dominio de reconocimiento PY en su secuencia. 
Asimismo, el hecho de que en el complejo de ubiquitinación participen adaptadores específi cos 
explica cómo una única E3 ubiquitina ligasa puede reconocer un gran número de sustratos 
distintos en respuesta a estímulos diferentes. 

Las conocidas β-arrestinas se caracterizan por su gran versatilidad al interaccionar con cientos 
de subtipos de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), numerosas proteínas implicadas 
en señalización, componentes de la maquinaria de internalización así como con elementos del 
citoesqueleto incluyendo microtúbulos y centrosomas (revisado en Gurevich y Gurevich, 2013). 
Además existe una familia de proteínas que comparte con estas β-arrestinas la estructura de 
plegamiento del dominio arrestina (Alvarez, 2008). Estas proteínas, denominadas en muchas 
ocasiones como α-arrestinas, son la rama más antigua en la fi logenia de las arrestinas, puesto que 
también están presentes en hongos fi lamentosos, levaduras y protistas (Patwari y Lee, 2012). En 
humanos se expresan seis α-arrestinas, aunque su función molecular es aún poco conocida. A lo 
largo de los siguientes apartados se analizarán más en detalle las características y función de esta 
familia de proteínas en levadura. 

En mamíferos, las proteínas tipo arrestina intervienen de manera general en la endocitosis y 
regulación negativa de diversas familias de proteínas de membrana, siendo intermediarios clave 
en la homeóstasis de las mismas (Lefkowitz et al., 2006), ya que fomentan el reclutamiento de 
los factores de endocitosis a través de su unión a la proteína de membrana (Moore et al., 2007). 
El descubrimiento en levadura de una proteína, posteriormente denominada Art1, que actuaba 
como regulador específi co de cargo en la endocitosis, que era capaz de asociarse a Rsp5 y que 
contenía un corto motivo aminoacídico altamente conservado en los miembros de la familia de 
arrestinas, condujo a buscar en el genoma de este organismo modelo otras proteínas poseedoras de 
dichos motivos conservados. Mediante la herramienta de alineamiento MAST (Motif alignment 
and Search Tool) (Lin et al., 2008), se descubrieron nueve proteínas incluyendo la ya descubierta 
(Art1-Art9) que, a pesar de no mostrar una fuerte homología de secuencia con las arrestinas, 
contenían un motivo o elemento de plegamiento que posteriormente se denominó motivo 
arrestina. Con posterioridad se identifi có Art10, que a pesar de ser muy distinto a los otros nueve 
componentes de la familia, presentaba las características para ser un adaptador de Rsp5: poseer 
motivos PY y un dominio similar al arrestina (Nikko y Pelham, 2009).  A partir de entonces  se 
las denominó Adaptadores de Tráfi co Relacionados con Arrestina o familia ART, y debido a la 
similar organización de los dominios de estas proteínas respecto a las arrestinas de mamíferos y a 
su capacidad para unirse a la ubiquitina ligasa Rsp5 (Lin et al., 2008). 
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Las similitudes tanto estructurales como funcionales atribuidas a estas proteínas en comparación 
con las de eucariotas superiores sugieren que la familia ART podría suponer un sistema de control 
de calidad en la membrana plasmática, marcando las proteínas dañadas o mal plegadas para su 
posterior degradación en la vacuola. De esta forma, las proteínas ART podrían participar en la 
remodelación de las proteínas de la superfi cie celular en respuesta a cambios ambientales (Lin 
et al., 2008). Además de la familia ART, existen otros adaptadores de Rsp5 que intervienen 
en el tráfi co vacuolar y/o en la endocitosis de proteínas de la membrana plasmática y que del 
mismo modo son portadores de motivos PY. Se estima que existen hasta dieciocho proteínas 
adaptadoras de Rsp5 (Lawers et al., 2010), lo que añade un importante nivel de regulación al 
proceso de ubiquitinación, nivel que puede adquirir mayor complejidad si se toman en cuenta 
las diferentes localizaciones subcelulares en las que intervienen estas proteínas  adaptadoras. Las 
proteínas Art1-Art10 desempeñan su función principalmente a nivel de membrana plasmática 
(Lin et al., 2008; Nikko y Pelham, 2009; MacGurn et al., 2011), mientras los adaptadores Bul1 
y Bul2 actúan tanto a nivel de membrana plasmática como de trans-Golgi (Nikko y Pelham, 
2009), donde se produce la clasifi cación de ciertas proteínas hacia la vía endosomal, el control 
de calidad de proteínas mal plegadas o el tráfi co vacuolar (Hettema et al., 2004; Soetens et al., 
2001). Otras proteínas adaptadoras de Rsp5, como Ear1, Ssh4, Bsd2, Tre1 y Tre2, se encuentran 
localizadas principalmente en endosomas (Liu et al., 1997; Stimpson et al., 2006; León et al., 
2008). El conjunto de estos datos señala que la ubiquitinación mediada por Rsp5 ocurre a lo 
largo de toda la vía endocítica (en la membrana plasmática y posteriormente en los MVB) pero 
a través de distintos adaptadores. Un ejemplo de esto es el transportador de manganeso Smf1, 
en cuya endocitosis dependiente de cadmio interviene Art2 mientras que en respuesta a exceso 
de sustrato es directamente enviado a la vacuola desde el Golgi, a través de la ubiquitinación 
Rsp5-dependiente en la que intervienen las 
proteínas adaptadoras Bsd2, Tre1 y Tre2 (Sullivan et 
al., 2007; Nikko et al., 2008). Otros ejemplos de 
permeasas en cuya regulación se requieren este tipo 
de adaptadores son Fur4, Gap1 o Tat2 entre otros, 
cuyos mecanismos de regulación serán analizados 
más adelante.

Por lo tanto, las proteínas adaptadoras de Rsp5, y 
especialmente la familia ART, son las que confi eren 
especifi cidad a la ubiquitinación de proteínas 
de la membrana plasmática y contribuyen al 
mantenimiento de un correcto repertorio de 
proteínas en la superfi cie celular. Este aspecto las 
implica de manera signifi cativa en el control de las 
interacciones entre la célula y el medio externo y 
en defi nitiva en la continuidad de la homeóstasis 
celular. En la siguiente tabla se muestran los 
componentes de la familia ART acompañados de 
sus diferentes identifi caciones. A lo largo de este 

Nombre        
sistemático

Nombre       
estándar

Alias

YOR322C LDB19 ART1

YBL101C ECM21 ART2

YJL084C ALY2 ART3

YOR018W ROD1 ART4

YGR068C ART5 

YKR021W ALY1 ART6

YFR022W ROG3 ART7

YPR030W CSR2 ART8

YGL045W RIM8 ART9

YLR392C ART10

Tabla 3. Nomenclatura de los componentes 
de la familia ART de adaptadores de Rsp5. 
Se nombra las diferentes formas de hacer 
referencia a cada uno de sus miembros, 
incluyendo el nombre sistemático, el estándar 
y el alias. La nomenclatura que será utilizada 
en este trabajo corresponde con la tercera 
columna o alias. 



Vicent Llopis Torregrosa

50

trabajo se hará referencia a ellos con la nomenclatura ART más el número atribuido dentro de la 
familia. (Tabla 3) 

4.1. Características de la familia ART

Tal como se ha descrito anteriormente, la familia de proteínas ART está compuesta por diez 
miembros en S. cerevisiae y su principal función es la de asegurar la especifi cidad en la reacción 
de ubiquitinación, en la cual interviene Rsp5 y que marcará a las proteínas cargo para su posterior 
internalización. Estas proteínas tienen una longitud comprendida entre los 500 y los 1200 
aminoácidos y en todas ellas, a excepción de Art2 y Art8, se predijo la existencia de un dominio 
de plegamiento o fold tipo arrestina en su parte N-terminal. Además, la secuencia de todas estas 
proteínas contiene diversos motivos PY en la parte C-terminal, lo que sugirió la posibilidad de 
que actuaran como adaptadores de la E3 ubiquitina ligasa Rsp5 (Lin et al., 2008), posibilidad 
que se basaba en estudios proteómicos anteriores donde se describía como todos los miembros de 
la familia ART, exceptuando Art5 y Art9, co-purifi caban con Rsp5 a partir de extractos celulares 
de levadura (Andoh et al., 2002; Krogan et al., 2006). En la fi gura 15 se muestra cada uno de los 
miembros de la familia ART con sus dominios característicos.

Figura 15. Miembros de la familia ART. Cada proteína contiene el dominio arrestina (ca-
jas amarillas) y siete de ellas comparten el dominio de plegamiento arrestina generalmente 
en la parte N-terminal (cajas azules). Las barras verdes indican los motivos PY. En la parte 
izquierda de la fi gura se muestra la relación de fi logenia de la familia ART basada en su 
similitud de secuencia. Adaptado de Lin et al., 2008. 
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4.2. Funciones de la familia ART

La función fundamental de esta familia es la de regular la ubiquitinación de proteínas cargo de la 
membrana plasmática en respuesta a estímulos específi cos, del mismo modo que son consideradas 
como componentes del sistema de control de calidad encargado de marcar proteínas dañadas o 
mal plegadas para su degradación en la vacuola. 

Las proteínas ART son reclutadas en la membrana plasmática, reconocen dominios citoplasmáticos 
de transportadores específi cos y facilitan la unión de la ubiquitina ligasa Rsp5 en respuesta a 
distintas señales endocíticas, acontecimiento que supondrá la ubiquitinación de la proteína diana 
y posterior degradación (Lin et al., 2008). Una de las características de las proteínas ART, y que 
comparten con las arrestinas de mamíferos, es que durante el proceso de marcaje de las proteínas 
cargo con ubiquitina, ellas mismas son sustratos de la ubiquitina ligasa (Shenoy et al., 2001) 
(Figura 16) Este aspecto parece relacionar la necesidad de ubiquitinación de los adaptadores con 
su función endocítica (Gupta et al., 2007), ya que la ubiquitinación podría ser necesaria para su 
correcta localización subcelular (Lin et al., 2008). 

Desde que se describió la familia ART, la regulación endocítica de numerosas permeasas ha 
demostrado ser dependiente de alguno o de varios de sus componentes. Cada miembro de la 
familia ART puede facilitar la ubiquitinación de diferentes transportadores así como un mismo 
transportador puede encontrarse regulado por diferentes ARTs, sin que esto suponga que exista 
redundancia entre adaptadores que regulan a una misma permeasa; un determinado transportador 

Figura 16. Ubiquitinación de proteínas de membrana mediante ARTs. En levadura, los 
adaptadores relacionados con arrestinas o ART y la E3 ubiquitina ligasa Rsp5 participan en 
el marcaje de proteínas de membrana para su endocitosis en respuesta a estímulos externos. 
A través de los motivos PY, las proteínas ART se unen a Rsp5 y median la ubiquitinación 
de proteínas cargo que serán internalizadas y posteriormente degradadas. La misma 
ubiquitinación de las proteínas ART es necesaria para su función endocítica. Adaptado de 
Polo y Di Fiore, 2008. 



Vicent Llopis Torregrosa

52

requiere de un ART u otro dependiendo del estímulo que integre la célula, como el exceso de 
sustrato o algún tipo de estrés (Nikko y Pelham, 2009). En la tabla 4 se muestran diferentes 
permeasas y las proteínas adaptadoras involucradas en su endocitosis.

Como se puede observar en la tabla 4, se han descrito varias interacciones entre ARTs y permeasas. 
Ejemplo de ello son la regulación del transportador de inositol Itr1 mediada por Art5 en respuesta 
a inositol exógeno, la endocitosis del transportador de glucosa Hxt6 mediada por Art4 y Art8 
en respuesta a glucosa o a ciclohexamida respectivamente o el transportador de triptófano Tat2 
regulado por Art1 en respuesta a altas concentraciones de triptófano en el medio (Nikko y Pelham, 

Tabla 4. Permeasas de levadura y proteínas adaptadoras de Rsp5 que regulan su endocitosis. 
Nótese la participación de distintos adaptadores frente a un mismo estímulo o su especifi cidad 
dependiendo del transportador y del estímulo externo. Adaptado de Lauwers et al., 2010 

Permeasa 
(sustrato)

Condiciones de 
internalización y 

degradación en la 
vacuola

Adaptadores Referencias

Can1 (arginina) Ciclohexamida Art1 Lin et al., 2008

Ctr1 (Cobre) Exceso de sustrato Bul1 y Bul2 Liu et al., 2007

Fur4 (Uracilo)

Ciclohexamida

Exceso de sustrato

Bul1, Bul2, Art1, Art2, 
Art8, Bsd2, Ear1, Ssh4

Bul1, Bul2, Art1, Art2, Art8 
y Bsd2

Galan y Haguenauer-Tsapis, 
1997; Nikko y Pelham, 2009; 
León et al., 2008; Hein and 
André, 1997.

Gap1 
(aminoácidos)

Amonio o exceso 

de sustrato
Bul1, Bul2, Ear1, Ssh4

Springael et al., 1999; Soetens 
et al., 2001; Helliwell et al., 2001; 
León et al., 2008.

Hxt6 (hexosas)
Ciclohexamida

Exceso de sustrato

Art8

Art4

Nikko y Pelham, 2009; Beck y 
Hall, 1999.

Itr1 (inositol) Exceso de sustrato Art5, Bsd2 Nikko y Pelham, 2009.

Lyp1 (lisina)
Ciclohexamida

Exceso de sustrato

Art2

Art1

Lin et al., 2008;  Nikko y Pelham, 
2009.

Mup1 
(metionina)

Exceso de sustrato Art1 Lin et al., 2008

Smf1 (cationes 
divalentes)

Exceso de sustrato

Estrés

Bsd2, Tre1, Tre2

Bsd2, Art2, Art8, Tre1, 
Tre2, Ear1, Ssh4

Nikko y Pelham, 2009; Nikko et 
al., 2008; Hettema et al., 2004.

Tat2 (triptófano)
Cicloheximida

Exceso de sustrato

Bul1, Bul2, Art2, Art8, 
Bsd2

Bul1, Bul2, Art1, Art2, 
Art8, Bsd2

Beck et al., 1999; Umebayashi y 
Nakano, 2003;  Nikko y Pelham, 
2009.

Sit1 
(ferroxiaminas)

Ausencia de sustrato Ssh4, Ear1, Tre1 León et al., 2008

Jen1 Inducida por glucosa Art4 Becuwe et al., 2012

Ste2 Inducida por ligando Art1, Art4, Art7 Alvaro et al., 2014
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2009). En la mayoría de los casos, solo se ha descrito la interacción genética entre transportador 
y arrestina (Lin et al., 2008; Nikko y Pelham, 2009), aunque en algunos casos se ha podido 
evidenciar su interacción física, como la interacción entre el adaptador Art2 y el transportador 
de metales divalentes Smf1, o Art3 y la permeasa de ácido aspártico Dip5 (Hatakeyama et al., 
2010; Nikko et al., 2008). A pesar de ello, queda por estudiar la localización subcelular donde se 
producen estas y otras interacciones proteína-proteína. 

Como hemos visto, el adaptador Art1 es requerido para la endocitosis de diferentes permeasas 
como Fur4, Mup1, Lyp1 o Tat2 en respuesta a exceso de sustrato al mismo tiempo que diferentes 
adaptadores, Art1, Art2 y Art8 pueden participar en la endocitosis de Tat2 frente a este exceso de 
sustrato. La intervención de uno u otro adaptador viene defi nida por el tipo de respuesta a la que 
tenga que hacer frente la célula (Lin et al., 2008). Esto signifi ca que la especifi cidad de interacción 
entre ART y  cargo no viene determinada solo por ellas mismas, sino que también existe una 
regulación de la interacción adaptador-cargo en respuesta a diferentes estímulos. 

Algunos estudios manifi estan cómo otras modifi caciones postraduccionales, como la fosforilación 
de las dianas de endocitosis en respuesta a estímulos específi cos, cumplen un papel importante 
en la regulación del reconocimiento del cargo, ya que varias proteínas de membrana como Ste2 o 
Fur4 requieren fosforilación previa a su ubiquitinación e internalización (Hicke y Dunn, 2003; 
Dupré et al., 2004). Del mismo modo, se ha descrito que la fosforilación de Smf1 es necesaria 
para la unión con Art2 (Nikko et al., 2008), demostrando una vez más la importancia de esta 
modifi cación y sugiriendo que podría originar cambios conformacionales en los transportadores 
dejando más accesibles algunos residups de lisina para la ubiquitinación (Belgareh-Touze et al., 
2008).

4.3. Regulación de la actividad de las proteínas ART.

Como se ha mencionado anteriormente, la familia de proteínas ART es diana de modifi caciones 
postraduccionales que regulan su actividad como mecanismo de respuesta a cambios ambientales. 
Además de la ubiquitinación por Rsp5, otras modifi caciones de esta familia de proteínas han sido 
descritas, siendo el principal mecanismo el proceso de fosforilación/desfosforilación. 

Análisis proteómicos de fosforilación en levadura han demostrado que los componentes de la 
familia ART son ampliamente fosforilados (Albuquerque et al., 2008), y que este fenómeno tiene 
efectos en su actividad. Ejemplo de ello son la inhibición de Art1 tras ser fosforilado por la quinasa 
Npr1 (MacGurn et al., 2011) o la fosforilación de los adaptadores Bul1 y Bul2, también por Npr1, 
que genera sitios de unión a proteínas 14-3-3 con un efecto inhibitorio (Merhi y André, 2012). 
Por el contrario, el mecanismo de desfosforilación también ha sido descrito como mecanismo de 
activación de proteínas adaptadoras en determinados casos, como es la desfosforilación de Art4 
dependiente de calcineurina para activar su papel en la endocitosis de Ste2 (Alvaro et al., 2014) 
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o la de Art6 para estimular su función en el tráfi co de Dip5 a la vacuola (O’Donell et al., 2013). 
También ha sido demostrado que Art4 es inhibido por proteínas 14-3-3 en el mecanismo de 
endocitosis de Jen1, aunque en este caso en particular la proteína encargada de generar los sitios 
de unión Art4-14-3-3 es la quinasa Snf1 (Becuwe et al., 2012). Por su relevancia a lo largo del 
presente trabajo, tanto la quinasa Snf1 como las proteínas 14-3-3 serán analizadas con más detalle 
a continuación. 

4.3.1. Características de la quinasa Snf1

SNF1 se identifi có como un gen necesario para la expresión de genes reprimidos por glucosa 
y para el crecimiento en sacarosa como fuente de carbono. A nivel de proteína mostró tener la 
habilidad de transferir un grupo fosfato desde el ATP a residuos de serina y treonina en un ensayo 
de autofosforilación in vitro, por lo que se le atribuyó el papel de proteína quinasa (Celenza y 
Carlson, 1986). 

Snf1 es la subunidad catalítica y el miembro fundador de la familia de quinasas activadas por 
AMP (AMPKs) muy conservada en eucariotas, habiéndose encontrado homólogos de Snf1 tanto 
en plantas como en mamíferos (Alderson et al., 1991; Mitchelhill et al., 1994). En este último 
grupo se denomina a esta quinasa como AMPK,  y está implicada en la respuesta a estrés originada 
por bajos niveles de ATP (Corton et al., 1994). AMPK es activada en ratios elevados AMP:ATP 
y estimula la toma de glucosa, la oxidación de ácidos grasos, inhibe reacciones anabólicas e 
incrementa reacciones que generan ATP (Hardie et al., 1998). Por ello, AMPK es considerada 
como un guardián de la homeostasis de energía  de las células, promoviendo su producción y 
reduciendo su demanda cuando los niveles de la misma se agotan.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae la quinasa Snf1 tiene funciones similares, aunque es 
activada por bajos niveles de glucosa más que por la carga energética de la célula. Esto refl eja 
la tendencia de las células de levadura a evaluar la sufi ciencia de nutrientes predominantemente 
a través de la percepción directa de glucosa en lugar de hacerlo a través del metabolismo de la 
misma (revisado en Broach, 2012).

Al igual que otros miembros de la familia de quinasas AMPK, el complejo SNF1 es un 
heterotrímero compuesto por la subunidad catalítica Snf1 (α), la subunidad reguladora Snf4 (γ) 
y una de las tres subunidades β, Gal83, Sip1 o Sip2, que tienen una función estructural en el 
complejo al mismo tiempo que determinan su localización. La activación del complejo SNF1 se 
produce como resultado de la fosforilación del residuo de treonina 210 (Th r210) en el loop de 
activación de Snf1, fosforilación llevada a cabo por una de las tres quinasas redundantes Elm1, 
Tos3 o Sak1, en respuesta a bajos niveles de glucosa (Hong et al., 2003), aunque otros estreses 
como el pH alcalino, agentes oxidativos, niveles elevados de clouro de sodio o ayuno de nitrógeno 
también desencadenan su activación (revisado en Broach, 2012). La acción de las tres quinasas 
encargadas de la activación del complejo SNF1 es contrarrestada por la proteína fosfatasa 1, 
conocida como Glc7, en conjunción con la subunidad Reg1 encargada de aportar especifi cidad 
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(Tu y Carlson, 1995). Bajos niveles de glucosa corresponden con el incremento de la fosforilación 
del residuo Th r210 y un aumento en la actividad del complejo SNF1 (McCartney and Schmidt, 
2001), mientras que niveles elevados de glucosa promueven la desfosforilación de este mismo 
residuo que promoverá la perdida de actividad del complejo. Por lo tanto, el complejo SNF1 
actúa como un sensor de los niveles de glucosa en la célula, y de su estado de activación dependen 
numerosas rutas de señalización, entre ellas la ruta implicada en el endocitosis del transportador 
de lactato Jen1 (Becuwe et al., 2012) o en el tráfi co intacelular de Hxt6, como se expondrá más 
adelante en este estudio. 

4.3.2. Características de las proteínas 14-3-3

Las proteínas 14-3-3 forman una familia de proteínas acídicas y muy conservadas con una 
masa de alrededor de 30 KDa y con capacidad de formar homo y heterodímeros estables. Cada 
monómero consta de nueve hélices alfa antiparalelas y el dímero de proteínas 14-3-3 posee una 
forma característica en forma de U (Figura 17), formando una ranura que puede acomodar dos 
péptidos de las proteínas a las que se unen (Liu et al., 1995; Xiao et al., 1995)

Figura 17. Estructura de 
un dímero de proteínas 
14-3-3. Cada monómero 
está representado por un 
color. Las hélices pertene-
cientes a uno de los mo-
nómeros se encuentran 
numeradas como H1-
H9. Adaptado de Obsilo-
vá et al., 2014. 

La primera función que se le atribuyó a estas proteínas fue la activación de la síntesis de 
neurotransmisores (Ichimura et al., 1987) aunque con posterioridad se descubrió que son capaces 
de unirse a numerosas proteínas. En la actualidad, se han descrito centenares de proteínas de 
diversos organismos eucariotas capaces de interaccionar con las proteínas 14-3-3, proteínas 
involucradas en casi cualquier proceso celular (revisado en van Heusden, 2009). En muchos 
casos, aunque no en todos, las proteínas 14-3-3 se unen a residuos de fosfoserina o fosfotreonina 
en sus dianas de interacción, y este fenómeno puede tener principalmente tres consecuencias; el 
cambio conformacional de la proteína a la que se unen originando la activación o la inhibición 
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de su actividad, la oclusión física de una estructura o de una secuencia específi ca, o el anclaje de 
proteínas que se encuentran cercanas (revisado en Obsil y Obsilová, 2011). 

La levadura Saccharomyces cerevisiae posee dos genes que codifi can proteínas 14-3-3, BMH1 
y BMH2 (van Heusden et al., 1992; van Heusden et al., 1995). La disrupción de uno de los 
genes BMH tiene poco efecto en la viabilidad de las células, pero la disrupción simultánea de 
ambos genes es letal para las células de levadura. A lo largo de las dos últimas décadas, numerosas 
publicaciones han descrito la interacción de las proteínas 14-3-3 con otras proteínas celulares. 
Más recientemente los conocimientos acerca de esta familia de proteínas se han visto favorecidos 
gracias al incremento de estudios genómicos y proteómicos a gran escala que empiezan a revelar 
las redes moleculares en las que se encuentra implicada esta familia de proteínas (revisado en 
van Heusden, 2009). Una vez más, las rutas de señalización implicadas en la endocitosis y en el 
tráfi co de transportadores de membrana han mostrado estar reguladas, en parte, por esta familia 
de proteínas. 
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Con la información revisada en la sección anterior, la levadura S. cerevisiae demuestra tener 
un complejo sistema de proteínas adaptadoras de Rsp5, pertenecientes a la familia ART, que 
intervienen en rutas de señalización y en la respuesta a estímulos externos, con la fi nalidad 
de asegurar la especifi cidad de la interacción de Rsp5 con los numerosos transportadores de 
membrana que asegurarán su correcta ubiquitinación y degradación en función de las condiciones 
ambientales. En la presente tesis doctoral se intentará establecer un vínculo entre el transportador 
de potasio Trk1 y las proteínas ART, se estudiará el efecto de variaciones en la homeóstasis del 
potasio sobre otros transportadores de iones como Pma1 y se procederá a la caracterización de 
la ruta de señalización Art4-Snf1-14-3-3 y al análisis de su implicación en la regulación del 
transportador de glucosa de alta afi nidad Hxt6. Del mismo modo, se estudiará la participación 
de otras proteínas de la familia ART, como Art7, en la regulación de este transportador y la 
implicación, tanto de Art4 como de Art7, en la regulación de otras permeasas de la familia HXT 
como Hxt1 y Hxt3.

Objetivos
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Con este fi n, los objetivos propuestos para la realización de este trabajo se presentan a 
continuación:

1 - Examinar mecanismos de regulación postraduccional de transportadores de iones.

2 - Analizar la interacción de la proteína quinasa Snf1 y las proteínas 14-3-3 con la 
familia de proteínas ART y caracterizar los dominios implicados en las interacciones que 
se produzcan entre ellas.

3 - Estudiar la posible interacción física entre el transportador de glucosa de alta afi nidad 
Hxt6 y la proteína adaptadora Art4, así como analizar el posible efecto de Snf1 y Bmh2 
en la formación del complejo Hxt6-Art4.

4 - Analizar la relevancia fi siológica de las deleciones de algunos miembros de la familia 
ART y su efecto sobre la regulación de varios transportadores de la familia HXT.
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1. Material biológico y condiciones de crecimiento

1.1 Condiciones de crecimiento de levadura

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas a lo largo de este trabajo se muestran en la 
Tabla 5. Las células de levadura se crecieron a 28°C en medio YPD (2% glucosa, 2% peptona 
bacteriológica, 1% extracto de levadura), en medio sintético SD (2% glucosa o 2% rafi nosa, 0,7% 
yeast nitrogen base, 50 mM ácido succínico ajustado a pH 5.5 con Tris) o en medio mínimo 
MYRaf (2% rafi nosa, solución de sales, solución de elementos traza y solución de vitaminas 
(Zonneveld, 1985))  En el caso del medio SD y MYRaf se añadieron aminoácidos y bases púricas 
y pirimidínicas de acuerdo con las necesidades de cada cepa (30 μg/mL adenina, 100 μg/mL 
triptófano, 30 μg/mL histidina, 100 μg/mL leucina, 30 μg/mL metionina, 30 μg/mL uracilo). 
Para la preparación de medios sólidos se añadió un 2% de agar.

Materiales y 
métodos
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1.1.1. Ensayos de crecimiento en medio sólido (goteos)

Los ensayos de crecimiento de las cepas en estudio se realizó utilizando diluciones 
seriadas de cultivos líquidos saturados. Aproximadamente 3 μL de cada dilución 
fueron transferidos con la ayuda de un replicador (Sigma) a placas de medio 
sólido con las diferentes condiciones a estudiar. Posteriormente se incubaron las 
placas entre 2 y 5 días a 28°C. En el análisis del crecimiento se tuvieron en cuenta 
tanto la mayor dilución a la cual aún se observa crecimiento como el tamaño de 
colonia.

1.1.2. Crecimiento en medio líquido

Las células de levadura se inocularon en medio selectivo suplementado con 
aminoácidos, bases nitrogenadas y la fuente de carbono indicada (glucosa 2% o 
rafi nosa 2%). Se incubaron a 28°C en agitación constante a 200 rpm hasta que 
alcanzaron una DO600 0.4-0.6. Las densidades ópticas de los cultivos se midieron 
usando un espectrofotómetro (Eppendorf Biophotomer plus). En el caso en el 
que dichos cultivos requirieran de algún tratamiento, el mismo se iniciaba en el 
rango de densidades ópticas mencionado anteriormente.

1.2. Condiciones de crecimiento de bacterias

La cepa DH5α de Escherichia coli fue la utilizada como vehículo para la 
propagación y el aislamiento de plásmidos. Las células bacterianas se crecieron 
a 37ºC en medio de Luria-Bertani (LB) compuesto por 0,5% de extracto de 
levaura, 1% de triptona y 1% de NaCl ajustando el conjunto a pH 7. Para la 
preparación de medios sólidos se añadió un 2% de agar. Para la selección de cepas 
portadoras de plásmidos se añadió ampicilina o kanamicina al medio (50 μg/
mL).
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Tabla 5. Cepas de levadura utilizadas en este estudio

Cepa Genotipo Referencia

BY4741 Mat a ura3-0 leu2-0 his3-1 met15-0 EUROSCARF

art4 BY4741 art4::KanMX EUROSCARF

art7 BY4741 art7::KanMX EUROSCARF

hxk2 BY4741 hxk2::KanMX EUROSCARF

hxt1 BY4741 hxt1::KanMX EUROSCARF

hxt2 BY4741 hxt2::KanMX EUROSCARF

hxt3 BY4741 hxt3::KanMX EUROSCARF

hxt4 BY4741 hxt4::KanMX EUROSCARF

hxt5 BY4741 hxt5::KanMX EUROSCARF

rgt2 BY4741 rgt2::KanMX EUROSCARF

snf1 BY4741 snf1::KanMX EUROSCARF

BY4741 HXT6-GFP BY4741 HXT6-GFP::HIS3 Este estudio

art4 BY4741 art4::KanMX HXT6-GFP::HIS3 Este estudio

art7 BY4741 art7::KanMX HXT6-GFP::HIS3 Este estudio

art4 art7
BY4741 art4::KanMX art7::URA3 

HXT6-GFP::HIS3
Este estudio

BY4741 HXT6-VC:ART4-VN
BY4741 HXT6-VC::HIS3

ART4-VN::KanMX
Este estudio

BY4741 HXT1-GFP BY4741 HXT1-GFP::HIS3 Este estudio

art4 BY4741 art4::KanMX HXT1-GFP::HIS3 Este estudio

art7 BY4741 art7::KanMX HXT1-GFP::HIS3 Este estudio

BY4741 HXT3-GFP BY4741 HXT3-GFP::HIS3 Este estudio

art4 BY4741 art4::KanMX HXT3-GFP::HIS3 Este estudio

art7 BY4741 art7::KanMX HXT3-GFP::HIS3 Este estudio

BY4741 SNF3-GFP BY4741 SNF3-GFP::HIS3 Este estudio

art4 BY4741 art4::KanMX SNF3-GFP::HIS3 Este estudio

art7 BY4741 art7::KanMX SNF3-GFP::HIS3 Este estudio

BY4741 HXT6-GFP [YEp] BY4741 HXT6-GFP::HIS3 [pWS93] Este estudio

BY4741 HXT6-GFP [YEp-SNF1] BY4741 HXT6-GFP::HIS3 [pWS93-SNF1] Este estudio

BY4741 HXT6-GFP [YEp-BMH2] BY4741 HXT6-GFP::HIS3 [pACT2-BMH2] Este estudio
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Cepa Genotipo Referencia

BY4741 [YEp-HXT6] [YEp-ART4]

[YEp]

BY4741 [pNTrp-HXT6] [pCTrp-ART4]

[pEG202]
Este estudio

BY4741 [YEp-HXT6] [YEp-ART4]

[YEp-SNF1]

BY4741 [pNTrp-HXT6] [pCTrp-ART4]

[pNLexA-SNF1]
Este estudio

BY4741 [YEp-HXT6] [YEp-ART4]

[YEp-BMH2]

BY4741 [pNTrp-HXT6] [pCTrp-ART4]

[pUG34-BMH2]
Este estudio

BY4741 [YEp] [YEp-ART4] [YEp] BY4741 [pNTrp] [pCTrp-ART4] [pUG34] Este estudio

BY4741 HXT6-VC ART4-VN [YEp]
BY4741 HXT6-VC::HIS3 

ART4-VN::KanMX [pWS93]
Este estudio

BY4741 HXT6-VC ART4-VN 

[YEp-SNF1]

BY4741 HXT6-VC::HIS3 

ART4-VN::KanMX [pWS93-SNF1]
Este estudio

BY4741 HXT6-VC ART4-VN

[YEp-BMH2]

BY4741 HXT6-VC::HIS3 

ART4-VN::KanMX [pACT2-BMH2]
Este estudio

THY.AP4
MATa ura3 leu2 lexA::lacZ::trp1 
lexA::HIS3 lexA::ADE2

Obrdlik 

et al., 2004

THY.AP4 [YEp-BMH2]

[YEp-ART4][YEp]

THY. AP4 [pBTM116-BMH2] 

[pACT2-ART4] [pWS93]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-BMH2]

[YEp-ART4][YEp-SNF1]

THY. AP4 [pBTM116-BMH2] 

[pACT2-ART4] [pWS93-SNF1]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-BMH2] 

[YEp-ART4][YEp-snf1G53R]

THY. AP4 [pBTM116-BMH2] 

[pACT2-ART4] [pWS93-snf1G53R]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-BMH2]

[YEp-ART4][YEp-snf1K84R]

THY. AP4 [pBTM116-BMH2] 

[pACT2-ART4] [pWS93-snf1K84R]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-BMH2] [YEp] THY. AP4 [pBTM116-BMH2] [pACT2] Este estudio

THY.AP4 [YEp] [YEp-ART4] THY. AP4 [pBTM116] [pACT2-ART4] Este estudio

THY.AP4 [YEp-BMH2]

[YEp-ART4S447A][YEp]

THY. AP4 [pBTM116-BMH2] 

[pACT2-ART4S447A] [pWS93]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-BMH2]

[YEp-ART4S447E][YEp-SNF1]

THY. AP4 [pBTM116-BMH2] 

[pACT2-ART4 S447E] [pWS93-SNF1]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-SNF1] [YEp] THY. AP4 [pNLexA-SNF1] [pACT2] Este estudio

THY.AP4 [YEp-SNF1] 

[YEp-ART1 / ART9]

THY. AP4 [pNLexA-SNF1] 

[pACT2-ART1 / ART9]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-SNF1] 

[YEp-ART4Nt]

THY. AP4 [pNLexA-SNF1] 

[pACT2-ART4Nt]
Este estudio
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Cepa Genotipo Referencia

THY.AP4 [YEp-SNF1] 

[YEp-ART4Ct]

THY. AP4 [pNLexA-SNF1] 

[pACT2-ART4Ct]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-SNF1-KD]

[YEp-ART4]

THY. AP4 [pNLexA-SNF1-KD] 

[pACT2-ART4]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-SNF1-RD]

[YEp-ART4]

THY. AP4 [pNLexA-SNF1-RD] 

[pACT2-ART4]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-BMH2] 

[YEp-ART1 / ART9]

THY. AP4 [pBTM116-BMH2] 

[pACT2-ART1 / ART9]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-BMH2] 

[YEp-ART4Nt]

THY. AP4 [pBTM116-BMH2] 

[pACT2-ART4Nt]
Este estudio

THY.AP4 [YEp-BMH2] 

[YEp-ART4Ct]

THY. AP4 [pBTM116-BMH2] 

[YEp-ART4Ct]
Este estudio

CRY1
MATa ade2-1 can1-100 his3-11

leu2-3,112 trp1-1 ura3-1

DualSystems 
Biotech

CRY1 [YEp-HXT6] [YEp-ART4] CRY1 [pNTrp-HXT6] [pCTrp-ART4] Este estudio

CRY1 [YEp-ART4] [YEp-HXT6] CRY1 [pNTrp-ART4] [pCTrp-HXT6] Este estudio

CRY1 [YEp-p53] [YEp-MDM2] CRY1 [pNTrp-p53] [pCTrp-MDM2] Este estudio

CRY1 [YEp] [YEp] CRY1 [pNTrp] [pCTrp] Este estudio

BY4741 art4::KanMX 

HXT6-GFP::HIS3 [YEp]

BY4741 art4::KanMX HXT6-GFP::HIS3 
[pWS93]

Este estudio

BY4741 art4::KanMX

HXT6-GFP::HIS3 [Yep-SNF1]

BY4741 HXT6-VC::HIS3

ART4-VN::KanMX [pWS93-SNF1]
Este estudio

BY4741 HXT6-VC:ART4-VN

[YEp-BMH2]

BY4741 HXT6-VC::HIS3

ART4-VN::KanMX [pACT2-BMH2]
Este estudio
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2. Técnicas de transferencia génica.

 2.1. Transformación simple en levadura.

Para las transformaciones de levadura se utilizó una variación del protocolo estándar de 
transformación con acetato de litio (Gietz et al., 1995). Las células de levadura (crecidas en medio 
YPD sólido un máximo de 36 horas) se mezclaron con entre 0,1 y 10 μg del DNA foráneo 
a introducir. A continuación se añadieron 5 μL de una solución de DNA monocatenario de 
esperma de salmón (0,1%) y 500 μL de solución 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 mínimo de 16 
horas a temperatura ambiente, la mezcla se incubó a 42°C durante 12 minutos y se recogieron las 
células por centrifugación (1 minuto a 13000 rpm). Finalmente las células se resuspendieron en 
200 μL de agua estéril y se extendieron en placas de medio selectivo.

 2.2. Transformación de alta efi ciencia.

En este caso la transformación de levadura se llevó a cabo por el protocolo de acetato de litio 
(Ito et al., 1983). La cepa de levadura diana de transformación se creció en YDP o en SD con los 
requerimientos adecuados hasta alcanzar una O.D.600 entre 0.4 - 0.6. Tras centrifugar 5 minutos 
a 4000 rpm, las células se resuspendieron en 1/10 del volumen inicial del cultivo con tampón 
TE-LiAc (acetato de litio 0.1 M pH 7.5, Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH 8). Después de 
centrifugar a 4000 rpm, las células se resuspendieron en 1/100 del volumen inicial del cultivo 
con tampón TE-LiAc. A 50 μL de células en tampón TE-LiAc, se le añadió 2 μL de 1% DNA de 
esperma de salmón (Sigma), 3 μL de cada plásmido o fragmento de PCR a transformar y 300 μL 
de PEG TE-LiAc [tampón TE-LiAc al que se le añadió PEG al 40% (p/v)]. Tras una incubación 
de 30 minutos a 30°C, se efectuó un choque térmico de 20 minutos a 42°C y se centrifugaron 
y resuspendieron las células en agua estéril antes de sembrarlas en medio selectivo. Las placas se 
incubaron durante 3 días a 30°C.

 2.3. Transformaciones en bacteria.

Para las transformaciones de bacterias utilizamos un protocolo estándar de transformación por 
choque térmico (Hanahan, 1986). Despues de añadir entre 0,1 y 1 ng de plásmido a 100 μL 
de bacterias competentes, se incubó la mezcla durante 30 minutos en hielo, se calentó a 42°C 
durante 1 minuto y seguidamente se volvió a poner en hielo durante 2 minutos. A continuación 
se añadieron 600 μL de medio LB y se incubó a 37°C entre 45 minutos y una hora. Por 
último se extendieron las células en placas de LB con antibiótico para la selección de las células 
transformadas. 
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3. Técnicas de manipulación genética.

 3.1. Construcción de plásmidos.

La lista de plásmidos utilizada a lo largo de este trabajo se muestra en la tabla 6. La obtención 
de insertos de DNA se llevo a cabo mediante amplifi cación por PCR usando un termociclador 
Mastercycler Personal (Eppendorf ), la polimerasa Phusion (Th ermo), y un programa adecuado a 
la extensión de fragmento y a los requerimientos de secuencia de los oligonucleótidos mostrados 
en la tabla 7. Para preparar el vector y el inserto, los fragmentos digeridos con las enzimas de 
restricción adecuadas se purifi caron utilizando el kit GENECLEAN TURBO (MP Biomedicals). 
Para la ligación de vector e inserto se utilizó la ligasa T4 (Roche). La extracción de plásmidos de 
realizó mediante lisis alcalina y tratamiento con RNasa, seguida de la purifi cación mediante fi bra 
de vidrio en presencia de guanidina-HCl (High Pure Plasmid Kit, Roche).

Para la construcción de HXT6-HA se amplifi có por PCR con el oligonucleótido directo HXT6-
Sfi I-Fw5’ [1] y el reverso HXT6-Sfi I-Rv3’ [2] (ver lista de oligonucleótidos en la Tabla 7) la pauta 
abierta de lectura del gen HXT6 (Sfi I/Sfi I), y se insertó de forma direccional en el vector pNTrp 
(DualSystems) multicopia y con el promotor inducible por cobre CUP1.

De modo similar se generó la fusión ART4-V5 con el oligonucleótido directo ART4-Sfi I-Fw5’ [3] 
y el reverso ART4-Sfi I-Rv3’ [4] amplifi cando por PCR la pauta abierta de lectura del gen ART4 
(Sfi I/Sfi I), e insertando de forma direccional en el vector pCTrp (DualSystems) multicopia y con 
el promotor inducible por cobre CUP1. 

Para la obtención de los plásmidos que contienen mutaciones puntuales en el gen ART4 se 
procedió del siguiente modo. A partir de la construcción pACT2-ART4 y con el oligonucleótido 
directo ART4-S447A-Fw5’ [5] y reverso ART4-S447A-Rv3’ [6] se sustituyó la serina 447 de Art4 
por un aminoácido de alanina, utilizando PCR de circulo rodante como sistema de amplifi cación. 
De igual forma se sustituyó el aminoácido serina 447  de Art4 por un ácido glutámico utilizando 
el oligonucleótido directo  ART4-S447E-Fw5’ [7] y el reverso ART4-S447E-Rv3’ [8]. Para la 
eliminación del molde se utilizó la enzima de restricción DpnI. 

Plásmido Marcador Fuente

pACT2-ART1 / ART9 LEU2 TFC Beatriz Romartinez (Laboratorio Lynne Yenush)

pBTM116-BMH2 TRP1 Este estudio

pACT2-ART4 LEU2 TFC Beatriz Romartinez (Laboratorio Lynne Yenush)

pACT2-ART4Nt LEU2 TFM Emilie Deffontaines (Laboratorio Lynne Yenush)

pACT2-ART4Ct LEU2 TFM Emilie Deffontaines (Laboratorio Lynne Yenush)

pACT2-ART4S447A LEU2 Este estudio

Tabla 6. Plásmidos utilizados en este estudio
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Plásmido Marcador Fuente

pACT2-ART4 S447E LEU2 Este estudio

pACT2-BMH2 LEU2 Este estudio

pUG34-BMH2 HIS3 Zahrádka et al., 2012

pUG34 HIS3 Zahrádka et al., 2012

pNLexA-SNF1 HIS3 Tomás-Cobos y Sanz, 2002

pWS93-SNF1 URA3 Tomás-Cobos y Sanz, 2002

pLexA-snf1G53R URA3 Mayordomo et al., 2003

pLexA-snf1K84R URA3 Mayordomo et al., 2003

pWS93 URA3 Tomás-Cobos y Sanz, 2002

pNLexA-SNF1-KD HIS3 Tomás-Cobos y Sanz, 2002

pNLexA-SNF1-RD HIS3 Tomás-Cobos y Sanz, 2002

pNTrp-HXT6 LEU2 Este estudio

pCTrp-ART4 URA3 Este estudio

pNTrp-ART4 LEU2 Este estudio

pCTrp-HXT6 URA3 Este estudio

pNTrp-p53 LEU2 DualSystems 

pCTrp-MDM2 URA3 DualSystems

pNTrp LEU2 DualSystems

pCTrp URA3 DualSystems

pFA6a-VN-His3MX6 Sung y Huh, 2007

pFA6a-VC-His3MX6 Sung y Huh, 2007

pFA6a-VN-kanMX6 Sung y Huh, 2007

pFA6a-VC-kanMX6 Sung y Huh, 2007

pFA6a-GFP(S65T)-
HISMX6

Longtine et al., 1998

pUG72 Gueldener et al., 2002
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 Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados en este estudio

Nombre Secuencia  5’- 3’

1. HXT6-SfiI-Fw5’   5’-TATATAGGCCATTACGGCCTCACAAGACGCTGCTATTGCA-3’

2. HXT6-SfiI-Rv3’   5’-ATATATGGCCGAGGCGGCCGCTTTGGTGCTGAACATTCTCTTG-3’

3. ART4-SfiI-Fw5’   5’ -TATATAGGCCATTACGGCCTTTTCATCATCATCTCGACCT-3’

4. ART4-SfiI-Rv3’   5’-ATATATGGCCGAGGCGGCCGCTGAGCGATCCCGTTTTGTG-3’

5. ART4-S447A-Fw5’ 5’-GTGATTTTTCAAAGATCTGCGGCCGCGTTACAATTGTCTTCAATG-3’

6. ART4-S447A-Rv3’   5’-CATTGAAGACAATTGTAACGCGGCCGCAGATCTTTGAAAAATCAC-3’

7. ART4-S447E-Fw5’  5’-GTGATTTTTCAAAGATCTGCTGAAGCTTTACAATTGTCTTCAATG-3’

8. ART4-S447E-Rv3’  5’-CATTGAAGACAATTGTAAAGCTTCAGCAGATCTTTGAAAAATCAC-3’

9. GFP-Fw5’   5’-ATAAGCCTGCAGAAGCTTATGAGTAAAGGAGAAGAACT-3’

10. GFP-Rv-3’   5’CATTGTGAGAGTTATAGTTGTATTCC3’

11. ACT1-Fw5’ 5’-ATTGAACACGGTATTGTCACCAAC-3’

12. ACT1-Rv3’ 5’-CCTTACGGACATCGACATCACAC-3’

13. HXT6-Fw5’-F2   
5’-GCTCACGATGATAAGCCATTGTACAAGAGAATGTTCAGCACCAAAGG

TCGACGGATCCCCGGGTT-3’

14. HXT6-Rv3’-R1
5’-GAATTAGAGTGCATTTCAAATGCACAAATTAGAGCGTGATCATGATC

GATGAATTCGAGCTCGTT-3’

15. HXT6-Cterm-Fw5’   5’-CAATCTAGAAGAGGTGCCA-3’

16. ART4-Fw5’-F2    
5-TCATTTGCTAATTTAATGGAGATGTTCACAAAACGGGATCGCTCAGGT

CGACGGATCCCCGGGTT-3’

17. ART4-Rv3’-R1    
5’-GTGTATGAAGTATTGCTCATATCTTTTTGTCGAAATTTCGAAGACTCG

ATGAATTCGAGCTCGTT-3’

18. ART4-Cterm-Fw5’   5’-CGAAGGTCACGCTCATCG-3’

19. HXT1-Fw5’-F2   
5’-ATGCATGATGACCAACCATTTTACAAGAGTTTGTTTAGCAGGAAAGGT

CGACGGATCCCCGGGTT-3’

20. HXT1-Rv3’-R1   
5’-AAATTTACTGAGAAATTAAATACTGTATAAGTCATTAAAATATGCTCG

ATGAATTCGAGCTCGTT-3’

21. HXT1-Cterm-Fw5’   5’-TTCTGGGTTCCAGTATCC-3’

22. HXT3-Fw5-’F2  
5’-ATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTCGGCAAGAAAGG

TCGACGGATCCCCGGGTT-3’

23. HXT3-Rv3’-R1
5’-TCATTATTGACTAGCACATCGAATCTTAAAATACACTATTATTCATCG

ATGAATTCGAGCTCGTT-3’

24. HXT3-Cterm-Fw5’   5’-CCATGGAAGTCTGCTTCATG-3’
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 3.2 Disrupción Génica.

La disrupción de los genes ART4 y ART7 en la cepa BY4741 se llevo a cabo utilizando un 
módulo fl anqueado por sitios loxP en el que el gen URA3 de Kluyveromyces lactis se utiliza 
como marcador heterólogo. Para la amplifi cación por PCR de este módulo se usó el plásmido 
pUG72 y oligonucleótidos que contenían 20 nucleótidos específi cos para la amplifi cación del 
gen marcador fusionados a 45 nucleótidos que corresponden a la secuencia inmediatamente 
aguas arriba del codón de inicio e inmediatamente aguas abajo del codón de parada del gen de 
interés (Gueldener et al., 2002), generando de este modo sitios de recombinación homóloga y 
haciendo posible la disrupción completa de las pautas abiertas de lectura. Para ART4 se utilizó 
el oligonucleótido directo ART4-LoxP-Fw5’ [30] y el reverso ART4-LoxP-Rv3’ [31]. En el caso 
de ART7, el oligonucleótido directo utilizado fue ART7-LoxP-Fw5’ [34] y el reverso ART7-
LoxP-Rv3’ [35]. Los mutantes fueron confi rmados mediante PCR de DNA genómico usando 
los oligonucleótidos específi cos para ART4, art4Δ-test-Fw5’ [32] y art4Δ-test-Rv3’ [33]. En el 
caso de  ART7, los oligonucleótidos de comprobación fueron art7Δ-test-Fw5’ [36] y art7Δ-test-
Rv3’ [37]. Los mutantes fueron comprobados por PCR a partir de DNA genómico utilizando los 
oligonucleótidos.

Nombre Secuencia  5’- 3

25. SNF3-Fw5’-F2
5’-GAAAACGCCACTAATCAACCTGTAAATGAAAATAATGATTTGAAA

GGTCGACGGATCCCCGGGTT-3’

26. SNF3-Rv3’-R1
5’-TCTTTCACATGATTAAAATTATAAAGCACGTCCGCTTAATTAATATCGATGAA

TTCGAGCTCGTT-3’

27. SNF3-Cterm-Fw5’ 5’ -CACTTCTCTCTCCGTGATG-3’

28. KanMX-Rv3’ 5’-TAGAAAAACTCATCG-3’

29. HIS-Rv3’ 5’-GATGGCAACGCTGATTTTCG-3’

30. ART4-LoxP-Fw5’
5’-GGGTCCCCTATTCAAATATAGACGTCAAAAAGATGCAGATCTAAAC

AGCTGAAGCTTCGTACGC-3’

31. ART4-LoxP-Rv3’
5’-ATTATGAGGTAGTATTATAACATTATATTATCATTTTTCAAGTGGGCA

TAGGCCACTAGTGGATCTG-3’

32. art4Δ-test-Fw5’ 5’-GGGCTCTTGCAATTTTCAG-3’

33. art4Δ-test-Rv3’ 5’-AGAATCTGACAACTTCAGTG-3’

34. ART7-LoxP-Fw5’
5’-GTGATGCGGTATATTCTCTATACGGCTAATAGATGAATCAGGGTGCA

GCTGAAGCTTCGTACGC-3’

35. ART7-LoxP-Rv3’
5’-TTTCAACAATGCAGTGGATTTTTTTGAACTTATACTGCCGCACGCGCA

TAGGCCACTAGTGGATCTG-3’

36. art7Δ-test-Fw5’   5’-CGAATTTGGATCAGTTGGTAT-3’

37. art7Δ-test-Rv3’ 5’-CAAACTGAAAACCAATAGCAG-3’



Materiales y métodos

69

 3.3 Marcaje de transportadores de membrana con GFP.

Para el marcaje de genes en su extremo C-terminal con la pauta abierta de lectura de la proteína 
verde fl uorescente (GFP), se amplifi có por PCR el módulo de GFP-HIS3 contenido en el 
plásmido pFA6a-GFP(S65T)-HIS3MX6 (Wach et al.,1997; Longtine et al., 1998). Se utilizaron 
oligonucleótidos que contenían 20 nucleótidos específi cos para la amplifi cación del módulo 
fusionados a 45 nucleótidos inmediatamente aguas arriba del codón de stop e inmediatamente 
aguas abajo del mismo, generando sitios de recombinación homóloga que situarían la fusión 
a GFP en el extremo C-terminal de los genes diana de esta técnica. Para la transformación de 
las células con este módulo se utilizó el método de transformación de alta efi ciencia. Los genes 
marcados con GFP a lo largo de este estudio y los oligonucleótidos utilizados con este fi n se 
muestran en la Tabla 8.

Gen Oligos marcaje GFP Oligos comprobación

HXT1
HXT1-Fw5’-F2   [19]

HXT1-Rv3’-R1   [20]

HXT1-Cterm-Fw5’ [21]

HIS-Rv3’ [29]

HXT3
HXT3-Fw5-’F2  [22]

HXT3-Rv3’-R1  [23]

HXT3-Cterm-Fw5’ [24]

HIS-Rv3’ [29]

HXT6
HXT6-Fw5’-F2   [13]

HXT6-Rv3’-R1  [14]

HXT6-Cterm-Fw5’ [15]

HIS-Rv3’ [29]

SNF3
SNF3-Fw5’-F2 [25]

SNF3-Rv3’-R1  [26]

SNF3-Cterm-Fw5’ [27]

HIS-Rv3’ [29]

Tabla 8. Oligonucleótidos utilizados para el marcaje de transportadores con GFP en el 
extremo C-terminal y sus respectivos pares de oligonucleótidos para la comprobación de su 
correcta inserción.



Vicent Llopis Torregrosa

70

4. Análisis de proteínas.

 4.1. Obtención de extractos proteicos de célula completa (extractos crudos).

Para la obtención de extractos proteicos, las células se crecieron hasta fase logarítmica y se 
recogieron 1,5 mL de cultivo por centrifugación (13000 rpm durante 5 minutos). A continuación 
se desechó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 50 μL de tampón de carga Laemmli 
2,5X (SDS 3,8%, dithioeritritol 0,05 M, EDTA 5 mM, sacarosa 15%, azul de bromofenol 0,125 
mg/mL, Tris-HCl 0,15 M (ajustado a pH 6.8) y se incubaron a 95°C durante 5 minutos.

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

Para la obtención de extractos proteicos de las fracciones soluble e insoluble (fraccionamiento 
celular) las células se crecieron hasta fase logarítmica y se recogieron 20 mL de cultivo por 
centrifugación (3000 rpm durante 5 minutos). A continuación se desechó el sobrenadante y se 
lavaron las células con agua estéril. Después se resuspendieron las células en 300 μl de tampón 
de fraccionamiento (Tris-HCl 50 mM pH 7.6 , KCl 0,1 M, EDTA 5 mM, DTE 5 mM, sacarosa 
20%, 1 pastilla de inhibidor de proteasas (Roche)/ 10 mL de tampón) y se rompieron por 
agitación en presencia de bolas de vidrio de 0,5 mm de grosor. Seguidamente se añadieron 200 μL 
más de tampón de fraccionamiento y se centrifugó para eliminar los restos celulares (2000 rpm 
durante 5 minutos a 4°C). El sobrenadante se pasó a un nuevo tubo y se centrifugó para separar 
las proteínas solubles de las insolubles (13000 rpm durante 30 minutos a 4°C). Las proteínas de 
la fracción insoluble (precipitado) se resuspendieron en 30 μL de tampón de carga Laemmli 2,5X.

 4.3. Electroforesis de proteínas.

La separación de proteínas mediante electroforesis se llevó 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 al 6%, Tris-HCl 
125 mM pH 6.8, SDS 0,1%) y una zona inferior de separación (acrilamida:bisacrilamida al 8%, 
Tris-HCl 375 mM pH 8.8, SDS 0,1%). La primera parte de la electroforesis (empaquetamiento) 
se realizó a 80 V mientras que para la segunda parte (resolución) se utilizó 120 V. El tampón de 
electroforesis utilizado fue SDS-PAGE 1X (glicina 0,19 M, SDS 0,1% pH 8.3 ajustado con Tris). 
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 4.4. Transferencia a membrana (Western blot)

Una vez separadas por electroforesis, las proteínas fueron transferidas a membranas de 
nitrocelulosa (Amersham Healthcare). Para la transferencia se utilizó el set Mini-Trans Blot 
(BioRad) y el tampón de transferencia TOWBIN (Glicina 0,19 M, SDS 0,01%, metanol 20% 
pH 8.3 ajustado con Tris). La transferencia se realizó a 120 V durante 1,5 horas a 4°C. 

 4.5 Tinción de membranas con Direct Blue.

Terminada la transferencia, se tiñó la membrana con la disolución colorante Direct Blue (Aldrich 
Chemistry) para comprobar la efi ciencia de la transferencia proteica y obtener un control interno 
de carga. Para ello, se sumergieron las membranas en la solución colorante (Direct Blue 71 0,008% 
[w/v], etanol absoluto 40% y ácido acético 10%) durante 2 minutos en agitación. Posteriormente, 
se eliminó el exceso de colorante por medio de la solución de lavado de Direct Blue (mezcla de 
etanol absoluto 40% y ácido acético glacial 10% en agua destilada). Para la eliminación total de 
la tinción se utilizó la solución de desteñido de Direct Blue, que contiene una mezcla de etanol 
absoluto 50% y bicarbonato sódico 1 M (NaHCO3) en agua destilada.

 4.6 Inmunodetección de proteínas transferidas a membrana.

En primer lugar se bloquearon todos los sitios de unión no específi cos utilizando una solución 
de bloqueo (Tween 20 0,1 %, NaCl 150 mM, Tris-HCl 20 mM pH 7.6, leche desnatada 2%) 
durante 30 minutos en agitación. Seguidamente se retiró la solución de bloqueo y se añadió 
el anticuerpo primario a una dilución específi ca para cada caso (Tabla 9), y se dejó incubando 
durante 16 horas a 4°C en agitación. A continuación se realizaron 3 lavados de 10 minutos en 
TBS-Tween 20 (Tween 20 0,1%, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.6). 

Después de los lavados se añadió el anticuerpo secundario a una dilución adecuada (Tabla 9) en 
TBS-Tween 20 y se dejó incubando como mínimo 1 hora en agitación. Después se realizaron 
otros 3 lavados de 10 minutos con TBS-Tween 20 para retirar el exceso de anticuerpo secundario.

La detección se realizó utilizando un sistema de quimioluminiscencia (ECL Prime Western 
Blotting Detection System, Amersham Biosciences) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
La señal se analizó utilizando películas de rayos X (Biomax Light-1, Kodak). 

En los casos en los que fue necesaria la reutilización de las membranas, estas se incubaron 
previamente durante 30 minutos a 50°C en un tampón que contenía β-mercaptoetanol 100 
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mM, SDS 2% y Tris-HCl 62,5 mM pH 6.7, y después de 3 lavados, se reincubaron con otro 
anticuerpo como se ha descrito anteriormente.

Anticuerpo 
Primario

Dilución Proveedor
Anticuerpo 
Secundario 

Dilución Proveedor

α-GFP 1:10000 Roche α-mouse-HRP 1:5000 Amersham

α-HA 1:5000 Covance α-mouse-HRP 1:5000 Amersham

α-V5 1:5000 Roche α-mouse-HRP 1:5000 Amersham

α-LexA 1:20000 Abcam α-Rabbit-HRP 1:5000 Amersham

Tabla 9. Anticuerpos utilizados en este trabajo. En esta Tabla se describen los anticuerpos que se 
han utilizado durante la realización del presente trabajo. También se describe la dilución en la que se 
ha utilizado así como el proveedor. 
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5. Co-inmunoprecipitación.

Para el ensayo de co-inmunoprecipitación, las células transformadas con las diferentes 
combinaciones de plásmidos fueron crecidas en 100 mL de medio mínimo con rafi nosa como 
fuente de carbono y en presencia de CuSO4 100 μM hasta que alcanzaron una DO de entre 0.5 
- 0.7. A continuación los 100 mL de cultivo se recogieron por centrifugación en 2 alícuotas de 
50 mL y las células se resuspendieron en 5 ml de PBS al que se le añadió agua MiliQ o glucosa 
2% dependiendo de la muestra. Después de incubar 15 minutos a temperatura ambiente y en 
agitación constante, se añadió el crosslinker DSP a una concentración fi nal 2.5 mM y se dejó 
incubar otros 15 minutos en las mismas condiciones. Transcurrido este tiempo, se añadió Tris 
pH 8 a una concentración fi nal de 20 mM para parar la reacción y se dejó 15 minutos más en 
agitación. Seguidamente se recogieron las células por centrifugación durante 5 minutos a 4000 
rpm. Para la extracción de proteínas, las células sometidas a tratamiento se lavaron una vez con 
agua MiliQ, se resuspendieron en 500 μL de tampón RIPA  [Tris 50 mM pH 7.6, NaCl 150 mM, 
Triton X-100 1%, SDS 0.1%, ácido deoxicólico 1%, 1 tableta de inhibidor de proteasas (Roche)] 
y se vortearon en 3 tandas de 1 minuto junto con 500 μL de bolas de vidrio (0.5 mm, BioSpec). 
A continuación los extractos se centrifugaron 5 minutos a 4°C a máxima velocidad y 300μL 
del sobrenadante fueron transferidos a un tubo nuevo donde se le añadió 1 μg del anticuerpo 
anti-HA High-Affi  nity (Roche). El conjunto se incubó entre 2 y 4 horas en un balancín a 4°C. 
Transcurrido el tiempo, se transfi rió la solución a un tubo en el que previamente se habían lavado 
3 veces con tampón RIPA 30 μl de Protein G agarosa (Roche). La mezcla se incubó durante toda 
la noche en un balancín a 4°C. En el siguiente paso, se dejó precipitar la resina sin centrifugación 
y se realizaron 4 lavados de la misma con tampón RIPA. Finalmente, la resina se resuspendió 
en 50 μL de tampón Laemmli 2,5X suplementado con DTT 50 mM y se incubó durante 30 
minutos a 37°C. Las muestras se analizaron por Western blot.



Vicent Llopis Torregrosa

74

6. Doble híbrido en levadura

La técnica de doble híbrido fue diseñada como herramienta genética para la identifi cación in vivo 
de interacciones entre proteínas (Fields and Song, 1989). Esta técnica permite la caracterización 
de interacciones ya establecidas y también la identifi cación de nuevas interacciones proteína-
proteína. En este ensayo genético, la interacción de dos proteínas se mide a través de la 
reconstitución de un factor de transcripción funcional en levadura.

Dos quimeras, una que contiene un dominio de unión a DNA (la proteína LexA  de E.coli en 
el plásmido pBTM116) fusionado a la proteína X y otra que contiene un dominio de activación 
(Gal4 de levadura en el plásmido pACTII) fusionado a la proteína Y, son co-transformadas en 
cepas de levadura adecuadas para dicha técnica. Si las proteínas objeto de estudio interaccionan, 
se reconstituirá el factor de transcripción que activará la transcripción de genes reporteros (HIS3, 
ADE2, LacZ en nuestro caso).
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7. Ensayo β-galactosidasa (ensayo cuantitativo en líquido).

Este ensayo de medida de la actividad β-galactosidasa se utilizó para la cuantifi cación de la 
interacción proteína-proteína (Ludin et al., 1998). Para ello, se recogió por centrifugación  1 mL 
de cultivo celular en fase logarítminca. Las células fueron resuspendidas en 100 μL de GTED 
(glicerol 20%, Tris 10 mM pH 7.6, EDTA 1 mM pH 8, DTE 1 mM) y permeabilizadas con 6μL 
de TET (1 volumen de tolueno, 1 volumen de Triton X-100 10%, 4 volúmenes de etanol). 10 μL 
de células permeabilizadas se mezclaron con 190 μL de tampón Z (Na2HPO4 60 mM, NaH2PO4 
40 mM, KCl 10 mM, MgSO4 1 mM y β-mercaptoetanol 50 mM). Como sustrato se utilizaron 
40 μL de ONPG (o-Nitrofenil β-D-Galactopiranósido, Sigma) 4 mg/mL y la reacción se detuvo 
con 100 μL de Na2CO3 1 M. La coloración amarilla desarrollada a 28°C como resultado de la 
hidrólisis del ONPG en D-galactosa y o-Nitrofenol (ONP, que absorbe luz en solución alcalina) 
y que cataliza la enzima β-galactosidasa, se midió a una DO415 y se expresó en unidades Miller. 

Unidades Miller = (680 x DO600) / (t x Vc x DO415)
t= tiempo del ensayo en minutos
Vc= volumen del cultivo

Las unidades Miller se defi nen como la cantidad de β-galactosidasa capaz de hidrolizar un 
nmol de ONPG por minuto a 28°C y pH 7.
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8. Análisis Nothern blot.

Se realizaron extracciones de RNA a partir de 50 mL de cultivo celular crecido hasta fase 
logarítmica en medio selectivo. Después de alcanzar una DO de entre 0.4-0.6 (z7·106 células/
mL), las células fueron recogidas por centrifugación, lavadas con agua y resuspendidas en 150 
μL de TCES (Tris 0,2 M, NaCl 0,2 M, EDTA 50 mM, SDS 2%, pH 8). Para la extracción 
de mRNA, se añadió un volumen de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamílico (25:24:1, PCI) y las 
células se lisaron con la ayuda de un vórtex y 500 μL de bolas de vidrio. Después de añadir 
200 μL de TCES y una breve centrifugación, se transfi rió el sobrenadante a un tubo nuevo y se 
añadió un volumen de PCI. Tras homogenizar con un vórtex, la mezcla se centrifugó durante 3 
minutos. El mRNA contenido en la fase superior se precipitó añadiendo 2 volúmenes de etanol y 
se resuspendió en 50 μL de agua MiliQ. Para la cuantifi cación de la cantidad de mRNA obtenido 
se utilizó un Nanodrop ND-1000.

Aproximadamente 20 μg de mRNA resuspendidos en 16 μL de tampón de carga 1.25X fueron 
separados en un gel de agarosa 1% que contenía un 2.2% de formaldehído y transferidos sobre 
una membrana de nylon (Hybond-N; Amersham). El RNA se fi jó a la membrana de nylon 
utilizando un UV Stratalinker (Stratagene). A continuación la membrana se incubó con las sondas 
marcadas radioactivamente (300-900 pb) en tampón PSE (NaPO3 300 mM pH 7.2, SDS 7%, 
EDTA 1 mM) durante toda la noche. La sonda GFP (utilizada para la detección del mRNA de 
HXT6) se obtuvo mediante amplifi cación por PCR del módulo GFP contenido en el plásmido 
pFA6a-GFP(S65T)-HISMX6 con los oligonucleótidos directo GFP-Fw5’ [9] y reverso GFP-
Rv-3’ [10]. La sonda de actina, generada por PCR a partir del gen ACT1 y los oligonucleótidos 
ACT1-Fw5’ [11] y ACT1-Rv3’ [12], se utilizó como control interno de carga. Las sondas se 
marcaron radioactivamente utilizando High Prime (Roche) y [α32P] dCTP. Para ello, 25 ng de 
fragmento de PCR en un volumen fi nal de 13,5 μL  se incubaron a 95°C durante 10 minutos 
para ser transferidos posteriormente a hielo. Seguidamente se le añadieron 4 μL de High Prime y 
2,5 μL de [α32P] dCTP. La reacción se incubó 10 minutos a 37°C y se detuvo con EDTA 0.2 M 
pH 8 e una incubación a 65°C durante 10 minutos. Previo a su uso, la sonda se desnaturalizó a 
95°C. 

Después de la hibridación, las membranas fueron lavadas dos veces con tampón de lavado SSC 4X 
- 0.1% SDS y una última vez en SSC 0.4X - 0.1% SDS. Una vez limpias y selladas, se procedió 
a la exposición en un Hypercassete (Amersham) con pantalla intensifi cadora. La exposición 
se llevó a cabo 5 horas a -80ºC. La señal de radiactividad se detectó mediante películas Fuji 
RX. La cuantifi cación de la señal se llevó a cabo exponiendo los fi ltros de una pantalla Fujifi lm 
BAS-1500 Phosphoimager a temperatura ambiente. La imagen obtenida se cuantifi có mediante 
un lector Fujifi lm FLA5100TM utilizando el programa Fujifi l Image Reader  y se procedió a la 
cuantifi cación mediante el software Image Gauge v. 4.0 de Fujifi lm.

Para la reutilización de la membrana en una segunda hibridación, la membrana  aún húmeda 
se incubó en una solución SDS 0.1% a 100°C para la eliminación de la sonda previamente 
hibridada. Tras ser enfriada a temperatura ambiente, se incubó nuevamente con la nueva sonda 
siguiendo el mismo procedimiento expuesto anteriormente.
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9. BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation).

Para generar las cepas adecuadas para este ensayo se amplifi caron por PCR los fragmentos 
N-terminal y C-terminal de la proteína fl uorescente Venus, fusionados a secuencias de 
recombinación homóloga para marcar en C-terminal los genes diana de estudio, HXT6 y 
ART4. Para el marcaje de HXT6, se utilizó el oligonucleótido directo HXT6-Fw5’-F2 [13] y 
el reverso HXT6-Rv3’-R1 [14] para amplifi car el módulo VC:HIS3 contenido en el plásmido 
pFA6a-VC155-HIS3MX6. Del mismo modo se amplifi có el módulo VN:kanMX contenido 
en el plásmido pFA6a-VN173-kanMX6, con el oligonucleótido directo ART4-Fw5’-F2 [16] y 
el reverso ART4-Rv3’-R1 [17] que contienen secuencias de recombinación homóloga para el 
marcaje de ART4 en C-terminal. Estos productos de PCR se transformaron en la cepa BY4741 
por el método de alta efi ciencia y posteriormente se seleccionaron por PCR aquellas colonias con 
los genes HXT6 y ART4 marcados con las dos mitades de Venus. Los oligonucleótidos utilizados 
para la comprobación de la correcta inserción de la dos mitades de la proteína fl uorescente en 
el extremo C-terminal fueron HXT6-Cterm-Fw5’ [15] y HIS-Rv3’ [29] en el caso de HXT6, 
y ART4-Cterm-Fw5’ [18] y KanMX-Rv3’ [28] en el caso de ART4. Las colonias positivas se 
crecieron en medio mínimo líquido con rafi nosa 2% como fuente de carbono hasta una DO600 
0.5 - 0.7 y después de aplicar el tratamiento adecuado se analizaron por microscopia confocal con 
el miscroscopio modelo Zeiss 780 Objetivo Plan-Apo 63X/1.4OilDIC a una longitud de onda de 
excitación de 514 nm y una emisión entre 560-570 nm.

Para la cuantifi cación de la localización subcelular de la señal generada por la proteína fl uorescente 
Venus, se utilizo el programa de análisis de imágenes Fiji (ImageJ). En primer lugar se seleccionó 
un área de la imagen correspondiente a la superfi cie de una célula, intentando ajustar al máximo el 
área seleccionada al contorno externo de la célula. A continuación se aplicó la ‘Macro’ compuesta 
de los comandos “Measure”, “Enlarge= -5 pixel”, “Measure”. De esta manera se tomó la medida 
de la señal de toda la célula y de la señal presente en la célula a excepción de la membrana. Los 
parámetros que se utilizaron para la toma de medidas fueron “Area” e “Integrated Density” y fue 
este último parámetro el utilizado para el análisis de los datos. De cada una de las condiciones 
descritas, 30 células fueron analizadas individualmente. Los datos se presentan en forma de 
porcentaje de señal presente en la membrana plasmática. 
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10. Cuantifi cación de la señal de GFP.

Para los ensayos de cuantifi cación de GFP se utilizó la función de fl uorímetro del  GloMax-
Multi Detection System (Promega) con el fi ltro azul (Blue optical kit) con una longitud de onda 
de excitación de 490 nm y emisión entre 510-570 nm. Para ello, las cepas objeto de estudio se 
crecieron en medio líquido hasta la DO600 indicada en cada experimento y se centrifugaron a 
máxima velocidad 1.5 mL de cultivo. Después de lavar una vez las células, se resuspendieron en 
200 μL de agua MiliQ y se procedió a la toma de medidas.
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1. Estudio de la regulación del transportador de potasio Trk1

La homeostasis de iones es un proceso esencial para cualquier célula viva. Debido a su importante 
implicación en diversas actividades celulares, las concentraciones de H+, K+ y Na+ deben de 
estar fuertemente reguladas. Como refl ejo de ello, problemas a nivel celular relacionados con la 
homeostasis iónica están relacionados con enfermedades humanas tales como la epilepsia (David 
et al., 2009) o el Alzheimer (Etcheberrigaray et al., 1993, Vitvitsky et al., 2012) y en plantas con 
la tolerancia a entornos con altas o bajas concentraciones de sales (revisado en Shabala y Cuin, 
2008). 

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un excelente modelo para el estudio de la homeostasis de 
cationes, entre los que se encuentra el potasio (revisado en Ariño et al., 2010, Cyert y Philpott, 
2013, Ariño et al., 2014) cuya concentración en este organismo oscila entre 200 - 300 mM. El 
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mantenimiento de estas concentraciones viene facilitada fundamentalmente por el potencial de 
membrana generado por la H+-ATPasa, Pma1 (Serrano et al., 1986), por los sistemas de toma 
de potasio de alta afi nidad Trk1 y Trk2 (Gaber et al., 1988) y por los transportadores Nha1 y 
Tok1, encargados de su extrusión (Bañuelos et al., 1998, Bertl et al., 2003). La actividad de 
estos transportadores está regulada, como se mencionó con anterioridad, principalmente a nivel 
postraduccional, con la implicación de fosfatasas, quinasas y procesos de recambio de proteínas. 
Ejemplo de ello son los transportadores de potasio Trk1/2, cuya estabilidad se ve alterada por 
diferentes quinasas y fosfatasas. Las quinasas funcionalmente redundantes Hal4 y Hal5 son 
necesarias para estabilizar Trk1 en la membrana plasmática, especialmente en condiciones de 
baja concentración extracelular de potasio (Perez-Valle et al., 2007), del mismo modo que la 
quinasa Sky1 estaría implicada en la regulación de Trk1/2 y de otros componentes implicados 
en la homeostasis de potasio (Erez y Kahana 2002; Forment et al., 2002). La fosfatasa Ppz1 
interacciona físicamente con Trk1, y un aumento de los niveles de fosforilación en el mutante 
ppz1 ppz2 sugiere que Trk1 también es sustrato de estas fosfatasas. Hal3 regula negativamente a 
Ppz1 y la asociación de estas dos proteínas es dependiente de pH, dando lugar a una respuesta en 
la que la interacción Hal3-Ppz1 permite que los niveles intracelulares de H+ y K+ sean ajustados 
en coordinación a través de la regulación de Trk1 (Yenush et al., 2002, 2005).

Menos conocida es la regulación de Trk1 a través de la vía endocítica, ruta que más que modular 
su actividad, regula su presencia en la membrana plasmática. No existen evidencias anteriores 
que impliquen a la maquinaria de endocitosis en la regulación de Trk1, que siguiendo un patrón 
general, implicaría al polipéptido ubiquitina. Por ello, una pieza de nuestros estudios fue dirigida 
al estudio de esta parte de la regulación postraduccional de Trk1. Para ello, se planteó que si Trk1 
se encontraba regulado mediante endocitosis, un aspecto fundamental en esta ruta de señalización 
es la ubiquitinación del transportador y por ello la detección de la forma ubiquitinada de Trk1 
podría ser un buen punto de partida para posteriores estudios. Dentro de la misma línea, se 
planteó el realizar un rastreo de una genoteca de levadura en un ensayo de doble híbrido 
utilizando como cebo parte de Trk1, concretamente 70 aminoácidos correspondientes al extremo 
carboxi-terminal de la proteína que pertenecen a un dominio citoplasmático, con la fi nalidad de 
encontrar posibles proteínas que interaccionen con esa parte del transportador, pudiendo tratarse 
bien de quinasas o fosfatasas adicionales a las ya conocidas o bien proteínas implicada en otros 
niveles de regulación como las proteínas de la familia ART o las E3 ubiquitina ligasas. Se eligió 
está parte del transportador en base a datos previos que demostraron que la delección de los 
últimos 35 aminoácidos de Trk1 genera una forma muy estable de Trk1 que no se acumula en la 
vacuola en mutantes hal4 hal5, como sucede con la versión silvestre (Pérez-Valle, 2007).

 1.1. Ubiquitinación de Trk1

Para intentar detectar la forma ubiquitinada de Trk1, se co-transformaron los vectores pCM262-
TRK1 (epítopo HA, promotor regulable por doxiciclina) y el pYEp105-UB (epítopo myc, 
promotor inducible por cobre), que contenían la pautas abiertas de lectura de las proteínas Trk1 
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y ubiquitina respectivamente, en la cepa W3031-A trk1 trk2. Las cepas positivas para la co-
transformación, portadoras de diferentes combinaciones de vectores y vectores vacios utilizados 
como controles, se crecieron en medio líquido SD -W-U carente de doxiciclina (sobreexpresión 
de Trk1) y con una concentración fi nal de CuSO4 de 100 μM (sobreexpresión de ubiquitina). Un 
cultivo de 150 mL se creció a 30°C hasta alcanzar una DO600≈0.6 y las células se recogieron por 
centrifugación y fueron procesadas para llevar a cabo la inmunoprecipitación de Trk1 utilizando 
el anticuerpo anti-HA (ver materiales y métodos). Posteriormente, las muestras fueron sometidas 
a análisis Western blot. El resultado se muestra a continuación.

Figura 18. Western blot de la inmunoprecipitación de Trk1 donde se observa la forma 
ubiquitinada de Trk1. Para la detección de Trk1 se utilizó el anticuerpo anti-HA y para la 
detección de la ubiquitina el anticuerpo anti-myc. La banda que aparece en la membrana anti-
myc con el tamaño de Trk1 corresponde a su forma ubiquitinada.

Como se observa en la fi gura 18, en las muestras correspondientes a la inmunoprecipitación, 
aparece una banda que se corresponde con el tamaño molecular de Trk1 en Western blot con 
el anticuerpo anti-myc, empleado para la detección de la ubiquitina y que por tanto muestra 
la forma ubiquitinada de Trk1. Este hecho, junto con datos adicionales que sugieren que el 
transportador de potasio de alta afi nidad es sometido a regulación endocítica, como el ejemplo 
del mutante hal4 hal5 en el que Trk1 es dirigido rápidamente a la vacuola en ausencia de 
suplemento de potasio, o el efecto que la deleción de los últimos 35 aminoácidos de Trk1 tiene 
un sobre la estabilidad del transportador en la membrana plasmática del mutante hal4 hal5 bajo 
todas las condiciones testadas (Perez-Valle et al., 2007). Estos datos apoyan la hipótesis acerca de 
que el transportador Trk1 está regulado por endocitosis, aunque experimentos adicionales serán 
necesarios para entender tanto las condiciones en las que se produce la ubiquitinación como los 
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aspectos bioquímicos implicados en el proceso. Cabe destacar que en este ensayo, tanto Trk1 
como la ubiquitina están sobre expresados, lo que podría llegar a producir artefactos. Realizamos 
varios abordajes adicionales para confi rmar la ubiquitinación de Trk1 con proteínas expresadas a 
nivel fi siológico sin éxito.

1.2. Rastreo de doble híbrido para la identifi cación de proteínas que interaccionen 
con Trk1

Un aspecto importante a la hora de estudiar la regulación de cualquier proteína es la identifi cación 
de proteínas que interactúen con la proteína de interés. Por ello decidimos diseñar un rastreo para 
identifi car proteínas que interaccionen físicamente con Trk1. El abordaje inicial planteado fue el 
uso del sistema de detección de interacciones proteína-proteína Split-Trp, pero como se explica 
en el Anexo 1, no conseguimos disponer de bibliotecas aptas para este rastreo. Como hemos 
mencionado con anterioridad, el extremo carboxi-terminal citoplasmático de Trk1 parece tener 
un papel relevante en su posible regulación por endocitosis, puesto que su deleción estabiliza a 
Trk1 en la membrana plasmática (Perez-Valle et al., 2007). Ya que no podíamos utilizar la técnica 
del doble híbrido con el transportador Trk1 completo debido a que no permite el estudio de 
transportadores anclados a la membrana, se presentó como alternativa la posibilidad de realizar el 
rastreo utilizando como cebo únicamente los últimos 70 aminoácidos del extremo C-terminal de 
Trk1. Con esta fi nalidad, la secuencia de 210 nucleótidos correspondiente al extremo C-terminal 
de TRK1 se clonó en el vector pBTM116, permitiendo la fusión al dominio de unión a DNA 
(BD, binding domain). El dominio BD permitiría enfrentar la proteína cebo a una genoteca 
de levadura contenida en el vector pACT2, originando la fusión de proteínas al dominio de 
activación (AD, activation domain), complementario al BD y que juntos reconstituyen un factor 
de transcripción que viajará al núcleo y activará la transcripción de genes reporteros en respuesta a 
la interacción física entre dos proteínas. 

Para llevar a cabo el rastreo, se transformó mediante el protocolo de alta efi ciencia la cepa de 
levadura AP4 (ver apartado de materiales y métodos) por una parte con el vector cebo, es decir, 
pBTM116-TRK1-210bp, y por otra parte con la genoteca de levadura contenida en el vector 
pACT2. Los transformantes se plaquearon en medio sólido SD -W-L-H cuya selección asegura 
el crecimiento de las células portadoras de ambos plásmidos (-W-L) y, en un principio, de 
aquellas células donde se produzca interacción entre la proteína cebo y alguna proteína presa 
(-H). Al mismo tiempo, se creció una décima parte de las células (20 μL) de tres de las veinte 
transformaciones realizadas en placas de medio sólido SD -W-L, con la fi nalidad de calcular la 
efi ciencia de la transformación mediante el recuento de colonias para obtener por una parte una 
idea aproximada del número de genes rastreados en el ensayo, y por otra, información adicional 
acerca de su robustez o representatividad.

 El número de colonias rastreadas fue de aproximadamente 1.231.000, sufi cientes para considerar 
el ensayo como representativo si tenemos en cuenta que el genoma de Saccharomyces cerevisiae 
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posee 6.000 genes. Como resultado de la transformación y el crecimiento de las células en medio 
SD -W-L-H, se obtuvieron un total de 92 colonias  que posteriormente se sometieron a diferentes 
análisis para descartar los falsos positivos que con frecuencia aparecen en este tipo de ensayos. Para 
ello, por una parte se llevaron a cabo ensayos enzimáticos en placa para confi rmar la existencia 
de la supuesta interacción, técnica que aprovecha el hecho de que las células que presentan 
interacción expresan además la enzima β-galactosidasa, que cataliza la conversión de X-Gal 
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galacto-piranosido) en galactosa y 4-cloro-3-brom-indigo, 
que forma un precipitado de color azul intenso y cuya acumulación hace fácilmente reconocibles 
las colonias positivas. Por otra parte, las colonias candidatas se re-sembraron en medio sólido SD 
-W-L-A como vía alternativa de confi rmación de la interacción ya que el gen ADE2, al igual que 
HIS3, también sirve como reportero de interacción en la cepa AP4. 

A partir de las colonias de levadura positivas, se purifi caron los plásmidos que contenían las 
secuencias codifi cantes de las proteínas presa, se transformaron en E.coli y tras su amplifi cación se 
sometieron a diferentes análisis de restricción, con la fi nalidad de detectar posibles repeticiones de 
los plásmidos rescatados. Los vectores purifi cados a partir de las cepas que habían superado todas 
las pruebas tanto a nivel proteico como genético se transformaron de nuevo en la cepa AP4 junto 
con el plásmido vacio pBTM116 o con el plásmido cebo pBTM116-TRK1-210pb, para confi rmar 
la interacción y descartar falsos positivos. Tras descartar varias de las colonias supuestamente 
positivas mediante este método, ya que en la mayoría de los casos daban coloración azul en 
los ensayos β-galactosidasa incluso cuando eran enfrentadas al vector vacio, solo una de las 92 
colonias analizadas supero todos los puntos de control, siendo en defi nitiva el único positivo real 
tras el rastreo. 

El siguiente paso fue el de secuenciación del gen contenido en el vector pACT2 y el análisis 
de la secuencia. Tras realizar un “Blast” con la secuencia utilizando la plataforma de datos 
Saccharomyces Genome Database, la secuencia fue identifi cada como IRC20, en cuya anotación 
se le atribuía la función de helicasa putativa. Para examinar si Irc20 estaba relacionada de algún 
modo con el transporte de potasio y por tanto con Trk1, se realizaron goteos utilizando diferentes 
concentraciones de cloruro de litio (LiCl) para comparar el crecimiento de la cepa mutante irc20 
con la cepa silvestre. Concretamente, las concentraciones de cloruro de litio utilizadas en placas 
de YPD fueron 100, 200 y 300 mM. El goteo se realizó utilizando diluciones seriadas como 
se describe en el apartado de materiales y métodos. Después de 5 días de incubación a 28°C, 
en ningún momento se observaron diferencias en el patrón de crecimiento, por lo que no se 
encontró relación entre Irc20 y el transporte de potasio y se decidió dar por concluido el ensayo 
de doble híbrido. 
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2. Estudio de los niveles de activación de Pma1 en respuesta a ayuno de potasio 
como confi rmación a la predicción de un modelo matemático

Además de las aproximaciones moleculares como las descritas anteriormente, la regulación de la 
homeóstasis iónica puede ser estudiada también desde otras perspectivas como es la biología de 
sistemas. Los modelos matemáticos que emulan las redes de relaciones entre diferentes proteínas, 
entre ellas transportadores de la membrana plasmática, son un ejemplo de ello, y en lo que 
respecta a la homeóstasis de iones una aproximación de estas características ha demostrado ser 
una valiosa herramienta para la mejor comprensión de los fenómenos que ocurren in vivo. 

Concretamente, se han desarrollado modelos matemáticos para la representación de los sistemas 
implicados en la regulación del potasio intracelular (Trk1, Trk2, Pma1, Nha1, Tok1) y de las 
relaciones entre ellos frente a condiciones como el ayuno de potasio, con la fi nalidad de identifi car 
los sistemas de transporte implicados en el mantenimiento de la concentración de potasio 
intracelular en respuesta a bajas concentraciones de potasio extracelular. Con esta fi nalidad se 
desarrollaron modelos matemáticos, que junto con un algoritmo de reverse tracking permitieron la 
identifi cación de mecanismos implicados en la homeostasis de potasio que posteriormente fueron 
comprobados y confi rmados experimentalmente, siendo en esta parte donde nuestra aportación al 
trabajo tuvo su mayor relevancia.

 El modelo matemático que se desarrolló incorporaba, de manera minimalista, los mecanismos 
esenciales que se conocen como importantes para la homeóstasis de potasio. Así, el modelo describe 
la dinámica del acoplamiento entre la concentración de potasio, el pH interno, la concentración 
de dióxido de carbono, el potencial de membrana y el volumen celular. Tras la aplicación del 
algoritmo de reverse tracking sobre cada uno de los sistemas implicados en la regulación de la 
homeóstasis de potasio, el modelo predijo que como consecuencia de un ayuno de potasio se 
producirían fl ujos de protones a través de una rápida activación de la H+-ATPasa, Pma1, y del 
desplazamiento de las reacciones hacia la producción de anión bicarbonato y protones a partir del 
ácido carbónico, cuya consecuencia en ambos casos sería la hiperpolarización de la membrana que 
intentaría ser compensada con K+, razón por la cual ambos mecanismos podrían ser considerados 
como reguladores de la homeóstasis d e potasio. 

Nuestra aportación al trabajo fue la de cuantifi car la actividad de Pma1 en respuesta a ayuno 
de potasio en extractos crudos de membranas de cepas WT y trk1 trk2 utilizando un método 
in vitro  que ha sido ampliamente establecido como una medida fi el de la actividad in vivo de 
Pma1 (Serrano, 1978; Serrano, 1983; Portillo y Serrano, 1988). Los datos obtenidos confi rmaron 
experimentalmente la predicción del modelo acerca de la activación de Pma1 en respuesta a ayuno 
de potasio, y el estudio en su totalidad, incluyendo los datos y materiales y métodos empleados, se 
muestra en la publicación adjuntada en esta tesis (Anexo 2).
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1. Caracterización bioquímica de la ruta de señalización Snf1 - Art4 - 14-3-3.

1.1 Estudio de la interacción de la familia ART con la proteína quinasa Snf1.

Como ya fue descrito en trabajos anteriores (Shinoda and Kikuchi, 2007), la proteína quinasa 
Snf1 está implicada en la fosforilación de Art4, proteína que forma parte de la familia de proteínas 
relacionadas con las arrestinas (ART). Para comprobar la existencia de una interacción física entre 
ellas, se llevó a cabo un ensayo de doble híbrido. Además de Art4, se incluyeron el resto de 
miembros de esta familia para determinar la especifi cidad de la interacción. Para ello, se clonaron 
en el vector pACT2 todos los componentes de este conjunto (Art1-Art9) y se enfrentaron a Snf1, 
cuya pauta de lectura abierta se clonó en el vector pNLexA. Mediante la utilización de estos 
vectores se consigue la expresión de las diferentes proteínas de interés fusionadas a un dominio de 
activación transcripcional (AD), en el caso de las pautas de lectura abiertas clonadas en el vector 
pACT2, o de proteínas fusionadas a un dominio de unión a DNA (BD) en aquellos genes clonados 
en el vector pNLexA. En el caso en el que exista interacción física entre las proteínas estudiadas, 
el dominio de activación y el dominio de unión reconstituirán un factor de transcripción que 
viajará al núcleo y activará la transcripción de un gen reportero, en este caso ADE2, confi riendo 
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a las células la capacidad de crecimiento en un 
medio carente del aminoácido adenina. Por 
esta razón las células transformadas con ambos 
vectores y con las diferentes combinaciones 
SNF1-ARTs son crecidas en medio mínimo SD 
carente de triptófano y leucina (selección para 
los vectores) y adicionalmente, en este mismo 
medio no suplementado con adenina (selección 
de la interacción). Como se muestra en la fi gura 
19, no solo existe una interacción física entre 
Snf1 y Art4 como estudios anteriores hacían 
suponer, sino también entre Snf1 y Art7, 
proteína estrechamente relacionada con Art4 y 
que sugiere que ambas podrían estar sometidas 
a un mecanismo de regulación similar. 

Las cepas utilizadas en el ensayo anterior 
se crecieron en medio líquido selectivo y 
se recogieron muestras que posteriormente 
fueron sometidas a análisis Western blot con 
el fi n de mostrar la correcta expresión de cada 
una de las proteínas objeto de estudio. Como 
se muestra en la fi gura 20, los miembros de 
la familia ART en su totalidad se encuentran 
clonados correctamente en el vector pACT2, 

Figura 19.  Las proteínas Art4 y Art7 in-
teraccionan físicamente con la quinasa 
Snf1. El crecimiento en medio SD sin ade-
nina de las cepas portadoras de los vectores 
pNLexa-SNF1 en combinación con los 
vectores pACT2-ART4 o pACT2-ART7 es 
indicativo de la existencia de interacción 
física entre estas proteínas. 

   SNF1:ART2

SNF1:ART3

 SNF1:ART4

SNF1:ART5

SNF1:ART6

 SNF1:ART7

 SNF1:ART8

SNF1:ART9

   SNF1:ART1

SD SD-Ade 
 SNF1:pAD

Figura 20.  Análisis Western Blot en el que se muestra la correcta expresión de las proteínas 
Art y la quinasa Snf1. Mediante la expresión en el vector pACT2, aparte de obtener la fusión 
de la correspondiente proteína al AD, las proteínas quedan marcadas con el epítopo HA que será 
utilizado para su detección mediante un anticuerpo anti-HA. Del mismo modo, las proteínas 
expresadas con el vector pNLexA quedan marcadas con el epítopo LexA que se utilizará para 
su detección con un anticuerpo anti-LexA. La cantidad de proteína presente en cada muestra 
se observa en la membrana teñida con Direct Blue en el panel inferior. Los marcadores de peso 
molecular se muestran a la izquierda de la fi gura (kDa).
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observándose el peso molecular adecuado de 
la proteína fusionada al dominio de activación 
(AD). Los pesos moleculares de las proteíns 
nativas se muestran en la tabla 10. Del 
mismo modo, la banda que corresponde a la 
proteína quinasa Snf1 fusionada al dominio de 
unión (BD) aparece en cada una de las cepas 
estudiadas, demostrándose así su co-expresión 
con todos los miembros de la familia ART. 

Para determinar las regiones de ambas 
proteínas implicadas en la interacción, se 
enfrentaron en un ensayo de doble híbrido 
el dominio regulador (RD) y el dominio 
quinasa (KD) de Snf1 con la proteína Art4. 
Siguiendo la misma aproximación, Art4 se 
dividió en dos mitades a las que se denominó 
Art4 N-terminal (aa 1-395) y C-terminal 
(aa 396-837) que fueron confrontadas a la 
quinasa Snf1. Como se deduce de la fi gura 
21, las partes implicadas en la interacción de 
ambas proteínas son el dominio regulador de 
Snf1 y el extremo N-terminal de Art4, que 
contiene el dominio arrestina característico de 
la familia ART. 

Tabla 10. Peso molecular de las proteínas 
de la familia ART.

 Proteína Peso molecular (KDa)

Art1 90

Art2 124

Art3 117

Art4 92

Art5 65

Art6 102

Art7 80

Art8 125

Art9 61

SNF1:ART4

SD -AdeSD

pBD:ART4-Ct

SNF1:ART4-Ct

pBD:ART4-Nt

SNF1:ART4-Nt

SNF1:ART4

SNF1-RD:ART4

SNF1-KD:ART4

pBD:pAD

1.2. Mapeo de la interacción entre Art4 y Snf1. 

Figura 21. El dominio regulador (RD) de Snf1 y el extremo N-terminal de Art4 son los 
responsables de la interacción entre ambas proteínas. Del mismo modo que en experimentos 
anteriores, los dominios de Snf1 se fusionaron al dominio de unión a DNA (BD) mediante el vector 
pNLexA y los extremos N-terminal y C-terminal de Art4 se fusionaron al dominio de activación (AD) 
mediante la utilización del vector pACT2. Las cepas con las diferentes combinaciones de vectores se 
crecieron en medio líquido hasta alcanzar la saturación y posteriormente fueron sometidas a diluciones 
seriadas en agua y transferidas a medio sólido SD completo y medio SD sin suplemento de adenina. 
Las imágenes fueron tomadas después de 48 horas de crecimiento a 28oC
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A continuación se procedió al análisis de las cepas utilizadas en el anterior ensayo mediante Western 
blot, con la fi nalidad de comprobar la correcta expresión de las proteínas implicadas o de parte de 
las mismas. Como se muestra en la fi gura 22, los  patrones de bandas se ajustan a los esperados, 
dando mayor validez a los resultados observados.

1.3. Estudio de la interacción de la familia ART con la proteína Bmh2 (14-3-3).

Estudios previos realizados en mamíferos demostraron la implicación de las proteínas 14-3-
3 en la regulación de la proteína ortóloga de Rsp5 (Bhalla et al. 2005; Ichimura et al. 2005). 
Estos datos, junto con los que demuestran la interacción de las proteínas 14-3-3 de levadura 
(Bmh2) con proteínas adaptadoras de Rsp5 (Becuwe et al. 2012; Merhi y Andre, 2012) llevaron 
al planteamiento de un ensayo de doble híbrido entre la proteína Bmh2 y los 9 miembros de la 
familia ART. En esta ocasión el gen BMH2 se clonó en el vector pBTM116 que permite la fusión 
de la proteína Bmh2 al dominio de unión a DNA (BD) y se enfrentó a los nueve miembros de 
la familia ART cuyas pautas de lectura abierta habían sido clonadas previamente en el vector 
pACT2 (AD). Las cepas transformadas con las diferentes combinaciones de proteínas fueron 
sometidas a crecimiento en medio sólido en dos condiciones experimentales diferentes: medio 
SD conteniendo un 2% de glucosa o medio bajo en glucosa (LG) conteniendo como fuentes 
de carbono un 0.05% de glucosa, 2%  de glicerol, 2%  de galactosa y 2% de etanol (Sanz et al. 
2000). Como se muestra en la fi gura 23, todos los componentes de la familia ART, a excepción de 
Art3 y Art5, interaccionan con Bmh2 en las condiciones estudiadas. 

Figura 22. Análisis Western Blot en el que se muestra la correcta expresión de los diferentes 
dominios de las proteínas Snf1 y Art4. Con la expresión en el vector pACT2 y pNLexA se 
obtienen las fusiones a los epítopos HA y LexA respectivamente. Mediante los anticuerpos anti-
HA y anti-LexA se detecta la expresión de las diferentes proteínas y sus dominios  La cantidad de 
proteína presente en cada muestra se observa en la membrana teñida con Direct Blue en el panel 
inferior. Los marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda de las fi guras (kDa).
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Observando con más detenimiento la fi gura 23, se pueden observar diferencias en el patrón de 
crecimiento entre los dos medios utilizados. Mientras que en medio SD, con un 2% de glucosa, la 
interacción más robusta es aquella entre Bmh2 y Art4, en medio LG las diferencias de crecimiento 
entre las cepas donde se observa interacción no parecen ser tan marcadas. Estos datos sugieren 
que la interacción entre Bmh2 y la familia ART podría estar sujeta a condiciones ambientales, 
del mismo modo que apuntan a un papel generalizado de Bmh2 en la regulación de las proteínas 
adaptadoras de Rsp5.

Como en los apartados anteriores, se procedió a la confi rmación mediante Western blot de la 
correcta expresión de todas las proteínas implicadas en el anterior ensayo. Como se muestra en la 
fi gura 24, los patrones de bandas observados ratifi can la validez del experimento. 

Figura 23. La proteína Bmh2 in-
teracciona con gran parte de los 
miembros de la familia ART. Para la 
expresión de Bmh2 se utilizó el vector 
pBTM116 y en el caso de la familia 
ART el vector utilizado fue pACT2. 
Las cepas con las diferentes combi-
naciones de vectores se crecieron en 
medio líquido hasta alcanzar la satu-
ración y posteriormente fueron some-
tidas a diluciones seriadas en agua y 
transferidas a medios sólidos SD y LG 
completos y medios SD y LG sin su-
plemento de adenina, donde el creci-
miento es indicativo de la presencia de 
interacción física. Las imágenes fueron 
tomadas después de 48 horas de creci-
miento a 28oC.

Figura 24. Análisis Western blot 
en el que se muestra la expre-
sión de la proteína Bmh2 y los 
diferentes componentes de la 
familia ART. Con la expresión 
en el vector pACT2 y pBTM116 
se obtuvieron las fusiones a los 
epítopos HA y LexA respectiva-
mente. Mediante los anticuerpos 
anti-HA (ARTs) y anti-LexA 
(Bmh2) se detectó la expresión 
de las diferentes proteínas. La cantidad de proteína presente en cada muestra se observa en la mem-
brana teñida con Direct Blue en el panel inferior. Los marcadores de peso molecular se muestran a 
la izquierda de la fi gura (kDa).
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Como muestra la fi gura 25, se observan diferencias de crecimiento entre cepas que sobreexpresan 
Snf1 respecto a las que presentan niveles endógenos de la quinasa, así como también se observan 
diferencias de crecimiento entre las diferentes formas de Snf1, crecimiento que es indicativo de la 
robustez de la interacción entre Bmh2 y Art4 y que señala que la interacción se ve favorecida por 
la coexpresión con Snf1. 

Tras observar los fenotipos de las diferentes cepas, se procedió al análisis de las mismas mediante 
Western blot para confi rmar la correcta expresión de las proteínas implicadas en la interacción. 
En la fi gura 26 se pueden observar los patrones de bandas correspondientes a las diferentes 
cepas utilizadas en el ensayo de crecimiento, que validan las observaciones realizadas sobre el 
experimento anterior. 

La cuantifi cación de los niveles de interacción entre Bmh2 y Art4 en función de la expresión de 
Snf1 así como de sus variantes se llevó a cabo mediante un análisis β-galactosidasa, que mediante 
colorimetría permite la estimación de la intensidad de la interacción representada en Unidades 

1.4. Papel de Snf1 en la interacción entre Bmh2 y Art4.

Estudios precedentes demostraron la implicación de la quinasa Snf1 en la fosforilación de Art4 
(Shinoda y Kikuchi, 2007). En base a estos datos y a los resultados obtenidos en el presente 
estudio, se hipotetizó que Snf1, al fosforilar a Art4, podría estar generando sitios de unión entre 
Bmh2 y Art4 puesto que las proteínas 14-3-3 muestran mayor afi nidad por sustratos fosforilados. 
Así, se diseñó un ensayo de doble híbrido con el fi n de caracterizar el papel de Snf1 en la 
interacción entre Bmh2 y Art4. Para ello, se sobreexpresó la quinasa Snf1 (pWS93-SNF1) y dos 
variantes de la misma, la forma hiperactiva snf1 G53R y la forma catalíticamente inactiva snf1 K84R 
(Mayordomo et al., 2003; Jiang y Carlson, 1996) en células co-transformadas con Bmh2 y Art4. 
La siguiente fi gura muestra los patrones de crecimiento de las diferentes cepas al ser enfrentadas al 
medio donde se selecciona la interacción Bmh2-Art4. 

BMH2:pAD

pBD:ART4

BMH2:ART4 YEp

pBD:pAD

SD SD-Ade 

BMH2:ART4 SNF1

BMH2:ART4 snf1G53R

BMH2:ART4 snf1K84R

Figura 25. La quinasa Snf1 favorece la in-
teracción entre Art4 y Bmh2. Las diferen-
cias de crecimiento observadas entre las ce-
pas que sobreexpresan Snf1 o sus variantes 
snf1 G53R  y  snf1 K84R indican la función po-
sitiva de Snf1 en la interacción Bmh2-Art4. 
Las cepas con las diferentes combinaciones 
de vectores se crecieron en medio líquido 
hasta alcanzar la saturación y posteriormen-
te fueron sometidas a diluciones seriadas en 
agua y transferidas a medio sólido SD com-
pleto y medio SD sin suplemento de adeni-
na, donde el crecimiento es indicativo de la 
presencia de interacción física. Las imáge-
nes fueron tomadas después de 48 horas de 
crecimiento a 28oC.
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Miller (MU). La fi gura 27 muestra la cuantifi cación de la interacción en las diferentes cepas 
utilizadas en los ensayos anteriores.

Los resultados obtenidos confi rman la hipótesis de trabajo, según la cual Snf1 actúa como 
regulador de la interacción Bmh2-Art4, siendo la fosforilación de Art4 por parte de la quinasa la 
que facilita su interacción con Bmh2, proteína conocida por su afi nidad por sustratos fosforilados. 

Para profundizar en el análisis de esta interacción, y puesto que los mismos autores (Shinoda and 
Kikuchi, 2007) describieron la fosforilación de la serina 447 como diana de Snf1, se generaron 

Figura 26. Análisis Western blot para la comprobación de la expresión de Bmh2, Art4 y 
las variantes de Snf1. Para la detección de las proteínas se utilizaron los anticuerpos anti-HA 
(Art4, Snf1) y anti-LexA (Bmh2). La cantidad de proteína presente en cada muestra se observa 
en la membrana teñida con Direct Blue en el panel inferior. Los marcadores de peso molecular se 
muestran a la izquierda de la fi gura (kDa).
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Figura 27. Cuantifi cación de la 
interacción entre Bmh2 y Art4 
mediante ensayo β-galacto-
sidasa en función de la co-ex-
presión con Snf1 y sus variantes 
Snf1 G53R y Snf1 K84R, quinasa 
hiperactiva o inactiva respec-
tivamente. Las barras de error 
corresponeden a tres repeticio-
nes técnicas. Se llevaron a cabo 
tres repeticiones biológicas ob-
teniéndose resultados similares. 
Los resultados se expresan en 
Unidades Miller (MU). 
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mutaciones puntuales en la secuencia de Art4, donde se sustituyó la serina 447 por una alanina 
(aminoácido no fosforilable) o por un ácido glutámico (aminoácido que mimetiza la fosforilación 
en algunos contextos) con la fi nalidad de caracterizar su importancia en la interacción Bmh2-
Art4. Las diferentes versiones mutantes de Art4 se co-expresaron junto con Bmh2 y Snf1 y se 
cuantifi caron los niveles de interacción mediante un análisis β-galactosidasa. En la fi gura 28 se 
puede observar la ausencia de diferencias entre las diferentes versiones de Art4, sugiriendo que, 
aparte de la serina 447, pueden existir otras dianas de fosforilación que estén implicadas en la 
interacción entre Bmh2 y Art4 que sean sufi cientes para que la interacción Bmh2-Art4 se siga 
produciendo. 

1.5. Mapeo de la interacción entre Art4 y Bmh2.

Analizados los resultados obtenidos en el apartado anterior, se decidió llevar a cabo un mapeo de la 
interacción entre Art4 y Bmh2. Para ello, los dos extremos en los que se dividió Art4 (N-terminal 
y C-terminal) se enfrentaron a Bmh2 en un ensayo de doble híbrido. Como se contempla en la 
fi gura 29, la interacción con Bmh2 se produce en el extremo N-terminal de Art4. Este resultado 
sugiere la existencia de otro sitio de fosforilación que podría estar implicado en dicha interacción 
ya que, la serina 447, descrita como diana de fosforilación de Snf1 (Shinoda y Kikuchi, 2007) se 
encuentra localizada en el extremo C-terminal de Art4.
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Figura 28. Cuantifi cación de la interacción entre Bmh2 y diferentes mutantes de Art4 
mediante ensayo β-galactosidasa en función de la co-expresión con Snf1. Las mutaciones 
puntuales introducidas en la secuencia de Art4 consisten en la sustitución de la serina 447 por un 
aminoácido de alanina (Art4S447A) o por ácido glutámico (Art4S447E). El ensayo se llevó a cabo 
por triplicado con tres repeticiones técnicas en cada caso, obteniéndose resultados similares. Las 
Los resultados se expresan en Unidades Miller (MU).
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Figura 29. La proteína Art4 inte-
racciona con Bmh2 a través de su 
extremo N-terminal. La proteína 
Bmh2 fusionada al dominio de 
unión a DNA (BD) se enfrentó a 
los extremos N-terminal y C-ter-
minal de Art4 fusionados al domi-
nio de activación transcripcional 
(AD). El crecimiento en medio 
SD carente de adenina de la com-
binación BMH2-ART4-Nt indica 
que la interacción física entre estas 
dos proteínas se produce a través 
del extremo N-terminal de Art4 y 
Bmh2. Las imágenes fueron toma-
das después de 48 horas de creci-
miento a 28oC.
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2. Papel del complejo Snf1 - Art4 - 14-3-3 en la regulación del transportador de 
glucosa de alta afi nidad Hxt6.

Una vez expuesto el modelo de interacciones Art4-Snf1-14-3-3, y basándonos en estudios 
anteriores donde queda demostrada la interacción genética entre Hxt6 y Art4 (Nikko y 
Pelham, 2009), el siguiente paso fue caracterizar la posible implicación de este complejo en la 
regulación del transportador de glucosa de alta afi nidad Hxt6. Con la fi nalidad de esclarecer 
la posible interacción física entre Hxt6 y Art4, interacción de la que no existen referencias 
anteriores, y el papel que en esta juegan las proteínas Snf1 y Bmh2, se decidió llevar a cabo 
una serie de experimentos orientados a demostrar la existencia de dicha relación física. Con 
este objetivo, se utilizaron diferentes aproximaciones, como la técnica Split-Trp, ensayos de co-
inmunoprecipitación y la técnica BiFC.

2.1 Interacción física entre Art4-Hxt6. Abordaje Split-Trp.

Como se ha comentado anteriormente, una de las limitaciones de los ensayos de doble híbrido 
es el estudio de las proteínas integrales de membrana, como los transportadores de membrana 
plasmática. La imposibilidad de que tras una interacción entre proteínas el complejo BD-AD viaje 
al núcleo para activar la transcripción del ‘gen chivato’ debido a que uno de los dos componentes 
se encuentra anclado a la membrana plasmática, hace esta técnica poco efi caz en términos 
fi siológicos para el análisis de interacciones en las que se encuentran implicadas proteínas de 
membrana.

Para satisfacer esta carencia experimental se desarrolló la técnica Split-Trp (ver anexo 1), basada 
en el reensamblaje de la enzima Trp1, implicada en la ruta de síntesis del triptófano y que servirá 
como reportero ante la existencia de una interacción entre proteínas. La descripción del modo en 
que Trp1 se podía convertir en un sensor de interacción entre proteínas (Tafelmeyer et al., 2004) 
permitió el desarrollo de la técnica Split-Trp, en la que fundamentalmente se fusiona a cada una 
de las proteínas objeto de estudio una de las dos partes en las que puede ser dividido el sensor, 
de manera que tras la interacción entre proteínas diana se reconstituye la enzima funcional y por 
tanto las células que carecen del gen endógeno TRP1 pueden crecer en ausencia de triptófano.

Para el estudio de la interacción física entre Art4 y Hxt6 se clonaron los dos genes en los vectores 
Split-Trp, el pNTrp y el pCTrp, mediante enzimas de restricción (Sfi I) y ligación. Ambos genes 
fueros clonados en ambos vectores, permitiendo así ensayar las dos combinaciones de fusiones 
posibles. Se incluyeron los controles necesarios para confi rmar la validez de la técnica, un 
sistema control de interacción fuerte, p53-p53, y un control de interacción débil como es p53-
Mdm2. Las combinaciones de los diferentes vectores se transformaron en la cepa CRY1 (trp1) y 
se estudió el crecimiento en medio carente de triptófano. Como se puede observar en la fi gura 
30 el método Split-Trp no aporta datos positivos sobre la interacción física entre Hxt6-Art4. 



Resultados Capítulo 2

97

Ambas combinaciones de vectores y genes, con sus respectivas proteínas de fusión (Hxt6-NTrp/
CTrp, Art4-Ntrp/CTrp), resultaron negativas en células co-transformadas, ya que no presentaron 
capacidad de crecimiento en medio sin triptófano.

Este resultado podría estar indicando o bien que no se produce interacción física entre Art4 y 
Hxt6, o bien que el sistema no es lo sufi cientemente sensible en este caso como para detectar la 
interacción entre ambas proteínas. Por otra parte los controles internos del sistema, la interacción 
p53-p53 y p53-Mdm2, sí muestran la interacción en ambos casos, demostrando así que el sistema 
es efi caz para la detección de algunas interacciones.

2.2. Interacción entre Hxt6-Art4 y función de Snf1 y Bmh2 mediante
 co-inmunoprecipitación.

Para la realización del ensayo de co-inmunoprecipitación, en primer lugar se fusionó el 
transportador de glucosa a un péptido que proviene de la proteína hemaglutinina (HA), etiqueta 
que se utilizaría para la inmunoprecipitación y posterior detección de Hxt6. Del mismo modo, se 
fusionó Art4 a una etiqueta V5 destinada a la detección de esta proteína en aquellas condiciones 
en las que co-inmunoprecipitara con Hxt6. Estas dos fusiones se obtuvieron clonando los genes 
HXT6 y ART4 en los vectores pNTrp y pCTrp respectivamente. En este ensayo se utilizaron 

   SD -U-L-W
+CuSO  100 M

pCTrp

ØØ

 HXT6ART4

 ART4HXT6

 P53 P53

MDM2P53

pNTrp

Figura 30. Ensayo Split-Trp para la de-
tección de la interacción física entre 
Hxt6 y Art4. Ambos genes HXT6 y ART4 
fueron clonados en los vectores Split-Trp 
que permiten la fusión a las mitades N- y 
C-terminal de la proteína Trp1, utilizada 
como sensor de la interacción. Las distintas 
combinaciones de plásmidos, incluyendo 
los controles de interacción fuerte y débil 
p53-p53 y p53-Mdm2 respectivamente, se 
transformaron en el fondo genético CRY1. 
Las cepas así obtenidas se crecieron en me-
dio SD sólido sin uracilo, leucina (selección 
de plásmidos) y triptófano (selección de in-
teracción) a 28°C durante 72 horas.
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además los vectores pNLexA-SNF1 (proteína de fusión Snf1-LexA) y pUG34-BMH2-VC 
(proteína de fusión Bmh2-VC detectable con el anticuerpo α-GFP) así como los respectivos 
vectores vacios. Diferentes combinaciones de estos vectores fueron co-transformadas en la 
cepa BY4741, siendo la base de este ensayo la expresión de Hxt6 y Art4 y adicionalmente la 
sobreexpresión de Snf1 y Bmh2 con el objetivo de entender su papel en esta interacción. Las 
cepas triple transformantes así generadas, y sus respectivos controles negativos, se crecieron en 
medio SD usando rafi nosa 2% como fuente de carbono para asegurar la estabilidad de Hxt6 
en la membrana, y se sometieron o no a la adición de glucosa 2%, ya que nuestra hipótesis de 
partida era que ambas proteínas interaccionarían en respuesta al cambio de fuente de carbono o 
lo que es lo mismo, a la adición de glucosa al medio. En presencia de glucosa, el transportador 
de alta afi nidad dejaría de ser necesario y se procedería a su endocitosis y posterior degradación, 
mecanismo en el que sería necesaria su interacción con Art4 que facilitaría su ubiquitinación. 
El ensayo de co-inmunoprecipitacion, donde se inmunoprecipitó Hxt6-HA y se comprobó si 
Art4-V5 co-inmunoprecipitaba con el transportador, se realizó según el protocolo descrito en el 
apartado de materiales y métodos y el resultado se muestra en la fi gura 31.
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ØB Figura 31. Interacción entre Hxt6-Art4 
en ausencia y presencia de glucosa. 
(A) Ensayo de co-inmunoprecipitación 
de Art4 con Hxt6. Las cepas, fueron 
transformadas con los plásmidos que se 
indican, fueron crecidas en medio con 
rafi nosa como fuente de carbono y poste-
riormente tratadas con glucosa. La co-in-
munoprecipitación se llevó a cabo como 
se describe en el apartado de materiales y 
métodos. Las proteínas purifi cadas fueron 
analizadas mediante Western blot con los 
anticuerpos indicados. Los pesos molecu-
lares del patrón se muestran a la izquierda 
(kDa). Resultados similares fueron obte-
nidos en tres experimentos independien-
tes. (B) Análisis Western blot en el que 
se muestra la expresión de las diferentes 
proteínas en las células que posteriormen-
te fueron utilizadas para el ensayo de la 
co-inmunoprecipitación..
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Como se observa en la fi gura 31(A), la co-inmunoprecipitación de Hxt6 y Art4  se produce en 
respuesta a tratamiento con glucosa 2% en aquellas células donde únicamente ambas proteínas 
son co-expresadas. En cepas donde además se incluye la expresión de Snf1 o Bmh2 se puede 
observar la co-inmunoprecipitación de Hxt6 y Art4 tanto en células crecidas en rafi nosa como 
tras la adición de glucosa 2%, aunque en esta segunda condición se observa un importante 
enriquecimiento de la banda correspondiente a Art4, fenómeno que se puede traducir como un 
incremento de la interacción entre Hxt6 y Art4 en respuesta a cambio de fuente de carbono. Los 
resultados confi rman en primer lugar que la interacción física entre Hxt6 y Art4 se produce como 
resultado de la adición de glucosa a las células en crecimiento y que este mismo fenómeno se 
observa cuando Snf1 y Bmh2 son sobreexpresadas, aunque en estas condiciones los datos apuntan 
a que la interacción ya se produce previamente cuando las células son crecidas en rafi nosa. En 
general estos resultados apoyan la hipótesis de la existencia de una interacción física entre Hxt6 y 
Art4 y demuestran que tanto Snf1 como Bmh2 tienen un efecto en su establecimiento. La fi gura 
31(B) muestra la correcta expresión de las proteínas estudiadas en las diferentes cepas.

Es importante remarcar que en este experimento se ha empleado un cross-linker (ver materiales y 
métodos), cuya función es crear un enlace covalente entre proteínas que se encuentran a menos 
de 12 angstroms de distancia. Este abordaje resulta necesario ya que para la recuperación de 
proteínas integrales de membrana, como Hxt6, para su posterior análisis bioquímico es necesario 
solubilizar con detergentes, condiciones a las cuales la mayoría de interacciones proteína-
proteína no son resistentes. Aunque imprescindible en este contexto, este protocolo puede llevar 
a artefactos, por lo que se planteó confi rmar los resultados con un abordaje adicional que se 
describe a continuación.

 2.3. Interacción entre Hxt6-Art4 y función de Snf1 y Bmh2 mediante BiFC

Con el fi n de confi rmar la interacción entre Hxt6 y Art4 observada en el apartado anterior, se llevó 
a cabo un ensayo de BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation). Mediante la utilización de 
esta técnica la interacción de dos proteínas se puede visualizar a través de la reconstitución de 
una proteína fl uorescente, la proteína Venus en este caso, que será dividida en dos mitades que 
por sí solas no presentan fl uorescencia (la mitad VN o N-terminal y la mitad VC o C-terminal) 
y que serán fusionadas a las dos proteínas candidatas para el establecimiento de una interacción 
física, interacción que de ocurrir se traducirá en la recuperación de la señal fl uorescente. El valor 
añadido que presenta esta técnica es que permite tanto la visualización in vivo como la localización 
subcelular de la interacción proteína-proteína. Como se describe en el apartado de materiales 
y métodos, las dos mitades en las que se divide la proteína fl uorescente Venus se fusionaron a 
nivel genómico mediante recombinación homóloga para marcar el extremo C-terminal de los 
genes HXT6 y ART4 en el fondo genético BY4741. Solo la cepa que presentaba las proteínas de 
fusión Hxt6-VC y Art4-VN demostró ser válida para esta aproximación. Las cepas que tras su 
comprobación por PCR resultaron ser positivas, se crecieron en medio mínimo MY con rafi nosa 
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2% como fuente de carbono hasta alcanzar la fase exponencial. Después de ser observadas por 
microscopía confocal, considerando este punto del experimento como tiempo 0 (t=0), se sometió 
a las mismas a tratamiento basado en la adición de glucosa a una concentración fi nal del 2%. A 
continuación las células se analizaron de nuevo por microscopía confocal transcurridos 30 y 60 
minutos (t=30, t=60). Los resultados obtenidos se muestran a continuación.

Como se muestra en la fi gura 32, en las cepas generadas para BiFC se observó señal de la 
interacción Hxt6-Art4 en todos los tiempos testados (t=0, t=30, t=60), señal que se encuentra 
localizada principalmente en la membrana plasmática y, en menor medida, en compartimentos 
intracelulares. Atendiendo a trabajos realizados previamente (Becuwe et al., 2012) cabría esperar 
que esta interacción se produjese después de la adición de glucosa, siendo esta la señal que 
desencadenaría la endocitosis del transportador Hxt6. La glucosa originaría la interacción de Hxt6 
con la proteína adaptadora de Rsp5, Art4, para favorecer su ubiquitinación y posterior entrada 
en la ruta ESCRT de modo similar a como se planteó para el transportador de lactato Jen1. De 
modo opuesto, nuestros resultados muestran como esta interacción ya ocurre previamente a la 
adición de glucosa, fenómeno que podría estar sugiriendo un rol de Art4 no solo en la endocitosis 
del transportador, sino también en su estabilidad, funcionalidad o llegada a la membrana. Como 
controles negativos se utilizaron las cepas marcadas en HXT6 o ART4 únicamente con uno de 
los fragmentos de la proteína Venus, cepas que fueron transformadas con los vectores vacios 

             MYRaf + Glucosa 2% 30min + Glucosa 2% 60min

BY4741 HXT6:VC - ART4:VN
pWS93

Figura 32. Interacción de Hxt6 y Art4 mediante la técnica BiFC. La cepa indicada fue crecida 
en medio con rafi nosa como fuente de carbono hasta el fi nal de la fase logarítmica (OD600 0.7) 
y posteriormente se le añadió glucosa al 2%. Las fotos fueron tomadas mediante microscopia 
confocal a t=0 y a los 30 y 60 minutos tras la adición de glucosa. La señal fl uorescente representa 
la interacción de Hxt6 y Art4 en cada una de las condiciones.
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             MYRaf + Glucosa 2% 30min + Glucosa 2% 60min

BY4741 HXT6:VC - ART4:VN
pWS93-SNF1

             MYRaf + Glucosa 2% 30min + Glucosa 2% 60min

BY4741 HXT6:VC - ART4:VN
pACT2-BMH2

Figura 33. La sobreexpresión de Snf1 (A) y Bmh2 (B) tienen un efecto sobre la interacción 
Hxt6-Art4. Las cepas indicadas, generadas como se describe en materiales y métodos, se crecieron 
en medio con rafi nosa como fuente de carbono hasta el fi nal de la fase logarítmica (OD600 0.7) y 
posteriormente se les añadió glucosa a una concentración fi nal del 2%. Las células se analizaron 
mediante microscopia confocal a t=0, t=30 y t=60 tras la adicion de glucosa y se estudió la 
presencia de la interacción Art4-Hxt6 y su localización.

A

B
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portadores del fragmento complementario pUG35-VN o pUG35-VC. En ambos casos no se 
observó señal de interacción.

Con el objetivo de examinar el efecto que Snf1 y Bmh2 tienen in vivo en la interacción Hxt6-
Art4, el siguiente paso fue la sobreexpresión de estas dos proteínas en la cepa BiFC analizada 
en la fi gura 32 mediante los plásmidos pWS93-SNF1 y pACT2-BMH2. Las nuevas cepas así 
obtenidas se crecieron en las mismas condiciones que en el experimento anterior y los  resultados 
se muestran y analizan a continuación.

Como se puede observar en las fi guras 33(A) y 33(B), existen desde el principio (t=0) diferencias 
entre las tres cepas, es decir, entre células transformada con el vector vacio (Figura 32) y aquellas 
donde se sobreexpresa tanto Snf1 como Bmh2. Estas diferencias se hacen patentes principalmente 
en la señal de fl uorescencia observada en la membrana plasmática. Mientras que en las células 
transformadas con el vector vacio se puede observar casi la totalidad de la señal localizada en la 
membrana, en aquellas transformadas tanto con Snf1 como con Bmh2 la distribución de la señal 
tiende a estar deslocalizada, siendo más abundante en el interior de la célula. Este fenómeno 
demuestra la implicación de Snf1 y Bmh2 tanto en la localización como en el establecimiento 
de la interacción Hxt6-Art4 y refuerza los datos obtenidos anteriormente mediante co-
inmunoprecipitación, donde Snf1 y Bmh2 demostraban su infl uencia en la interacción entre 
transportador y arrestina. Del mismo modo, existen diferencias entre las tres cepas en respuesta 
a la adición de glucosa, pudiéndose observar señal en la membrana plasmática aunque con 
importantes diferencias al comparar las cepas transformadas con SNF1 y BMH2 (Figura 33) 
respecto a las células que no sobreexpresan estas proteínas (Figura 32). Mientras que en las células 
portadoras del vector se sigue observando la señal de interacción principalmente en la membrana 
plasmática, en las cepas de sobreexpresión siguen sin producirse cambios importantes en la 
localización de la interacción, indicando un posible rol de Snf1 y Bmh2 en la respuesta a glucosa. 
Para llevar a cabo un mejor análisis de la interacción Hxt6-Art4 y del papel que Snf1 y Bmh2 
juegan en ella, se procedió a la cuantifi cación de la señal observada mediante técnicas de análisis 
de imagen. 

 2.3.1. Cuantifi cación de la señal de interacción Hxt6-Art4.

Los ensayos de BiFC nos muestran un cambio en la localización de la señal entre las diferentes 
cepas, aunque resulta difícil de interpretar si hay una mayor o menor presencia de la misma en 
función del tiempo transcurrido después de la adición de glucosa. Con el objetivo de cuantifi car 
la señal presente en las células y con la fi nalidad de tener una representación gráfi ca de los datos, 
se procedió al análisis de las imágenes obtenidas mediante microscopia confocal utilizando el 
programa de análisis de imagenes Fiji (ImageJ), como se describe en el apartado de materiales y 
métodos. De esta manera, se cuantifi caron los niveles de fl uorescencia presentes en la membrana 
plasmática en las diferentes condiciones experimentales y se pudo hacer el estudio comparativo 
entre las distintas cepas objeto de estudio. Para ello, los datos se representan, después de su 
procesamiento, en porcentaje de fl uorescencia presente en la membrana plasmática y las cifras 
obtenidas se reproducen en forma de gráfi cos.
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En la fi gura 34 se puede observar como prácticamente la totalidad de las células analizadas 
presentan señal de interacción en la membrana plasmática cuando son crecidas en medio 
con rafi nosa 2% (t=0), donde dos tercios de las células presentan entre el 51 y el 80% de la 
fl uorescencia total en la membrana plasmática. Estos datos son un indicativo de que la interacción 
Hxt6-Art4 no necesita del estimulo de cambio de fuente de carbono de rafi nosa a glucosa para 
producirse, sino que la interacción entre transportador y arrestina ya se produce previamente. 
En estas mismas células se puede observar además el incremento de la interacción después de 
la adición de glucosa al medio de crecimiento, presentándose el pico máximo tras 60 minutos 
de suplementar el medio con glucosa, donde prácticamente la totalidad de células analizadas 
presentan entre el 61 y el 80% de su fl uorescencia total en la membrana. Esto concuerda con 
el modelo propuesto anteriormente (Becuwe et al. 2012) para el transportador Jen1, en el que 
sugieren que la interacción entre Jen1 y Art4 se produce como consecuencia de la adición de 
glucosa al medio, y por tanto cuando el transportador ha de ser ubiquitinado para su posterior 
endocitosis. Nuestras observaciones indican que más que producirse la interacción tras la adición 
de glucosa lo que ocurre es un incremento de la misma tras el cambio en la fuente de carbono. Es 
importante remarcar que, en el estudio mencionado, no se presentaron datos sobre la interacción 
de Art4 con el transportador Jen1.

En la fi gura 35 se presentan los resultados correspondientes a la cepa de BiFC transformada con 
el plásmido de sobreexpresión pWS93-SNF1. En nuestra observación preliminar apreciábamos 
una distribución diferente de la fl uorescencia respecto a células que no sobreexpresaban Snf1. 
En este caso, en las células crecidas en medio con rafi nosa se observa como más de dos tercios 
de las células sometidas a análisis presentan entre el 31 y el 60% de la señal en la membrana, 
confi rmado la existencia de la interacción previamente a la adición de glucosa aunque los rangos 
de fl uorescencia son menores si se comparan con el gráfi co anterior. Tras la adición de glucosa al 

Figura 34. Cuantifi cación de la señal BiFC en la cepa HXT6:VC-ART4:VN.  La cepa indicada 
se creció en medio con rafi nosa como fuente de carbono y fue tratada con glucosa 2% durante 
los tiempos indicados. 30 células de cada una de las condiciones y tiempos fueron analizadas 
con el programa ImageJ para determinar la intensidad de fl uorescencia interna y de fl uorescencia 
total. Los datos representan el número de células con el indicado porcentaje de fl uorescencia en la 
membrana plasmática, calculados como se describe en materiales y métodos. Resultados similares 
se obtuvieron en dos experimentos independientes. 
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medio de crecimiento se observan cambios en la interacción Hxt6-Art4, sin embargo los valores 
de fl uorescencia en la membrana se mantienen prácticamente inalterados transcurridos 30 y 
60 minutos, siendo menores que los observados en la fi gura 34 tras suplementar el medio con 
glucosa. Estos datos refuerzan la hipótesis de la implicación de Snf1 en la interacción entre Hxt6 
y Art4 y de su papel de regulador negativo en el proceso de endocitosis del transportador. 

 La fi gura 36 se corresponde con las células HXT6:VC-ART4:VN transformadas con el plásmido 
pACT2-BMH2. En él se puede observar, al igual que en los gráfi cos anteriores, la existencia de la 
interacción Hxt6-Art4 en células crecidas en rafi nosa 2%, aunque de nuevo con porcentajes de 
señal en la membrana menores que en la cepa portadora del vector vacio. A diferencia de esta, en 
la cepa de sobreexpresión de Bmh2 no se observa un incremento en la fl uorescencia presente en la 
membrana tras la adición de glucosa al medio, fenómeno que se traduce como ausencia de cambios 
signifi cativos en la interacción Hxt6-Art4 y de haberlos, la curva tiende a mostrar una menor 
interacción si las comparamos con la curva que corresponde al crecimiento en rafi nosa 2%. Estos 
datos refl ejan el efecto de Bmh2 en la interacción Hxt6-Art4; difi culta la interacción entre ambas 
proteínas en respuesta a glucosa y por tanto compromete la ubiquitinación de Hxt6, al mismo 
tiempo que infl uye en la localización subcelular del complejo Hxt6-Art4.

Figura 35. Cuantifi cación de la señal BiFC en 
la cepa HXT6:VC-ART4:VN pWS93-SNF1.  
La cepa indicada se creció en medio con rafi -
nosa como fuente de carbono y fue tratada con 
glucosa 2% durante los tiempos indicados. 30 
células de cada una de las condiciones fueron 
analizadas con el programa ImageJ para deter-
minar la intensidad de fl uorescencia interna y 
de fl uorescencia total. Los datos representan el 
número de células con el porcentaje de fl uores-
cencia en la membrana plasmática indicado y 
calculado como se describe en materiales y mé-
todos. Resultados similares se obtuvieron en dos 
experimentos independientes. 

Figura 36. Cuantifi cación de la señal BiFC en 
la cepa HXT6:VC-ART4:VN pACT2-BMH2.  
La cepa indicada se creció en medio con rafi -
nosa como fuente de carbono y fue tratada con 
glucosa 2% durante los tiempos indicados. 30 
células de cada una de las condiciones fueron 
analizadas con el programa ImageJ para deter-
minar la intensidad de fl uorescencia interna y 
de fl uorescencia total. Los datos representan el 
número de células con el porcentaje de fl uores-
cencia indicado en la membrana plasmática y 
calculado como se describe en materiales y mé-
todos. Resultados similares se obtuvieron en dos 
experimentos independientes.



Resultados Capítulo 2

105

2.4. Análisis del papel de Snf1 y Bmh2 en la regulación de Hxt6 en respuesta a 
cambios en la fuente de carbono.

Con el análisis de los resultados anteriores se aportan nuevos datos sobre el papel de Snf1 y 
Bmh2 en el establecimiento de la interacción Hxt6-Art4; ambos intervienen en la formación 
del complejo y afectan a su localización nativa pudiendo tener efectos sobre la ubiquitinación y 
degradación de Hxt6. Para analizar su función mediante una aproximación diferente se diseñó el 
siguiente experimento cuyo objetivo es el de observar el efecto de Snf1 y Bmh2 en la acumulación 
de Hxt6. Con este fi n, se generó la cepa HXT6-GFP en el fondo genético BY4741, cepa en la 
que se insertó a nivel genómico y por recombinación homóloga la pauta abierta de lectura de la 
proteína verde fl uorescente (GFP) en el extremo C-terminal del gen HXT6, permitiendo de este 
modo el seguimiento del transportador bajo el control de su propio promotor. Una vez obtenida y 
validada, se transformó con los mismos vectores utilizados en el experimento de BiFC (pWS93-ø, 
pWS93-SNF1 y pACT2-BMH2). Las cepas así generadas se crecieron en medio SD conteniendo 
un 2% de rafi nosa como única fuente de carbono hasta alcanzar la fase exponencial (DO600 0.5), 
tomado muestras en este punto (t=0) y después de 1 y 2 horas tras suplementar el medio con  
glucosa 2%. Las muestras así obtenidas fueron procesadas y los extractos crudos se examinaron 
mediante Western blot. El resultado de este análisis se presenta en la siguiente fi gura.

Hxt6-GFP
pWS93

-GFP (Hxt6)

Control de carga

Hxt6-GFP
pWS93-SNF1

-GFP (Hxt6)

-HA (Snf1)

Control de carga

0 1h 2h 0 1h 2h

72

95 95

72

95

55 55 

GlucosaGlucosa

-HA (Snf1)

Hxt6-GFP
pACT2-BMH2

-GFP (Hxt6)

-HA (Bmh2)

Control de carga

0 1h 2h
95

72

55 

55 

Glucosa

Figure 37. Snf1 y Bmh2 tienen un efecto 
sobre la degradación de Hxt6 en respuesta 
a glucosa. Los plásmidos indicados se 
transformaron en la cepa HXT6-GFP y las 
cepas resultantes fueron crecidas en medio 
con rafi nosa 2%, tratadas con glucosa durante 
los tiempos indicados y procesadas para la 
extracción proteica e inmunodetección. Los 
mismos resultados fueron observados en dos 
experimentos independientes.
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Como se contempla en la fi gura 37, en respuesta a la adición de glucosa se observa una disminución 
de la cantidad de Hxt6 dependiente de tiempo en la cepa silvestre, como ya se demostró en 
estudios anteriores (Nikko y Pelham, 2009). Sin embargo, en cepas que sobreexpresan Snf1 y 
Bmh2  existe un retraso en el tiempo de reducción de la señal de Hxt6. Estos resultados están 
en concordancia con los experimentos realizados previamente y sugieren que esta demora está 
causada por una menor tasa de ubiquitinación del transportador Hxt6 por parte de Rsp5, 
cuya interacción con el transportador es Art4-dependiente y que se verá difi cultada en cepas 
que sobreexpresan Bmh2 (Becuwe et al., 2012) y Snf1. Como también se pudo observar, la 
localización del complejo Hxt6-Art4 en células que expresan Snf1 y Bmh2 se encuentra alterada, 
fenómeno que muy probablemente infl uirá en la correcta ubiquitinación y degradación de Hxt6. 
Debido a la deslocalización del complejo, la efi ciencia en la ubiquitinación de Hxt6 puede verse 
afectada, difi cultando su correcto marcaje y por tanto prolongando el tiempo necesario para su 
degradación. 

Con los resultados obtenidos a lo largo de los apartados anteriores, queda demostrada la 
existencia de una interacción física entre el transportador de glucosa de alta afi nidad Hxt6 y la 
proteína Art4, perteneciente a la familia de adaptadores de Rsp5 y cuya función es la de facilitar la 
ubiquitinación de Hxt6 en respuesta a cambios ambientales. Del mismo modo, se ha demostrado 
la implicación de las proteínas Snf1 y Bmh2 en el establecimiento de la interacción Hxt6-Art4 
al mismo tiempo que se han descrito sus efectos sobre la acumulación intracelular del complejo. 

2.5. Implicación de Art4 y Art7 en la endocitosis de Hxt6.

La elevada similitud de secuencia entre Art4 y Art7, además de los resultados obtenidos y 
analizados en apartados anteriores, incitan a considerar la posibilidad de que Art7 esté también 
implicado en la regulación de la endocitosis del transportador Hxt6 de un modo similar a 
Art4. Con el fi n de intentar demostrar la posible implicación de Art7, se generaron las cepas 
art7 HXT6:GFP y el doble mutante art4 art7 HXT6:GFP. Las nuevas cepas generadas, junto 
con la cepa silvestre y la cepa art4, fueron crecidas en medio SD líquido usando rafi nosa como 
fuente de carbono y posteriormente se añadió glucosa 2% durante el tiempo indicado (4 horas), 
estímulo que desencadena la endocitosis de Hxt6. Las células fueron analizadas por microscopia 
de fl uorescencia y la localización subcelular de Hxt6-GFP para cada una de las condiciones se 
muestra en la siguiente fi gura.

 Como se observa en la fi gura 38, los mutantes art4, art7 y el doble mutante art4 art7 presentan 
defi ciencias en la endocitosis de Hxt6, puesto que tras cuatro horas de exposición a concentraciones 
altas de glucosa la señal de GFP correspondiente al transportador sigue localizada en la membrana 
plasmática. Por el contrario, en la cepa silvestre sí se observa la señal en compartimentos 
intracelulares, probablemente formando parte de la vacuola o de cuerpos multivesiculares. Estos 
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resultados muestran como además de Art4, Art7 también se encuentra implicada en el mecanismo 
de endocitosis de Hxt6, al mismo tiempo que queda demostrada la función no redundante de Art4 
y Art7 a nivel fi siológico, puesto que la carencia tanto de una proteína como de otra es sufi ciente 
para interrumpir la correcta endocitosis del transportador, fenotipo que se mantiene en el doble 
mutante sin, aparentemente, cambios signifi cativos que pudiesen indicar efectos aditivos o de 
sinergia entre estas dos proteínas. Por lo tanto, del mismo modo que Art4 tiene un papel en el 
proceso de endocitosis de Hxt6, Art7 también parece estar involucrado en el mismo mecanismo y 
muy probablemente con una función similar.

2.6. Implicación de Art4 y Art7 en la acumulación de Hxt6.

Para estudiar la relevancia fi siológica del mecanismo de regulación de Hxt6 en el que se encuentran 
implicadas Art4 y Art7, se procedió a analizar la acumulación celular del transportador de 
glucosa de alta afi nidad en los diferentes fondos genéticos así como en diferentes condiciones de 
crecimiento. Para ello, las cepas silvestre, art4 y art7 HXT6-GFP fueron crecidas en medio líquido 
YPD e YPRaf (2% glucosa y 2% rafi nosa respectivamente) y se siguió la cinética de acumulación 
del transportador en células en fase exponencial temprana (DO600 0.5), tardía (DO600 1.0) y 
en fase estacionaria (DO600 3.0). Tras la recogida y procesamiento, las muestras se sometieron 
a análisis Western blot y la señal de GFP se cuantifi có utilizando fl uorimetría. Los resultados se 
muestran a continuación.

Figura 38. Art4 y Art7 están implicadas en el mecanismo de endocitosis de Hxt6-GFP. Las 
diferentes cepas fueron crecidas en medio SD rafi nosa hasta una DO600 entre 0.5-0.6, momento en 
el que se suplementó el medio con glucosa 2%. Tras 4h de incubación con glucosa se visualizaron 
las células mediante microscopia de fl uorescencia.
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Tal y como muestran los resultados en la fi gura 39, la cantidad de Hxt6 presenta alteraciones en 
los mutantes art4 y art7 crecidos tanto en YPD como en YPRaf. El análisis de las cepas crecidas 
en 2% glucosa muestra una acumulación temprana de Hxt6 en ambos mutantes en comparación 
con la cepa silvestre, donde incluso en fase estacionaria los niveles de Hxt6 son indetectables. 
Sin embargo, tanto en el mutante art4 como en el art7 la banda correspondiente a Hxt6 es 
ya observable en fase exponencial temprana donde los niveles de glucosa no favorecen aún la 
expresión del transportador de alta afi nidad Hxt6, como se aprecia en la cepa silvestre. En células 
crecidas en medio con 2% rafi nosa la expresión de Hxt6 aparece también afectada. En este medio 
con baja glucosa disponible se favorece la acumulación de Hxt6 en la membrana plasmática. Al 
ser comparados los niveles de transportador en los mutantes art4 y art7 con respecto a la cepa 
silvestre, se observan cantidades anómalas de transportador en las cepas mutantes, que suponen 
un incremento de hasta 8 veces en los niveles observados en la cepa control.

El mismo experimento se llevó a cabo en células crecidas en medio mínimo MY 2% rafi nosa 
utilizando idénticas cepas y adicionalmente se incluyó la cepa doble mutante HXT6-GFP art4 
art7 con la intención de comprobar si el fenotipo observado en los mutantes simples se veía 
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Figura 39. Art4 y Art7 tienen un efecto sobre la acumulación de Hxt6-GFP en diferentes 
condiciones de crecimiento. La secuencia codifi cante de GFP se insertó en el genoma después 
del último aminoácido codifi cado por HXT6 en la cepa wt, art4 y art7. Las células fueron 
crecidas en las condiciones indicadas y utilizadas para determinar la cantidad de Hxt6-GFP 
en extractos crudos mediante inmunodetección (A) o para cuantifi car la señal de Hxt6-GFP 
mediante fl uorimetría (B) como se describe en materiales y métodos. Los marcadores de peso 
molecular se indican a la izquierda y la tinción de la membrana con ‘direct blue’ se utilizó como 
control de carga. Resultados similares se observaron en dos experimentos independientes.
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reforzado en el doble mutante. Se cuantifi có además la señal de GFP mediante fl uorimetría. Los 
resultados se muestran a continuación. 

Como se puede observar en la fi gura 40, el comportamiento de células crecidas en medio MY 
2% rafi nosa respecto a la expresión de Hxt6 es similar al de células crecidas en YPRaf. Las 
principales diferencias se observa en los niveles de transportador, mayores en medio YPRaf, y 
a su comportamiento a lo largo de las diferentes fases de crecimiento estudiadas. Mientras que 
en medio YPRaf los niveles de Hxt6 se mantienen poco alterados a lo largo de las diferentes. 
condiciones, en medio mínimo se observa un claro descenso de los mismos dependiente de la fase 
en la que se encuentra el cultivo. Esto podría ser debido a las diferencias en composición entre 
ambos medios, siendo independiente de la fuente de carbono utilizada y de su concentración, 
puesto que en ambos casos se utilizó rafi nosa 2%.

En general, estos datos revelan el papel fundamental de Art4 y Art7 en la acumulación de Hxt6 
y atribuyen un rol adicional a estas dos proteínas, descritas hasta el momento como adaptadoras 
de Rsp5 y cuya relevancia fi siológica ha sido relacionada mayoritariamente con el proceso de 
endocitosis.

70

55

 WT  art4  art7  art4art7
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Figura 40. Art4 y Art7 tienen un efecto 
sobre la acumulación de Hxt6-GFP en 
medio MYRaf.  La secuencia codifi cante 
de GFP se insertó en el genoma después del 
último aminoácido codifi cado por HXT6 
en las cepas mencionadas. Las células fueron 
crecidas en medio mínimo MY con rafi nosa hasta las DO indicadas y utilizadas para 
determinar la cantidad de Hxt6-GFP en extractos crudos mediante inmunodetección 
o para cuantifi car la señal de Hxt6-GFP mediante fl uorimetría como se describe en 
materiales y métodos. Los marcadores de peso molecular se indican a la izquierda y la 
tinción de la membrana con ‘direct blue’ se utilizó como control de carga. Resultados 
similares se observaron en dos experimentos independientes. 
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2.7. Análisis de los niveles de mRNA de Hxt6 en la cepa silvestre y art4.

En el apartado anterior se puede observar como los niveles de Hxt6 de los mutantes art4 se 
muestran alterados en las diferentes condiciones de crecimiento ensayadas, mostrando la 
implicación de Art4 en la acumulación del transportador de alta afi nidad Hxt6. Estos datos 
llevaron al planteamiento de dos posibilidades. La primera, que el incremento de Hxt6 en el 
mutante art4 se debiera a un aumento de su estabilidad a nivel postraduccional o por otra parte 
que esta intensifi cación se correlacionase con una mayor expresión génica del transportador y 
por tanto que su origen fuera transcripcional. Con el fi n de responder a estas dos cuestiones se 
utilizó el análisis Northern blot para cuantifi car los niveles del mRNA de HXT6 que presentaban 
las cepas HXT6-GFP en los fondos genéticos silvestre y art4. Además, se incluyeron estas dos 
cepas transformadas con el plásmido de sobreexpresión pWS93-SNF1 por la implicación de esta 
proteína-quinasa en la regulación a nivel transcripcional de otros genes de la familia HXT como 
HXT1 (Tomás-Cobos L, 2002).

Para ello, la cepa silvestre HXT6-GFP y art4 HXT6-GFP transformadas con el vector pWS93ø 
y pWS93-SNF1 se crecieron en medio liquido SD con glucosa 2% como fuente de carbono 
hasta fase logarítmica (DO600 0.5), y las muestras fueron recogidas y procesadas como se describe 
en el apartado Northern blot de materiales y métodos. Al mismo tiempo se recogieron muestras 
para análisis Western blot con la fi nalidad  de comprobar la correcta expresión de las proteínas 
sometidas a estudio. Como control positivo (C+) se utilizó una cepa silvestre HXT6-GFP crecida 
en medio SD con rafi nosa 2% como única fuente de carbono, y como control negativo (C-) una 
cepa crecida en SD glucosa 2% cuyo gen HXT6 no había sido etiquetado con la pauta abierta de 
lectura correspondiente a GFP. Para la detección del mensajero se utilizó una sonda GFP y para 
normalizar los datos una sonda del gen ACT1. Los resultados se muestran a continuación.

En la fi gura 41, se pueden apreciar diferencias entre la cepa silvestre y la cepa mutante art4. 
Mientras que en la primera se observa una muy baja presencia del mensajero de HXT6 como 
cabría esperar en células crecidas en medio con glucosa, en la cepa mutante se observan valores 
de mensajero intermedios entre la cepa silvestre y la cepa control crecida en medio con rafi nosa 
2% (control positivo). En un análisis más detallado, dentro de la cepa silvestre no se observan 
diferencias signifi cativas entre la cepa portadora del vector vacio o aquella donde se sobreexpresa 
SNF1. Atendiendo a la cepa mutante art4, sí se pueden identifi car diferencias entre la presencia 
o la falta de sobreexpresión de SNF1. Aunque en ambas cepas se observan niveles superiores 
de mensajero respecto a las cepas silvestres, en aquella portadora del plásmido pWS93-SNF1 se 
observa además un incremento en la señal del mensajero de HXT6. Este resultado podría estar 
sugiriendo el papel de Snf1 en la regulación de la expresión del gen HXT6, rol que ya ha sido 
descrito en la expresión de genes de otros transportadores de hexosas como HXT1 (Tomás-Cobos 
L, 2002). Por otra parte, existen dos posibles interpretaciones para explicar el incremento en los 
niveles de expresión de HXT6 en la cepa mutante art4 que presenta niveles endógenos de Snf1. 
Que la proteína Art4 tuviese un papel represor en la transcripción del gen cuando las células 
son crecidas en glucosa, función que no ha sido descrita para ninguno de los integrantes de la 
familia proteica ART, o que por otra parte la proteína Art4 tuviese una implicación en la toma de 
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glucosa y por tanto, la cepa mutante estuviese percibiendo o experimentando una reducción en 
la cantidad interna de glucosa. Frente a este estrés, las células responderían con la biosíntesis de 
transportadores de alta afi nidad, respuesta que implicaría una remodelación transcripcional con el 
consiguiente incremento de los niveles de mRNA del transportador HXT6. A pesar de ello, solo 
la regulación transcripcional parece no poder explicar los niveles proteicos de Hxt6 observados en 
células que sobreexpresan SNF1, por lo que cabe también considerar que la mayor acumulación 
de Hxt6 se debe a un efecto de Snf1 a nivel postraduccional. En base a nuestros estudios previos, 
donde se observó la localización incorrecta del complejo Hxt6-Art4, la sobreexpresión de Snf1 
junto a la ausencia de Art4 podría estar originando una mayor deslocalización del transportador 
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Figura 41. La cepa art4 presenta ni-
veles alterados de mRNA y proteína 
correspondientes a HXT6-GFP. Las 
cepas indicadas fueron crecidas en 
medio SD 2% glucosa hasta fase ex-
ponencial. (A) En el panel superior se 
muestra el análisis Northern blot en las 
diferentes cepas con niveles endógenos 
o sobreexpresión de SNF1. La señal de 
HXT6 se detectó utilizando una sonda 
GFP y como control de carga una son-
da del gen ACT1. En el panel inferior 
se representan gráfi camente los niveles 
relativos de mRNA de Hxt6-GFP (B) 
Análisis Western blot en extractos cru-
dos de las cepas indicadas. Los marca-
dores de peso molecular se indican a la 
izquierda y la tinción de la membrana 
con ‘direct blue’ se utilizó como con-
trol de carga. Resultados similares se 
observaron en dos experimentos inde-
pendientes.
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que no llevará a cabo de manera adecuada su función fi siológica, situación ante la cual la célula 
responderá con una mayor biosíntesis del transportador para intentar paliar la carencia de 
glucosa. Al mismo tiempo, la sobreexpresión de Snf1 difi cultará la correcta ubiquitinación del 
transportador necesaria para su degradación, añadiendo otro nivel de acumulación anómala de 
Hxt6 que daría como resultado los niveles del transportador observados a nivel de proteína.

2.8. Acumulación de Art4 en respuesta a cambios en la fuente de carbono.

Como se ha podido observar en  apartados anteriores, la proteína Art4 juega un papel 
fundamental en la endocitosis del transportador de glucosa de alta afi nidad Hxt6 al igual que está 
implicada en su acumulación, observándose fenotipos de endocitosis y acumulación incorrectos 
del transportador en cepas mutantes art4. Tal como se ha visto, los niveles de Hxt6 responden 
a cambios en la fuente de carbono utilizada y por consiguiente los niveles de Art4, arrestina 
implicada en su endocitosis, podrían del mismo modo encontrarse regulados según la fuente de 
carbono disponible. Para ello, se determinaron los niveles de Art4 en células de la cepa BY4741 
transformadas con el vector pNTrp-ART4, y crecidas en medio SD con glucosa o rafi nosa 2% 
suplementado con CuSO4 para la sobreexpresión del gen. Tras alcanzar los cultivos una DO600 
0.6, se les cambió la fuente de carbono a glucosa 2% para células crecidas inicialmente en rafi nosa 
y a rafi nosa 2% para células crecidas en glucosa. La toma de muestras se realizó a t=0 y tras 
45 y 90 minutos después de la adición de la nueva fuente de carbono con el fi n de observar la 
acumulación de Art4 en respuesta a esta variación ambiental. Las muestras fueron procesadas para 
su análisis Western blot y los resultados se muestran a continuación. 
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Figura 42. Art4 es fosforilado e incrementa su estabilidad cuando las células son crecidas en 
glucosa. Las células fueron crecidas en medio SD líquido con CuSO4 100 μM hasta una DO600 
0.6. En el caso de las células crecidas originariamente en rafi nosa, la glucosa fue añadida hasta una 
concentración fi nal del 2%. En el caso del cultivo crecido en glucosa, las células fueron recogidas 
por centrifuagación, lavadas una vez con agua y resuspendidas en medio con rafi nosa 2%. Las 
muestras se tomaron en los tiempos indicados (minutos) y procesadas para su análisis mediante 
Western blot.
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Como se observa en la fi gura 42, existe una respuesta de Art4 al cambio en la fuente de carbono, 
siendo esta proteína más estable cuando la glucosa es la fuente de carbono presente en el medio. 
Como se puede observar en la cinética glucosa-rafi nosa, se produce un “shift” en la banda 
correspondiente a Art4 debida a la fosforilación de la proteína en respuesta al cambio en la fuente 
de carbono (Shinoda y Kikuchi, 2007; Becuwe et al., 2012) al mismo tiempo que se produce una 
disminución los niveles de Art4 claramente observable tras 90 minutos del cambio de fuente de 
carbono. Por el contrario, en la cinética rafi nosa-glucosa se contempla la acumulación de Art4 
tras 90 minutos de tratamiento, siendo casi imperceptibles sus niveles más tempranamente. Estos 
resultados muestran que la acumulación de Art4, al igual que la de Hxt6, depende de la fuente de 
carbono disponible, aunque su comportamiento es opuesto; mientras Art4 se acumula en presencia 
de glucosa, los niveles de Hxt6 disminuyen. Esta observación encaja con la dinámica observada 
en el transportador Hxt6, presente en la membrana en condiciones de baja glucosa y destinado 
a la ruta endocítica cuando la glucosa no supone un factor limitante. Este comportamiento muy 
probablemente estará originado por la mayor presencia de Art4 en células crecidas en glucosa, que 
facilitarán la endocitosis de Hxt6 al permitir a Rsp5 llevar a cabo su ubiquitinación. En el caso 
de Art7, resultados obtenidos en nuestro laboratorio mostraron un comportamiento idéntico al 
de Art4, observándose también su acumulación en respuesta a glucosa y mostrando una vez más 
aspectos comunes en la regulación de ambas proteínas.  

2.9. Estudio de la toxicidad del análogo de la glucosa, 2-desoxy-glucosa, 
en mutantes art4 y art7.

Para profundizar en el conocimiento del papel de Art4 no solo a nivel endocítico sino también en 
la toma de glucosa, se diseñó un experimento para intentar defi nir si la toma de este azúcar se ve 
afectada en el mutante art4.

Con este fi n, se decidió utilizar un análogo tóxico de la glucosa, la 2-desoxy-glucosa (2-DG), 
para determinar si su transporte al interior de la célula se encuentra  afectado en mutantes art4. 
En el ensayo se decidió incluir también la cepa mutante para la proteína Art7 por su estrecha 
relación con Art4 y como control positivo se incorporó el mutante hxk2, proteína quinasa que 
cataliza la fosforilación de la glucosa en el citoplasma y cuya tolerancia a 2-DG quedó demostrada 
(Lobo y Maitra, 1977; Heredia y Sols, 1964). Las comprobaciones pertinentes se llevaron a cabo 
mediante goteos en placas de SCD glucosa 2% suplementadas con 2-DG 0.15%, concentración 
que previamente se comprobó como óptima para el experimento. Los resultados, después de tres 
días de incubación a 28°C, se muestran a continuación.

Como se observa en la fi gura 43, el mutante art4 muestra cierta tolerancia a 2-DG, tolerancia que 
sin alcanzar los niveles del mutante hxk2 se muestra superior a la observada en la cepa silvestre 
para las condiciones testadas. Este fenotipo sugiere una reducción en la toma del análogo tóxico 
de la glucosa que podría traducirse como una disminución en la toma general de glucosa. Por otra 
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parte, el mutante art7 presenta una leve tolerancia a 2-DG al ser comparado con la cepa silvestre,  
tolerancia menor que la observada en el mutante art4 y que apunta a un papel signifi cativamente 
menos destacado en el origen de este fenotipo.

2.10. Estudio de la implicación de Art4 en la regulación de otros transportadores
 de la familia HXT.

En un intento de profundizar en el fenotipo de tolerancia a 2-DG observado en el mutante art4, 
se decidió aplicar la misma aproximación experimental a un conjunto de mutantes de la familia 
HXT para determinar qué transportadores de glucosa podrían estar involucrados en este fenotipo 
y por tanto tener algún tipo de relación de regulación con  la proteína Art4 o Art7. Para ello, las 
cepas mutantes hxt1, hxt2, hxt3, hxt4 y hxt5 así como los mutantes para los sensores de glucosa 
rgt2 y snf3, y el mutante hxk2, utilizado como control positivo, fueron crecidos en las mismas 
condiciones descritas en el apartado anterior. Los fenotipos de crecimiento para las diferentes 
cepas se muestran a continuación.

Como se observa en la fi gura 44, tres de los mutantes testados presentan niveles de tolerancia 
superiores a 2-DG al ser comparados con la cepa silvestre.  En primer lugar, mutantes para el 
transportador Hxt3 y para el sensor Snf3 presentan grados de tolerancia similares para este análogo 
tóxico de la glucosa. Por otra parte, el mutante para el transportador Hxt1 también presenta 
cierta tolerancia aunque en menor grado si se compara con los dos mutantes anteriores. Estos 
resultados podrían estar apuntando a una implicación de Art4, y tal vez Art7, en la regulación 
de Hxt1, Hxt3 y Snf3, puesto que los análisis fenotípicos de las cepas mutantes comparten la 
tolerancia a 2-DG como rasgo común. 

SCD +0.15% 2-DG

hxk2

WT

art4

art7

Figura 43. Los mutantes art4 y art7 
presentan cierta tolerancia a 2-DG. 
Las cepas indicadas fueron crecidas en 
medio SCD hasta alcanzar la satura-
ción, sometidas a dilución seriada en 
agua y transferidas a medio sólido SCD 
y SCD suplemento con 0.15% 2-DG. 
Las imágenes fueron tomadas después 
de 72 horas de crecimiento a 28oC.
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2.11. Análisis de la acumulación de Hxt1, Hxt3 y Snf3 en mutantes art4 y art7.

Para comprobar la posible participación de Art4 y Art7 en la regulación de Hxt1, Hxt3 y Snf3, 
se examinaron los niveles de estas tres proteínas, fusionadas a GFP a nivel genómico, en la 
cepa silvestre y los mutantes art4 y art7 del fondo genético BY4741. Las cepas así generadas se 
crecieron en medio YPD e YPRaf y se estudió la acumulación de los transportadores y del sensor 
de glucosa a diferentes densidades ópticas, correspondientes a las fases exponencial temprana, 
tardía y estacionaria. Las muestras tomadas en cada unos de los puntos fueron procesadas y los 
extractos crudos de las células fueron sometidos a análisis Western blot. Los resultados obtenidos 
para cada una de las condiciones experimentales se muestran a continuación. 

SCD +0.15% 2-DG
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snf3 hxk2
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Figura 44. Miembros de 
la familia HXT que pre-
sentan tolerancia a 2-DG. 
Las cepas indicadas fueron 
crecidas en medio SCD 
hasta alcanzar la saturación, 
sometidas a dilución seriada 
en agua y transferidas a me-
dio sólido SCD y SCD su-
plemento con 0.15% 2-DG. 
Las imágenes fueron toma-
das después de 72 horas de 
crecimiento a 28oC.
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Figura 45. Art4 y Art7 no tienen efectos sobre acumulación de Hxt1 y Hxt3.  La secuencia 
codifi cante de GFP se insertó en el genoma después del último aminoácido codifi cado por HXT1 
y HXT3 en el fondo genético BY4741. Las células fueron crecidas en medio YPD hasta las DO 
indicadas y utilizadas para determinar la cantidad de Hxt1-GFP (panel superior) y Hxt3-GFP (pa-
nel inferior) en extractos crudos mediante inmunodetección. Los marcadores de peso molecular se 
indican a la izquierda y la tinción de la membrana con ‘direct blue’ se utilizó como control de carga. 
Resultados similares se observaron en tres experimentos independientes.
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Como se muestra en la fi gura 45, no se observan diferencias signifi cativas en la acumulación 
de los transportadores Hxt1 y Hxt3 en las diferentes cepas crecidas en medio YPD, refl ejando 
de este modo la no implicación de las dos arrestinas en su acumulación. En células crecidas 
en medio YPRaf, como cabría esperar, no se detectó señal de Hxt1 o Hxt3 en ninguna de las 
cepas utilizadas. Del mismo modo, no se detectó señal del sensor Snf3 en ninguna de las dos 
condiciones de crecimiento (datos no mostrados). Estos resultados demuestran que Art4 y Art7 
no están implicadas en la acumulación de los transportadores Hxt1 y Hxt3, puesto que los niveles 
observados en ambos mutantes son similares a los niveles de la cepa silvestre, demostrando por 
tanto que mutaciones en Art4 y Art7 afectan específi camente a la acumulación del transportador 
de alta afi nidad Hxt6
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1.- Regulación postraduccional de transportadores de iones

La correcta regulación de las proteínas localizadas en la membrana plasmática con capacidad de 
transporte de iones y nutrientes es crucial para la adecuada adaptación de las células a condiciones 
ambientales variables. A lo largo de los años ha  quedado ampliamente demostrado que la 
ubiquitinación tiene un papel fundamental en este proceso tanto en levaduras como en plantas 
y mamíferos (Mulet et al., 2013) y las E3 ubiquitina ligasas pertenecientes a la familia HECT, 
Rsp5 en levadura y Nedd4-2 en mamíferos, han sido relacionadas con la regulación específi ca de 
proteínas transportadoras de membrana. 

Nuestros estudios revelan que el transportador de potasio Trk1 es diana de ubiquitinación, 
haciendo de este modo más factible que la maquinaria de endocitosis esté implicada en su 
internalización. De ser así, muy probablemente existan proteínas ART que intervengan en su 
ubiquitinación, haciendo de mediadoras entre el transportador y las E3 ubiquitina ligasas. Se 
sabe que las quinasas Hal4 y Hal5 están implicadas en la llegada de Trk1 a la vacuola, aunque su 
interacción física no ha sido demostrada (Pérez-Valle et al., 2007), lo que sugiere que estas quinasas 
podrían estar regulando la endocitosis de Trk1 de forma indirecta a través de otros componentes 
de la vía endocítica, pudiendo ser las proteínas de la familia ART las dianas de fosforilación. 
Además de estas proteínas, la ubiquitinación de Trk1 debe contar con una E3 ubiquitina 
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ligasa, responsable en última instancia de la reacción de ubiquitinación del transportador. La 
ubiquitinación de permeasas de la membrana plasmática ha sido ampliamente relacionada con 
la E3 ubiquitina ligasa Rsp5. Aunque no es posible descartar que en el caso de Trk1 también 
sea la encargada de la reacción de ubiquitinación, la identifi cación de Irc20 en nuestro rastreo 
de doble híbrido plantea una posible alternativa. Se ha descrito la relación entre ubiquitina y 
el proteasoma (Finley et al., 2012), donde Irc20 aparece dentro del grupo de las E3 ubiquitina 
ligasas por poseer un dominio RING. Actualmente, la anotación para Irc20 en SGD, además 
de incluir la función de helicasa putativa que le atribuimos en un principio, incluye también la 
función de E3 ubiquitina ligasa tras quedar demostrada en la publicación de Richardson et al. 
(2013), aunque más relacionada con la transcripción y reparación del DNA. A la luz de estos 
nuevos datos, nuestros ensayos podrían ser retomados para comprobar la posible existencia de 
un fenotipo del mutante irc20 en contextos diferentes a los ya probados, así como se podrían 
diseñar nuevas aproximaciones para intentar encontrar las posibles implicaciones de Irc20 en la 
regulación del transportador de potasio de alta afi nidad Trk1.

Como hemos comentado, la homeóstasis de potasio juega un papel fundamental en diversos 
parámetros fi siológicos, como son el volumen celular, la activación de enzimas, el pH intracelular 
o el potencial de membrana. Refl ejo de ello es la infl uencia de este ión en la modulación de 
la actividad de otras permeasas de la membrana plasmática como la bomba de protones Pma1. 
Nuestros datos refl ejan la rápida activación de Pma1 en respuesta a ayuno de potasio tal y cómo 
predijo el modelo matemático (Kahm et al., 2012), mostrando la coordinación existente en 
las células para mantener niveles adecuados de potasio  intracelular. La respuesta de las células 
expuestas a ayuno de potasio implica tanto la activación de Pma1, para generar fl ujos de 
protones hacia el exterior celular, como el desplazamiento de reacciones intracelulares hacia la 
producción de anión bicarbonato y protones a partir de ácido carbónico. Ambos mecanismos 
tienen una misma consecuencia; la hiperpolarización de la membrana plasmática. La fi nalidad 
de este mecanismo es intentar compensar la hiperpolarización de la membrana con iones K+, que 
al poseer carga positiva serán atraídos y retenidos con mayor facilidad en células en las que el 
citoplasma presenta mayor carga negativa, ayudando a restablecer el balance de cargas y poniendo 
de manifi esto la importancia del potasio a nivel fi siológico. Estos resultados muestran, una vez 
más, la complejidad de las redes encargadas del mantenimiento de la homeostasis de iones para el 
mantenimiento de las funciones celulares.



Discusión

119

2.- Caracterización bioquímica de la ruta de señalización Snf1 - Art4 - 14-3-3

Hemos descrito ampliamente como la ubiquitinación participa en la endocitosis y en la 
clasifi cación de transportadores hacia los orgánulos implicados en procesos de degradación 
(Revisado en MacGurn et al., 2012). En este sentido, la E3 ubiquitina ligasa de levadura, Rsp5, 
ha sido implicada en la regulación de un gran número de transportadores de membrana (revisado 
en Lauwers et al., 2010). El reconocimiento de esta amplia variedad de transportadores por 
una única ubiquitina ligasa hace necesaria la utilización de proteínas adaptadoras que aporten 
especifi cidad a la interacción, entre las cuales se encuentra la familia ART. La mayoría de estas 
proteínas contienen tanto motivos (L/P)PXY, que interaccionan con los motivos WW de Rsp5, 
como motivos tipo arrestina, que han sido propuestos como los encargados del reconocimiento 
de los diferentes transportadores. Como hemos visto a lo largo de este trabajo, las modifi caciones 
postraduccionales de estas proteínas adaptadoras suman un nivel más de regulación en la respuesta 
a cambios ambientales. Ejemplos de ello son la regulación de la actividad de Art1 a través de la 
quinasa Npr1 (MacGurn et al., 2011) o la implicación de la quinasa Snf1 en la regulación de Art4 
en respuesta a cambios de fuente de carbono (Becuwe et al., 2012; Shinoda y Kikuchi, 2007).

Basándonos en los resultados previos que demostraban como la proteína quinasa Snf1 participaba 
en la fosforilación de Art4 (Shinoda y Kikuchi, 2007), en el presente estudio, con los resultados 
obtenidos mediante ensayos de doble híbrido, hemos demostrado la existencia de una interacción 
física entre Art4 y Snf1. Además, demostramos que Art7 aparece como un nuevo miembro de 
la familia ART en cuya regulación interviene Snf1, sugiriendo que ambas proteínas adaptadoras 
podrían estar reguladas de manera similar al mismo tiempo que podrían estar implicadas en 
las mismas rutas de señalización dada su alta homología de secuencia, tal y como fue descrito 
para otros adaptadores como Bul1 y Bul2, implicados en la regulación del transportador de 
aminoácidos Gap1 y cuya fosforilación es Npr1-dependiente (Merhi y André, 2012).

Para profundizar en el estudio de la interacción física entre Art4 y Snf1, se procedió al mapeo de 
la interacción física entre ambas proteínas con la fi nalidad de identifi car cuáles son los motivos 
o dominios implicados en el establecimiento de dicha interacción. Nuestros resultados muestran 
como los dominios involucrados son la mitad N-terminal de Art4, que contiene el dominio tipo 
arrestina característico de esta familia de proteínas, y el dominio regulador de Snf1, permitiendo 
al dominio quinasa llevar a cabo  las fosforilaciones oportunas de residuos de serina en la proteína 
diana.

Estudios precedentes han descrito a las proteínas 14-3-3 como interactoras de las proteínas 
adaptadoras de Rsp5. Ejemplo de ello son las interacciones establecidas entre Art4 y Bul1/Bul2 
con la proteína Bmh2 (Becuwe et al. 2012; Merhi y André, 2012). Los resultados obtenidos en 
el presente estudio muestran como, dentro de la familia ART, la interacción con las proteínas 
14-3-3 no es exclusiva de Art4 sino que todas las proteínas que la integran, a excepción de Art3 
y Art5, interaccionan físicamente con la isoforma de levadura Bmh2. Este fenómeno sugiere un 
papel generalizado para las proteínas 14-3-3 en la regulación de los transportadores de membrana 
en cuya endocitosis participa la E3 ubiquitina ligasa Rsp5, actuando como un interruptor en la 
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función de las α-arrestinas. Futuros estudios deberán defi nir las condiciones específi cas en las que 
las interacciones observadas tienen relevancia fi siológica y cuáles son los estímulos que favorecen 
o impiden la interacción entre las diferentes proteínas adaptadoras y las proteínas 14-3-3. Otros 
ejemplos en la literatura demuestran que la relación entre E3 ubiquitina ligasas y proteínas 14-3-3 
no es un fenómeno exclusivo de levadura, ya que una isoforma de estas proteínas fue relacionada 
con la regulación de la E3 ubiquitina ligasa de mamíferos Nedd4-2 (Bhalla et al., 2005; Ichimura 
et al., 2005), aunque a través de una interacción directa entre ambas proteínas sin necesidad de 
proteínas adaptadoras.

Nuestros resultados confi rman la existencia de una interacción entre Art4 y Snf1 al igual que 
la interacción entre Art4 y Bmh2. Una de las características que defi nen a las proteínas 14-3-3 
es su afi nidad de unión a sustratos fosforilados (revisado en van Heusden, 2009), aspecto que 
sugería la posibilidad de que en la interacción entre Art4 y Bmh2, la quinasa Snf1 jugara un 
papel importante. Nuestros ensayos de doble híbrido entre Art4 y Bmh2, en los que además se 
sobreexresa la proteína Snf1, su versión hiperactiva (Snf1 G53R) o su versión catalíticamente 
inactiva (Snf1 K84R), demuestran que efectivamente la quinasa Snf1 interviene en la interacción 
de ambas proteínas dadas las diferencias de crecimiento observadas entre las cepas que 
sobreexpresan las diferentes versiones de Snf1, resultados que además vienen respaldados por 
los correspondientes ensayos cuantitativos que nos han permitido estimar la intensidad de la 
interacción.

Estudios anteriores demostraron que la quinasa Snf1 era la responsable de la fosforilación de la 
serina 447 de la proteína adaptadora Art4 (Shinoda y Kikuchi, 2007). A raíz de estos datos,  se 
incorporaron a los experimentos de interacción proteína-proteína entre Bmh2 y Art4 las versiones 
de Art4 con mutaciones puntuales en la serina 447 con la fi nalidad de revelar su implicación en 
esta interacción. Nuestros resultados, respaldados por un estudio reciente (O’Donell et al., 2015), 
muestran como en la cuantifi cación de esta interacción no aparecen diferencias signifi cativas 
entre la versión silvestre de Art4 y la versión portadora de la mutación, indicando que la serina 
447 no está implicada en la interacción Art4-Bmh2 o que intervienen otros residuos de serina 
que son sufi cientes para que la interacción se siga produciendo. A favor de esta última hipótesis 
encontramos un ejemplo en la bibliografía donde se describe que la mutación de un solo sitio 
de fosforilación dependiente de la quinasa Npr1 en el extremo N-terminal de Art1, donde se 
encuentran hasta cuatro residuos diana de fosforilación, no tiene efectos en su función, pero que 
por el contrario la sustitución de varios residuos de serina por residuos de alanina tienen un claro 
efecto sobre la función de esta proteína adaptadora, cuya fosforilación parece estar implicada en 
la inhibición de su función (MacGurn et al., 2011). A pesar de que no se ha descrito que en la 
regulación de Art1 intervengan proteínas 14-3-3, nuestros datos sugieren la posibilidad de que, al 
igual que ocurre con Art4 y Snf1, la fosforilación de Art1 a través de Npr1 genere sitios de unión 
para proteínas 14-3-3.

En resumen, nuestros datos confi rman la interacción entre Art4 y Snf1 y sitúan a Art7 como una 
diana adicional en cuya fosforilación podría estar implicada la quinasa Snf1. Establecen que la 
interacción Art4-Snf1 se produce entre la mitad N-terminal de Art4 y el dominio regulador de 
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Snf1 y que la fosforilación de Art4 llevada a cabo por Snf1 es importante para el establecimiento 
de la interacción con proteínas 14-3-3, proteínas que interaccionan con Art4 a través de su 
extremo N-terminal, y cuya capacidad de interacción no parece limitarse a Art4 sino que por el 
contrario puede extrapolarse a la mayoría de las proteínas que componen la familia ART. Con los 
resultados presentados, el modelo de interacción entre Art4-Snf1-14-3-3 propuesto se muestra en 
la fi gura 46. 

Figura 46. Modelo de la interacción entre Art4, Snf1 y las proteínas 14-3-3. El 
dominio regulador de Snf1 interacciona con el extremo N-terminal de Art4. Del mismo 
modo, las proteínas 14-3-3 interaccionan también con este extremo de la proteína, 
donde probablemente se encontrarán también los sitios de fosforilación que favorecen la 
interacción Art4-14-3-3. Por otra parte, Rsp5 interaccionará con Art4 a través del extremo 
C-terminal, donde se encuentran los dominios PPY que Rsp5 reconocerá en Art4.
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3.- Papel del complejo Snf1 - Art4 - 14-3-3 en la regulación del transportador 
de glucosa de alta afi nidad Hxt6

La endocitosis de transportadores de membrana en levadura ha sido descrita durante años 
como un fenómeno desencadenado por cambios en el entorno, especialmente en el caso de los 
transportadores de diferentes fuentes de carbono (revisado en Horák, 2003). Algunos de los 
componentes de las rutas de señalización implicadas en la regulación por endocitosis de permeasas 
de fuentes de carbono han sido reseñados (Jiang et al., 2000; Horak et al., 2002; Mayordomo et 
al., 2003), aunque los detalles de cómo esta regulación tenía lugar a nivel molecular seguían 
sin estar descritos en profundidad. En esta línea, los resultados obtenidos en el presente 
estudio muestran la implicación de la ruta de señalización Art4-Snf1-14-3-3 en el tráfi co del 
transportador de glucosa de alta afi nidad Hxt6, aportando nuevas evidencias sobre su regulación y 
resolviendo algunas incógnitas que habían quedado sin determinar en el estudio de la endocitosis 
del transportador de lactato Jen1 (Becuwe et al. 2012).

Algunos estudios demuestran la existencia de interacciones físicas entre proteínas adaptadoras 
y las proteínas de membrana a las que regulan (Alvaro et al., 2014; Hatakeyama et al., 2010; 
Nikko et al., 2008). De manera similar, nuestro estudio confi rma la interacción física entre Hxt6 
y Art4 mediante dos aproximaciones diferentes, co-inmunoprecipitación y BiFC, y aporta nuevas 
evidencias acerca de la localización subcelular en la que dicha interacción se establece. En el 
ensayo de co-inmunoprecipitación se muestra como tras la adición de glucosa a células crecidas 
en medio con rafi nosa como fuente de carbono se produce la co-inmunoprecipitación de Hxt6 y 
Art4. Este fenómeno revela que se produce una interacción física entre Hxt6 y Art4 en respuesta a 
la adición de glucosa, condición en la que la función del transportador de alta afi nidad no resulta 
imprescindible y por lo tanto se procederá a su ubiquitinación a través de proteínas adaptadoras y 
E3 ubiquitina ligasas para su posterior degradación. 

Mediante el empleo de la técnica BiFC, la visualización in vivo de la interacción física entre 
Art4-Hxt6 nos permite además mostrar la localización del complejo. Mediante su utilización 
demostramos que la localización subcelular de esta interacción se produce a nivel de membrana 
plasmática y que tras la adición de glucosa, se produce un incremento en la cantidad de 
complejo Art4-Hxt6, hecho que apoya los modelos propuestos donde se sugería que las proteínas 
adaptadoras reclutarían a Rsp5 en la membrana plasmática para llevar a cabo la ubiquitinación 
de las proteínas diana de endocitosis, a pesar de que en ningún caso había quedado demostrada 
la localización en la que tenía lugar el establecimiento de dicha interacción (Lin et al., 2008; 
Herrador et al., 2010; O’Donell et al., 2010; Becuwe et al., 2012). 

Además de en la membrana plasmática, nuestros datos refl ejan el establecimiento de la interacción 
Art4-Hxt6 también en el interior de la célula, donde se observó señal de BiFC en compartimentos 
que podrían corresponderse con el retículo endoplásmico, vacuola o con estructuras pertenecientes 
a endosomas o la red trans-Golgi. Este fenómeno podría estar indicando que, además de su papel 
en endocitosis, las proteínas ART estarían también implicadas en la llegada de proteínas a la 
membrana plasmática, facilitando la ubiquitinación de las mismas en diferentes compartimentos 
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celulares. Ello supondría la señal que la maquinaria implicada en el tráfi co de proteínas 
interpretaría para distribuir entre los diferentes orgánulos las proteínas necesarias en respuesta a 
diferentes condiciones ambientales. En estudios precedentes se aludió a la localización de Art1, 
Art6 o Art3 en estructuras internas que podrían formar parte de endosomas/red trans-Golgi (Lin 
et al., 2008; O’Donell et al., 2010) aunque en ningún caso se hace referencia al establecimiento de 
la interacción entre la α-arrestina y el transportador al que regulan. En el caso del transportador 
de aminoácidos Gap1 se describió que diferentes patrones de ubiquitinación, que implican a 
Rsp5 y en ocasiones a los adaptadores Bul1/2, dirigen el tráfi co de esta proteína actuando a nivel 
de membrana plasmática o de aparato de Golgi, planteando que la maquinaria responsable de la 
clasifi cación de Gap1 en la ruta de endocitosis o exocitosis interpretaría diferentes patrones de 
ubiquitinación en Gap1 (Risinger y Kaiser, 2008). A pesar de las posibilidades existentes, estudios 
más recientes en nuestro laboratorio muestran claros indicios de que una parte de la interacción 
observada entre Hxt6 y Art4 en compartimentos intracelulares corresponde con la vacuola (A. 
Ferri y L. Yenush, datos no publicados). Estos datos demuestran que el complejo BiFC que se 
forma entre Art4 y Hxt6 viaja a la vacuola por la ruta endocítica, aunque queda por estudiar si 
las proteínas no modifi cadas siguen este mismo camino. Por otro lado, queda por demostrar si 
la señal restante corresponde a la formación del complejo Art4-Hxt6 en otros compartamentos 
para poder validar la hipótesis de que la interacción Hxt6-Art4 no se produce únicamente en la 
membrana plasmática y que por tanto puede tener papeles adicionales en el tráfi co intracelular de 
Hxt6.

La apreciación de la señal de BiFC en el interior de la célula se observa sobretodo en cepas 
transformadas con plásmidos que conllevan la sobreexpresión de Snf1 y Bmh2. Estas cepas 
muestran una menor presencia del complejo Art4-Hxt6 en la membrana plasmática, lo que lleva 
a plantear que tanto Snf1 como Bmh2 no impiden la interacción Art4-Hxt6 pero si afectan a su 
localización subcelular. Observaciones anteriores mostraban como del estado de fosforilación de 
Art4 depende su estado de ubiquitinación y como estas modifi caciones modulan su actividad. La 
fosforilación de Art4 por Snf1 impide su ubiquitinación, y esta se producirá cuando la fosfatasa 
PP1, en respuesta a glucosa, desfosforile a Art4 (Becuwe et al., 2014). La sobreexpresión de Snf1 
en la cepa BiFCde Hxt6-Art4, por lo tanto, podría estar originando unos niveles anómalos de 
fosforilación en Art4 que comprometerían su correcta ubiquitinación y por tanto su correcto 
funcionamiento, razón a la que se debería la observación de un cambio de localización subcelular 
del complejo Art4-Hxt6. El desequilibrio fosforilación/ubiquitinación mantendría retenidos 
a ambos en compartimentos intracelulares difi cultando su llegada a la membrana, explicando 
también la co-inmunoprecipitación de Hxt6 y Art4 en células que sobreexpresan Snf1 y son 
crecidas en medio con rafi nosa como fuente de carbono, que representaría a la fracción del 
complejo Art4-Hxt6 que quedaría retenido en compartimentos intracelulares por un confl icto 
con su estado de ubiquitinación. 

Del mismo modo que sucede con Snf1, la expresión de proteínas 14-3-3 por encima de los niveles 
endógenos parece tener también un efecto sobre la localización del complejo Art4-Hxt6, cuya 
base molecular podría no diferir en gran parte de aquella dada para Snf1 y resultados similares en 
ambos casos lo respaldan. La interacción entre Art4 y las proteínas 14-3-3 coordinan su estado 
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de ubiquitinación en respuesta a glucosa (Becuwe et al., 2012)  y por tanto, niveles elevados de 
Bmh2 pueden suponer defectos en los patrones de ubiquitinación de Art4, deslocalizando de 
nuevo el complejo Art4-Hxt6 con unos efectos similares a los obtenidos con Snf1. El que no haya 
un incremento signifi cativo de interacción o señal de BiFC en la membrana tras la adición de 
glucosa en células que sobreexpresan Snf1 y Bmh2 podría ser producto de esta deslocalización. La 
llegada a la membrana sí se produce porque se observa señal  BiFC Hxt6-Art4 en la membrana de 
cepas que expresan Snf1 y Bmh2, aunque el porcentaje de fl uorescencia en la membrana respecto 
a la fl uorescencia total de la célula es menor que en el caso de la cepa silvestre debido a que 
parte del pool del complejo Hxt6-Art4 no alcanza la superfi cie celular, quedando retenido en 
compartimentos intracelulares.

El cambio de localización observado también puede explicar en parte el retraso en el tiempo 
de degradación de Hxt6 que se produce en respuesta a la adición de glucosa a células crecidas 
en medio con rafi nosa, donde la sobreexpresión de Snf1 y Bmh2 retarda la degradación del 
transportador. Este fenómeno, además de estar originado por el efecto de Snf1 y Bmh2 sobre 
la ubiquitinación de Hxt6 en la membrana, puede deberse a que destinar el transportador a 
la vacuola desde compartimentos intracelulares, muy probablemente implique cambios en los 
patrones de ubiquitinación, cambios que se verán difi cultados por la sobreexpresión de Snf1 y 
Bmh2 que, como resultado, prolongarán el tiempo de degradación.
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4.- Implicación de Art4 y Art7 en la regulación de transportadores de la familia 
HXT

Nuestros resultados revelan que, además de Art4, Art7 también está implicada en la regulación del 
transportador de glucosa de alta afi nidad Hxt6. En primer lugar, el experimento de endocitosis 
del transportador en respuesta a la adición de glucosa a células crecidas en rafi nosa, revela la 
existencia de una interacción genética entre Hxt6 y Art7, del mismo modo que fue observada en 
el caso de Art4 (Nikko y Pelham, 2009). La señal de GFP que corresponde a Hxt6 permanece en 
la membrana no solo en el mutante art4 sino también en el art7, del mismo modo que ocurre, 
por razones evidentes, en el doble mutante art4 art7 (Figura 38). La similitud de secuencia entre 
ambas proteínas, alrededor del 40% (Nikko y Pelham, 2009; MacGurn et al., 2011), concuerda 
con su implicación en el que aparenta ser el mismo mecanismo, aunque sin ser redundantes 
puesto que ambos mutantes por separado desencadenan un mismo fenómeno. Recientemente se 
han descrito otros ejemplos donde Art4 y Art7 han sido implicados en la regulación de una misma 
proteína de membrana, como es el caso de Ste2, un receptor de feromonas acoplado a proteínas 
G en cuya internalización participan Art1, Art4 y Art7 (Alvaro et al., 2014), o de miembros de 
la familia Hxt, como Hxt1 y Hxt3, cuya regulación por endocitosis implica tanto a Art4 como a 
Art7 (O’Donell et al., 2014). El hecho de que en la endocitosis de Hxt1 y Hxt3 estén implicadas 
ambas arrestinas, más las evidencias mostradas a lo largo de este estudio donde la endocitosis del 
transportador de glucosa de alta afi nidad Hxt6 conlleva también regulación a través de Art4 y 
Art7, invita a refl exionar acerca de la implicación de Art4 y Art7 en la regulación de la familia 
HXT, o de un modo más general, de su implicación en la respuesta a cambios en fuentes de 
carbono, puesto que la endocitosis del transportador de lactato Jen1 también implica a la proteína 
adaptadora Art4 (Becuwe et al., 2012). 

A partir de estos datos, se quiso poner en conocimiento la relevancia fi siológica tanto de Art4 como 
de Art7 y con este fi n se diseñaron ensayos para determinar la acumulación de Hxt6, fusionado 
a GFP en el genoma, en la cepa silvestre, art4 y art7. Para ello se crecieron las diferentes cepas 
en medio YPD e YPRaf hasta diferentes estadíos de crecimiento, como son la fase logarítmica 
temprana, tardía y la fase estacionaria. Las células en estas tres etapas fueron analizadas mediante 
Western blot y citometría de fl ujo para cuantifi car la acumulación del transportador en respuesta 
a la falta de fuente carbono y nutrientes. Como muestra la fi gura 39, se observó un ligero 
incremento progresivo en la acumulación de Hxt6-GFP en células de la cepa silvestre crecidas 
en YPRaf, fenómeno que no se observa en esta misma cepa crecida en YPD debido a la sufi ciente 
disponibilidad de glucosa en las fases de crecimiento analizadas. Sin embargo, los mutantes art4 
y art7  presentan, a diferencia de la cepa silvestre, niveles detectables de Hxt6-GFP durante la 
fase estacionaria cuando son crecidos en YPD y una acumulación de transportador anómala 
cuando son crecidas en YPRaf durante todas las fases del crecimiento y a niveles muy superiores 
a los observados para la cepa silvestre. Estos resultados muestran a Art4 y Art7 como reguladores 
negativos de la acumulación de Hxt6 no solo durante el proceso de endocitosis desencadenado 
por la adición de glucosa a células crecidas en rafi nosa, sino también en condiciones de baja 
glucosa, tanto durante la fase estacionaria de células crecidas en glucosa como a lo largo de todo 
el ciclo de crecimiento en células crecidas en cantidades limitantes de glucosa. A diferencia del 
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análisis realizado sobre el receptor de feromonas Ste2, donde es necesaria la deleción tanto de 
ART4 como de ART7 para observar un fenotipo de hipersensibilidad a feromonas (Alvaro et al., 
2014), en el caso del transportador Hxt6 la simple deleción de uno de los dos genes es sufi ciente 
para originar el fenotipo de acumulación atípica de la proteína. Al mismo tiempo, el doble 
mutante art4 art7 no presenta un fenotipo aditivo respecto a los mutantes simples en lo que 
respecta a su acumulación, por lo que cabe destacar que la relevancia fi siológica de Art4 y Art7 
puede variar dependiendo de la proteína de membrana a la que regulen, ya que en el caso de Ste2 
ambos parálogos tienen funciones parcialmente redundantes (Alvaro et al., 2014) mientras que 
en el caso de Hxt6, y en las condiciones analizadas a lo largo de este estudio, tanto los mutantes 
simples como el doble mutante presentan un mismo fenotipo. Esto sugiere que tanto Art4 como 
Art7 son necesarios para la correcta internalización de Hxt6, quizás formando parte de un mismo 
complejo. 

Diferentes mecanismos podrían explicar los niveles anormales de Hxt6 observados en los 
mutantes art4 y art7, ya que su mayor acumulación podría ser la consecuencia de una mayor 
tasa transcripcional o, por el contrario, de una mayor estabilidad a nivel postraduccional. Con 
el fi n de descartar o corroborar algunos de estos mecanismos, se llevó a cabo un ensayo Nothern 
blot para comprobar los niveles de RNA mensajero correspondientes a HXT6 en la cepa silvestre 
y en la cepa mutante art4. A pesar de que las células fueron crecidas en glucosa 2%, condición 
en la que la cepa silvestre presenta niveles muy bajos del mensajero de HXT6, en el mutante 
art4 se observan niveles atípicos del mensajero, que además se ven ligeramente incrementados 
con la sobreexpresión de Snf1. Los resultados obtenidos en las mismas condiciones pero con el 
procesamiento de muestras para evaluar los niveles de proteína mediante Western blot, no hacen 
más que apoyar los datos transcripcionales, donde efectivamente se observa una acumulación 
de Hxt6 en mutantes art4 que no se aprecia en la cepa silvestre. Los niveles de proteína están 
incrementados con la sobreexpresión de Snf1, aunque en este caso no están explicados en su 
totalidad por los cambios contemplados a nivel transcripcional, por lo que muy probablemente 
existirá también un componente importante de regulación postraduccional. De este ensayo se 
puede extraer, en primer lugar, que los elevados niveles de Hxt6 observados en el mutante art4, 
dato quizás también extrapolable al mutante art7 por los fenotipos observados a lo largo de este 
estudio, tienen un origen transcripcional y muy probablemente también postraduccional, donde 
la quinasa Snf1 jugará un papel relevante. Por lo tanto, cabría preguntarse acerca del origen 
de los elevados niveles de mensajero de HXT6 encontrados en el mutante art4 aún cuando las 
condiciones externas no lo requieran. En primer lugar, una hipótesis sugerente es aquella que 
implicaría a Art4 en el correcto funcionamiento o la correcta inserción de los transportadores 
de la familia Hxt en la membrana plasmática, hecho que generaría defi ciencias en el transporte 
de glucosa al interior de la célula y que se traduciría en la percepción de un ayuno de glucosa 
temprano, fenómeno que explicaría que las células de la cepa silvestre continúen sin acumular 
Hxt6 en el momento en el que tanto el mutante art4 como art7 ya presentan niveles detectables. 
Esta hipótesis estaría en concordancia con los datos obtenidos a partir de la expresión génica de 
HXT6 en el mutante art4, donde la respuesta de la célula sería la de activar la transcripción del 
transportador de glucosa de alta afi nidad como respuesta a la infundada escasez de glucosa. 
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De manera alternativa, otra hipótesis que describiría parcialmente los fenotipos observados es 
aquella que incluiría una transcripción basal de HXT6, como se podría desprender de nuestros 
resultados en la detección del mensajero de HXT6 al comparar los niveles de mensajero en la 
cepa silvestre respecto al control negativo (Figura 41). Estos niveles transcripcionales basales 
originarían un recambio constante de Hxt6 hacia y desde la membrana plasmática, recambio 
que supondría la endocitosis constitutiva de Hxt6 mientras las condiciones externas no requieran 
lo contrario. Si asumimos que en este recambio desde la membrana hacia compartimentos 
intracelulares a través del proceso de endocitosis participa Art4, la ausencia de esta α-arrestina 
originaría la acumulación de Hxt6 en la membrana debido a la incapacidad de internalizar y 
degradar el transportador. A pesar de no resolver la parte transcripcional, este fenómeno explicaría 
la anormal acumulación de Hxt6 observada en los mutantes art4 y art7, además de no entrar en 
contradicción con la anterior hipótesis expuesta. Es más, la fusión de ambas posibilidades serviría 
para explicar los niveles totalmente alterados de Hxt6 observados en células crecidas en medio 
con rafi nosa como fuente de carbono, donde la acumulación de Hxt6 se produciría debido a 
la constante percepción de falta de glucosa por el incorrecto funcionamiento de Hxt6, que se 
traduciría en una síntesis casi constitutiva del transportador sumada a la incapacidad de la célula 
para internalizar y degradar el exceso de transportador por carecer de las proteínas ART necesarias 
para ello. 

Además de estas observaciones, también se ha podido contemplar que la sobreexpresión de Snf1 
en el mutante art4 eleva los niveles de transcrito de HXT6 en células crecidas en medio con 
glucosa, efecto que se ve refl ejado efectivamente a nivel de proteína aunque los niveles de Hxt6 
observados podrían no estar explicados totalmente a nivel transcripcional. A esta escala lo que 
podría estar ocurriendo, siguiendo las hipótesis anteriores, es que al percibir un ayuno de glucosa 
temprano, el mutante art4 activaría la respuesta a escasez de glucosa de forma anticipada, y de 
entre los fenómenos que se producen se encuentra la activación de Snf1, que al encontrarse 
sobreexpresada incrementaría la fosforilación de Mig1, que dejaría de actuar como represor de 
HXT6 al ser translocado del núcleo al citoplasma (revisado en Horák, 2013). Este supuesto podría 
explicar el incremento en los niveles de mensajero de HXT6 en mutantes art4 que sobreexpresan 
Snf1, sin embargo, debido a la complejidad e interrelación que existe entre las rutas de regulación 
trancripcional de transportadores de hexosas, es complicado establecer la naturaleza de esta 
respuesta. Por otra parte, la acumulación de Hxt6 en células que sobreexpresan Snf1 crecidas 
en medio con glucosa como fuente de carbono, casi comparable a la que se produce en medio 
con rafi nosa, puede explicarse en parte debido a la mayor expresión de HXT6 observada en las 
condiciones estudiadas, aunque los niveles de proteína contemplados parecen no corresponderse 
del todo con el aumento a nivel transcripcional, por lo que la acumulación de Hxt6 se podría 
deber a la misma razón planteada anteriormente; la ausencia de Art4 impediría la endocitosis 
de Hxt6, que junto al incremento a nivel transcripcional de HXT6 por la sobreexpresión de 
Snf1 origina los niveles de proteína observados. Otros fenómenos postraduccionales podrían 
estar ocurriendo, aunque como se ha dicho con anterioridad, la compleja regulación a la que se 
encuentran sometidos los genes y proteínas implicadas en el metabolismo de diferentes fuentes 
de carbono, no permiten establecer posibles mecanismos de regulación a partir de los datos de los 
que se disponen. 
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Hemos mencionado que se ha demostrado que tanto Art4 como Art7, además de Art1, participan 
en la endocitosis de proteínas de membrana, en este caso del receptor de feromonas Ste2 (Alvaro et 
al., 2014). En el citado estudio, además de demostrar la implicación de estas tres α-arrestinas en 
la internalización del receptor, se observó un fenotipo similar al observado en el presente estudio 
a pesar de sus diferencias fundamentales; una mayor abundancia de Ste2 en los mutantes art1, 
art4 art7 y el triple mutante art1 art4 art7, aunque en este caso los diferentes mutantes parecen 
tener afectos aditivos mientras que nuestras observaciones no confi rman que suceda lo mismo 
en el caso de Hxt6, donde la cantidad de transportador observada en el doble mutante art4 art7 
es equivalente a los niveles de los mutantes simples art4 y art7. Nuestros resultados muestran 
que en la mayor abundancia de Hxt6 observada en el mutante art4, y probablemente también 
en el caso de art7, existe una componente transcripcional, hecho que no se aborda en el caso de 
Ste2 y que por tanto no podemos extender a su regulación, aunque sería interesante realizar los 
experimentos pertinentes para comprobar la existencia o no de un mecanismo o respuesta común 
en la regulación de proteínas de membrana que implicaría a las α-arrestinas y las relacionaría con 
las respuestas transcripcionales, aunque muy probablemente de forma indirecta. 

Como hemos mencionado con anterioridad, la posibilidad de que la atípica acumulación de Hxt6 
en los mutantes art4 y art7 se deba a la percepción por parte de la célula de un ayuno de glucosa 
temprano, se postuló que el transporte de glucosa podría estar viéndose afectado en ambos 
mutantes, cepas que no transportarían adecuadamente glucosa desde el exterior al interior celular, 
inactivándose de forma prematura la represión por glucosa y por tanto activándose la biosíntesis 
de la maquinaria necesaria para la respuesta a la escasez de la fuente de carbono preferida, entre la 
que se encontraría el transportador de glucosa de alta afi nidad Hxt6. Una manera de comprobar la 
posible defi ciencia en el transporte de glucosa, fue someter a los mutantes art4 y art7 a un ensayo 
de crecimiento frente a la cepa silvestre en presencia del análogo tóxico de la glucosa 2-DG, 
razonando que si, efectivamente los mutantes presentaban problemas en el transporte de glucosa, 
deberían presentar tolerancia al compuesto tóxico respecto a la cepa silvestre. Los resultados 
confi rmaron esta posibilidad, atribuyendo a Art4 un papel más relevante en la tolerancia a 2-DG 
puesto que su deleción confi ere mayor tolerancia que la mutación de su parálogo ART7, dejando 
apreciar de este modo sus funciones compartidas aunque también distintas. Realizando el mismo 
ensayo con mutantes para los principales transportadores de glucosa, se observó que los mutantes 
para el sensor Snf3 y los transportadores Hxt1 y Hxt3 mostraron cierta tolerancia, estableciéndose 
una posible relación entre ambas arrestinas, el sensor y los dos transportadores. El origen de la 
tolerancia a 2-DG en el caso de los mutantes art4 y art7, especialmente en el primero de ellos, 
podría interpretarse efectivamente como una alteración en el transporte de glucosa. Para intentar 
esclarecer la eventualidad de esta relación, se marcaron a nivel genómico mediante GFP tanto 
los transportadores como el sensor en la cepa silvestre y en los fondos mutantes art4 y art7. 
El estudio de la acumulación de las tres proteínas de membrana no mostró, en un principio, 
diferencias relevantes respecto a la cepa silvestre, aunque recientemente un estudio ha evidenciado 
la relación de las α-arrestinas Art4 y Art7 con la endocitosis de Hxt1 y Hxt3 en respuesta a 2-DG 
(O’Donell et al., 2014). En este estudio se muestra que la sobreexpresión tanto de Hxt1 como 
Hxt3 suprime la hipersensibilidad a 2-DG de la cepa snf1, al mismo tiempo que este análogo 
tóxico de la glucosa incentiva el tráfi co de ambos transportadores hacia la vacuola, proceso en 
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el que se encuentran implicadas las α-arrestinas Art4 y Art7, aunque con roles ligeramente 
diferentes. El mencionado estudio ayuda a explicar los fenotipos observados en el presente análisis 
en lo que respecta a la tolerancia observada en respuesta a 2-DG. Este análogo tóxico de la glucosa 
desencadena la endocitosis de Hxt1 y Hxt3, hecho que apoya la observación de que la 2-DG 
mimetiza un ayuno de glucosa incluso cuando la glucosa presente en el medio es abundante 
(Kim et al., 2004). En el caso de la tolerancia observada en los mutantes art4 y art7, esta podría 
estar originada por la supresión total o parcial de la endocitosis de Hxt1 y Hxt3, que por lo tanto 
quedarían retenidos en la membrana plasmática en niveles superiores respecto a la cepa silvestre y 
por tanto tendrían mayor capacidad para transportar glucosa al interior de la célula, hecho que les 
aportaría una ventaja para su supervivencia. Por otra parte, como alternativa cabría la posibilidad 
de que efectivamente el transporte de glucosa se vea alterado en las cepas art4 y art7, en cuyo caso 
la raíz de la tolerancia a 2-DG sería el menor transporte de 2-DG al interior celular minimizando 
por tanto los efectos tóxicos del análogo de la glucosa. En el caso de la resistencia observada en 
los mutantes hxt1 y hxt3 estaría más en concordancia con la segunda hipótesis expuesta, donde 
la ausencia de Hxt1 y Hxt3 otorgaría tolerancia a las células por el menor transporte de 2-DG 
al interior de la célula. Por el contrario si la tolerancia a 2-DG observada en los mutantes art4 
y art7 se debiera a una mayor acumulación de Hxt1 y Hxt3 en la membrana que permitiría un 
mayor transporte de glucosa y por tanto una mayor capacidad de crecimiento, los mutantes hxt1 
y hxt3 no deberían presentar tolerancia sino quizás una sensibilidad mayor que la cepa silvestre. 
En el estudio donde se describe a Hxt1 y Hxt3 como dianas de endocitosis en respuesta a 2-DG, 
se identifi caron los transportadores mediante un rastreo de sobreexpresión que complementara 
la especial sensibilidad de la cepa Δsnf1 a 2-DG (O’Donell et al., 2014). Quizás en este caso, la 
sobreexpresión de Hxt1 y Hxt3 sí que aporta una ventaja a la cepa snf1 al incrementar el fl ujo de 
glucosa al interior de la célula, otorgándole a la misma una mejor capacidad de crecimiento frente 
al falso ayuno originado en respuesta a 2-DG. 

Los datos obtenidos a partir de estos ensayos de tolerancia a 2-DG permiten establecer como 
efectiva la hipótesis de que en los mutantes art4 y art7 se está produciendo un ayuno temprano 
de glucosa, bien por un funcionamiento inadecuado de los transportadores de hexosas o bien por 
una localización incorrecta de los mismos. 

Por otra parte, nuestros datos revelan una demora en la degradación de Hxt6 en células que 
sobreexpresan Snf1 o Bmh2. Estas proteínas, implicadas por una parte en la fosforilación y por otra 
parte en la modulación de la actividad de Art4, podrían estar difi cultando o modifi cando algún 
aspecto de la interacción Art4-Rsp5 o Hxt6-Rsp5 mediante patrones de fosforilación inadecuados 
o enmascarando los dominios necesarios para la interacción, fenómeno que desencadenaría una 
menor tasa de ubiquitinación de Hxt6 en respuesta a altas concentraciones de glucosa y por tanto 
en un retraso en su degradación. 

Además de su rol en la internalización de permeasas mediada por ubiquitina en la superfi cie 
celular, Rsp5 también participa en el tráfi co intracelular (O’Donell et al., 2010). Esto pone de 
manifi esto que la regulación mediante la internalización desde la membrana plasmática no es el 
único mecanismo para controlar la abundancia de transportadores presente en ella. La entrada 
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de los nuevos transportadores en la ruta de secreción puede regularse de modo que estos vayan 
directamente a los endosomas/vacuola sin pasar por la membrana plasmática en respuesta 
a condiciones ambientales específi cas. Ejemplo de ello son el transportador de uracilo Fur4 
(Blondel et al., 2004) y el transportador general de aminoácidos Gap1 (O’Donell et al., 2010; 
Soetens et al., 2001; Heliwell et al., 2001). En ambos casos, su clasifi cación desde la ruta de 
secreción hacia la vacuola implica la ubiquitinación por parte de Rsp5. Estos datos, junto a 
nuestras observaciones en los ensayos de BiFC donde se contempló un cambio en la distribución 
intracelular de la interacción Hxt6-Art4 tanto en células que sobreexpresan Snf1 como Bmh2, 
plantean la posibilidad de que la ubiquitinación tenga un papel en este fenómeno. Estudios 
precedentes en el transportador de lactato Jen1 dejaron evidencia que los estados de fosforilación/
ubiquitinación regulan la actividad de Art4, siendo necesaria para la ubiquitinación de Art4 la 
desfosforilación mediante la fosfatasa PP1 de los patrones de fosforilación originados por Snf1 
(Becuwe et al., 2012). De este modo, la sobreexpresión de Snf1 impediría por fosforilación la 
adecuada ubiquitinación de Art4 o del propio transportador por parte de Rsp5, quedando el 
complejo Hxt6-Art4 retenido en compartimentos intracelulares al no poseer la señal adecuada 
para su correcto tráfi co. En el estudio inicial que describió a la familia de proteínas ART, se 
describió como la mutación  de la lisina 486 a arginina de Art1 impedía la ubiquitinación por 
Rsp5 y como consecuencia su deslocalización del Golgi al citoplasma (Lin et al., 2008). Aunque 
estos datos no presentan relación directa con el presente estudio, apoyan la idea de que variaciones 
en la ubiquitinación de adaptadores de Rsp5 pueden modifi car su localización subcelular. La 
sobreexpresíon de Bmh2 tiene un efecto similar al de Snf1, aunque el origen de la incorrecta 
localización del complejo Hxt6-Art4 no será en ambos casos exactamente el mismo. En células 
crecidas en rafi nosa, Snf1 se encontrará en su forma activa y fosforilará a Art4 creando sitios 
de unión para Bmh2 qué interaccionará con Art4. La sobreexpresión de Bmh2 podría estar 
favoreciendo interacciones inespecífi cas Art4-Bmh2 o dímeros Bmh2. Estudios precedentes 
demostraron como la interacción Bmh2-Art4 coordina la ubiquitinación de Art4 en respuesta 
a la disponibilidad de glucosa (Becuwe et al., 2012), por lo tanto la sobreexpresión de Bmh2 
podría estar modifi cando la ubiquitinación de Art4 por Rsp5, que tendrá como consecuencia la 
localización incorrecta del complejo Hxt6-Art4. Aunque la función más conocida de Rsp5, y por 
tanto de la ubiquitina, es su implicación en la via endocítica, su función no solo se limita a esta 
parte del tráfi co intracelular, sino que cada vez parece ser más evidente su implicación en otros 
mecanismos, como por ejemplo la ubiquitinación de Gap1 en la red trans Golgi para ser dirigido 
a endosomas  (Lauwers et al., 2009).  

A partir de los resultados obtenidos a lo largo de la presente tesis, corroborados por las 
observaciones de otros autores en relación a la regulación del transportador de lactato Jen1 que 
comparte con Hxt6 la vía de regulación por endocitosis que se publicaron durante el transcurso 
de este trabajo (Becuwe et al., 2012), nos permite proponer de forma coherente y unifi cada 
un modelo para la regulación del tráfi co del transportador de glucosa de alta afi nidad Hxt6 en 
respuesta a cambios en la fuente de carbono. Además del papel de Art4 en la endocitosis de 
Hxt6, la observación de que la interacción de ambas proteínas se produce en compartimentos 
intracelulares (RE/Golgi/vesículas/vacuola) además de en la membrana plasmática, sugiere que 
el complejo Hxt6-Art4 junto con la E3 ubiquitina ligasa Rsp5, que demostró interaccionar 
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con Art4 en todas las condiciones de crecimiento probadas (Becuwe et al., 2012), formará un 
complejo ternario Hxt6-Art4-Rsp5. En bajas concentraciones de glucosa Bmh2, a través de la 
fosforilación de  Art4 promovida por Snf1, se unirá a este complejo que acompañará a Hxt6 
hasta la membrana plasmática en condiciones de baja disponibilidad de glucosa. Por el contrario, 
la adición de glucosa provocaría la desfosforilación  de Art4 por la subunidad catalítica de PP1, 
Glc7, que supondrá la pérdida de la interacción con Bmh2 y la recuperación de la función de 
Art4 en la endocitosis, que destinará a Hxt6 a entrar en la vía endocítica hasta ser degradado en 
la vacuola. 

A raíz del trabajo publicado sobre TXNIP, α-arrestina de mamíferos, y su implicación en la 
regulación del transporte de glucosa a través de una ruta que implica a AMPK y la internalización 
de GLUT1 (Wu et al., 2013), es imposible no establecer algunos paralelismos entre mamíferos 
y levaduras. Al igual que Art4, TXNIP es necesaria para la endocitosis del transportador de 
glucosa GLUT1, y AMPK, homólogo en humanos de Snf1, participa en su regulación mediante 
fosforilación, que destina a TXNIP a ser degradada como mecanismo de prevención de la 
internalización de GLUT1 en condiciones de escasez de glucosa (Wu et al., 2013). Nuestras 
observaciones muestran una mayor acumulación de Art4, y también de Art7, en células crecidas 
en glucosa o tras la adición de la misma a cepas crecidas en fuentes de carbono no preferidas 

Figura 47. Modelo de la llegada de Hxt6 a la membrana y posterior endocitosis donde se 
muestra la interacción entre Hxt6 y Art4 en compartimentos intracelulares que junto a Snf1 
y Bmh2 estarán implicados en la llegada de Hxt6 hasta la membrana, asegurando su correcta 
inserción en la misma en condiciones escasez de glucosa. En respuesta a la adición de glucosa 
y tras la correcta ubiquitinacion del transportador tras la salida de Snf1 y Bmh2 del complejo, 
se producirá la endocitosis de Hxt6, que destinará a Hxt6 a pasar por endosomas y cuerpos 
multivesiculares antes de ser degradado en la vacuola.  
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como la rafi nosa. Estos datos parecen estar en concordancia con estudios precedentes donde se 
describía que tras la adición de glucosa al medio tiene lugar la ubiquitinación de Art4 después 
de producirse su desfosforilación, fenómeno necesario para su activación y participación en 
endocitosis (Becuwe et al., 2012). Nuestros resultados muestran la acumulación de Art4 cuando 
la glucosa es la fuente de carbono presente en el medio, situación en la que Art4 se encontrará 
ubiquitinada y activa para intervenir en la endocitosis de Hxt6 cuando éste no sea requerido en la 
membrana plasmática. Por el contrario, los niveles de Art4 son imperceptibles en células crecidas 
usando rafi nosa como fuente de carbono y del mismo modo estos niveles se ven disminuidos 
cuando se sustituye la fuente se carbono de glucosa a rafi nosa. Este fenómeno señala que la forma 
fosforilada de Art4, observada en respuesta a bajos niveles de glucosa, es más inestable y por 
tanto podría estar implicada directamente en su degradación, evitando así su posible papel en la 
endocitosis de Hxt6 cuando este transportador sea necesario para mantener niveles intracelulares 
de glucosa adecuados. Aunque el fundamento de este mecanismo es poco conocido en levadura, 
sería probable que la fosforilación de Art4 por Snf1 desencadenara la degradación de Art4 en 
condiciones de baja glucosa, como recientemente ha sido descrito en el caso de Art7 (O’Donell et 
al., 2014). Además de las similitudes ya expuestas, la deleción de TXNIP incrementa de manera 
importante los niveles del transportador GLUT1 y este aumento viene explicado en parte por un 
incremento en los niveles del mRNA de GLUT1, del mismo modo que ocurre en el caso de Hxt6 
y el mutante art4, demostrando una vez más que las analogías entre levadura y mamíferos, a pesar 
de ser en muchos casos imperfectas, pueden resultar de gran utilidad para el entendimiento de 
mecanismos celulares básicos que permiten obtener las primeras pistas sobre el funcionamiento 
en organismos superiores.
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1. El transportador de potasio Trk1 es diana de ubiquitinacion y la E3 ubiquitina ligasa Irc20 es 
candidata a llevar a cabo la conjugación entre transportador y ubiquitina.

2. La actividad  de la ATPasa de protones Pma1 se ve incrementada durante los quince minutos 
posteriores a un ayuno de potasio, confi rmando la predicción de un modelo matemático.

3. La proteína quinasa Snf1 interacciona físicamente tanto con Art4 como con Art7, pero no con 
los demás miembros de la familia ART ensayados.

4. Las proteínas 14-3-3 interaccionan físicamente con las proteínas ART 1, 2, 4, 6, 7, 8 y 9. Estos 
datos sugieren un mecanismo de regulación extendido entre los miembros de la familia ART, 
siendo la fosforilación de algunos de sus miembros, como Art4, importantes para la interacción 
Art4-14-3-3.

5. Snf1 interacciona a través de su dominio regulador con la mitad N-terminal de Art4, 
fragmento con la que también interaccionan las proteínas 14-3-3 de manera fosfodependiente, 
estableciéndose asi la formación del complejo Art4-Snf1-14-3-3. 

6. Se ha demostrado por primera vez la interacción física entre Hxt6 y Art4, la cual se produce 
no solo cuando Hxt6 necesita ser endocitado tras un cambio en la fuente de carbono de rafi nosa 
a glucosa, sino también en células crecidas en rafi nosa como fuente de carbono. Esta observación 

Conclusiones
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podría implicar a Art4 no solo en el proceso de endocitosis sino también en el tráfi co intracelular 
de Hxt6. Tanto la quinasa Snf1 como las proteínas 14-3-3 tienen un efecto sobre la localización 
subcelular del complejo Hxt6-Art4, así como sobre la endocitosis y degradación de Hxt6.

7. La disrupción tanto de ART4 como de ART7 origina niveles de transportador Hxt6 muy 
superiores a los que presenta una cepa silvestre. En el caso de la cepa mutante art4, estos niveles 
anómalos tienen, en parte, origen transcripcional. 

8. La disrupción de ART4 y ART7 no tienen un efecto sobre la acumulación de los transportadores 
Hxt1 y Hxt3 en las condiciones ensayadas, aunque no se pueden descartar otras implicaciones de 
Art4 y Art7 en su regulación.

9. Los ensayos con el análogo tóxico de la glucosa, 2-DG, muestran que el transporte de glucosa 
se encuentra afectado en los mutantes art4 y art7. Del mismo modo sugieren que en la regulación 
de los transportadores Hxt1 y Hxt3 también se encuentran implicadas las α-arrestinas Art4 y 
Art7, aunque no en las condiciones testadas. 



Anexos*

*Durante la ejecución de esta tesis doctoral, se ejecutó un trabajo de investigación paralelo 
que se presenta en el Anexo 1. Los datos y resultados que se muestran a continuación fueron 
obtenidos en colaboración con la empresa DualSystems Biotech.
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1. Mejora del sistema Split-Trp: una plataforma versátil para la detección de 
interacciones proteína-proteína 

Los sistemas basados en el doble híbrido en levadura son potentes herramientas para la detección 
y caracterización de las interacciones proteína-proteína (IPP). Sin embargo, algunos tipos de 
proteínas como las proteínas integrales de membrana o los factores de transcripción no pueden 
ser estudiados mediante el uso de esta técnica. El desarrollo, por tanto, de nuevas plataformas que 
solucionen este tipo de limitaciones resultan de especial interés. La técnica Split-Trp detecta las 
IPP a través de la reconstitución de la proteína sensor Trp1, permitiendo a las células trp1 crecer 
en medio carente de triptófano (Figura A1.1). El sensor deriva de una enzima monomérica de 24 
KDa que cataliza la isomerización del N-(5’-fosforibosil)-antranilato en la ruta de biosíntesis del 
triptófano en Saccharomyces cerevisiae (Tafelmeyer et al., 2004). Dado que la interacción supone la 
reconstitución directa de Trp1 y es independiente de la activación de reporteros transcripcionales, 
el número esperado de falsos positivos podría verse reducido signifi cativamente. Además, esta 
tecnología permitiría la detección de las IPP en su localización nativa como el citosol, el núcleo, la 
membrana plasmática o las membranas de compartimentos intracelulares. 

Anexo 1

Mejora del sistema Split-Trp: una 
plataforma versátil para la detección de 

interacciones proteína-proteína
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Una de las limitaciones encontradas durante el desarrollo de esta técnica fue la difi cultad para 
la detección de interacciones débiles. Se postuló que la causa podría deberse a los bajos niveles 
de expresión derivados de la utilización de vectores que contienen orígenes de replicación CEN/
ARS, hecho que podría encontrarse acentuado en el caso de expresión de proteínas heterólogas. 

La forma en la que se decidió abordar el problema fue mediante la sustitución de los orígenes de 
replicación de copia única CEN/ARS por secuencias 2μ, que permiten la acumulación de hasta 50 
copias de vector por célula, incrementando de este modo los niveles de expresión de la proteína.  

Con los vectores 2μ generados, se analizó mediante ensayos de crecimiento en medio sólido si la 
sensibilidad del sistema se veía incrementada con los cambios realizados, utilizando como controles 
el sistema de interacción fuerte p53-p53 y la interacción débil p53-Mdm2, al mismo tiempo 
que se utilizaron los controles necesarios para detectar la aparición de posibles falsos positivos. 
Dado que la expresión tanto de la proteína cebo como de la presa están sometidas al control 
del promotor del gen CUP1, la fl exibilidad del sistema se ve incrementada al poder manipular 
de manera adicional los niveles de expresión mediante la adición de CuSO4, controlando así los 
niveles de proteínas que pudieran resultar tóxicas al ser expresadas en levadura.

Figura A1.1. Modelo del sistema Split-Trp, donde queda representado el fundamento de la 
técnica. La interacción entre dos proteínas fusionadas a las mitades N-terminal y C-terminal de 
Trp1 permitirá la reconstitución de la enzima funcional Trp1 otorgando a las células portadoras 
la capacidad de crecer en ausencia de triptófano en el medio.
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En resumen, nuestra aportación a la mejora de la técnica Split-Trp consistió en sustituir los 
orígenes de replicación CEN/ARS por los orígenes 2μ para, a continuación, observar si los 
cambios realizados en los plásmidos suponían una mejora en la sensibilidad del sistema. 

1.1. Generación de vectores

Para sustituir el origen CEN/ARS por un origen 2μ, se amplifi caron por PCR los vectores cebo 
y presa sin el origen CEN/ARS y del mismo modo se procedió con el origen de replicación 2μ.

Los siguientes 6 fragmentos de PCR fueron amplifi cados.

• p-I-CTrp3 (vector vacio cebo, control)
• p-p53-CTrp3
• pNTrp-I (vector vacio presa, control)
• pNTrp-p53
• pNTrp-Mdm2
• Origen de replicación 2μ

Los fragmentos de PCR fueron purifi cados con el kit GeneClean Turbo (MP Biomedicals) 
después de ser separados en un gel de agarosa. Debido a que los oligonucleótidos utilizados para 
la reacción de PCR carecen del grupo 5’-fosfato necesario para el siguiente paso de ligación, 
el fragmento de PCR correspondiente al origen 2μ se fosforiló utilizando una polinucleótido 
quinasa atendiendo a las recomendaciones del proveedor (Fermentas).

1.2. Clonaje

Los vectores amplifi cados se combinaron con el origen 2μ fosforilado y una DNA ligasa en 
diferentes reacciones de ligación. Como consecuencia de la falta de un grupo 5’-fosfato en los 
extremos de los vectores amplifi cados  la auto-ligación de los plásmidos fue eludida. El clonaje del 
origen 2μ fue no-direccional, puesto que la orientación del mismo no afecta a su función.

Las siguientes fueron las reacciones de ligación llevadas a cabo:

1. p-I-CTrp3 (fragmento de PCR ) + 2μ (fragmento de PCR)
2. p-p53-CTrp3 (fragmento de PCR) + 2μ (fragmento de PCR)
3. pNTrp-I (fragmento de PCR) + 2μ (fragmento de PCR)
4. pNTrp-p53 (fragmento de PCR) + 2μ (fragmento de PCR)
5. pNTrp-Mdm2 (fragmento de PCR) + 2μ (fragmento de PCR)
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Figura A1.2. Nuevos vectores obtenidos tras la sustitución de los origenes de replicación 
CEN/ARS por los 2μ. (A) Vector para la obtención de la fusión de la proteína cebo. Vector vacio 
(B) Vector para la obtención de la fusión de la proteína presa. En este caso el vector contiene 
la proteína fl uorescente azul eCFP. (C) Vector para la fusión de p53 a la parte CTrp, que será 
utilizado como control de interacción fuerte. (D) Vector para la obtención de la proteína p53 
fusionada a NTrp, que será utilizado como control de interacción fuerte al enfrentarlo a la 
fusión p53-CTrp. (E) Vector para la obtención de la fusión de Mdm a la parte NTrp, que 
será utilizado como control de interacción débil al enfrentarlo a la fusión p53-CTrp. Imágenes 
adaptadas de DualSystems. 
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Tras la ligación, las muestras fueron transformadas en E.coli y los plásmidos fueron amplifi cados y 
purifi cados mediante técnicas estándar. Con el DNA purifi cado a partir de las colonias positivas, 
se llevaron a cabo digestiones con enzimas de restricción y PCR para comprobar la correcta 
inserción del origen de replicación 2μ. Los vectores obtenidos se muestran a continuación (Figura 
A1.2).

1.3. Transformación en levadura

Los vectores obtenidos y verifi cados en apartados anteriores se transformaron en la cepa de 
levadura CRY1 que carece del gen endógeno TRP1. Las siguientes combinaciones de vectores cebo 
y presa (Tabla A1.1) fueron las utilizadas para examinar el posible incremento de la sensibilidad 
del sistema.

Las células sometidas a la transformación fueron seleccionadas en medio -Ura -Leu y las colonias 
positivas fueron sometidas a análisis de crecimiento en medio sólido.

Vector Cebo Vector Presa

1 p-p53-CTrp3 (CEN/ARS) pNTrp-I (CEN/ARS)

2 p-I-CTrp3 (CEN/ARS) pNTrp-p53 (CEN/ARS)

3 p-I-CTrp3 (CEN/ARS) pNTrp-Mdm2 (CEN/ARS)

4 p-p53-CTrp3 (CEN/ARS) pNTrp-p53 (CEN/ARS)

5 p-p53-CTrp3 (CEN/ARS) pNTrp-Mdm2 (CEN/ARS)

6 p-p53-CTrp3 (2μ) pNTrp-I (2μ)

7 p-I-CTrp3 (2μ) pNTrp-p53 (2μ)

8 p-I-CTrp3 (2μ) pNTrp-Mdm2 (2μ)

9 p-p53-CTrp3 (2μ) pNTrp-p53 (2μ)

10 p-p53-CTrp3 (2μ) pNTrp-Mdm2 (2μ)

11 p-p53-CTrp3 (CEN/ARS) pNTrp-I (2μ)

12 p-p53-CTrp3 (CEN/ARS) pNTrp-p53 (2μ)

13 p-p53-CTrp3 (CEN/ARS) pNTrp-Mdm2 (2μ)

14 p-I-CTrp3 (CEN/ARS) pNTrp-Mdm2 (2μ)

Tabla A1.1. Combinación de los diferentes vectores para la comprobación de la mejora del sistema 
Split-Trp.
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1.4. Goteos en medio selectivo

Para la comprobación de la efi ciencia del nuevo sistema, las colonias co-transformadas  con las 
diferentes combinaciones de vectores fueron crecidas en medio líquido hasta alcanzar la saturación 
y sometidas a diluciones seriadas, según la siguiente metodología. 

Diluciones:

D1: 20 μL de cultivo saturado + 180 μL agua Mili Q (1/10)
D2: 20 μL de D1 + 180 μL agua Mili Q (1/100)

Placas:

SD -UL
SD -ULW
SD -ULW + sulfato de cobre  (CuSO4) concentración fi nal  100 μM 

1.5. Resultados

Como observaron con anterioridad el personal técnico de DualSystems, las cepas transformadas 
con p-p53-CTrp3 (CEN/ARS) / pNTrp-I-p53 (CEN/ARS) crecían en ausencia de triptófano en 
placas que contenían 100 μM CuSO4 a temperatura ambiente (Fig 3). También se observó la 
aparición de pequeñas colonias en cepas que contenían p-p53-CTrp3 (CEN/ARS) / pNTrp-I-
Mdm2 (CEN/ARS) después de 6 días de incubación. 

En el caso de las cepas transformadas con los nuevos vectores con orígenes de replicación 2μ, se 
observaron los siguientes resultados destacables (Figura A1.3):

1. Crecimiento robusto en medio -Trp de las cepas p-p53-CTrp3 (2μ) / pNTrp-I-p53 (2μ) bajo 
todas las condiciones probadas (+/- CuSO4, 28oC, RT (25oC)) en 3 días.

2. Una relevante mejora en el crecimiento de cepas que contenían los vectores p-p53-CTrp3 
(2μ) / pNTrp-I-Mdm2 (2μ) en placas que contenían CuSO4 a cualquiera de las temperaturas 
comprobadas después de 6 días de incubación.

La mejora en el crecimiento de las cepas portadoras de las versiones 2μ de los vectores Split-Trp, 
tanto en el caso de la interacción fuerte como en la débil, es un indicador del incremento de la 
sensibilidad del sistema debido al aumento del número de copias del plásmido. 

Sin embargo, un posible inconveniente del incremento en el número de copias es la aparición 
de crecimiento en cepas portadoras de combinaciones de vectores que representan controles 
negativos. Pudimos observar crecimiento robusto en cepas portadoras de p-p53-CTrp3 (2μ) / 
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pNTrp-I (2μ) en todas las condiciones testadas. Además, también se observó crecimiento en cepas 
portadoras de la combinación p-I-CTrp3 (2μ) / pNTrp-I-Mdm2 (2μ) en placas que contenían 
CuSO4 crecidas a temperatura ambiente, aunque en tasas mucho menor que en el caso anterior 
(Figura A1.3). Esto podría suponer un inconveniente ya que, en aquellos casos en los que se 
utilice una proteína cebo que se exprese a niveles elevados en levadura, podría dar origen a falsos 
positivos.

Figura A1.3. Goteos en medios selectivos para el análisis de las interacciones fuertes (p53-p53), 
débiles (p53-Mdm2) y controles necesarios para comprobar la mejoría en la sensibilidad de la 
técnica. Se compararon las combinaciones originales de vectores con orígenes CEN/ARS con 
los vectores 2μ generados en este estudio, utilizando combinaciones 2μ - 2μ o CEN/ARS - 2μ. 
Del mismo modo, se utilizaron medios con presencia/ausencia de CuSO4 y se comparó el 
crecimiento a diferentes temperaturas (28°C y temperatura ambiente (RT)).
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La aparición de este fondo en el ensayo podría deberse al exceso de producción de la proteína 
cebo p53, que encontraría al fragmento NTrp en el retículo endoplasmático (ER) permitiendo 
la reconstitución no específi ca de la proteína Trp1. Sin embargo, es probable que en futuras 
aplicaciones otras proteínas cebo no se acumulen en grados similares a p53-CTrp3 y por tanto ese 
crecimiento no específi co se vea reducido considerablemente. 

Tratando de minimizar la aparición de este crecimiento no específi co, que podría limitar la 
aplicación de este sistema de detección de interacciones proteína-proteína en algunos contextos, 
se decidió comprobar una tercera combinación de vectores: vectores cebo que contenían orígenes 
CEN/ARS y vectores presa con orígenes 2μ. Se postuló que si se reducía la expresión de las 
fusiones CTrp, se moderaría la acumulación en el ER y por tanto disminuiría el crecimiento no 
específi co observado en las combinaciones 2μ. 

Como se observa en los paneles inferiores de la fi gura A1.3, la combinación CEN/ARS-2μ 
aporta una mejora considerable en el crecimiento tanto de la interacción fuerte como de aquella 
débil al ser comparado con los vectores CEN/ARS, tras 6 días de incubación a temperatura 
ambiente en placas que contenían CuSO4. Además, el crecimiento inespecífi co observado en las 
combinaciones 2μ desaparece con la nueva combinación CEN/ARS-2μ, reforzando así la idea 
de que la combinación entre vectores puede suponer mejoras en la detección de determinadas 
interacci ones.

En conclusión, dependiendo de la acumulación relativa de la proteína de fusión cebo a ser 
estudiada, la versión de los plásmidos CEN/ARS o 2μ puede utilizarse para rastrear librerías 
de vectores 2μ. De acuerdo con el modelo de interacciones probadas en este estudio, tanto las 
interacciones fuertes como las débiles podrían ser detectadas y el número de falsos positivos 
esperados sería relativamente bajo. 

A pesar de estos resultados positivos y prometedores, los científi cos de la empresa DualSystems 
fueron incapaces de utilizar estos vectores para generar bibliotecas que cumplieran con los 
requisitos de calidad necesaria y por tanto decidieron abandonar este abordaje.

Los resultados obtenidos en esta colaboración dieron lugar a la siguiente presentación en un 
congreso internacional.
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Abstract

The intrinsic ability of cells to adapt to a wide range of environmental conditions is a fundamental process required for
survival. Potassium is the most abundant cation in living cells and is required for essential cellular processes, including the
regulation of cell volume, pH and protein synthesis. Yeast cells can grow from low micromolar to molar potassium
concentrations and utilize sophisticated control mechanisms to keep the internal potassium concentration in a viable range.
We developed a mathematical model for Saccharomyces cerevisiae to explore the complex interplay between biophysical
forces and molecular regulation facilitating potassium homeostasis. By using a novel inference method (‘‘the reverse
tracking algorithm’’) we predicted and then verified experimentally that the main regulators under conditions of potassium
starvation are proton fluxes responding to changes of potassium concentrations. In contrast to the prevailing view, we show
that regulation of the main potassium transport systems (Trk1,2 and Nha1) in the plasma membrane is not sufficient to
achieve homeostasis.
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Introduction

Potassium is an essential cation required for many cellular

processes including the regulation of cell volume, intracellular pH,

protein synthesis, activation of enzymes, and maintenance of the

plasma membrane potential [1–4]. In their natural environment,

most cell types have to accumulate intracellular potassium against

a strong concentration gradient. Animal cells utilize the energy

stored in ATP to directly pump potassium ions into the cell via the

Naz/Kz ATPase. This enzyme is absent in most fungi and plants

[2], which have developed alternative mechanisms to control the

intracellular potassium concentration. Saccharomyces cerevisiae (S.c.)

cells can grow in media with a potassium concentration ranging

from 10mM to 2:5M. Despite extensive knowledge about the

identity and function of most potassium transporters in this

organism [3], a systems level understanding of the interplay and

regulation of the various transport pathways is still lacking.

In S.c., uptake of potassium across the plasma membrane is

driven by the membrane potential, which itself is generated by

proton pumping via the Hz-ATPase, Pma1 [5,6]. The high

affinity and high velocity transporter, Trk1, is the major uptake

system for potassium. The expression levels of the other Trk

protein, Trk2, are low, compared to Trk1, and therefore

considered of minor importance [7,8]. A low affinity uptake

observed by electrophysiological techniques in trk1,2 double

mutants has been attributed to the putative calcium blocked

channel Nsc1, though the gene responsible for this transport

activity has not been found yet [9,10]. Efflux of potassium is

strongly pH-dependent and coupled to sodium toxicity. The

antiporter Nha1 extrudes Naz or Kz ions in exchange for

protons under acidic environmental conditions and contributes to

the continuous cyclic flux of potassium ions across the plasma

membrane and to pH regulation [11,12]. It is only at higher

external pH that potassium or sodium is actively extruded by the

Ena1 ATPase [13–15]. Another potassium efflux system is the

voltage gated channel, Tok1. Electrophysiological studies revealed

that Tok1 opens at positive membrane potentials, which do not

occur under normal physiological conditions [16]. Potassium is

also stored in intracellular compartments, in particular in the

vacuole. The effect of intracellular transport is, however, not

sufficiently characterized yet [3,17].

Besides protons, a number of other ions are associated with the

transport of potassium. The anion bicarbonate was shown to be

important for potassium accumulation [18]. Decarboxylation

reactions produce carbon dioxide, which is quickly converted to

carbonic acid (H2CO3), by carbonic anhydrase. Carbonic acid can
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either diffuse freely across the cell membrane or dissociate into

bicarbonate (HCO3
{), and protons. While protons can be

extruded via Pma1, the permeability of bicarbonate is very low

compared to that of carbonic acid. The resulting accumulation of

bicarbonate provides the link to potassium homeostasis; the

negative charges carried by bicarbonate can be balanced by

potassium cations. In principle, other weak acids could contribute

in a similar way to potassium accumulation, but our results below

and previous investigations suggest that the bicarbonate reaction

plays an important role [18]. Potassium transport is also related to

ammonium toxicity [19]. Under low external potassium condi-

tions, ammonium leaks into the cells, presumably via potassium

transporters. Toxic concentrations of ammonium are counteracted

by increased production and excretion of amino acids [19].

The maintenance of a minimal potassium concentration

requires the orchestration of the different transport systems under

the constraints of various thermodynamic forces. In this article, we

use a mathematical model in conjunction with a novel inference

algorithm (the reverse tracking algorithm) and model-driven

experimentation to identify the key transport mechanisms that

must be regulated under the conditions of potassium shortage. We

show that the activation of the proton pump, Pma1, and the

activation of the bicarbonate reaction sequence are the regulators

of potassium homeostasis. We also show that potassium homeo-

stasis is an example of non-perfect adaptation: The intracellular

potassium concentration depends on the external potassium

concentration and is only regulated to keep minimal levels of

potassium required for survival. This is different from other

homeostatic systems such as osmoregulation [20], where certain

stationary systems characteristics perfectly adapt, irrespective of

the external conditions.

Results

Potassium starvation experiments
To study the response of S.c. cells to an abrupt decrease of

external potassium, we performed potassium starvation experi-

ments using Kz and Naz free media. Cells grown in non-limiting

potassium (50mM KCl) were washed with Kz-free YNB medium

(YNB without amino acids and ammonium sulphate, Formedium

UK, CYN7505 plus 2% glucose, traces of KCl left: 15 mM,

hereafter referred to as Translucent Kz-free medium [21]) and

resuspended in the same medium [12]. The time course for

changes in intracellular potassium concentrations for the wild type

strain exhibits two different phases (Figure 1A). In the first hour of

starvation there is a large net efflux of potassium indicated by the

rapid decrease in the intracellular concentration. Loss of potassium

slows down in the second phase and the internal concentration

slowly approaches a new stationary state (Table 1). Although the

cells cannot perfectly adapt to the large concentration gradients

they are able to keep a certain amount of potassium required for

survival (approx. 30mM). Interestingly, the second phase of

potassium loss is slower for the trk1,2 double mutant than for the

wild type (wt). This is surprising, because it is believed [3] that

increased uptake of potassium via Trk1 even at very low external

potassium concentrations is a major mechanism of potassium

homeostasis. Thus, one would have expected the concentration of

internal potassium in the trk1,2 mutant to be lower than in the wild

type. The time course for the nha1 mutant is not significantly

different from the trk1,2 mutant (see also Figure S7 in Text S1).

A mathematical model for potassium transport
Multiple signaling pathways modulate the activity of the various

transport systems involved in potassium homeostasis [2–

6,14,15,22–24]. However, it is not entirely clear which of these

signals are essential to achieve homeostasis and how they are

acting under the constraints set by the thermodynamics of ion

transport. To study these constraints, we developed a minimalistic

mathematical model which incorporates the essential parts known

to be important for potassium homeostasis. The model describes

the dynamic coupling between the intracellular potassium

concentration ½Kz�i, internal pH (pHi ), carbon dioxide concen-

tration ½CO2�, membrane voltage Vm, and cell volume V . A

complete description of the equations and parameter values is

given in the Materials and Methods section and derivations can be

found in the Text S1. Here, only the basic model structure is

given:

d

dt
½Kz�i~{ JTrk1,2

K zJNha1
K zJTok1

K zJleak
K

� �
ð1Þ

d

dt
½CO2�~{ J

transport
H2CO3

zJ
transport
HCO{

3
zJ

prod
CO2

� �
ð2Þ

d

dt
½pHi�~

1

b
JPma1
H zJNha1

H zJleak
H z(1{a)J

transport
H2CO3

zaJ
transport
HCO{

3

� � ð3Þ

Vm~{
F :V

cm:A
b:pHi{½Kz�iz½HCO{

3 �i{½Z�� � ð4Þ

d

dt
½V �~Lp

:A: Pi{P0{Ptð Þ: ð5Þ

Equation (1) links the temporal change of the intracellular

potassium concentration to the various potassium transport fluxes

Author Summary

Without potassium, all living cells will die; it has to be
present in sufficient amounts for the proper function of
most cell types. Disturbances in potassium levels in animal
cells result in potentially fatal conditions and it is also an
essential nutrient for plants and fungi. Cells have devel-
oped effective mechanisms for surviving under adverse
environmental conditions of low external potassium. The
question is how. Using the eukaryotic model organism,
baker’s yeast (Saccharomyces cerevisiae), we modeled how
potassium homeostasis takes place. This is because,
through mathematical modeling and experimentation,
we found that the electro-chemical forces regulating
potassium concentrations are coupled to proton fluxes,
which respond to external conditions in order to maintain
a viable potassium level within the cells. Our results
challenge the current understanding of potassium ho-
meostasis in baker’s yeast, and could potentially be
extended to other microorganisms, including non-conven-
tional yeasts such as the pathogenic Candida albicans, and
plant cells. In the future, the fundamental bases for this
descriptive and predictive model might contribute to the
development of new treatments for fungal infections, or
developments in crop sciences.

Potassium Starvation in Yeast
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JK (Figure 1B). The model comprises the Trk1,2 system

(abstracted as a single system, JTrk1,2
K ), the Nha1 antiporter

(JNha1
K ), and the Tok1 channel (JTok1

K ). To mimic the joint

contribution of other, mainly non-specific transport pathways for

potassium (e.g. Nsc1) we added a potassium leak current Jleak
K to

the model. The Ena1 ATPase is neglected because it is known to

be inactive at the relatively low external pH used in the

experiments [15].

The dynamics of carbon dioxide (Equation (2)) is coupled to the

transport fluxes of bicarbonate J
transport
HCO{

3
and carbonic acid

J
transport
H2CO3

. These transport rates are given in the Materials and

Methods section (Equations (18–19)) and a detailed derivation of

the bicarbonate model [25] is given in the Text S1. Carbon

dioxide is produced in various metabolic processes such as the

TCA cycle or pyruvate decarboxylation. It is impossible to model

all these processes explicitly, but we incorporate them in the

effective metabolic carbon dioxide production flux J
prod
CO2

. This flux

is an input to the model and was initially assumed to be constant.

The change in pH (Equation (3)) per change in proton

concentration is described by the buffering capacity b. In

principle, b is a function of the internal pH, but due to the

combined action of various buffering species [26] it can be

approximated by a constant for a wide range of intracellular pH

values. In addition to the proton fluxes via the Hz-ATPase Pma1

(JPma1
H ) and the Nha1 antiporter (JNha1

H ) there are many other

proton transport pathways in yeast. The corresponding net flux is

subsumed in the proton leak current Jleak
H . The effective proton

flux originating from the bicarbonate reaction sequence is given by

the term (1{a)Jtransport
H2CO3

zaJtransport
HCO{

3
, where a is the pH-dependent

fraction of dissociated carbon dioxide.

The membrane potential (Equation (4)) is modeled as a charge

balance equation (cm, specific membrane capacitance; F , Faraday
constant; A, surface area of the cell) [27]. We explicitly modeled

the charges carried by potassium, total protons (b:pHi) and

bicarbonate. The remaining net charges contributing to the

membrane potential are subsumed in ½Z�, which is determined by

the initial conditions of the dynamic variables in the model.

The cell volume (Equation (5)) depends on the balance between

internal osmotic pressure Pi, external osmotic pressure Po and

turgor pressure Pt [28]. Ion transport processes change the intra-

and extracellular solute concentrations and thus have an osmotic

effect (Equations (24–26)) in Materials and Methods). The

resistance against volume changes is given by the hydraulic

permeability parameter Lp [29].

The concentration and voltage dependent kinetics of all

transport systems were described by simple thermodynamic

consistent relationships. The driving force for the transport fluxes

of ions across the plasma membrane can be written as the

difference Vm{E of the membrane potential and the equilibrium

potential E. The equilibrium potential depends on the concen-

trations and stoichiometry of the ions transported, see Equations

(12–14) in the Materials and Methods section. For the potassium

fluxes in Equation (1) and the proton leak in Equation (3) we

assumed linear relations (Ohm’s law) of the form

J!I~g(Vm{E) between the driving force and the transport

flux J, or the corresponding electrical current I , respectively. For

the leak currents I leakK and I leakH we initially assumed constant

conductivity parameters g (Equations (9) and (11) in Materials and

Methods). The conductivity of the transport proteins Trk1,2,

Nha1 and Tok1 was modeled as a function of the membrane

voltage, see Equations (6–8) in Materials and Methods.

This minimalistic model captures the essential biophysical and

thermodynamic constraints under which control of potassium

homeostasis operates. Despite the simplicity of the model, the

experimental data was not sufficient to uniquely identify all the

parameters. We decided to use this flexibility to explore the

Figure 1. Homeostatic response to potassium starvation. (A) Experimental time courses of internal potassium concentrations in wild-type
(WT) cells, trk1,2 double mutants and nha1 mutants (symbols). Cells were grown in 50 mM KCl and resuspended in Translucent Kz-free medium at
t = 0. Solid lines (‘‘sim’’) are fits to the model using the reverse tracking approach (see text). (B) The components of the minimal biophysical model.
doi:10.1371/journal.pcbi.1002548.g001

Table 1. Optical densities during starvation.

Strain Time of starvation (hours)

1 2 3 4 5

wt 0.3 0.39 0.45 0.5 0.5

trk1,2 0.3 0.35 0.4 0.42 0.43

Optical densities for the wild type and the trk1,2 double mutant corresponding
to the potassium starvation experiments of Figure 1A.
doi:10.1371/journal.pcbi.1002548.t001
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parameter space for regions that are consistent with the data and

performed extensive parameter scans and sensitivity analysis

simulations. However, we were unable to identify a single

parameter combination which reproduced the experimental time

courses for the wild type strain observed in Figure 1A. In the

model, all potassium inside the cell was rapidly and completely lost

upon starvation (Figure S4A in Text S1). Based on our model

simulations, this believed to be caused by a strong efflux via the

Nha1 antiporter driven by the large concentration gradient across

the plasma membrane. This model behavior is robust against

various model variations, including the incorporation of an

intracellular potassium storage mechanism that mimics the

contribution of intracellular compartments to potassium retention.

Thus, we conclude that further dynamic mechanisms counteract-

ing the strong potassium gradient are essential for homeostasis.

Importantly, the model described so far incorporates only the

biophysics of transport but does not account for gene regulatory,

signal transduction or metabolic events affecting the transporter

activity.

Predicting the regulators with the reverse tracking
algorithm
The fact that the minimal model is not able to reproduce the

experimental time courses for potassium starvation means that

there are some unmodeled dynamics that are not captured by the

model. Under the working hypothesis that the model covers the

major biophysical effects of potassium transport we assumed that

there are additional regulatory responses to a shortage of

potassium. Available knowledge [2,3] and data is currently not

sufficient to develop exhaustive models for the metabolic, signal

transduction and gene regulatory responses to potassium starva-

tion. It is not even clear which of the transporters or other

components are activated or deactivated for the maintenance of

homeostasis. In engineering terms [30], neither the regulators nor

the signals triggering their action are sufficiently characterized.

To overcome this limitation, we combined our minimal

biophysical model with an inference algorithm for unmodeled

dynamics. We assumed that the unknown regulatory events

modulate the activity of the transport systems or other components

in the model. Mathematically this means that a constant

parameter in the model might in fact not be constant, but a

function of time. For example, the maximum conductivity gTrk1,2
(see Equation 6) of the Trk1,2 transport system could be

influenced by signal transduction events [3,31] in response to

low potassium. Any attempt to explicitly model this regulation by

additional equations is hindered by insufficient knowledge of the

structure and dynamics of the regulatory networks involved.

However, one might recoin the question and ask: ‘‘Is there a

function gTrk1,2(t) such that the given experimental time course

½Kz�expi (t) of intracellular potassium and the time course ½Kz�i(t)
predicted by the model are in sufficient agreement?’’. If such a

function gTrk1,2(t) would exist we would regard the modulation of

the Trk1,2 transporter as one potential regulatory mechanism and

Trk1,2 as a potential regulator of potassium homeostasis. However,

there might be another parameter h (e.g. gNha1,gTok1,I
max
Pma1, . . .)

associated with a transporter or another component in the model

for which a time course h(t) exists such that experimental data can

be reproduced. Our strategy was now to test different parameters

and corresponding processes for being potential regulators, see

Figure 2A. We define a transporter or any other component in the

model to be a potential regulator if a tracking control signal h(t)
exists which changes the activity of the component in such a way

that the experimental time course and stationary data can be

reproduced. We refer to this inference approach as the reverse

tracking algorithm, a more detailed mathematical explanation is

given in Materials and Methods.

We used the reverse tracking algorithm to test the transporters

Trk1,2, Ena1, Nha1, Tok1 and Pma1 and the activity of the

bicarbonate reaction for being potential regulators of potassium

homeostasis and then compared the predicted tracking control

signals to experimental observations. There is no tracking control

signal for the major uptake system Trk1,2; see Figure S1 in the

Text S1. This is in contrast to the prevailing view that increased

uptake of potassium via Trk1 is essential for potassium homeostasis

under starvation conditions. The loss of potassium after starvation

is slower in trk1,2 double mutants (see Figure 1A) than in wild type

cells. It was experimentally observed [12] that these double

mutants have a more negative membrane potential than wild type

cells under starvation conditions and also when external potassium

is plentiful. This stronger membrane potential (see also Figure S3

in the Text S1) counteracts the outwardly directed potassium

concentration gradient and thus explains the higher potassium

levels after starvation. Taken together, these results show that the

uptake of potassium via Trk1,2 is not the primary mechanism to

prevent excessive loss of potassium under starvation conditions.

Although we found a tracking control signal for the Nha1

antiporter, we excluded it from our list of potential regulators

based on two observations. First, as indicated in Figure 1A, the

time course of potassium loss in nha1 mutants is slower than in the

wild type and similar to the trk1,2 mutants. Secondly, it was

demonstrated that the influence of Nha1 on the internal potassium

concentrations decreases with time [11]. This is in contradiction to

our predicted tracking signal (Figure S2 in Text S1), which is

nonmonotonic in time.

Similarly, the unspecific transport pathways (leak currents) were

excluded, because it is not plausible that unspecific transporters

are regulated for the specific purpose of potassium homeostasis.

This is based on the well founded assumption that all potassium

specific transporters are active under our experimental conditions

are known [3] and included in the model. The non-specific cation

uptake system NSC1 can be excluded, because our medium

contains enough calcium to render NSC1 inactive [32]. The

proton flux Jleak
H includes many co-transport mechanisms with

nutrients and other molecules. It is thus unlikely, that one of these

transport mechanisms is specifically regulated in response to

potassium starvation.

The remaining parts in our model are the Pma1 Hz-ATPase

and the bicarbonate reaction sequence. For both of them, the

reverse tracking approach predicts a rapid burst of activity in

response to the rapid removal of external potassium (Figure 2B

and 2C). Activation of proton pumping by Pma1 (Figure 2B)

hyperpolarizes the plasma membrane, which counteracts the

large concentration gradient of potassium and thus limits

potassium efflux. An increased reaction flux (see Figure 2C)

through the bicarbonate system has a similar effect: The negative

charges carried by bicarbonate increase the magnitude of the

membrane potential and thereby compensate the potassium

gradient.

Experimental validation of the predicted regulators
To test the prediction that Pma1 is activated after potassium

starvation, we measured Pma1 activity from crude membrane

preparations [33] using an in vitro method that has been

extensively established as a faithful measure of in vivo Pma1

function [6,33,34]. Indeed, the activity measurements confirm the

prediction of the reverse tracking algorithm that Pma1 activity

increases rapidly (timescale of 10 minutes) and slowly declines

during the first hours of potassium starvation (Figure 2D). Control
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experiments revealed that Pma1 protein levels do not change

under these conditions. Moreover, we also observe, as predicted by

the model, that the Pma1 activity is higher in the trk1,2 mutant

than in the wild type strain throughout the time course of

potassium starvation (Figures 2B and D). To further substantiate

that the activation of Pma1 is essential for the response to low

potassium, we measured growth for Pma1 mutants pma1–204 and

pma1–205 [35] with decreased expression and ATPase activity (33

Figure 2. Regulation of potassium starvation. (A) The tracking approach to detect potential regulators of homeostasis. Parameters which are
constant in the minimal model are now considered as input functions. A parameter is called a potential regulator if it can be chosen to recover
(‘‘track’’) the experimental time courses. (B,C) The predicted activity changes for Pma1 (B) and the bicarbonate reaction system (C) in response to
potassium starvation. (D) Time course of ATPase activity for Pma1. (E) Time course of gene expression for the NCE103 gene encoding carbonic
anhydrase in the wild type strain. Confirmatory qRT-PCR measurements yield a 4:31+0:58 fold increase of the mRNA level in the wild type after
60 minutes of potassium starvation. For comparison, the expression in non-starved trk1,2 double mutant with respect to the wild type strain is
depicted. The mRNA levels for NCE103 in trk1,2 double mutants growing at 50mM Kz are higher by a factor of 4:1+0:82 compared to the wild type
strain (qRT-PCR measurements).
doi:10.1371/journal.pcbi.1002548.g002
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and 50% of wild type). Figure 3 shows that the ratio of the growth

rates at 1 mM and 50 mM external potassium is much lower for

the mutant strains than that of the wild type. These results are in

line with the recent finding that the brp1 mutant, which is a PMA1

promotor deletion, that leads to decreased Pma1 protein levels,

presents markedly decreased growth in low potassium medium

and defective rubidium uptake [36].

The second prediction from the reverse tracking approach was

an increased reaction flux for the bicarbonate system (Figure 2C).

This prediction is supported experimentally by an increased

mRNA expression of the NCE103 gene coding for carbonic

anhydrase, the enzyme catalyzing the bicarbonate reaction

(Figure 2E). This result was part of a genome-wide transcriptomic

analysis, using DNA microarrays, of the response to potassium

starvation (0–120 min) to be published elsewhere (Barreto et al.,

submitted). It was shown earlier that protein and mRNA levels of

carbonic anhydrase are highly correlated [37]. A qRT-PCR

measurement confirmed the increase in NCE103 expression in

wild type cells shifted to Kz free medium. After 60 minutes of

potassium starvation, the NCE103 mRNA levels increase more

than four-fold (4:31+0:58,n~3 independent experiments). These

results show that activation of both Pma1 and the bicarbonate

reaction sequence are essential for the control of internal

potassium concentrations. In non-starved cells the expression of

NCE103 is higher for the trk1,2 double mutant than for the wild

type (single dot in Figure 2E). A confirmatory semi-quantitative

RT-PCR measurement using the same RNA sample as in the

microarray experiment and one RNA sample from independent

cultures yielded a mean expression ratio of 4:1+0:82 (n~4 data

points) for trk1,2 relative to the wild type. These results suggest a

simple explanation for the reported hyperpolarization of the

trk1,2 double mutant [12]: A high activity of the bicarbonate

reaction sequence means that many protons and many bicar-

bonate ions are produced. Together with a more active proton

pump (Figures 2B and D), this results in a more negative

membrane potential that counteracts the outwardly directed

potassium gradient. The consequence is a higher intracellular

concentration of potassium (Figure 1A) in trk1,2 double mutants

than wild type cells.

Non-perfect adaptation to external potassium
concentrations
Homeostatic control of a cellular function in response to a

changing environment is often mediated by a negative feedback

loop. A change in the input signal (e.g. the external potassium

concentration) is counteracted by this feedback loop in order to

keep an essential cellular quantity (e.g. the intracellular potassium

concentration) in a range sufficient for the cell’s function. One

particular type of feedback is integral control, where the control

signal is the time integral of the difference between the reference

and the actual quantity [30]. Integral control was observed for a

number of cellular processes including bacterial chemotaxis

[38,39] and osmoregulation [20]. A characteristic property of

integral control is perfect adaptation, where the steady state input

is independent of the steady state output. For potassium this would

mean, that the same intracellular potassium concentration (output)

is approached irrespective of the extracellular potassium concen-

tration (input).

The activation of proton transport by Pma1 and the activation

of the bicarbonate system counteracting low external potassium

indicate the existence of a negative feedback loop. To further

investigate this feedback, we have modified the potassium

starvation experiment. As before, cells were grown at 50mM
external potassium, but now resuspended in media with different

external potassium concentrations. The potassium efflux and the

stationary internal concentrations are different for the different

external concentrations, which is also reflected by the model

(Figure 4A). To test whether these stationary intracellular

concentrations are characteristic for the external potassium, we

grew cells overnight in media with different external potassium

concentrations (Figure 4B). When external potassium is plentiful

(w1mM), the internal concentration attains an upper limit of

approx. 300mM. For low external potassium (v1mM), the

internal concentration is proportional to the external and agrees

with the stationary states of Figure 4A. These experiments show,

that perfect adaptation by integral control is not a characteristic of

potassium homeostasis for low external potassium. The molecular

function and characteristics of this feedback have to be further

explored.

Discussion

In summary, we found that direct regulation of potassium

transport proteins is not sufficient for the maintenance of viable

potassium levels inside the cell. Although the presence of Trk1,2

influences the dynamics of potassium loss under conditions of low

potassium, the regulation of their activity is not the main

regulatory process. Cells lacking these proteins have higher

intracellular potassium concentrations and the loss of potassium

after a rapid shift to low external potassium is slower than in wild

type cells. The adaptation to low potassium requires a rapid

modulation of proton fluxes as a rescue operation via the increased

production of bicarbonate and the activation of the Hz-ATPase

Pma1 (Figure 5). The observation that the internal steady state

potassium concentration is determined by the external concentra-

tion indicates, that potassium homeostasis is an example of non-

perfect adaptation, excluding the existence of integral control. The

detailed sensing and signaling mechanisms remain to be elucidated

and currently we cannot distinguish whether changes in internal or

external potassium are sensed directly or indirectly, e.g., as

changes of the membrane potential.

Although we cannot completely rule out the possibility that

other transport systems not considered in the model contribute to

homeostasis, we have reason to believe that our model covers the

Figure 3. PMA1 mutants with decreased expression and
ATPase activity. Strains RS514 (wild type, WT), RS515 (pma1–204)
and RS516 (pma1–205) were grown in YNB-based medium (supple-
mented with adenine and histidine) with 2% galactose to maintain
Pma1 activity from plasmid pYCp50-GALp::PMA1. Cells were diluted to
an OD600 of 0.04 in Translucent Kz-free medium (plus with 2%
glucose) containing 1 mM or 50 mM KCl. Growth was monitored for
17 h. Data represent the growth ratio at 1 and 50 mM KCl and are mean
+ SEM from 3 determinations.
doi:10.1371/journal.pcbi.1002548.g003
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dominant effects required for the maintenance of viable potassium

levels under starvation conditions. All experiments were per-

formed in the presence of calcium, which renders the activity of

the calcium blocked non-selective cation pathway Nsc1 unlikely.

In addition, non-specific transport of potassium is covered in the

model by the leak current. The information about potassium

storage in intracellular compartments in the literature is limited.

To test the influence of intracellular potassium fluxes originating

from an intracellular storage mechanism, we added a hypothetical

compartment which can release potassium in response to

starvation. This modification did not change the qualitative

behavior of the model and was not sufficient to explain the slow

efflux of potassium and the maintenance of sufficient intracellular

potassium after starvation. Thus, we excluded this modification

from the model.

Many cation transporters are evolutionarily conserved in other

yeast species and even in higher plants [1–3]. However, the

current knowledge for these organisms is not as detailed.

Considering the importance of ion homeostasis for some

pathogenic yeasts [40] and for the growth and development of

plants, the question of whether the regulation of proton fluxes

plays a similar dominant role as in S.c. is an interesting starting

point for future research.

The development of dynamic mathematical models requires a

compilation of all parts and processes which could potentially be

important for a cellular mechanism under consideration. Other

processes believed to be negligible are often lumped together in the

parameter values of the model. The decision of which processes to

incorporate or to neglect is often hampered by insufficient

biological knowledge. Incorporating too many details is imprac-

tical and leads to overly complex models with many parameters

and little predictive power. On the other extreme are simplistic

models which potentially neglect important processes and cannot

reproduce the experimental data. We believe that our strategy to

start with such a minimal model and to infer unmodeled dynamics

with a reverse tracking approach might be of broader interest in

systems biology. The reverse tracking algorithm provides (i)

candidate points of applications for regulatory signals not explicitly

captured by the model and (ii) an estimate of the corresponding

time dependent regulatory signal. We emphasize that these

potential regulatory signals have to be checked for biological

plausibility and have to be validated by experiments. It can be

applied when the core model for the process of interest is

‘‘underfitted’’, i.e. when it can not sufficiently reproduce the

experimental data because other regulatory process influence the

parameters in the model. Its main advantage is that it can be

applied even when an explicit modeling of the processes

generating these regulatory inputs is beyond reach. On the other

hand, the algorithm can be used as a tool for prioritizing

experiments. In combination with experiments, it also may also

help to indicate which model extensions are most promising.

Materials and Methods

Mathematical model
The basic structure of the mathematical model is given by

Equations (1–5) in the Results section. Here we report the details

Figure 4. Relationship of external and internal potassium. (A) Cells grown in 50 mM KCl were resuspended in 0.1, 0.2 and 0.5 mM KCl and the
time course of internal potassium was monitored. The lines show the data fit obtained from the reverse tracking algorithm. (B) Internal potassium
concentration in cells grown overnight at different external potassium concentrations. The steady state concentrations from (A) are indicated as
squares.
doi:10.1371/journal.pcbi.1002548.g004

Figure 5. Proposed mechanism of potassium homeostasis.
Changes of the external potassium concentration are sensed by an
unidentified sensor system either directly or indirectly, e.g, via the
membrane potential, internal potassium or pH changes. The sensor
signal triggers a modulation of proton fluxes using the bicarbonate
reaction system and the Pma1 proton pump as regulators.
doi:10.1371/journal.pcbi.1002548.g005
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of the kinetic relationships. Parameter values, initial conditions

and derivations are provided in the Text S1. In the following F , R

and T denote the Faraday constant, the gas constant and the

temperature.

Passive and secondary active potassium and proton

transport. The concentration and voltage dependent transport

currents of the passive or secondary active potassium and proton

transporters (Equations (6–11) below) are described by the

Ohmian relation I~g(Vm{E), where the conductivity g is either

constant (I leakK and I leakH ) or a function of the membrane voltage

(Trk1,2, Nha1, Tok1). The voltage dependent conductivity of the

transporter X[fTrk1,2,Nha1,Tok1g was described by the

function

g(Vm)~
gX

1zexp d|
zF

RT
Vm{V

1=2
X

� �� � ,

which can be derived from a simple model for the stochastic

opening and closing of a transporter or channel [27,29,41]. The

parameters d,V
1=2
X and gX for Tok1 were taken from the literature

[42]; for Trk1,2 we estimated them from electrophysiological data

[43]; see Figure S6 in Text S1. For Nha1 we assumed this voltage-

dependent conductivity on the basis of [44]. This approach leads

to the following transport kinetics (here z~1)

ITrk1,2K ~
gTrk1,2|S

1ze
dTrk1,2|

zF
RT

(Vm{V
1=2
Trk1,2

)
| Vm{ETrk1,2ð Þ ð6Þ

INha1
K ~{

gNha1|S
1ze

dNha1|
zF
RT

(Vm{V
1=2
Nha1

)
| Vm{ENha1ð Þ ð7Þ

ITok1K ~
gTok1|S

1ze
dTok1|

zF
RT

(Vm{V
1=2
Tok1

)
| Vm{ETok1ð Þ ð8Þ

IK ,leak
K ~gK,leak|S| Vm{EK ,leakð Þ ð9Þ

INha1
H ~{2|INha1

K ð10Þ

IH,leak
H ~gH,leak|S| Vm{EH,leakð Þ ð11Þ

with the equilibrium potentials

ETrk1,2~EK ,leak~ETok1~
RT

zF
ln
½Kz�o
½Kz�i

ð12Þ

ENha1~{
RT

zF
ln

½Kz�i
½Kz�o

|
½Hz�2o
½Hz�2i

 !
ð13Þ

EH,leak~EH~
RT

zF
ln
½Hz�o
½Hz�i

: ð14Þ

The electric currents I are related to the mass fluxes J by

I~zF
V

A
J: ð15Þ

and the factor S~A(0)=A(t) was introduced to correctly

incorporate the dependence of the conductance parameters on

the surface area A of the cell.

The transport current for Pma1 depends on the free energy

DGATP of ATP hydrolysis and was modeled as [45]

IPma1
H ~Imax

Pma1|S|tanh
zF

2RT
Vm{ EHz

DGATP

F

� �� �� �
: ð16Þ

Bicarbonate reaction. The model in [25] for the bicarbon-

ate reaction sequence was supplemented by an effective metabolic

carbon dioxide production or consumption flux J
prod:
CO2

. The

production rate J
prod:
CO2

is an input to the model. Note that the

production changes with the volume even if the amount of

produced CO2 does not change. This is taken into account by the

relationship

J
prod:
CO2

~~JJprod:
CO2

|
V (0)

V (t)
, ð17Þ

where V (0) denotes the initial volume and ~JJprod:
CO2

is the volume

independent rate, which is input to the model.

The dynamics of CO2 in Equation (2) depends also on the

transport fluxes for carbonic acid and bicarbonate

J
transport
H2CO3

~
PH2CO3

{R ½H2CO3�o{½H2CO3�i
� � ð18Þ

J
transport
HCO{

3
~

PHCO{
3

{R
VmF

RT
|

½HCO{
3 �o{½HCO{

3 �ie
{Vm F
RT

1{e
{Vm F
RT

: ð19Þ

The parameters PH2CO3
and PHCO{

3
are permeabilities for

carbonic acid and bicarbonate respectively, and R is the volume

to surface ratio of the cell, see Text S1. The assumption behind

Equation (18) is that the flux of carbonic acid is proportional to its

concentration gradient. Equation (19) is a Goldman-Hodgkin-

Katz flux equation for the electrodiffusive transport of ions across

the membrane [25,41].

The fraction of total undissociated carbon dioxide

a~
½Hz�i

½Hz�iz10{pKA
ð20Þ

(pKA of carbonic anhydrase) enters the rate of proton production

in Equation (3), see Text S1 for a detailed derivation. The

production fluxes of carbonic acid and bicarbonate

J
prod:
H2CO3

~a|J
prod:
CO2

ð21Þ

J
prod:
HCO{

3
~(1{a)|J

prod:
CO2

ð22Þ

depend on a and on the production rate of carbon dioxide J
prod:
CO2

.
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Cell volume. For the dynamics of the cell volume (Equation

(5)) we used a model from the literature [28] which is based on the

balance of internal and external osmotic pressure (Pi and Po) and

turgor pressure (Pt):

Po~ ½Kz�oz½Hz�oz½Cl{�oz½CO2�oz½X �o
� �

|RT ð23Þ

Pi~
V

V{fV|V (0)
| ½Kz�iz½Hz�iz½CO2�iz½X �i
� �

|RT ð24Þ

Pt~Pt(0)|
V{kV|V (0)

V (0){kV|V (0)
ð25Þ

Pt(0)~Pi(0){Po(0): ð26Þ

Here, kV is the fraction of the non-osmotic cell volume and fV
determines the elasticity of the cell wall. The internal and external

concentration ½X �i,o of other osmotically active substances are

constant (see Text S1). A cell volume simulation for wildtype and

trk1,2 mutant can be found in Figure S5 in Text S1.

Potassium starvation. The external potassium concentra-

tion ½Kz�o is an input to the model. The shift from a medium

containing 50 mM KCl to the starvation medium was described

by

½Kz�o(t)~½Cl{�o(t)~
0:05

mmol

cm3
, for tv0sec,

15|10{6z 0:05{15|10{6
� �

|exp { t
s

� �2� �mmol

cm3
, otherwise

8>><
>>: ð27Þ

with s~0:04|602 sec.

Reverse tracking algorithm
Equations (1–5) have the form of a differential algebraic control

system

_xx~f (x(t),u(t),h), g(x(t),u(t),h)~0 ð28Þ

with f ,g : Rn|R|Rp?Rn. Here, x denotes the dynamical

variables (x~(½Kz�i,pHi,½CO2�i,V )) and Equation (4) for the

membrane potential corresponds to the algebraic equation

g(x,u,h)~0. The scalar input function u is given by the external

potassium concentration u(t)~½Kz
o �(t). The solution of this

system for given values of the parameters h[Rp and a given input

function u(t) is denoted by x(t,u(t),h). Assume now, that we can

observe mƒn of the components xi of x experimentally. We

collect the experimentally observable components in y[Rm. This

can be written as y~Cx with a m|n matrix C with binary

elements cij[f0,1g. For an experimentally observable variable

xi~yj the i-th column of C has a single entry cji~1 andP
j cji~1. A zero column with

P
j cjk~0 indicates that xk can not

experimentally be observed and is thus excluded from y.

Assume further, that we have experimental data yexp(tk) for

certain time points tk in response to the known input function u(t).
Most parameter estimation techniques aim to minimize the

squared error

E(u,h)~
X
k

yexp(tk){y(tk)k k2 with

yexp(tk){y(tk)k k2~Pn
j~1

(y
exp
j (tk){yj(tk))

2

over the parameter vector h in order to bring the model prediction

y(tk)~y(tk,u(t),h) for a given input u(t) close to the experimental

data yexp(tk). However, it might be the case that the minimum error

E(u(t),h?)~minh E(u(t),h) is still too large so that the model cannot

be regarded as a reasonable description of the data. This could mean

that a dynamical process not explicitly accounted for renders at least

one component hl of the parameter vector h to be a time dependent

function instead of being constant. The reverse tracking algorithm

aims (i) to identify, which of the components hl of h are potentially time

dependent and (ii) to predict the time course hl(t) which minimizes

the error. Although the unmodeled dynamical process might effect

more than one component, we consider for simplicity each

component hl separately and solve the problem

min
hl (t)

E(u,hl(t),h
?
\l) ð29Þ

subject to the constraints

_xx~f x,u(t), hl(t),h
?
\l

� �� �
, g x,u(t), hl(t),h

?
\l

� �� �
~0, y~Cx

for each component hl separately. Here, h\l denotes the parameter

vector h with the l-th component excluded. We then regard hl(t) as a
potential regulatory input, if the problem (29) has a solution with a

minimum error smaller than a predefined threshold ew0:

minhl (t) E(u,hl(t),h
?
\l)ve. There might be more than one potential

regulatory input hl(t) and the decision of which of these are real can

only be made from biological considerations or from additional

validation experiments. For example, it might be

that hl(t) has a huge magnitude or takes unrealistic values which

could be used to exclude hl(t) from the list of potential regulatory

inputs.

Mathematically, problem (29) is an optimal tracking problem,

which often can be solved by a feedback control law [46]. This

means that the function hl(t) is updated according to the local

error y(t){yexp(t) at time t. For a scalar y we found the integral

controller [30]

d

dt
hl~g y(t){yexp(t)ð Þ ð30Þ

to be a good solution. During a reverse tracking run, this equation

is numerically integrated in parallel with the dynamic equations

(28). Here, yexp(t) is a least squares spline fit to the experimental

data points yexp(tk). Details and suitable parameter values for g
are provided in the Text S1.

Strains and medium
Details about the wildtype strain BY4741, the related trk1,2

mutant and the Translucent Kz free medium can be found in

[12,21].

Potassium starvation experiments and concentration
measurements
Cells were grown in Translucent Kz-free medium supplement-

ed with the indicated amount of KCl to an OD600 of 0.4–0.6.
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Intracellular potassium concentrations were measured by atomic

emission spectrometry after extracting the cells with acid as

previously described [12]. The time course of internal potassium

was obtained by growing the cells in 50mM KCl, then cells were

washed with Translucent Kz-free medium (traces of KCl left:

15mM) and resuspended to the same Kz free medium or

containing the indicated KCl concentrations. Apart from the

washing procedure the medium contains 2% glucose.

Gene expression measurements for NCE103 coding for
carbonic anhydrase
Data for NCE103 expression changes upon potassium starvation

was obtained in the context of a genome-wide transcriptomic

analysis by DNA microarray (Barreto et al., Manuscript submitted).

Microarray data has been deposited at NCBI’s Gene Expression

Omnibus [47] and are accessible through GEO Series accession

numbers GSE24711 (trk1 trk2 data) and GSE24712 (time-course

data). Briefly, wild-type strain BY4741 cells were grown in

Translucent medium supplemented with 50 mM KCl to OD 0.8.

Cells were centrifuged and resuspended either in fresh Translucent

medium with 50 mM KCl or without potassium. Samples (20 ml)

were taken at 10, 20, 40, 60 and 120 min by rapid filtration from 4

biological replicates. Total RNA was extracted by using the Ribo

PureTM Yeast kit (Ambion) following the manufacturers instruc-

tions. cDNAwas prepared and indirectly labeled with Cy3 and Cy5.

Images with a resolution of 10 mm were analyzed with the GenePix

Pro 6.0 software (Molecular Devices).

Microarray data was confirmed by qRT-PCR using indepen-

dent RNA samples. To this end, 60 ng of RNA were amplified

using oligonucleotides RT_ NCE103_5 (TCATTACCTGTCG-

CACTG) and RT_ NCE103_3 (CACAAAAGTTACCCCAAAA)

and the QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Quiagen).

Membrane isolation and determination of Pma1 activity
Cell cultures were grown at 280C in Translucent YNB medium

containing 50mM KCl to OD660 0.6, then washed with

Translucent Kz- free medium and resuspended in the same

medium without KCl. At the indicated times, cell samples were

pelleted by centrifugation, resuspended in 100ml of fresh media

(with KCl for t = 0 and without KCl for the remaining samples),

incubated for 5 minutes and frozen in liquid nitrogen. For the crude

membrane purification, 100ml of 36extraction buffer (0.3 M Tris-

HCl pH 8.0, 180 mM KCl, 30 mM EDTA, 6 mM DTT and

Protease Inhibitor Cocktail (Roche)) was added to the thawed

samples and cells were broken by vortexing in the presence of an

equal volume of glass beads. 600ml of GTED20 buffer (20%

glycerol, 10 mMTris-HCl pH 7.6, 1 mMEDTA and 1 mMDTT)

were added to the crude extract, which was then centrifuged

5 minutes at 2000 rpm. The supernatant was transferred to a new

tube and centrifuged 20 minutes at 13000 rpm. The insoluble

fraction was resuspended and homogenized in 100ml of GTED20.

The total amount of protein present was estimated using the

Bradford assay (BioRad). The amount of Pma1 present in this

protein fraction was estimated by comparing the amount of Pma1 to

a protein standard curve separated in SDS-PAGE gels stained with

Coomassie Blue. In a microtiter plate, 6mg of total protein (which

corresponds to 0:3mg of Pma1) were assayed in the presence and

absence of a Pma1-specific inhibitor, dietilstylbestrol (DES, final

concentration 0.2 mM). The reaction was started by adding 65ml of
the reaction buffer (50 mM MES-Tris pH 5.7, 5 mM MgSO4,

50 mMKNO3, 5 mMNa Azide, 0.3 mMMolybdate, 2 mMATP)

and the plate was incubated for 20 minutes at 300C. The reaction
was stopped by adding 130ml of detection solution (2% sulphuric

acid, 0.5% ammonium molybdate, 0.5% SDS, 0.1% ascorbic acid)

and the color was allowed to develop for 5 minutes before reading

the absorbance in microplate reader (BioRad) at 750 nm. Residual

activity values in the presence of DES were subtracted from the

absolute activity values to obtain the Pma1 activity measurements.

The results represent the average of at least 4 measurements at each

time point and essentially identical results were observed in two

separate experiments. Measurements of Pma1 activity are expressed

in mmol/min/g Pma1. Error bars represent the standard deviation.

Supporting Information

Text S1 Supporting text containing additional information

about the mathematical model.

(PDF)
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