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RESUMEN. 

 
En Saccharomyces cerevisiae, la represión por glucosa afecta a genes que codifican 

enzimas relacionados con la respiración o con el uso de fuentes de carbono alternativas, 
mientras que la inducción por glucosa estimula la transcripción de enzimas glicolíticos 
y genes que codifican para sus transportadores, posibilitando su utilización.  

 
La proteína Mig1 es un factor transcripcional fundamental en la represión de 

aquellos genes implicados en la utilización de fuentes de carbono alternativas, que 
codifican para enzimas gluconeogénicos e implicados en la respiración. El gen SUC2 se 
ha utilizado de forma tradicional como modelo en la represión por glucosa, ya que se 
regula de forma exclusiva a través de esta vía. Mig1 reprime la expresión de SUC2 en 
alta glucosa,  condición en la que el microorganismo no precisa el enzima invertasa. 
Cuando la concentración del monosacárido disminuye, SUC2 se desreprime y los 
niveles de invertasa se elevan.  

 
Aunque Mig1 es un represor crucial para la regulación de SUC2, no realiza su papel 

en solitario, sino formando parte de un complejo represor integrado por varias proteínas. 
En concreto, se ha demostrado la participación del enzima Hxk2, el complejo Snf1 y el 
represor Mig2, entre otros factores.  

 
La proteína Mig2 en S. cerevisiae ha sido descrita como un factor transcripcional 

implicado en la regulación por glucosa de genes relacionados con la utilización de 
fuentes de carbono alternativas. Entre los promotores a los cuales se une esta proteína se 
encuentran los de GAL1 y SUC2. En el caso de SUC2, se ha descrito que tanto Mig1 
como Mig2 son necesarios para llevar a cabo la represión de su expresión en 
condiciones de alta glucosa. El papel de la proteína Mig2 en el complejo represor del 
gen SUC2, por el momento, es poco conocido, barajándose la posibilidad de que actúe 
como un elemento redundante de Mig1 o complementando su función.   

 
En la presente tesis hemos analizado el papel de Mig2 en la represión por glucosa 

del gen SUC2, demostrando su participación tanto en alta como en baja glucosa, así 
como los factores que regulan la misma. Así mismo, hemos observado que la expresión 
de MIG2 se encuentra regulada, en presencia de glucosa, por un complejo represor 
formado por Mig1, el complejo Snf1 y el enzima Hxk2. 

   
Además, en este trabajo demostramos que Mig2 presenta una doble localización 

núcleo-citosólica dependiente de glucosa de tal manera que, en presencia de dicho 
monosacárido, Mig2 se acumula de forma mayoritaria en el núcleo, donde lleva a cabo 
su función como represor. En ausencia de glucosa, esta localización cambia de forma 
muy rápida, pasando a asociarse a la red mitocondrial.  

 
Así mismo, hemos analizado los mecanismos de importación y exportación de la 

proteína Mig2, demostrando que la ruta principal de importación está mediada por el 
dímero Kap60/Kap95. Además, hemos identificado dos secuencias NLSs implicadas en 
dicho transporte, siendo la NLS1 de Mig2 indispensable para su interacción con la 
importina Kap95. En cuanto al sistema de exportación, se han identificado tres posibles 
NESs pero la mutación individual de estas secuencias no impide la salida de Mig2 del 
núcleo. Aunque se ha demostrado la interacción de esta proteína con Xpo1, ésta no 
parece ser la ruta principal de exportación de Mig2 al citoplasma. 
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La asociación de Mig2 a la red mitocondrial es dependiente de Ups1, proteína 

mitocondrial con la que interacciona de manera preferente en ausencia de glucosa. En 
cuanto a su papel mitocondrial, Mig2 parece estar implicado en el mantenimiento de la 
morfología mitocondrial, posiblemente, a través de la ruta de fusión. La ausencia de esta 
proteína no conlleva problemas en la segregación del mtDNA. 



 

 
 

 ABREVIATURAS 
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ABREVIATURAS. 

 

αα: Aminoácidos. 

A: Adenina. 

Ǻ: Armstrong. 

ADOA: (Autosomal Dominant Optic Atrophy) Atrofia óptica autosómica dominante. 

ADP: Adenosina difosfato. 

AIF: (Apoptosis-inducing factor) Factor inductor de la apoptosis. 

AMPc: Adenosina monofosfato cíclico. 

Ampr: Resistencia a ampicilina. 

Arm: Repeticiones Armadillo. 

ATP: Adenosina trifosfato. 

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool. 

C: Citosina. 

ºC: Grado centígrado. 

ChIP: Inmunoprecipitación de Cromatina. 

CMT2A: Charcot-Marie-Tooth Neuropatía de Tipo 2A. 

cNLS: (classical Nuclear Localization Sequence) Secuencia de localización nuclear 
clásica. 

C-terminal: Carboxilo terminal. 

CT: Ciclo umbral. 

d: Directo. 

Da: Dalton. 

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol. 

dCTP: Desoxicitidina trifosfato. 

dHSP: (Drosophila heat-shock factor) Elemento de respuesta a estrés térmico de 
Drosophila. 
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DNA: Ácido desoxirribonucleico. 

dNTP: Desoxinucleótidos trifosfato. 

D.O.: Densidad óptica. 

DTT: Ditiotreitol. 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético. 

EIM: Espacio intermembrana. 

EMSA: (Electrophoresis Mobility Shift Assay) Ensayo de retardo de la movilidad 
electroforética. 

GFP: (Green Fluorescent Protein) Proteína verde fluorescente. 

GST: Glutation S-Transferasa. 

G: Guanina. 

Glucosa-6P: Glucosa 6 fosfato. 

GDP: Guanosín difosfato. 

GTP: Guanosín trifosfato. 

HA: Hemaglutinina. 

HEAT: (Huntingtin, elongation factor 3 (EF3), protein phosphatase 2A (PP2A), and 

the yeast PI3-kinase TOR1) Huntingtina, factor de Elongación 3, subunidad PR65/A 
de la proteína fosfatasa 2A y PI3-quinasa TOR. 

HEPES: Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperacina etanesulfónico.  

IPTG: Isopropil β-D-tiogalactopiranósido. 

Kap: Carioferinas. 

LB: Medio de cultivo Lysogeny broth. 

M: Molar. 

ME: Membrana externa. 

MI: Membrana interna. 

MOPS: Ácido 3-(N-Formilo)-propanosulfónico. 

mRNA: RNA mensajero. 

mtDNA: DNA mitocondrial. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Huntingtin
http://en.wikipedia.org/wiki/Protein_phosphatase_2A
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositide_3-kinase
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N: Normal. 

NADP+: Dinucleótido fosfato de nicotinamida y adenina. 

NADPH: Dinucleótido fosfato de nicotinamida y adenina reducido. 

NBD: (Nucleotide-Binding Domain) Dominio de unión a nucleótidos. 

MDM: Mantenimiento de la distribución y morfología mitocondrial. 

MCP: (Mitochondrial Carrier Protein) Proteína transportadora mitocondrial. 

MPP: (Mitochondrial Processing Peptidase) Peptidasa procesadora mitocondrial. 

NES: (Nuclear Export Signal) Señal de exportación nuclear. 

NLS: (Nuclear Localization Sequence) Secuencia de localización nuclear. 

NPC: (Nuclear Pore Complex) Complejo del poro nuclear. 

N-terminal: Amino terminal. 

NTE: Extensión N-Terminal. 

Nups: Nucleoporinas. 

OL: Oligodesoxinucleótido. 

ONPG: Orto-nitrofenilgalactopiranósido. 

ORF: (Open Reading Frame) Pauta abierta de lectura. 

Ori: Origen. 

P: Fosfato. 

pb: Pares de bases. 

PBS: Tampón fosfato salino. 

PCD: (Putative Carrier Domain) Dominio transportador putativo. 

PCR: (Polymerase chain reaction) Reacción en cadena de la polimerasa. 

PKA: Proteín-quinasa A. 

PKI: (Protein kinase inhibitor peptide) Péptido inhibidor de la proteín-quinasa. 

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 

Poli dI-dC: Poly(deoxyinosinic-deoxycytidylic) acid sodium salt. 

PVDF: Fluoruro de polivinilideno. 
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r: Reverso. 

Ran: (RAs-related Nuclear protein) Proteína nuclear relacionada con Ras. 

RanGEF: (Ran Guanine-nucleotide-Exchange Factor) Elemento intercambiador del 
nucleótido guanina de la proteína Ran. 

RanGAP: (Ran GTPase Activating Protein) Proteína GTPasa activadora de Ran. 

RFP: (Red Fluorescent Protein) Proteína roja fluorescente. 

RNA: Ácido ribonucleico. 

RNAi: RNA de interferencia. 

RT-PCR: (Real-time PCR) Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real. 

rpm: Revoluciones por minuto. 

S: Serina. 

SC: (Sintetic Culture) Medio sintético. 

SCD: (Sintetic Culture Dextrose) Medio sintético con glucosa. 

SCE: (Sintetic Culture Ethanol) Medio sintético con etanol. 

SCF: Skp1-Cdc53-F-box.  

SCY: (Sintetic Culture Glycerol) Medio sintético con glicerol. 

SDS: Dodecilsulfato sódico. 

SDS-PAGE: (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide gel electrophoresis) 
Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. 

siRNA: (small interfering RNA) RNA pequeño de interferencia. 

snRNP: (small nuclear RiboNucleoProteins) Ribonucleoproteínas nucleares 
pequeñas.  

STRE: (Stress Response Elements) Elementos de respuesta a estrés. 

T: Timina. 

TBE: Tampón Tris Borato EDTA. 

t-BOOH: (Tertiary-butyl hydroperoxide) Tert-butilo. 

TBS : Tampón Tris salino. 

TE: Tampón Tris EDTA. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis
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TPR: TetratricoPeptide Repeat. 

TRIS: Tris(hidroximetil)aminometano. 

tRNA: RNA de transferencia. 

TW: Tumor de Wilms. 

U: Unidades enzimáticas. 

UAS: (Upstream Activating Sequences) Secuencias activadoras aguas arriba. 

YEP: (Yeast Extract Peptone) Medio complejo con extracto de levadura y peptona. 

YEPD: (Yeast Extract Peptone Dextrose) Extracto de levadura, peptona y glucosa. 

YEPE: (Yeast Extract Peptone Ethanol) Extracto de levadura, peptona y etanol. 

YEPY: (Yeast Extract Peptone Glycerol) Extracto de levadura, peptona y glicerol. 

YNB: (Yeast Nitrogen Base) Medio mínimo para levaduras. 

X-gal: 5-Bromo-4-cloro-3-indolil β-galactopiranósido. 
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INTRODUCCIÓN. 

 

En la levadura S. cerevisiae la proteína Mig2 ha sido descrita como un represor 
transcripcional implicado, junto con Mig1, en la regulación por glucosa de ciertos genes 
como GAL1, HXK1 o SUC2. Si bien Mig2 está relacionado con la represión por 
glucosa, sólo se le ha asignado un papel redundante al ejercido por Mig1. Por el 
momento, no se han identificado genes regulados exclusivamente por Mig2 ni se han 
llevado a cabo estudios detallados acerca de su participación en la represión por 
glucosa. Dada la importancia de estos mecanismos en la adaptación al entorno y 
superviviencia del microorganismo, decidimos profundizar en el estudio de la función 
de esta proteína. 

El papel de Mig2, al igual que el de muchos otros factores transcripcionales, se 
encuentra regulado a través de la doble localización núcleo-citosólica de la proteína. La 
entrada y salida al núcleo tiene lugar a través de unas estructuras denominadas 
complejos del poro nuclear y se lleva a cabo mediante un complicado sistema de 
importación y exportación mediado por Carioferinas. Puesto que la función de Mig2 
depende de su localización, también nos propusimos abordar el estudio de los 
mecanismos de entrada y salida al núcleo de la misma.  

Finalmente, estudios de localización realizados en nuestro laboratorio plantearon la 
posibilidad de que, en determinadas condiciones, Mig2 se encontrara asociada a la red 
mitocondrial. Esta inesperada localización nos llevó a plantear la realización de una 
serie de experimentos encaminados a intentar conocer su papel en estos orgánulos así 
como el mecanismo de asociación a los mismos.  

 

1. Señalización por glucosa en Saccharomyces cerevisiae. 

La regulación génica es una adaptación crítica de los seres vivos que permite su 
supervivencia en ambientes fluctuantes. Este proceso adaptativo es común a todas las 
especies, desde las bacterias hasta los vertebrados más complejos. Con respecto a la 
intermitencia en la presencia de alimento, la mayoría de los organismos han 
desarrollado un sistema jerárquico en el uso de diferentes fuentes de carbono. Esta 
jerarquía parece estar relacionada con el coste energético que supone la síntesis de la 
maquinaria metabólica implicada en el uso de cada fuente de carbono. 

 
La efectividad de la levadura para crecer en diferentes medios se debe a su 

capacidad para percibir y responder a los cambios en la disponibilidad de nutrientes en 
el entorno. Muchas de estas respuestas implican una modificación en el patrón de 
expresión génica. El monosacárido más abundante en la naturaleza, la glucosa, resulta 
ser un nutriente de uso preferente para la mayoría de los organismos, entre ellos  
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S. cerevisiae, y, por ello, existen complejos mecanismos de regulación génica para 
adaptarse a las fluctuaciones en la presencia de esta hexosa.  

 
En los primeros veinte minutos tras la adición de glucosa, un 20% de los 6200 genes 

de Saccharomyces muestran una variación en su expresión aumentando o disminuyendo 
la misma unas tres veces. Otro 40% de los genes la modifica alrededor de dos veces (1). 
Esta modificación en la expresión se realiza a dos niveles, bien a nivel enzimático, 
aumentando la degradación proteica o disminuyendo la tasa de transcripción, bien a 
nivel del mRNA, modificando la tasa de transcripción o la estabilidad del mismo (2-4). 

 
En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la represión por glucosa afecta a genes 

que codifican enzimas relacionados con la respiración o con el uso de fuentes de 
carbono alternativas, mientras que la inducción por glucosa estimula la transcripción de 
enzimas glicolíticos y genes que codifican para transportadores, posibilitando de este 
modo, su propia utilización. 

 
1.1. Detección de glucosa por S. cerevisiae. 

 
Para que esta respuesta inductora o represora tenga lugar la levadura debe detectar la 

presencia o ausencia de glucosa en el medio externo. Para ello, cuenta con proteínas de 
membrana que actúan como receptores de glucosa. La glucosa se une a estos receptores 
generando una cascada de señalización intracelular.  

 
En S. cerevisiae, la señal glucosa se genera gracias a las proteínas Snf3 y Rgt2. 

Ambas pertenecen a la familia de transportadores de hexosas Hxt, aunque ellas mismas 
son incapaces de llevar a cabo la función de transporte. Esta familia está formada por 
más de 20 miembros que difieren en su afinidad por las hexosas a transportar, por 
ejemplo, Hxt1 es un transportador de baja afinidad, mientras que Hxt2 y Hxt4 son de 
alta afinidad. La mayor parte de las proteínas Hxt son muy similares entre sí y presentan 
una identidad de secuencia aminoacídica comprendida entre el 50% y prácticamente el 
100%. Snf3 y Rgt2 son los miembros de la familia más divergentes, mostrando sólo un 
25% de identidad con los 18 miembros restantes (5). 

 
Ambas proteínas presentan largas colas citoplasmáticas requeridas para la 

transducción de señales. La región común del extremo C‐terminal de estos sensores está 
formada por un motivo de 26 aminoácidos que parece ser realmente importante para 
desempeñar esta función. En el caso de Snf3 este motivo está presente dos veces, 
mientras que en Rgt2 sólo una (6). El sensor de glucosa Snf3 es de alta afinidad y se 
expresa cuando la glucosa presente en el medio es escasa, siendo necesario para la 
inducción de la expresión del gen HXT2 en estas condiciones. Por el contrario, Rgt2 es 
un sensor de baja afinidad necesario para la completa inducción por glucosa de la 
expresión de HXT1 (5). La unión de la glucosa a estas proteínas transmembrana inicia 
una señal que activa la vía y permite la expresión de los genes HXT por represión de la 
función de la proteína reguladora Rgt1. De este modo la glucosa actúa como una 
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hormona de crecimiento (7,8). Rgt1 tiene un peso molecular de 128 kDa y pertenece al 
grupo de proteínas con dedos de zinc Cys6His2.  

 
En ausencia de glucosa, Rgt1 se une a los promotores de los genes HXT y reprime 

su expresión; la glucosa, sin embargo, inactiva la función de Rgt1, permitiendo la 
desrepresión de los genes HXT. La inhibición de Rgt1 por glucosa requiere de la 
proteína Grr1, que a su vez forma parte de un complejo mayor (6,9). 

 
Además de la señal procedente de la cascada de señalización, la actividad represora 

de Rgt1 se encuentra también modulada por fosforilación. Se ha observado que la 
expresión del gen HXT1 está modulada a través de los niveles de fosforilación de la 
proteína Rgt1. Cuando Rgt1 se encuentra hiperfosforilado pasa a actuar como activador 
(8).  

 
Rgt1 está implicado en la regulación de otros genes, además de aquellos que 

codifican para transportadores de hexosas. Por ejemplo, se ha demostrado que el 
promotor del gen HXK2 presenta un dominio de unión para Rgt1 (10). Así mismo, se ha 
visto que la actividad represora de Rgt1 sobre HXK2 se encuentra modulada por 
fosforilación mediante las quinasas Tpk3 y Snf1. Snf1 actuaría, directa o 
indirectamente, sobre Rgt1, activando su función como represor en niveles bajos de 
glucosa. Tpk3, por su parte, en condiciones de alta glucosa, hiperfosforila a Rgt1 de tal 
manera que provoca su liberación del DNA y, por tanto, permite la expresión de HXK2 
(11). 

 
1.2. Transducción de la señal glucosa a través de la vía Gpr1/AMPc. 

 
En S. cerevisiae, la señalización por cAMP tiene un papel clave en el control del 

metabolismo, de los mecanismos de resistencia a estrés y en el control de la 
proliferación celular. Se trata de una vía que permite una respuesta rápida, aunque 
transitoria, en la que los niveles de cAMP se ven incrementados entre 5 y 50 veces al 
minuto tras la adición de glucosa al medio, volviendo a sus niveles basales 20 minutos 
después (12). 

 
En respuesta a la presencia de glucosa, se produce una activación de la adenilato 

ciclasa provocando un aumento en la cantidad de cAMP intracelular. En este caso, el 
receptor de glucosa es la proteína Gpr1 que se encuentra acoplada a proteínas G. La 
interacción entre Grr1 y Gpa2 (la subunidad α de una proteína G) es necesaria para el 
aumento de cAMP dependiente de glucosa (13). El cAMP produce la activación de la 
proteín-quinasa dependiente de cAMP (PKA) al bloquear el efecto inhibitorio de Bcy1. 
Con la activación de la PKA aumenta la actividad del factor transcripcional Rap1, 
induciendo la expresión de genes que codifican para proteínas ribosomales y para 
proteínas necesarias para la glicolisis, como Msn2 y Msn4, que regulan a la baja la 
expresión de genes controlados por STRE (14). 
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1.3. Represión por glucosa mediada por Hxk2/Snf1/Mig1. 

 
Una vez en el interior celular, la glucosa activa la vía implicada en la represión por 

glucosa que tiene como efector al complejo represor Hxk2/Snf1/Mig1. 
 
El primer componente de esta vía es la proteína Hxk2. En S. cerevisiae existen tres 

enzimas capaces de fosforilar la glucosa en el C6: Hxk1, Hxk2 y Glk1, si bien tan sólo 
el gen HXK2 está altamente expresado cuando la glucosa es la fuente predominante en 
el medio, mientras que la expresión de HXK1 y GLK1 es importante cuando el medio de 
cultivo contiene fuentes de carbono no fermentables o galactosa (15).  

 
La particularidad de la proteína Hxk2 reside en que su función va más allá del mero 

papel catalítico. Diferentes mutaciones nulas en el gen HXK2 muestran defectos en la 
represión por glucosa de ciertos genes como HXT1, cuya inducción se encuentra 
afectada en mutantes ∆hxk2 (16). Mientras, genes normalmente reprimidos en presencia 
del monosacárido, como SUC2, se expresan de forma prácticamente constitutiva en 
dicho mutante (2). 

 
Son varias las características de Hxk2 que pueden estar implicadas en la represión 

por glucosa. En primer lugar, se sugirió su actividad fosforiladora como cualidad 
indispensable (17) pero, posteriormente, se propuso que su doble localización núcleo-
citosólica (18), así como la diferente afinidad que sus dos isoformas (monomérica y 
dimérica) presentan por la glucosa (19), también eran fundamentales para el proceso. 

 
Existe una gran controversia en cuanto a la independencia entre la función catalítica 

y reguladora de Hxk2. Mientras unos autores creen que ambas funciones son 
dependientes (20), estudios recientes sugieren que las funciones reguladora y enzimática 
de esta proteína podrían ser independientes (21). 
 

Como ya se mencionó, la proteína Hxk2 presenta dos isoformas, monomérica y 
dimérica (22). El residuo Ser14 parece ser clave en el papel regulador de Hxk2. En 
ausencia de glucosa, Hxk2 es fosforilada en este residuo desplazando el equilibrio entre 
sus dos isoformas hacia la monomérica (23) mientras que en presencia del 
monosacárido, Reg1 dirige a la proteín-fosfatasa Glc7 para desfosforilar la Ser14 de la 
Hxk2 (24), lo que desplaza el equilibrio hacia la forma homo-dimérica (22,18,25). 

 
Trabajos recientes muestran que la fosforilación de este residuo por Snf1 o una 

quinasa dependiente de la misma, es indispensable para la interacción de Hxk2 con 
Xpo1. Por tanto, el estado de fosforilación de la Ser14 sería responsable de controlar el 
transporte de Hxk2 y, por consiguiente, su función reguladora (26). Así mismo, dado que 
la Ser14 se encuentra localizada dentro de una posible secuencia NLS, se planteó la 
posibilidad de que este residuo fuera indispensable para su reconocimiento por parte del 
sistema de importación. Sin embargo, la expresión de una versión mutante del enzima 
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con la mutación S14A no impide su localización nuclear ni altera la represión por 
glucosa del gen SUC2 (27,28).  

 
En cuanto a la función llevada a cabo por otros dominios de la proteína, se ha 

demostrado que la secuencia localizada entre los residuos Lys6-Met15 está directamente 
implicada en la interacción de Hxk2 con la proteína Mig1 (29) y que su eliminación 
suprime tanto la localización nuclear de Hxk2 como la represión por glucosa del gen 
SUC2 (27). Además, se ha visto que la localización de Mig1 es dependiente de Hxk2, ya 
que la ausencia de represión por glucosa en mutantes ∆hxk2 se debe a la localización 
citoplasmática de Mig1 (29,30,31). 

 
El segundo componente del complejo represor es la proteína Snf1. Snf1 es una 

serín-treonín-quinasa que permite la activación de la transcripción mediante la 
inhibición de represores transcripcionales como Mig1 o por estimulación de activadores 
como Cat8 y Sip4. 

 
Se ha observado que existe una interacción directa entre Snf1 y Hxk2, tanto en alta 

como en baja glucosa (29
), posiblemente a través de su subunidad catalítica α, ya que la 

interacción de Hxk2 con ella es mucho más intensa que con las subunidades β y γ (Tesis 
doctoral de A. Riera. Oviedo, 2007). 

 
El complejo Snf1 está compuesto por tres subunidades una subunidad α catalítica 

(Snf1); una subunidad γ reguladora (Snf4) y una subunidad β localizadora dependiente 
del compartimento celular (Gal83, Sip1 o Sip2). Este complejo presenta diferentes 
papeles dentro de la célula, como son la regulación de la transcripción de un gran 
número de genes actuando sobre sus activadores o represores (2) o el control de la 
actividad de ciertos enzimas implicados en el metabolismo del glucógeno y de los 
ácidos grasos (32,33).  

 
La subunidad reguladora Snf4, en condiciones de baja glucosa, se une a la zona 

reguladora de la subunidad catalítica del complejo, estabilizándola en una conformación 
abierta y activa, de forma que pueda llevar a cabo sus funciones fisiológicas (34). La 
activación de Snf1 depende también de otras proteínas como Sak1, Tos3 y Elm1, 
capaces de asociarse al complejo Snf1 y fosforilar la subunidad α (

35). Todos estos 
mecanismos actúan de forma simultánea en baja glucosa. 

 
Las subunidades β pueden ser de tres tipos: Sip1, Sip2 y Gal83. Las tres son capaces 

de interaccionar tanto con Snf1 como con Snf4 para constituir el complejo funcional (36) 
siendo las encargadas de conducir al heterotrímero a un compartimento celular 
determinado donde, posteriormente, realizará una serie de funciones fisiológicas 
concretas. Por tanto, son las encargadas de conferir especificidad de sustrato al 
complejo. En presencia de glucosa, las 3 subunidades se localizan en el citoplasma, sin 
embargo, en presencia de fuentes de carbono no fermentables, Sip1 se localiza 
preferentemente en la vacuola, Sip2 en el citoplasma y Gal83 en el núcleo (37). 
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El dímero Reg1/Glc7, mediante su actividad fosfatasa, es capaz de regular 

negativamente la actividad de Snf1 en presencia de glucosa. Reg1 es el elemento 
regulador que conduce a la subunidad catalítica de la proteín fosfatasa (Glc7) hasta sus 
sustratos específicos que, en muchos casos,  son parte de la vía de represión por glucosa 
(38). 

 
Finalmente, el último elemento del complejo represor es la proteína Mig1, factor 

fundamental en la represión por glucosa de numerosos genes. Mig1 fue identificada en 
la búsqueda de genes capaces de reprimir al promotor del gen GAL1, de ahí su nombre, 
Multicopy Inhibitor of GAL gene expression. 

 
Mig1 es un factor transcripcional con dedos de zinc del tipo Cys2‐His2. Es capaz de 

unirse a secuencias consenso ricas en CG del tipo 5’(G/C)(C/T)GGGG3’, flanqueadas en 
el extremo 5’ por una región rica en AT (39), que se localizan en muchos promotores de 
genes reprimibles por glucosa (40,41). Se ha demostrado el papel fisiológico de Mig1 
para los genes GAL1 y GAL4, del metabolismo de la galactosa (42); SUC2, que codifica 
para la proteína invertasa (43); MAL, para la utilización de maltosa (44); genes 
respiratorios (39) y genes que codifican para otros enzimas gluconeogénicos (45). 

 
La represión llevada a cabo por Mig1 se encuentra regulada a través de la 

fosforilación de la proteína, siendo Snf1 la quinasa responsable de la misma (residuos 
Ser222, Ser278, Ser310 y Ser311) (46). En presencia de glucosa Mig1 está desfosforilada, 
localizándose mayoritariamente en el núcleo celular, donde lleva a cabo su función 
como represor transcripcional (31,47). Sin embargo, en baja glucosa, la activación del 
complejo Snf1 provoca la fosforilación de Mig1, lo que a su vez conlleva su salida del 
del núcleo (31) y permite la expresión de aquellos genes que se encontraban reprimidos 
en presencia de glucosa. Es posible que Snf1 fosforile a Mig1 en algún residuo clave 
localizado en su NES, lo que provocaría su reconocimiento por parte de la exportina 
Msn5 y su salida al citosol (48). 

 
De todos los residuos de Mig1 fosforilados por Snf1, la Ser311 parece ser clave, ya 

que su fosforilación provoca la liberación del complejo represor y la salida de Mig1 al 
citoplasma. La mutación de dicho residuo a Ala hace que la localización de Mig1 sea 
nuclear, con la consiguiente represión de los genes que regula, independientemente de la 
fuente de carbono presente en el medio (30). 

 
Como se ha señalado anteriormente, el estado de fosforilación de Mig1 es clave en 

la regulación génica por glucosa. Mientras que la fosforilación es llevada a cabo por la 
proteín-quinasa Snf1, la desfosforilación del represor está regulada por la proteín-
fosfatasa Reg1/Glc7,  bien directamente (24), bien de manera indirecta. En esta segunda 
vía, la presencia de glucosa activa al complejo Reg1/Glc7 provocando la 
desfosforilación de Snf1 y, como consecuencia de la misma, su inactivación; en estas 
condiciones, Snf1 no es capaz de fosforilar a Mig1 (24). 
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Mig1 requiere al complejo correpresor Cyc8/Tup1 para poder llevar a cabo su 

función como represor transcripcional. Cyc8/Tup1 presenta una gran versatilidad 
respecto a la naturaleza y número de sus activadores, además de una elevada eficiencia 
represora, controlando la expresión de aproximadamente un 3% de los genes de S. 

cerevisiae. Tanto Cyc8 como Tup1 pertenecen a una familia de proteínas muy 
conservadas evolutivamente, no solo en secuencia sino también en función (49). Si bien 
la deleción de uno o ambos genes no es letal, ésta implica un enlentecimiento del 
crecimiento además de otros fenotipos como floculación, pobre esporulación, capacidad 
de asimilar timidina del medio y pérdida parcial de la represión por glucosa. Todos 
estos efectos están provocados por la expresión inapropiada de los genes regulados por 
el complejo Cyc8-Tup1 (50). 

 
1.4. La represión por glucosa del gen SUC2. 

 
Como hemos visto, un gran número de genes de diferentes vías son reprimidos por 

glucosa a nivel transcripcional. En concreto, el gen SUC2 se regula, casi 
exclusivamente, por un proceso de represión en presencia de glucosa y ha servido, de 
forma tradicional, como modelo de estudio de los mecanismos de represión por esta 
hexosa. 

 
SUC2 codifica, a través de dos mRNAs, para las dos formas del enzima invertasa, la 

exocelular y la intracelular. El enzima exocelular es la forma fisiológicamente 
importante, tiene una localización periplásmica e hidroliza la sacarosa presente en el 
medio para generar fructosa y glucosa. 

 
Se han descrito varias secuencias reguladoras (UASs) necesarias para la correcta 

expresión de SUC2 en la región comprendida entre -418 y -650 pb de su promotor. En 
ellas se localiza un elemento repetido cinco veces que responde a la secuencia 
(AAGAAAT). Un fragmento de 32 pb conteniendo múltiples copias en tándem de este 
motivo es suficiente para conferir a un promotor heterólogo la capacidad de ser 
regulado por glucosa. Posteriormente, se identificó esta secuencia como un sitio de 
unión para Mig1 (51). Dentro de esta región se hallaron dos cajas GC necesarias para la 
represión de SUC2, denominadas SUC2A de ‐500 a ‐485 y SUC2B de ‐448 a ‐443 (39). 
Ambos sitios contienen motivos ricos en GC similares que están invertidos uno con 
respecto al otro, además de presentar una base hipersensible individual en la hebra rica 
en G y varias regiones hipersensibles flanqueando los motivos. Esto sugiere que el 
DNA cambia de conformación cuando se une a Mig1, posiblemente por formación de 
un lazo debido a la unión cooperativa DNA‐proteína en los dos sitios (39). Estudios 
realizados sobre los sitios SUC2A y SUC2B mediante mutagénesis indican que ambos 
elementos son parcialmente redundantes respecto a la represión de SUC2 (52). 
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La realización de varios análisis genéticos ha permitido identificar numerosas 
mutaciones reguladoras en esta vía de represión. Por ejemplo, ciertas alteraciones en los 
genes CYC8 (SSN6) y TUP1, al igual que ocurre en el caso de la deleción de MIG1, 
eliminan parcialmente la represión por glucosa (53). Además, existen mecanismos 
independientes de Mig1 para la represión de SUC2 (47,53,54). En ellos está directamente 
implicada la proteína Mig2 (55,56) y se observa que, aunque su deleción no afecta de 
forma significativa a la represión de SUC2, la expresión del gen en el doble mutante 
∆mig1/∆mig2 está mucho más desreprimida que el mutante simple ∆mig1. La supresión 
de los dos sitios de unión para Mig1 en el promotor del gen SUC2 también reduce su 
transcripción, lo que sugiere que los elementos necesarios para la represión se 
encuentran localizados muy cerca de aquellos requeridos para unos niveles de expresión 
normales, posiblemente superpuestos (52). 

 
1.5. Papel del complejo Hxk2/Snf1/Mig1 en la represión por glucosa  

del gen SUC2. 

 
Como se indicó anteriormente, cuando la glucosa está presente en el medio es 

detectada a través de las proteínas de membrana Snf3 y Rgt2, cuya función es generar 
una señal intracelular que se transmite a través de Grr1SCF al factor transcripcional Rgt1. 
En estas condiciones Rgt1 se hiperfosforila a causa de Tpk3 (11) disociándose del 
complejo represor de ciertos genes, como el que codifica para el transportador de 
glucosa Hxt1, permitiendo su expresión. 

 
En alta glucosa la mayor parte del complejo Snf1 permanece desensamblado y se 

localiza en el citoplasma, aunque todavía existe una pequeña fracción activa en el 
núcleo. En el compartimento nuclear también se puede encontrar una reducida cantidad 
de Hxk2 capaz de interaccionar tanto con Mig1 como con Snf1, formando parte del 
complejo represor y, por tanto, manteniendo la represión sobre el gen SUC2. La 
interacción de Hxk2 con Mig1 es a través de la región Lys6-Met15 de Hxk2 y para que 
pueda llevarse a cabo resulta imprescindible el residuo Ser311 de Mig1. Si dicho residuo 
se muta a alanina, Mig1 es incapaz de interaccionar con Hxk2 (29) además de no ser 
posible su fosforilación por Snf1. En el mutante S311A, Mig1 presenta una localización 
permanentemente nuclear y la regulación de SUC2 se ve alterada, ya que el gen pierde 
la capacidad de desreprimirse aún en ausencia de glucosa. 

 
Cuando las condiciones del medio cambian y disminuye la cantidad de glucosa, 

prácticamente todo el heterotrímero Snf1 del citosol es activado por Sak1 y una fracción 
muy importante del mismo pasa a localizarse en el núcleo gracias a Gal83. Una vez en 
el núcleo, debido a que Hxk2 deja de interaccionar con Mig1, Snf1 fosforila a Mig1 y 
provoca su salida mayoritaria hacia el citosol, permitiendo que Hxk2 también abandone 
el núcleo a través de la exportina Xpo1 (26). En estas condiciones el gen SUC2 se 
desreprime, aunque la pequeña fracción de Mig1 desfosforilada presente en la célula 
puede mantener cierto grado de represión (52). 
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Aunque Mig1 es el principal represor implicado en la regulación del gen SUC2, la 
ausencia de la proteína Mig1 no produce una desrepresión total, sino que ésta sólo se 
alcanza en el doble mutante ∆mig1/∆mig2. Dado que Mig2 presenta dos motivos de 
dedos de zinc similares a Mig1 se ha planteado la posibilidad de que esta proteína tenga 
un papel secundario en la regulación del gen SUC2 (55) aunque su deleción no afecte de 
forma significativa a la represión del mismo.  

 
Si bien se demostró que Mig2 es capaz de unirse a promotores con motivos 

similares a los sitios de unión de Mig1 (55) y parece un elemento clave en la regulación 
de la utilización de glucosa por S. cerevisiae, no se tienen muchos datos acerca de su 
participación en el complejo represor del gen SUC2, ni de otras posibles funciones que 
pueda llevar a cabo en la célula. 

 
Agrupando lo expuesto hasta el momento, el comportamiento general simplificado 

de una célula de S. cerevisiae en cuanto a la detección y utilización de glucosa podría 
ser tal y como se representa en las figuras I-1.5A (página 16) e I-1.5B (página 17). 
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Figura I-1.5A: Represión por glucosa. En presencia de glucosa, Mig1 en su estado desfosforilado 
forma parte del complejo represor del gen SUC2 impidiendo su transcripción. La señal glucosa es 
transmitida a través de la vía Mth1, Std1 y Grr1 provocando la disociación del DNA de Rgt1, 
posibilitando la transcripción de genes como HXT y HXK2. El complejo quinasa Snf1 se encuentra en el 
citosol en forma inactiva. Hxk2 se localiza parcialemente en el núcleo, participando en la represión. 
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Figura I-1.5B: Desrepresión en ausencia de glucosa. El complejo Snf1 en su conformación activa 
puede translocarse al núcleo gracias a Gal83. En este compartimento fosforila (entre otras proteínas) a 
Mig1, provocando la disociación de los elementos del complejo represor del gen SUC2 y el comienzo de 
la transcripción. Rgt1 se hiperfosforila y asocia al DNA, determinando el fin de la transcripción de los 
transportadores de glucosa y del gen HXK2. El complejo Reg1/Glc7 inactivará de nuevo a Snf1 cuando la 
hexosa vuelva a estar presente en el medio. 
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2. Transporte núcleo-citoplasmático: 

El núcleo es una de las estructuras celulares más características de los organismos 
eucariotas. Es un orgánulo delimitado por una doble membrana y en su interior se halla 
la mayor parte del material genético celular. Esta doble membrana es conocida como 
envoltura nuclear. Cada una de las membranas que componen la envoltura nuclear tiene 
una composición típica de bicapa lipídica, dejando entre sí un espacio aproximado de 
20-40 nm llamado espacio perinuclear. La membrana externa mantiene una continuidad 
con el retículo endoplásmico rugoso, mientras que la membrana interna está 
interconectada con la lámina nuclear. La lámina nuclear es una red de filamentos 
proteicos compuestos por varias proteínas conocidas como laminas (A, B1, B2 y C) que 
actúa como punto de anclaje para los cromosomas y proporciona estabilidad mecánica 
al núcleo.  

La función del núcleo es permitir la separación del material genético y la maquinaria 
transcripcional de los componentes propios del citoplasma, como los implicados en el 
metabolismo y en la traducción de proteínas.  Esta segregación facilita la organización 
de diversos procesos celulares como la expresión génica, la transducción de señales y la 
progresión del ciclo celular. Uno de los puntos clave para poder llevar a cabo esta 
regulación es la existencia de un transporte selectivo y bidireccional, tanto de RNA 
como de proteínas, entre el citoplasma y el núcleo. Este transporte ocurre a través de 
grandes estructuras localizadas en la membrana nuclear conocidas como poros nucleares 
(NPC, Nuclear Pore Complex).  

 
2.1. Estructura y función del poro nuclear. 

El poro nuclear es una gran estructura macromolecular con un tamaño aproximado 
de 125 MDa (57) que se encuentra anclada en la doble membrana de la envoltura 
nuclear, permitiendo la conexión entre el citoplasma y el interior del núcleo. Estudios 
recientes han mostrado que la estructura del NPC se encuentra muy conservada 
evolutivamente, comprendiendo un número relativamente peque o de proteínas (   30) 
conocidas como nucleoporinas o Nups (58,59).  

Cada poro contiene de 8 a 48 copias de cada Nup, presentando, por tanto, una 
simetría octogonal. En el centro del NPC, perpendicular a la membrana, se encuentra el 
canal central, con un diámetro de 30nm, a través del cual tienen lugar la entrada. La 
mayor parte de las nucleoporinas se disponen de forma simétrica, estando presentes a 
ambos lados del NPC, cerca del canal central (Nups simétricas). También se ha 
observado que, tanto en levadura como en metazoos,  algunas Nups tienden a asociarse 
de manera preferente con el lado nuclear o con el lado citoplásmico del NPC (Nups 
asimétricas) (58). 

Aunque la mayoría de las Nups presentan una baja similitud en cuanto a su 
secuencia, muchas mantienen algún grado de conservación en cuanto a su estructura y/o 
función, permitiendo que la composición del NPC se conserve en varios aspectos (60). 
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Las nucleoporinas se pueden dividir en  tres grupos teniendo en cuenta su papel. En 
primer lugar se encuentran aquellas con un dominio transmembrana cuya función es el 
anclaje del NPC a la membrana; en segundo lugar están las Nups estructurales, que se 
encargan de mantener la estructura del canal central que hace posible el transporte; 
finalmente, se encuentran aquellas que contienen repeticiones de los aminoácidos 
fenilalanina y glicina (FG-Nups). En mamíferos podemos encontrar un cuarto grupo 
compuesto por Nups ricas en motivos triptófano-arginina (WD) (59). 

Las FG-Nups  comprenden, aproximadamente, la mitad de la masa total del NPC y, 
como se comentó anteriormente, en su mayoría están distribuidas de manera simétrica 
aunque algunas se localicen exclusivamente sólo en la cara nuclear o en la citosólica. 
Son muy importantes puesto que las repeticiones FG resultan las encargadas de 
interaccionar con las proteínas implicadas en el transporte núcleo-citoplasmático. Se 
estipula que existen unas 200 repeticiones de FG-Nups por cada NPC, lo que representa 
un gran número de sitios de unión para estos transportadores (61). Esta característica, 
hace de las FG-Nups un elemento esencial para el transporte específico a través del poro 
nuclear. 

El mecanismo de trasporte a través del poro se encuentra mediado por un conjunto 
de proteínas denominadas Carioferinas (Kaps). Muchos de estos factores son miembros 
de una superfamilia de proteínas que contienen repeticiones HEAT y a las que se 
conoce colectivamente como β-Carioferinas. El número de las mismas, así como su 
función y el mecanismo de reconocimiento de las proteínas a transportar, varía según las 
especies. Hay unas 20 β-Kaps en células humanas, mientras que el número se reduce a 
14 en S. cerevisiae (62,63). 

Mientras que los iones, moléculas pequeñas y macromoléculas con un tamaño 
inferior a 40 kDa pueden difundir de forma pasiva a través del poro nuclear, aquellas 
moléculas con un tamaño superior, así como la mayoría de proteínas nucleares, usan un 
mecanismo de trasporte activo, pudiendo alcanzarse del orden de 1.000 transportes por 
complejo en un segundo (62,64). 

Se han propuesto varios modelos para explicar el mecanismo de entrada y 
translocación del conjunto Kap-cargo a través del poro (65). En el primer modelo se 
propone que las repeticiones FG de las Nups son capaces de interaccionar entre sí de 
manera débil para formar una especie de “entramado selectivo”. Este tamiz 

imposibilitaría el paso a aquellas proteínas incapaces de “disolverse” en el mismo. Las 
Kaps, gracias a su naturaleza hidrofóbica, son capaces de integrarse en el tamiz y 
atravesar el poro (66).  

Una segunda teoría sugiere que, aunque la estructura interna del NPC está formada 
por un canal acuoso, el pequeño tamaño de este canal (30 nm) junto con los filamentos 
de las FG-Nups funcionaría como una barrera entrópica a la difusión. La unión de las 
Kaps a las repeticiones FG permitiría superar esta barrera y acceder al interior del canal 
para, finalmente, atravesar el poro en un proceso denominado “entrada virtual” (

58,61).  
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El último modelo plantea la formación de un gradiente de afinidad por parte de las 
FG-Nups. Las Kaps serían capaces de viajar a través del mismo gracias al 
establecimiento de interacciones con sitios específicos de las FG-Nups, aumentando la 
afinidad por las mismas a medida que avanza la translocación. En apoyo a esta teoría, se 
ha demostrado que una Kap implicada en la importación  presenta una afinidad 
significativamente mayor por una Nup presente en el lado nuclear del NPC, mientras 
que una Kap relacionada con la exportación tiene una afinidad superior por aquellos 
sitios de unión localizados en el lado citoplasmático (67-69). La presencia de 
nucleoporinas con sitios de unión de alta afinidad en los compartimentos de destino 
permite mantener una direccionalidad en el trasporte (61). 

 
2.2. Superfamilia de las Carioferinas. 

Aquellas moléculas incapaces de atravesar la envoltura nuclear por difusión pasiva 
requieren de un mecanismo de transporte activo mediado por proteínas. Estos 
trasportadores son conocidos por el nombre de carioferinas (Kaps) y juegan un papel 
muy importante en diversos procesos celulares como son la expresión génica, la 
transducción de señales, la respuesta inmune y la propagación viral (70). 

En S. cerevisiae esta superfamilia está compuesta por 17 proteínas que podemos 
dividir en cuatro grupos: un primer grupo al que pertenece la importina α (α-Kap), una 
segunda familia a la que pertenecen las β-Kaps, en tercer lugar estaría el heterodímero 
Mex6-Mtr2 y, por último, la carioferina Ntf2. 

Se conocen 14 β-Kaps en S. cerevisiae, cada una de ellas operando en distintas vías 
del transporte nuclear: importación, exportación o transporte bidireccional (71). Las 
proteínas pertenecientes a esta superfamilia presentan unos pesos moleculares 
comprendidos entre 90 y 150 kDa, un punto isoeléctrico de 4-5, una baja homología de 
secuencia (entre un 10 y un 20%) y todas contienen repeticiones helicoidales HEAT 
(63). Análisis evolutivos dividen la superfamilia de las Kaps en 12 subfamilias (72). De 
las 14 β-Kaps presentes en S. cerevisiae, 10  median la importación de proteínas al 
interior del núcleo, tres la exportación y una de ellas participa en ambos procesos, 
siendo la única capaz de realizar ambas actividades (73). 

En cuanto a la estructura de los diferentes miembros de esta familia, se ha podido 
determinar que todas ellas contienen dominios HEAT. Este dominio proteico está 
presente en varias proteínas entre las que se encuentran aquellas que le dan nombre: 
Huntingtina, factor de Elongación 3, subunidad PR65/A de la proteína fosfatasa 2A y 
PI3-quinasa TOR. El dominio HEAT consiste en la repetición de aproximadamente 40 
residuos, dispuestos en dos α-hélices (A y B) antiparalelas unidas por un giro. Una 
característica propia de estos dominios es la presencia de dos residuos muy 
conservados, el Asp19 y la Arg25 (74-76). 

En el caso de la familia de las β-carioferinas, el número de repeticiones HEAT 
presentes varía entre 18 y 20 (77). Estas repeticiones se unen entre sí de tal manera que  
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forman dos arcos, los cuales se fusionan para dar lugar a una molécula helicoidal. La 
orientación relativa de los arcos varía entre los miembros de esta familia y se ve influida 
por la unión de las mismas a diferentes proteínas (78). De esta manera, pese a presentar 
una arquitectura similar, las α-hélices de las β-Kaps muestran una considerable 
variabilidad en aquellas zonas implicadas en la unión. Esta flexibilidad estructural 
confiere a las β-carioferinas la capacidad de unir diferentes sustratos, así como que 
varias Kaps puedan mediar el transporte de una misma proteína. Por ejemplo, las 
histonas son capaces de usar al menos cuatro vías de importación (79). 

Cada β-Kap reconoce un grupo específico de proteínas o RNA, creando múltiples 
vías de transporte a través del poro nuclear. El reconocimiento de las proteínas a 
transportar tiene lugar a través del extremo C-terminal de la Kap, mientras que en el 
extremo N-terminal se encuentra localizado el dominio de unión para la proteína Ran. 
Además de interaccionar con las proteínas/RNA a transportar y con RanGTP, las 
carioferinas establecen interacciones débiles con las repeticiones FG presentes en las 
nucleoporinas del NPC a través de un dominio localizado en el centro de la proteína, 
permitiendo la translocación del complejo Kap-cargo (80,81).  

El factor determinante en la localización nuclear es la presencia de señales diana 
para las Carioferinas. Estas secuencias se conocen con el nombre de NLS (Nuclear 

Localization Sequence) en el caso de señales que median la importación y NES 
(Nuclear Export Signal) en aquellas implicadas en la exportación. La mayoría de las β-
Kap se unen directamente a la NLS de su cargo. La importina β es la única que puede 
reconocer la secuencia de localización nuclear directamente o a través de un adaptador, 
la importina α (

76). La importina β puede usar también como adaptador a la proteína 
Esnurportina1 para mediar la importación de las snRNPs (82). 

Mientras que la localización de una proteína nuclear viene marcada por la presencia 
de una secuencia NLS o NES, la direccionalidad del transporte a través del NPC está 
determinada por un gradiente de RanGTP, esencial en la regulación de la interacción de 
la β-Kap con su cargo (62,83). La concentración de RanGTP en el interior del núcleo es 
unas 100 veces superior al presente en el citoplasma celular, estando regulada esta 
distribución por varias proteínas, siendo las más importantes RanGEF y RanGAP (84). 

 
2.3. Regulación del transporte núcleo-citoplasmático por RanGTP. 

Como se ha indicado previamente, la direccionalidad del transporte a través del poro 
nuclear viene determinada por un gradiente en la concentración de RanGTP.  Ran (RAs-

related Nuclear protein) (Gsp1 en levadura) es una pequeña proteína de 25 kDa 
perteneciente a la familia de las proteínas G, que se caracterizan por ser capaces de unir 
e hidrolizar GTP. Esta unión e hidrólisis tiene lugar a través de un dominio G altamente 
conservado. El dominio G en los miembros de la superfamilia RasGTPasa está formado 
por 6 láminas β rodeadas por 5 α-hélices, siendo indispensable para la unión de la 
proteína a GTP (85).  
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En el apartado anterior se hacía mención a la existencia de un gradiente de RanGTP 
entre el núcleo y el citoplasma regulado principalmente por dos proteínas: RanGEF 
(Prp20) y RanGAP (Rna1). La distribución de ambos moduladores es diferente. 
RanGEF (Ran Guanine-nucleotide-Exchange Factor) se encuentra en el núcleo y 
asociado  con las histonas H2A y H2B, mientras que RanGAP (Ran GTPase Activating 

Protein) presenta una localización citoplasmática. Este fenómeno crea y estabiliza el 
gradiente de tal manera que RanGTP está presente de forma mayoritaria en el núcleo, 
mientras que RanGDP es esencialmente citoplasmática (86).  

La capacidad de la proteína Ran para regular la direccionalidad del transporte a 
través del poro se debe a la diferente afinidad que presentan las carioferinas por la 
misma. Las proteínas β-Kaps se unen preferentemente a RanGTP a través de su extremo 
N-terminal, con una afinidad en el rango nM mientras que la afinidad por RanGDP 
es   10 µM (76).  

La diferente afinidad que muestran las carioferinas por Ran, unida a la distribución 
diferencial de la misma en el interior celular, dan lugar al ciclo representado en la Fig. I-
2.3. En la parte izquierda de la figura podemos observar cómo tiene lugar la 
importación. En ella, las proteínas a transportar se unen a las importinas en el 
citoplasma, donde RanGTP está casi ausente, produciéndose su translocación al interior 
del núcleo. Una vez en el núcleo se produce la unión entre la importina y RanGTP 
provocando la liberación del cargo.  

Figura I-2.3: Regulación del transporte núcleo-citoplasmático por RanGTP (Shao; Creative 
Commons). Durante la importación, las Kaps se unen a sus cargos pasando al interior del núcleo donde la 
unión de la importina con RanGTP y su hidrólisis a RanGDP produce la liberación del cargo. El 
complejo Kap∙RanGTP se recicla al citoplasma. En el caso de la exportación, la exportina se une a su 

cargo y a RanGTP en el núcleo, tras atravesar el mismo, la hidrólisis de RanGTP provoca la separación 
del complejo. 
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En el caso de la exportación (parte derecha de la figura), se forma un complejo 
ternario entre la exportina, el cargo y RanGTP en el interior del núcleo. Una vez 
producida la translocación al citoplasma, la hidrólisis de RanGTP provoca un cambio 
conformacional con la consiguiente disociación del complejo y la liberación del cargo 

(87). RanGDP es entonces importada al núcleo a través de la importina Ntf2 (Nuclear 

Transport Factor 2) y posteriormente convertida a RanGTP por RanGEF (88). RanGTP 
no es totalmente accesible a RanGAP mientras está formando parte del complejo, por 
ello, debe constituirse una estructura intermediaria RanBP1∙RanGTP∙Kap donde 
RanGAP sí puede acceder a RanGTP, llevándose a cabo la hidrólisis a RanGDP (62). 

 
2.4. Ruta de importación nuclear. 

La ruta de importación mediada por carioferinas más caracterizada tiene como 
efector a la importina β (Kap95). La mayoría de las Kaps interaccionan de manera 

directa con sus cargos pero Kap95 es capaz de llevar a cabo su función tanto de forma 
directa, como a través de una proteína adaptadora, la importina α (Kap60). Como se 

comentó anteriormente, el reconocimiento de los cargos por parte de las Kaps tiene 
lugar a través de secuencias específicas conocidas como NLSs, en el caso de la 
importación. 

La primera NLS caracterizada recibe el nombre de NLS-clásica (cNLS). Fue 
descubierta a principios de los 80 (89) y se caracteriza por ser una secuencia corta, rica 
en lisinas, reconocida por el heterodímero importina α∙β. Posteriormente, se identificó 
un grupo significativamente amplio y diverso de secuencias que recibe el nombre de 
PY-NLS, reconocidas por Kapβ2 (90). 

Otro tipo de NLS son las presentadas por algunas proteínas con dedos de Zn del tipo 
C2H2. Estas proteínas se caracterizan por tener unas secuencias entre los dominios C2H2 
2 y 3, cuya mutación causa la pérdida de localización nuclear. Este tipo de NLS se 
conoce como NLS de tipo intercalado (91). Recientemente, se ha descubierto que otras 
β-Kaps implicadas en la importación reconocen segmentos con secuencias muy 
diversas, haciendo extremadamente difícil la identificación de características comunes 
que definan las NLSs. 

Aunque la cNLS es la más frecuente, el uso de una proteína adaptadora como señal 
indirecta de reconocimiento por parte de la importina β es poco común. Estudios 

recientes indican que, pese a lo esperado, el transporte del dímero imporina β-cargo es 
más rápido que el transporte mediado por la importina α. Modificaciones en la 

concentración de la importina α mediante siRNA o microinyección han provocado 

cambios equivalentes en la concentración de cargo dentro del núcleo. Por el contrario, 
aumentos en la cantidad de importina β pueden llegar a inhibir el transporte al interior 

nuclear. Por tanto, aunque el uso de una proteína adaptadora conlleve un gasto de 
energía superior (la célula necesita exportar la importina α, con el consiguiente gasto de 
GTP), parece que esta vía presenta una ventaja evolutiva y mejora la respuesta a 
cambios ambientales (92). 
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Dentro de la cNLS podemos encontrar dos tipos de secuencias: monopartitas y 
bipartitas. La NLS-clásica monopartita se caracteriza por ser corta, presentando de 5 a7 
residuos, y tener carácter básico. En la mayoría de los casos, se corresponde con la 
secuencia consenso K(K/R)x(K/R). Su pequeño tamaño y su naturaleza polar podrían 
favorecer su localización en la superficie de giros donde sería accesible a la importina α. 

La cNLS bipartita presenta dos zonas ricas en aminoácidos básicos separadas por una 
secuencia de 10-12 aminoácidos y responde, en general, a la siguiente secuencia 
consenso: (K/R)(K/R)x10-12(K/R)3/5 (93

). Los residuos críticos se han denominado P1’-
P2’ (región amino de la secuencia) y P2-P5 (región carboxilo). El más importante 
parece ser el residuo P2, predominantemente definido por los aminoácidos Thr166 y 
Asp203 en las repeticiones Arm 2 y 3 de la importina α. Las dimensiones del bolsillo 
parecer ser óptimas para albergar un residuo de Lys (94). 

La importina α está compuesta por dos dominios diferentes tanto desde el punto de 

vista estructural como desde el funcional. En el extremo N-terminal se encuentra 
localizado el dominio de unión a la importina β (αIBB) mientras que el extremo C-
terminal está implicado en el reconocimiento del cargo. El extremo C-terminal está 
formado por una repetición en tándem de 10 dominios armadillo (Arm) (95,96

). El 

dominio Arm consiste en 3 α-hélices (H1, H2 y H3) codificadas por un motivo de    40 
aminoácidos que se disponen de forma antiparalela generando una superestructura 
helicoidal con forma fusiforme, ligeramente curvada y con carácter hidrofóbico. La 
hélice H3 define la superficie interna de la región cóncava de la proteína.  

Estudios estructurales revelan que  el sitio de unión para la cNLS está localizado a 
lo largo de un surco, muy conservado evolutivamente, sobre la superficie de la 
importina α. La zona cóncava del surco contiene una secuencia muy conservada de 
residuos triptófano y asparragina, localizados en los giros 3 y 4 de la hélice H3. Esta 
secuencia se encuentra interrumpida entre las repeticiones Arm 5 y 6, dividiendo el 
surco de unión en dos partes: el surco mayor que comprende los dominios Arm 2-4 y el 
surco menor formado por los dominios Arm 6-8. La interrupción de la secuencia 
triptófano-asparragina se encuentra conservada desde las levaduras hasta los humanos 
(95). 

En resumen, la ruta de importación mediada por el dímero importina α∙β comienza 

en el citoplasma con la interacción entre la importina α y la NLS de la proteína a 
transportar. A continuación, la importina β se une al dominio αIBB de la importina α a 

través de la región comprendida entre los dominios HEAT 7-19 (97). Mediante la 
interacción de la importina β con las FG-Nups, el trímero importina α∙β∙cargo se 
transloca al interior del núcleo. Una vez en el núcleo, debido a la alta concentración de 
RanGTP, se produce la interacción entre la importina β y RanGTP lo que provoca un 

cambio conformacional con la consiguiente liberación del dímero importina α-cargo 
(98
). Posteriormente, se produce la unión de la importina α-cargo a Nup50 (Nup2) y al 

dímero formado por la exportina Cse1∙RanGTP, provocando la liberación del cargo en 
el núcleo. En último lugar, la importina α se recicla al citoplasma mediante el complejo 
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Cse1∙RanGTP, quedando lista para un nuevo ciclo (
99
). El reciclaje de la importina β 

parece que ocurre unida a RanGTP, mediante su interacción con las FG-Nups (100). 

2.5. Exportación nuclear mediada por NES. 

Las β-Kaps tienen la capacidad de reconocer señales tanto de localización nuclear 
como de exportación. Aún cuando están descritas varias clases de NLSs, hasta el 
momento sólo se conoce un tipo de NES, la LR-NES. La LR-NES es una secuencia 
compuesta por unos 10-15 residuos, identificada por primera vez en la proteína VIH-1 
Rev y en el inhibidor de la proteín-quinasa dependiente de cAMP. Es reconocida por la 
exportina Crm1 (Xpo1) (101).  

A través de varios experimentos de mutagénesis y diversos estudios de simulación 
por ordenador, se ha establecido que la secuencia NES, en muchos casos, se 
corresponde con la secuencia consenso Φ-x2-3-Φ-x2-3-Φ-x-Φ, donde Φ representa a los 
aminoácidos Lys, Val, Ile, Phe o Met. Estos aminoácidos son clave para el 
reconocimiento y unión por parte de la exportina Crm1 aunque se ha visto que las 
secuencias anexas, muchas de carácter ácido, son también importantes en esta unión 
(102). Muchas de las LR-NES se corresponden con esta secuencia, pero esta secuencia 
también se localiza en muchas proteínas que contienen en su estructura secundaria α-
hélices (102,103). Al igual que ocurre con las NLSs, la LR-NES podría ser tan compleja y 
diversa que sería necesario describirla no como una secuencia lineal, sino dentro de un 
contexto físico y estructural que permitiera su interacción con la Crm1.  

Algunos estudios han demostrado la existencia de NESs reconocidas también por 
otras proteínas, tal es el caso de la calreticulina, una proteína capaz de unirse a calcio e 
implicada en el plegamiento de proteínas en el lumen del retículo endoplásmico. S. 

cerevisiae no presenta esta proteína aunque Cne1 tiene cierta homología con ella. La 
calreticulina es capaz de unirse a la NES presente en la proteína PKI (104). Se ha 
comprobado la existencia de otras secuencias de exportación independientes de Crm1, 
ya que el trasporte de las proteínas que llevan esta secuencia es independiente de 
leptomicina B. Tal es el caso del ejemplo antes mencionado de la secuencia reconocida 
por calreticulina, así como de las secuencias M9 y KNS localizadas en hnRNPA1 y 
hnRNP K (102). El transporte de estas dos últimas proteínas sí es sensible a actinomicina 
D. 

Se han identificado cuatro exportinas en S. cerevisiae: Los1, Msn5, Crm1/Xpo1 y 
Cse1. Los1 está implicada en el transporte de tRNA (105). Msn5 es la única proteína 
conocida en levadura capaz de llevar a cabo procesos de importación y de exportación, 
siendo la encargada del trasporte de varios factores de transcripción como Pho4 y Mig1 
(106

). Cse1 es la exportina encargada del reciclaje de la importina α, mediante su 
interacción con Nup153 (107). Crm1 es la encargada del trasporte de aquellas proteínas 
que presentan LR-NES cualidad que, en estos momentos, hace que sea la exportina más 
estudiada. Dada la importancia de Cse1 en el reciclaje de la importina α y que la ruta de 
exportación por Crm1 es la mejor caracterizada, nos centraremos en estas dos proteínas. 
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Crm1 contiene 20 repeticiones HEAT (H1-H20). La estructura de muchas de las 
repeticiones H1 junto con varios de los giros dentro de H1-H3, H8-H9 y los últimos 10 
residuos de Crm1 no ha sido modelada debido a la débil densidad electrónica y 
movilidad de estas zonas. Las repeticiones H1-H20 se disponen en forma de anillo con 
H2-H5 a sólo 10Å de H20. Los diámetros externo e interno de la circunferencia que 
forman son 90 y 45Å, respectivamente. Las repeticiones H1-H19 presentan la estructura 
típica con dos hélices antiparalelas, mientras que la H20 tiene 3 hélices: H20’, H20A y 
H20B. La hélice H20B está seguida por una hélice compuesta por 27 residuos 
denominada hélice C implicada en el contacto con las hélices H8-H12. Al igual que en 
el caso de Kap-β2, Crm1 contiene un giro flexible en el centro de su estructura y, por 
tanto, se propone un modelo en el cual el giro enmascararía el sitio de unión del cargo, 
dificultando la asociación estable entre Ran y Crm1. Cuando se produce la unión con 
Ran o con el cargo, el giro sufriría un cambio conformacional y se produciría la 
formación de un complejo ternario estable (108). Este mecanismo podría no ser universal 
dado que la exportina Cse1 carece de un giro en esta posición aunque sí contiene una 
extensión dentro de la hélice H19 que interacciona con RanGTP y con la proteína a 
transportar (77). 

El antifúngico leptomicina B es capaz de inhibir la exportación nuclear mediante 
transferencia de un grupo alquil a la Cys528 de las Crm1, aunque no está claro si esta 
inhibición se debe a un bloqueo del sitio de unión al sustrato o a un cambio 
conformacional. Aún así, en ambos casos se impediría la unión del cargo a Crm1 (109). 

Por su parte, Cse1 forma una super hélice con sus extremos amino y carboxilo 
terminales próximos, generando una proteína con forma arqueada que se dispone 
abrazando a la proteína RanGTP. Simultáneamente, Cse1 puede establecer contacto con 
la importina α, disponiéndose ésta en una conformación donde no sería posible su unión 

con el cargo, en esta conformación, la importina α también se encuentra en contacto con 
RanGTP.  

La interacción entre Cse1 y RanGTP es diferente de la presentada por las importinas 
β1 y β2, y podría explicar por qué las exportinas presentan una alta afinidad por 

RanGTP sólo en presencia de sus cargos. Cse1 tiene dos sitios de unión para RanGTP, 
la unión débil entre ambas proteínas tiene lugar a través del sitio localizado en el 
extremo N-terminal. Por el contrario, en presencia de su cargo, Cse1 se dispone 
alrededor de RanGTP de manera que ésta ocupa ambos sitios (77). 

Recientemente, se ha conseguido cristalizar la proteína Crm1 humana (residuos 1-
1071) unida a uno de sus sustratos: la Esnurportina 1 (Spn1) (residuos 1-342). En esta 
estructura se puede observar que los últimos 30 residuos de Spn1 son prescindibles para 
su unión con Crm1. En la región que comprende los residuos 1-66 podemos encontrar el 
dominio sIBB mientras que en la región 94-293 se localiza el dominio NBD 
(Nucleotide-Binding Domain). La unión de Crm1 a la región NBD es idéntica a la unión 
al dominio m3G-cap. Por el contrario, la unión a la región sIBB difiere bastante de la 
unión Kap-β1∙sIBB (110). Los residuos 1-10 de la sIBB forman una hélice que conecta a 
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través de un gran bucle con las hélices α2IBB y α3IBB. Los residuos 1-17 sobresalen de la 
proteína para unirse a Crm1, mientras que el resto de la región sIBB cubre una cara del 
NBD. 

Spn1 se une de manera bipartita sobre la superficie de Crm1, abarcando las hélices 
H11-H14. Los residuos 1-16, que forman la LR-NES, interaccionan con un surco 
hidrofóbico formado por las hélices H11-H12 de Crm1 mientras que el segundo 
elemento de unión o epítopo II de la NES, interacciona con la región comprendida entre 
las hélices H12 y 14. No hay contacto entre ambas regiones NES (111). 

El mecanismo básico de exportación mediado por Crm1 podría resumirse de la 
siguiente manera: en el núcleo se produce el reconocimiento por parte de Crm1 de la 
NES presente en la proteína a transportar. Una vez llevado a cabo el reconocimiento, se 
forma un complejo ternario entre Crm1, RanGTP y el cargo. Posteriormente, el 
complejo es reconocido por los residuos FG de las nucleoporinas del NPC, quienes 
permiten su translocación al citoplasma. Una vez en el citoplasma tiene lugar la 
hidrólisis de RanGTP a RanGDP por parte de la proteína citoplasmática RanGAP, 
provocando la liberación del cargo fuera del núcleo. En último lugar Crm1 es reciclada 
al núcleo a través de su interacción con la Nup214 (107).  

 

2.6. Regulación del transporte núcleo-citoplasmático.  

En respuesta a una gran variedad de señales como hormonas, citoquinas, factores de 
crecimiento, señales del ciclo celular, señales del desarrollo y señales de estrés, se 
pueden modificar las tasas de transporte de una gran cantidad de proteínas. 
Recientemente, se ha observado que muchas proteínas contienen ambas señales NLS y 
NES, de tal manera que su concentración en el interior del núcleo puede ser regulada de 
manera muy precisa en respuesta a diferentes tipos de señales a través de la modulación 
de sus tasas de importación y exportación. 

Uno de los mecanismos para modular la tasa de transporte es a través del 
enmascaramiento de su NLS o NES, de manera intra o intermolecular. Un ejemplo del 
primer caso lo tenemos en el factor de transcripción NF-AT4, donde una alta 
concentración de calcio provoca la unión de la calcineurina impidiendo el 
reconocimiento de su NES por parte de Crm1 (112). El enmascaramiento intramolecular 
es uno de los mecanismos de regulación más comunes, ocurre cuando la accesibilidad a 
las NLS/NES se impide a través de un cambio conformacional, tal es el caso del factor 
transcripcional nuclear kappa (NF-κB) (113). 

Además del enmascaramiento de las NLS/NES que previenen la 
importación/exportación, la afinidad de las importinas/exportinas por sus cargos puede 
ser regulada a través de diferentes modificaciones post-traduccionales como 
fosforilaciones, ubiquitinaciones y metilaciones. El caso más frecuente es la regulación 
por fosforilación de un sitio cercano a la secuencia NLS/NES. Tal es el caso del 
morfogen Dorsal de Drosophila. La fosforilación de la Ser312 por la PKA, aminoácido 
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localizado 22 residuos hacia el extremo N-terminal de su NLS, incrementa su afinidad y 
reconocimiento por parte del dímero importina α∙β (

114). Otro ejemplo de regulación por 
fosforilación lo encontramos en el enzima Hxk2, en este caso, la fosforilación de la 
Ser14 provoca la dimerización de la proteína e impide su reconocimiento por parte de 
Xpo1 (26). 

Otro mecanismo de regulación es a través de la modulación de la unión del cargo a 
factores específicos del citoplasma o del núcleo. Por ejemplo, el receptor de 
glucocorticoides (GR) se retiene en el citoplasma a través de la formación de un 
complejo con la proteína Hsp90 en ausencia de ligando (115). 

En último lugar, se encuentra la regulación por modulación de la expresión de los 
componentes de la maquinaria de transporte. La presencia o ausencia de una 
determinada importina o Nup podría determinar si un cargo específico puede entrar o 
salir del núcleo de manera eficiente, haciendo de la expresión dependiente de tejido o 
tipo celular de los diferentes componentes del transporte, un factor crítico (116). Como 
ejemplo tenemos a dHSF (Drosophila Heat-Shock Factor), que es transportado al 
núcleo por IMPα3. IMPα3 está ausente durante el desarrollo embrionario evitando la 
entrada al núcleo de dHSF hasta que comienza su expresión en el estadio 13 (117).  

Como se ha señalado, el transporte núcleo-citoplasmático puede estar regulado a 
través de una gran variedad de mecanismos. De esta manera, a través de diferentes 
efectores capaces de modular la localización subcelular, tenemos una relación directa 
entre las señales intra/extracelulares y la respuesta en términos de importación y 
exportación de moléculas clave en la señalización, como son reguladores del ciclo 
celular, quinasas y factores transcripcionales. 
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3. Morfología y función mitocondrial. 

Las mitocondrias son orgánulos esenciales presentes en las células eucariotas. Su 
diámetro varía entre 0,5-10 nm y su número depende del organismo y tejido en el cual 
estén presentes. Muchas células poseen una única mitocondria, mientras otras pueden 
contener varios miles. Este orgánulo contiene, a su vez, material genético propio así 
como sistemas particulares de trascripción y traducción, siendo capaz de llevar a cabo 
una gran variedad de procesos metabólicos. Entre ellos se incluyen las reacciones del 
ciclo de Krebs, el ensamblaje de los complejos hierro/azufre, la β-oxidación de los 
ácidos grasos, procesos de degradación y biosíntesis de muchos metabolitos (118), así 
como la producción de energía esencial para diversos procesos celulares (119). 

 
El papel de la mitocondria en la célula se ve reflejado en su estructura. Es un 

orgánulo delimitado por una doble membrana con unas características morfológicas y 
una distribución intracelular muy especiales. Un corte transversal de un túbulo 
mitocondrial revela 4 partes diferentes: una membrana externa (ME) y una membrana 
interna (MI) separadas por un espacio intermembrana (EIM) y un compartimento 
delimitado por la membrana interna llamado matriz. Dentro de la matriz mitocondrial de 
encuentra el DNA mitocondrial (mtDNA) anclado a la membrana interna.  

 
La herencia y morfogénesis mitocondrial dependen de un transporte activo a lo largo 

del citoesqueleto y de sofisticados mecanismos que regulan la diferente morfología y 
distribución, ayudando a optimizar la función mitocondrial en respuesta a constantes 
cambios tanto en el interior como en el exterior celular (120). 

 

3.1. Bases genéticas de la morfología y función mitocondrial. 

 
El hecho de que S.cerevisiae sea una levadura anaerobia facultativa, capaz de 

satisfacer sus requerimientos energéticos gracias a la energía producida a través de la 
fermentación, implica que sólo un pequeño número de proteínas mitocondriales son 
esenciales para la viabilidad celular. Este pequeño grupo se encuentra restringido a un 
conjunto de factores esenciales para la importación, procesamiento y plegamiento de 
proteínas precursoras; ensamblaje de los complejos hierro/azufre y la síntesis del 
nucleótido flavina. 

 
El genoma de S.cerevisiae codifica ocho proteínas esenciales para la fosforilación 

oxidativa. A pesar de la capacidad de la mitocondria para codificar y sintetizar sus 
propias proteínas, hay un amplio número de genes localizados en el genoma nuclear 
necesarios para la respiración. Mutantes en estos genes son comúnmente conocidos 
como mutantes petite o pet (121). 

 
Las mitocondrias son orgánulos increíblemente dinámicos. Su morfología y 

distribución reflejan los requerimientos energéticos propios de la célula. En S. 

cerevisiae, las mitocondrias forman un entramado tubular bajo el córtex celular. La 
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continuidad del mismo se mantiene por un trasporte activo dependiente de actina y un 
equilibrio dinámico entre procesos de fusión y fisión (120,122). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
3.1.1. Genes necesarios para la respiración. 

 
Se han identificado un total de 341 ORFs necesarias para el crecimiento en fuentes 

de carbono no fermentables. Más de la mitad de los genes identificados como pet 
codifican para proteínas mitocondriales, la mayoría implicadas en replicación, 
transcripción y traducción del genoma mitocondrial o en el ensamblaje de la cadena 
respiratoria.  

 
Una gran parte de los genes pet codifica para proteínas no mitocondriales asociadas 

con funciones vacuolares o para factores transcripcionales nucleares. Los restantes están 
asociados con diferentes funciones celulares y los defectos que muestran en el 
crecimiento en medios con glicerol, podrían deberse a una acumulación de efectos que 
comprometieran la fisiología general de la célula.   

 
38 ORFs codifican para proteínas desconocidas que, presumiblemente, juegan un 

importante papel en el mantenimiento de la capacidad respiratoria de la célula (123). 
 

3.1.2. Genes implicados en la distribución y morfología 

mitocondrial. 

 
Aquellos genes implicados en el mantenimiento de la distribución y morfología 

mitocondrial reciben el nombre de genes MDM (124). Los mutantes ∆mdm se han 
clasificado en tres clases teniendo en cuenta la morfología mitocondrial que presentan. 
Mientras que los mutantes de la clase I se consideran esenciales en el establecimiento de 
una morfología mitocondrial tipo silvestre, los componentes de las clases II y III 
presentan una pequeña proporción de células con morfología normal y, por tanto, no son 
esenciales para el establecimiento de una estructura mitocondrial normal. 

 

Figura I-3.1: Morfología mitocondrial en S.cervisiae (Okamoto, K. et al., 2005). Células mostrando un fenotipo 
silvestre, mutante para la fusión (Δfzo1), mutante de fisión (Δdnm1) y mutante en la ruta de la tubulación (Δmmm1). 
Bar, 5µm. 
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Los mutantes de la clase II son capaces de crecer en fuentes de carbono no 
fermentables. Este grupo incluye cepas que exhiben defectos en la morfología 
mitocondrial sólo bajo determinadas condiciones. Las mitocondrias que presentan los 
componentes de esta clase están, normalmente, fragmentadas o agregadas (123). En este 
grupo podemos encontrar a los mutantes ∆pct1, ∆mdm20 o para tres genes implicados 
en la biosíntesis del ergosterol: ERG6, ERG24 y ERG28. El hecho de que estos 
mutantes ∆erg estén dentro de este grupo es consistente con el papel que el ergosterol 
juega en la fusión de membranas (125). 
 

En la clase III encontramos el mismo tipo de morfología aberrante que en la clase II, 
es decir, mitocondrias agregadas y fragmentadas pero que, además, presentan un 
fenotipo pet. Dado que la pérdida de función respiratoria está asociada a una pérdida en 
la estructura de las crestas mitocondriales y que los procesos de morfogénesis 
mitocondrial están íntimamente ligados con las conexiones entre la membrana externa e 
interna (126), es concebible que estos mutantes presenten defectos en la estructura de su 
membrana interna. 

 
Entre los mutantes de la clase I hay, por el momento, 18 genes identificados que 

codifican para componentes esenciales de la maquinaria implicada en la morfología 
mitocondrial. En este grupo podemos encontrar a los mutantes ∆tom7, ∆mdm30, 
∆mdm33 y ∆mdm36 entre otros. Todos muestran una morfología mitocondrial aberrante 
aunque difieren en la misma. Mientras que unos presentan agregados y/o fragmentos 
cortos, otros se caracterizan por presentar mitocondrias alargadas con muchas ramas o 
anillos gigantes (123). Muchos de los componentes de este grupo carecen de una 
presecuencia que determine su localización mitocondrial. Tal es el caso de  Mdm33, 
Mdm39, Mdm30, Mdm34, Mdm35 y Mdm36. Incluso algunos carecen de un dominio 
transmembrana que facilite su importación a dicho orgánulo. 

 
Además de los genes mdm nombrados, existe una serie de levaduras mutantes para 

ciertos genes nucleares que muestran fenotipos aberrantes en sus mitocondrias. Se han 
definido, al menos, tres rutas implicadas en la morfología que se basan en los defectos 
mostrados en la forma de las mitocondrias. La primera de las rutas es la que media la 
fusión mitocondrial. Cuando la fusión se encuentra bloqueada, las mitocondrias se 
fragmentan debido a que los procesos de fisión no están contrarrestados por los de 
fusión. La segunda vía implica a la fisión mitocondrial: en el caso de que ésta esté 
bloqueada, las mitocondrias siempre se encuentran interconectadas y agregadas. Las 
levaduras aún utilizan una tercera vía necesaria para la formación de mitocondrias 
tubulares, la disrupción de esta ruta provoca la aparición de grandes esferas. 
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3.2. Fusión mitocondrial. 

  

3.2.1. Componentes de la ruta de fusión mitocondrial. 

 
En levaduras, el núcleo de la maquinaria implicada en fusión mitocondrial está 

compuesto por tres proteínas: Fzo1 y Ugo 1 en la membrana externa y Mgm1, una 
proteína del espacio intermembrana anclada a las membranas interna y externa. 
Mutantes que carezcan de cualquiera de estos tres componentes presentan mitocondrias 
fragmentadas y defectos en la herencia del mtDNA. 

Aunque la proteína Fzo1 (fuzzy onions) se localiza mayoritariamente en la 
membrana externa, también se ha visto asociada a la membrana interna (126). Fzo1 es 
una   GTPasa muy conservada evolutivamente, presente en Drosophila y en mamíferos 
(Mfn, mitofusina) (127,128). Contiene 4 repeticiones de siete aminoácidos que responden 
a la secuencia aminoacídica HPPHCPC, donde la H representa residuos hidrofóbicos; la 
C residuos con carga; y la P residuos polares y, por tanto, hidrofílicos. Este tipo de 
repeticiones son la base para muchos motivos estructurales de hélice superenrollada 
(coiled coils), normalmente implicados en la interacción entre proteínas. Un ejemplo de 
hélice superenrollada es el motivo de cremallera de leucina, el cual suele presentar una 
leucina en la cuarta posición del motivo. 

 
Además de las repeticiones de siete aminoácidos, Fzo1 presenta un dominio GTPasa 

y dos segmentos transmembrana. Aunque estudios genéticos indican que el dominio 
GTPasa de Fzo1 es esencial para su función in vivo (127), la actividad bioquímica de esta 
región aún no ha sido determinada in vitro. Fzo1 se encuentra integrada en la membrana 
mitocondrial externa con su dominio GTPasa y su dominio de hélice superenrollada 
expuestos hacia el citoplasma. Además presenta una pequeña zona de unión entre sus 
dos regiones transmembrana expuesta hacia el espacio intermembrana (126). 

 
En segundo lugar se encuentra la proteína Ugo1, por el momento identificada sólo 

en levaduras (129). Ugo1 es una proteína de 58 kDa que contiene, al menos, cinco 
dominios transmembrana (130). En su estructura presenta dos posibles dominios 
transportadores (PCD, Putative Carrier Domain) con la secuencia consenso 
Px(D,E)xx(K,R), siendo x cualquier residuo (131). La presencia de estos dominios la 
convierte en miembro de la familia de proteínas transportadoras mitocondriales (MCP, 
Mitochondrial Carrier Protein). Todos los miembros de esta familia contienen 
múltiples dominios transportadores, participando en el transporte de metabolitos y otras 
biomoléculas a través de la MI mitocondrial (132). 

 
Ugo1 es el miembro menos conservado de esta familia difiriendo en varios aspectos: 

por ejemplo, su peso molecular es aproximadamente el doble que el del resto del grupo. 
En segundo lugar, aunque otros componentes de esta familia se localizan en la  
impermeable MI, Ugo1 lo hace en la semipermeable ME, donde el transporte de 
pequeñas moléculas (hasta 5 kDa) a través de la bicapa lipídica no requiere, 
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necesariamente, un trasporte activo. Estudios bioquímicos sugieren que Ugo1 presenta 
una topología con el extremo N-terminal hacia el citoplasma y el C-terminal en el EIM 
(129), mientras que los componentes de la familia MCP caracterizados muestran ambos 
extremos orientados hacia el EIM. Finalmente, mientras que el resto de miembros tiene 
tres dominios transportadores, Ugo1 tiene dos posibles dominios transportadores, de los 
cuales, sólo uno (PCD2) provoca alteraciones en el fenotipo cuando se mutan los 
residuos con carga conservados. 

 
Estudios recientes han planteado que, si bien no se excluye la posibilidad de que 

Ugo1 sea una proteína con actividad transportadora, sí se favorece la idea de que Ugo1 
haya evolucionado desde un transportador ancestral adquiriendo una nueva función en 
la fusión mitocondrial (130) 

 
Finalmente, como último componente imprescindible en la maquinaria de fusión, 

tenemos a la proteína Mgm1 (Mitochondrial genome maintenance) (133), una segunda 
GTPasa relacionada con las dinaminas, las cuales median la escisión de  la membrana 
durante la endocitosis (134). Mgm1 es necesaria en los procesos de fusión, morfología, 
mantenimiento del genoma y mantenimiento de la estructura de las crestas 
mitocondriales (135-137). 

 
La proteína Mgm1 contiene una presecuencia en su extremo N-terminal, adyacente a 

la misma, una secuencia de corte, dos segmentos hidrofóbicos (transmembrana), un 
dominio GTPasa, un dominio intermedio y un dominio efector de la GTPasa (138). El 
dominio GTPasa, al igual que sucede con Fzo1, es esencial para poder llevar a cabo su 
función in vivo, pero no se ha demostrado su actividad bioquímica in vitro (139). Su 
ortólogo en mamíferos es la proteína Opa1 (optic atrophy) (140) que, al igual que Mgm1, 
se encuentra localizada en el espacio intermembrana (141). 

 
Mgm1, tal como se puede observar en la figura I-3.2.1A, presenta dos formas 

moleculares generadas mediante un proceso de topogénesis (142), una isoforma de 97 
kDa  (l-Mgm1) y una segunda (s-Mgm1) carente de la región de anclaje a membrana, de 
84 kDa. Mgm1 se sintetiza en el citosol y posteriormente  se dirige hacia la mitocondria 
gracias a la presecuencia que presenta en su extremo N-terminal. Una vez dirigida a la 
mitocondria, es importada a través de la translocasa de la membrana externa, donde su 
primer dominio transmembrana se inserta en la proteína de membrana interna Tim23. 
Tras el corte de la presecuencia por la peptidasa de la matriz MPP (Mitochondrial 

Processing Peptidase) se pueden seguir dos vías: por un lado, Mgm1 difundiría fuera 
del canal Tim23 y se insertaría en la membrana interna, dando lugar a la forma l-Mgm1. 
Otra posible vía sería la translocación de Mgm1 fuera de Tim23 por parte del motor 
mtHsp70 y el complejo PAM de la matriz mitocondrial, quedando el segundo segmento 
transmembrana inmerso en la MI (142). Mgm1 sería entonces cortada por la proteasa de 
membrana Pcp1, dando lugar a la forma s-Mgm1 (139,141). Opa1 presenta una 
variabilidad mayor con 8 isoformas fruto del procesamiento alternativo dependiente de 
tejido. 



Introducción 

35 
 

 
Si bien el modelo de topogénesis presentado por Herlan et al. (2004) afirma que la 

forma l-Mgm1 se encuentra en la membrana interna, hay ciertas discrepancias respecto 
a esta localización. Mientras que Fekkes et al. (1999) localizan Mgm1 en la membrana 
externa, expuesta al citosol, Sesaki et al. (2003) aseguran que la proteína Mgm1 se 
localiza en el espacio intermembrana, siendo capaz de asociarse tanto a la membrana 
externa como a la membrana interna (135,139,142). 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

El hecho de que Fzo1 y Mgm1 puedan estar localizadas tanto en la membrana 
externa como en la membrana interna, hace pensar que ambas proteínas podrían estar 
asociadas a sitios de contacto, donde las membranas externa e interna se encontrarían 
muy próximas. 

 
A continuación, se muestra un esquema con los componentes más relevantes, hasta 

el momento, de la ruta de fusión de S. cerevisiae. 

Figura I-3.2.1A: Representación esquemática del procesamiento alternativo de Mgm1 (Herlan et 

al., 2004). Mgm1 es importada a la matriz mitocondrial a través de TIM23 (1). A continuación, la 
proteasa MPP elimina la presecuencia del extremo N-terminal, dando lugar a la forma l-Mgm1 (2a). Una 
vía alternativa es la translocación del dominio RCR (Rhomboid Cleavage Region) a la membrana interna 
(2b). Este proceso depende de la hidrofobicidad del segmento TM (transmembrana), de los niveles de 
ATP de la matriz y de la presencia de un motor de importación funcional. El procesamiento a través de 
Pcp1 lleva a la formación de s-Mgm1 (4b). IMS, espacio intermembrana; p-Mgm1, proteína precursora 
de Mgm1.   
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Figura I-3.2.1B: Componentes esenciales de la maquinaria molecular implicada en fusión 

mitocondrial en levaduras. La proteína Ugo1 se encuentra localizada en la membrana externa 
mitocondrial    interaccionando con Fzo1 a través de su dominio N-terminal y con Mgm1 a través de sus 
dominios expuestos hacia el espacio intermembrana. CC, coiled coil; GED, dominio efector GTPasa; MD, 
dominio intermedio, ME, membrana externa; MI, membrana interna. 

 

 
3.2.2. Formación del complejo de fusión en levaduras. 

 
Fzo1, Mgm1 y Ugo1 forman un complejo implicado en la fusión mitocondrial que 

conecta las membranas externa e interna. El hecho de que Ugo1 presente un dominio 
citoplasmático y un dominio expuesto al EIM, hace plantear la posibilidad de que Ugo1 
actúe como puente entre las proteínas Mgm1 y Fzo1 (143). Otros estudios sugieren que la 
interacción entre Fzo1 y Ugo1 es esencial para que la fusión pueda llevarse a cabo y que 
la interacción entre Mgm1 y Ugo1 no es dependiente de Fzo1 (136,143). 

 
Según diversas observaciones, la actividad GTPasa de las proteínas Fzo1 y Mgm1 

no es necesaria para la formación del complejo de fusión ya que la proteína Fzo1, 
carente de su dominio GTPasa, es capaz de interaccionar con el dominio citoplasmático 
de Ugo1 in vitro. Del mismo modo, un mutante Mgm1S224N (sin actividad GTPasa), 
defectuoso en la ruta de fusión mitocondrial, continúa siendo capaz de interaccionar con 
Ugo1. Fzo1 y Ugo1 son capaces de interaccionar en presencia del mutante Mgm1S224N, 
por tanto, esta interacción es independiente de la actividad GTPasa de Mgm1 (143). 
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3.2.3. Modelo del mecanismo de fusión mitocondrial. 

 
Como orgánulo delimitado por una doble membrana, la mitocondria debe 

enfrentarse al problema de fusionar cuatro membranas de manera coordinada. Este 
proceso puede dividirse en tres fases: acoplamiento, fusión de las membranas externas y 
fusión de las membranas internas.  

 
El acoplamiento ocurre mediante la formación de complejos trans que implica a 

proteínas de la superficie de ambas membranas. Este paso asegura la especificidad de la 
fusión y media la oposición de membranas adyacentes. La proteína Fzo1, así como las 
mitofusinas de mamífero, juegan un papel principal en la formación de estos complejos. 
La ausencia de cualquiera de ellas imposibilita los procesos de fusión (144). Además, el 
extremo C-terminal de la Mfn1 (contiene las repeticiones héptada) forma un dímero 
antiparalelo mediante homodimerización en trans (145). 

 
El segundo paso es la fusión de las membranas externas. La capacidad de 

homodimerización mediante apareamiento de los extremos C-terminales de Fzo1/Mfn1 
es un sello indiscutible de la fusión de membranas, presente también en otras proteínas 
de fusión como la familia de proteínas SNARE o las proteínas virales de fusión. La 
formación de estos homodímeros aproxima las membranas de tal manera que puede 
producirse la fusión entre ambas (146). Fzo1/Mfn1 poseen todos los dominios necesarios 
para poder llevar a cabo esta fusión: varias regiones con dominios de hélice 
superenrollada, dos dominios transmembrana y un dominio GTPasa capaz de 
proporcionar la energía necesaria para superar la barrera energética que implica la 
fusión de las bicapas lipídicas. Aunque no se ha demostrado si la actividad de estas 
proteínas es suficiente para actuar como fusógenos, sí está claro que Fzo1 y las 
mitofusinas juegan un papel muy importante en este proceso (138,147). 

 
Tras finalizar la fusión de las MEs, debe llevarse a cabo el mismo proceso con las 

MIs. La fusión de las membranas internas es un proceso muy sensible a la disipación 
del potencial de membrana y, desde el punto de vista funcional, independiente de la 
fusión de las membranas externas. Estas diferencias indican la existencia de una 
maquinaria de fusión para la membrana interna diferente a la existente en el caso de la 
ME (148). Un análisis mecánico de este proceso, mediante el uso de mutantes 
condicionales, asigna a Mgm1 un papel principal en la fusión de la MI similar al 
mostrado por Fzo1 en el caso de la ME. Mgm1 tiene la capacidad de formar complejos 
en trans anclando MIs adyacentes (147). 

 
La actividad coordinada de las maquinarias de fusión de las membranas externa e 

interna debería asegurar la fidelidad durante los procesos de fusión de la doble 
membrana. El contacto físico de la maquinaria implicada en la fusión de la ME con la 
MI es necesaria para coordinar la fusión de la doble membrana. Dado que Ugo1 es 
capaz de interaccionar con Mgm1 y con Fzo1, se cree que es uno de los factores 
indispensables en la coordinación de los procesos de fusión de ambas membranas. 
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Figura I-3.2.3: Modelo de fusión mitocondrial en levaduras. El primer paso en el proceso de fusión es 
la formación, entre mitocondrias adyacentes, de homodímeros de Fzo1 en trans. A continuación tiene 
lugar el acoplamiento de ambos orgánulos a través del complejo Fzo1•Mgm1•Ugo1, aunque el 

mecanismo molecular del mismo no está claro. Posteriormente, las membranas externas se fusionan en 
presencia de un gradiente de protones (∆pH) y GTP para, finalmente, producirse la fusión de las 

membranas internas. Para poder llevar a cabo este último paso, es necesaria la existencia de un potencial 
eléctrio (∆Ѱ) y altos niveles de GTP. 
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3.2.4. Regulación de los procesos de fusión. 

 
Mdm30 es una proteína con un peso molecular de 70 kDa que contiene un motivo 

F-box en su extremo N-terminal. Muchas proteínas que presentan este motivo son 
componentes del complejo SCF (Skp1-Cdc53-F-box), el cual media el marcaje de 
proteínas para su degradación por el proteasoma. Este motivo también ha sido asociado 
con funciones celulares como la transducción de señales y la regulación del ciclo celular 
(149). 

 
El mutante ∆mdm30 muestra un fenotipo mitocondrial fragmentado, similar al 

presentado por mutantes de fusión, aunque este fenotipo se revierte cuando se bloquea 
la fisión mitocondrial. Estos resultados sugieren que, si bien Mdm30 es una proteína 
importante en el mantenimiento de la capacidad de fusión mitocondrial, su función no 
es esencial. 
 

Mdm30 es capaz de regular los niveles de Fzo1, aumentando estos en mutantes 
∆mdm30 y disminuyendo en el caso de sobreexpresión de este gen (150). Se cree, por 
tanto, que el papel de Mdm30 en la fusión mitocondrial se ejerce a través de la 
regulación de los niveles de Fzo1, mediante su marcaje para degradación por el 
proteasoma 26S. 

 
En cuanto a Mgm1, se ha observado que su ruta de topogénesis se encuentra 

alterada en los mutantes ∆pcp1 y ∆ups1, presentando ambos niveles casi nulos de la 
forma s-Mgm1. Pcp1 es una serín-proteasa, integrada en la membrana interna y 
necesaria en levadura para el procesamiento de la Citocromo c peroxidasa. La pérdida 
de la misma causa fragmentación mitocondrial y agregación, que se revierte cuando se 
bloquea la fisión (129). Las mitocondrias de cigotos carentes de Pcp1 son capaces de 
fusionarse, indicando que sólo l-Mgm1 es indispensable para la fusión (137). Es posible 
que la forma s-Mgm1 aumente la eficiencia de la fusión o bien esté implicada en otros 
procesos no relacionados con la fusión, como el mantenimiento de los túbulos 
mitocondriales.  
 

El mutante ∆ups1 presenta una disminución en los niveles de cardiolipina, un 
fenotipo mitocondrial aberrante caracterizado por fragmentos mitocondriales y una 
alteración en el procesado de la proteína Mgm1. Se ha observado que Ups1 es 
indispensable para el mantenimiento de la composición lipídica de la membrana interna 
y, por tanto, para la biogénesis de algunas proteínas mitocondriales localizadas en la 
misma, así como para la morfogénesis mitocondrial. Aunque por el momento no se 
conoce su papel concreto, entre las funciones postuladas para Ups1 se encuentran las 
siguientes: Ups1 podría estar implicada en la síntesis y/o degradación lipídica, en el 
transporte de lípidos a la membrana interna o bien en el transporte mitocondrial (151).  

 
En cuanto a su papel en la morfología mitocondrial, se cree que podría actuar a 

través de la regulación en la topogénesis de la proteína Mgm1. En ausencia de Ups1 y 
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presencia de glucosa Mgm1 no es capaz de procesarse, encontrándose sólo en forma de     
l-Mgm1. Por el momento, no está claro el papel que juega Ups1 en el procesamiento de 
Mgm1, se plantea la posibilidad de que actúe como chaperona de Mgm1 permitiendo su 
procesamiento, aunque también podría actuar controlando los niveles de cardiolipina, 
influir sobre el sistema de importación Tim o sobre el balance energético de la 
mitocondria (151). 

 
Ups1 es una proteína del espacio intermembrana asociada en un 50% al lado externo 

de la membrana mitocondrial interna. Poco se sabe de la estructura de Ups1, salvo que 
los primeros 80 residuos de esta proteína son imprescindibles para su localización 
mitocondrial. Debido a su ubicación en el espacio intermembrana, sería de esperar que 
contuviera una secuencia bipartita (presencuencia + sorting signal) o motivos de 
cisteína que posibilitaran dicha localización (151,152) pero, por el momento, no se ha 
identificado ninguna secuencia responsable de la misma. 

 
Recientemente, se ha publicado que Ups1 es importada a la mitocondria a través de 

un novedoso mecanismo que implica a la proteína Mdm35 (152,153). En primer lugar, 
Ups1 se sintetiza en el citoplasma donde puede interaccionar con los receptores del 
complejo Tom, Tom20 y Tom22; una vez producida esta interacción, Ups1 sería 
translocada al espacio intermembrana formando, durante o tras este proceso, un 
complejo con Mdm35. Aunque Mdm35 podría participar mejorando esta translocación, 
no es un factor limitante ni esencial para la misma. La importancia del papel de Mdm35 
no está clara, mientras Potting et al. (2010) mantienen que en ausencia de Mdm35, 
Ups1 sería rápidamente degradada por las proteasa Yme1 y Atp23, Tamura et al (2010) 
no observan esta degradación y afirman que Ups1 se acumularía en el espacio 
intermembrana de forma estable, si bien es cierto que en niveles reducidos (152,153). 

  
3.3. Fisión mitocondrial. 

 

3.3.1. Componentes de la ruta de fisión mitocondrial. 

 
En levaduras, el núcleo de la maquinaria implicada en fisión mitocondrial está 

formado por cuatro proteínas: Fis1 en la membrana externa y tres proteínas citosólicas: 
Dnm1, Mdv1 y Caf4 que se acumulan en aquellos puntos de la superficie mitocondrial 
donde tiene lugar la fisión. Las células con  defectos en componentes de esta ruta son 
incapaces de llevar a cabo la fisión de la membrana externa y, por tanto, presentan una 
red mitocondrial interconectada y compleja, debido a que los procesos de fusión no se 
encuentran contrarrestados por los de fisión (154,155). 

 
Dnm1 es una proteína relacionada con las dinaminas que contiene un dominio 

GTPasa en su extremo N-terminal, un dominio intermedio, una región hidrofílica 
llamada inserto B, de función desconocida, y un dominio efector de la GTPasa (GED) 
en su extremo C-terminal. Aunque Dnm1 se comporta como una proteína soluble en 
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estudios bioquímicos de fraccionamiento, puede acumularse en estructuras puntuales en 
la superficie de las mitocondrias (156), indicando que la asociación de Dnm1 con las 
mitocondrias es lábil y/o dinámica.  

 
Experimentos in vitro han demostrado que Dnm1 es capaz de hidrolizar GTP y 

ensayos con mutantes indican que su actividad GTPasa es esencial para la fisión de 
mitocondrias in vivo (157,158). Dnm1 es capaz de interaccionar consigo misma, mediante 
homo-oligomerización, gracias, en parte, a su dominio GED (159). 

 
La proteína integral de membrana Fis1 (muy conservada evolutivamente) juega un 

papel muy importante en la fisión mitocondrial. Fis1 es una proteína anclada a la 
membrana externa a través de su extremo C-terminal y con su extremo N-terminal 
expuesto hacia el citoplasma (160). Su dominio citosólico N-terminal está formado por 
un brazo N-terminal y un array de 6 α-hélices antiparalelas. Las 6 α-hélices forman un 
motivo estructural TPR (tetratricopeptide repeat), el cual contiene una superficie 
cóncava con carácter hidrofóbico que podría actuar como bolsillo de unión (161). 

 
Al contrario que Dnm1, Fis se encuentra distribuido de manera uniforme sobre la 

superficie mitocondrial. Un mutante ∆fis1 carente de su segmento transmembrana se 
encuentra localizado en el citoplasma y es incapaz de mediar en la fisión (160). 

 
El tercer componente de la maquinaria de fisión es Mdv1. Mdv1 contiene una 

extensión N-terminal (NTE), uno o dos dominios de hélice superenrollada en la mitad 
N-terminal y siete repeticiones WD40, con una posible estructura de hélice β en su 
extremo C-terminal. Tanto los dominios de hélice superenrollada como las repeticiones 
WD40 podrían estar implicados en la interacción proteína-proteína. Diversos 
experimentos han demostrado que Mdv1 es capaz de oligomerizar interaccionando 
consigo misma a través de los dominios de hélice superenrollada. El dominio NTE 
contiene dos α-hélices y está implicado en la interacción con Fis1, mientras que el 
dominio WD40 sería el responsable de la interacción con Dnm1 (162). 

 
La mayor parte de la proteína Mdv1 presente en la célula se encuentra 

estrechamente asociada con la cara citoplasmática de la membrana externa y, al igual 
que hace Dnm1, se localiza en estructuras puntuales uniformemente distribuidas por la 
célula (163). 

 
El último componente de esta ruta es la proteína Caf4. Al igual que hace Mdv1, 

Caf4 es capaz de interaccionar con Fis1 y presenta una estructura muy similar con un 
dominio NTE, un dominio de hélice superenrollada y siete repeticiones WD en el 
extremo C-terminal. Pese a que un mutante ∆caf4 no tiene un fenotipo obvio en cuanto 
a la morfología mitocondrial, un doble mutante ∆mdv1/∆caf4 presenta un fenotipo 
aberrante indistinguible del fenotipo propio de un mutante ∆dnm1o ∆fis1. Esto sugiere 
que en el mutante ∆mdv1 aún queda cierta capacidad residual de fusión, llevada a cabo 
por Caf4. 
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Al igual que Mdv1, Caf4 se localiza en la membrana externa de forma dependiente 

de Fis1. La formación de las estructuras puntuales por parte de la proteína Dnm1 se 
pierde completamente en los mutantes ∆caf4/∆mdv1, por tanto, estas proteínas podrían 
colaborar en el reclutamiento de Dnm1 en estructuras puntuales sobre la mitocondria 
(164). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
3.3.2. Modelos para el mecanismo de fisión mitocondrial. 

 
Se han propuesto dos modelos para el mecanismo de fisión mitocondrial en 

levaduras. En el primer modelo, Dnm1 se une y separa en puntos concretos sobre la 

Figura I-3.3.1: Representación de los componentes de la maquinaria molecular implicada en fisión 

mitocondrial en S.cerevisiae. Mdv1 y Caf4 presentan la misma organización estructural y ejercen 
funciones redundantes como adaptadores de las proteínas Dnm1 y Fis1. Sus dominios CC son los 
encargados de su homo-oligomerización. Dnm1 forma oligómeros que se ensamblan en forma de espiral 
alrededor de la mitocondria, permitiendo la fisión de las membranas mitocondriales. αA y αB, α-hélices 
del extremo N-terminal de Mdv1/Caf4; B, inserto B; CC, coiled coil; GED, Dominio efector GTPasa; 
MD, dominio intermedio; ME, membrana externa; MI, membrana interna; TPR, tetratricopeptide tandem 

repeats. 
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superficie mitocondrial gracias a su capacidad de homo-oligomerización, formando 
anillos alrededor del túbulo mitocondrial de manera dependiente de Mdv/Caf41 (165,166). 
En este modelo, la localización mitocondrial de Dnm1 sería dependiente de su 
interacción directa con Fis1. Del mismo modo, Mdv1/Caf4 estarían asociadas a las 
mitocondrias gracias a su interacción con Fis1 a través de su dominio NTE. Tras la 
homo-oligomerización de Dnm1 en la proximidad de la mitocondria, el dominio WD40 
de Mdv1/Caf4 mediaría la incorporación del complejo multimérico Dnm1 al complejo 
Fis1-Mdv1/Caf4 ya anclado a la membrana. Tras su incorporación, Mdv1/Caf4 activaría 
de alguna manera al complejo, provocando la constricción de la membrana o procesos 
de remodelación de los lípidos, mediante algún mecanismo aún desconocido. 

 
El segundo modelo es muy similar al primero, salvo que propone que la unión de 

Dnm1 en puntos concretos sobre la superficie de la mitocondria no dependería de Fis1 y 
Mdv1/Caf4, sino que el complejo multimérico Dnm1 sería el que reclutaría a Mdv1 y a 
Fis1 en una estructura anular que, posteriormente, catalizaría la reacción (158). 

 
En ambos modelos Dnm1 sería el elemento clave en la escisión de la membrana. La 

homo-oligomerización de Dnm1 tendría lugar formando filamentos o espirales 
extendidas, rodeando completamente los túbulos mitocondriales. Dado que la curvatura 
de los filamentos dependería de la unión de los mismos a GTP, la hidrólisis de éste 
podría, en último lugar, provocar la constricción y escisión de las membranas 
mitocondriales (147,167). 

 
Se sabe mucho menos sobre la fisión de la membrana interna. Es concebible que la 

actividad de Dnm1 sea suficiente para provocar la escisión de ambas membranas 
simultáneamente, aunque hay determinadas evidencias que sugieren mecanismos 
diferentes para ambas membranas. En primer lugar el diámetro de un túbulo 
mitocondrial es de 300-400 nm, mientras que los diámetros de las espirales de Dnm1 
son sólo de unos 100 nm (167), aunque el diámetro del túbulo en los puntos de fisión 
podría estar significativamente disminuido para permitir la formación de las espirales de 
Dnm1. Además, se ha observado que el ensamblaje de Dnm1 sobre la superficie 
mitocondrial conlleva una división exitosa solo cuando coincide con un lugar donde ya 
ha tenido lugar una constricción. Es posible que estas constricciones sean el resultado 
de una división previa de la membrana interna en ese punto (168). 
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3.4. Tubulación mitocondrial en levaduras. 

 

3.4.1. El complejo MMM. 

 

Las proteínas que componen esta ruta han sido identificadas en hongos pero no en 
eucariotas superiores. En S. cerevisiae, la formación de los túbulos mitocondriales 
requiere de la presencia de las proteínas Mmm1, Mdm10 y Mdm12 (complejo MMM).  

 
Mmm1 (Maintenance of Mitochondrial Morphology) es una proteína integral de 

membrana con un tamaño de 49 kDa con un único dominio transmembrana. Mmm1 
abarca ambas membranas, con su extremo N-terminal expuesto al citoplasma y el 
extremo C-terminal hacia la matriz mitocondrial (169).  

 
Mutaciones en el gen MMM1 alteran la morfología mitocondrial y la estructura de 

las crestas mitocondriales de tal manera que, en lugar de redes, las mitocondrias se 
organizan en grandes esferas. Concomitante con este cambio, los nucleoides de mtDNA 
se desorganizan, provocando una inestabilidad en el mtDNA severa (170). Estudios 
adicionales sugieren que la proteína Mmm1 media la herencia del mtDNA a través de 
una interacción directa o indirecta con el citoesqueleto de actina (171). 

 
Un segundo componente de esta ruta es Mdm10, una proteína de 56 kDa conservada 

en hongos pero que no está presente en eucariotas superiores. Mdmd10 se encuentra 
insertada en la membrana externa y presenta una estructura de barril-β. Al igual que 
sucede con los mutantes ∆mmm1, la pérdida de la función llevada a cabo por Mdm10 

Figura I-3.3.2: Modelo de fisión mitocondrial mediada por Dnm1 en S. cerevisiae. La homo-
oligomerización y ensamblaje de Dnm1 permiten la formación de un anillo de fisión alrededor del túbulo 
mitocondrial. A continuación, Dnm1 posiblemente sufre un cambio conformacional que lleva a la 
constricción de la membrana. Finalmente, tiene lugar el desensamblaje de Dnm1. 
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causa defectos en la forma, herencia, movilidad, interacciones con el citoesqueleto de 
actina, estabilidad del mtDNA y un incremento en la pérdida de mtDNA hacia el núcleo 
(172). 

 
El último componente de esta ruta es Mdm12, proteína integrada en la membrana 

externa con un tamaño de 31 kDa. La pérdida del gen MDM12 provoca un fenotipo muy 
similar a aquel visto en los mutantes ∆mmm1 y ∆mdm10. Mdm12 presenta en su 
extremo N-terminal un segmento transmembrana y una región C-terminal similar a la de 
Mmm1. Mdm12, al igual que Mdm10 y Mmm1, se localiza en zonas de la mitocondria 
adyacentes a los nucleoides de mtDNA (173). 

 
La localización de Mmm1 en las mitocondrias depende de la presencia de Mdm12 y 

Mdm10, así mismo, Mdm12 no puede asociarse a la mitocondria en ausencia de Mmm1 
y Mdm10. Por el contrario, Mdm10 no necesita la presencia del resto de componentes 
de la ruta de tubulación para poder localizarse en la mitocondria.  

 
3.4.2. Modelos para la función del complejo MMM (Mmm1, 

Mdm10, Mdm12). 

 
Existe una gran controversia respecto al modo por el cual el complejo MMM es 

capaz de llevar a cabo la tubulación de las mitocondrias. Se ha planteado la posibilidad 
de que el complejo MMM medie la interacción de las mitocondrias con el citoesqueleto 
en S. cerevisiae o con los microtúbulos en N. crassa. En respuesta a esta hipótesis, 
estudios en N. crassa han demostrado que las mitocondrias son capaces de seguir 
interaccionando con los microtúbulos en ausencia del complejo MMM. Por tanto, si la 
interacción de las mitocondrias con los microtúbulos/citoesqueleto fuera a través del 
complejo MMM, ésta no sería esencial para el transporte de las mitocondrias (174). 

 
¿Es la unión de la actina a las mitocondrias indispensable para que el complejo 

MMM pueda mediar la tubulación? La disrupción de los filamentos de actina no 
provoca el mismo fenotipo mitocondrial que un mutante ∆mmm, es decir, la formación 
de mitocondrias esféricas (171). Por tanto, parece poco probable que la formación de 
túbulos se deba solo a la interacción con la actina. No se excluye la posibilidad de que el 
complejo MMM pueda interaccionar con otras estructuras celulares para generar los 
túbulos mitocondriales. También es posible que el complejo MMM organice una 
especie de andamio sobre la superficie de las mitocondrias capaz de estabilizar y/o 
mantener la morfología mitocondrial. 

 
Estudios recientes sugieren que Mmm1 es capaz de abarcar ambas membranas, con 

su extremo N-terminal expuesto hacia la matriz. Esta capacidad sería imprescindible 
para que Mmm1 pudiera acumularse en zonas concretas (175). Curiosamente, estas zonas 
son adyacentes a estructuras puntuales que contienen Mgm10, una proteína soluble que 
se une a DNA e indispensable en el mantenimiento del mtDNA (176). Tras estas 
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observaciones, se plantea la posibilidad de que el complejo MMM abarque la membrana 
externa e interna en los sitios de contacto entre ambas membranas y ancle a estos sitios 
el mtDNA que se está replicando activamente. 

 
3.5. Enfermedades, apoptosis y mitocondrias. 

 
La mayor parte de los estudios llevados a cabo sobre la dinámica mitocondrial y las 

proteínas implicadas en la misma han tenido lugar en S. cerevisiae, aunque el número de 
publicaciones sobre estudios realizados en mamíferos se está incrementando 
notablemente. Estos trabajos han permitido poner de manifiesto la relación entre los 
defectos en la dinámica mitocondrial, los desórdenes neurológicos y los procesos de 
apoptosis. 

 
3.5.1. Desórdenes neurológicos: Neuropatía de tipo 2A (Charcot-

Marie-Tooth, CMT2A). 

 
En humanos existen dos homólogos de la proteína Fzo1 de levaduras, Mfn1 y Mfn2. 

Varias mutaciones en el gen MFN2 han sido identificadas en pacientes afectados por la 
CMT2A (177). La neuropatía de tipo 2A es la más común de las neuropatías periféricas 
heredadas, con una prevalencia 1:2500. Clínicamente se caracteriza por debilidad y 
atrofia de la musculatura distal, ausencia o reducción de los reflejos, pérdida de 
sensibilidad y deformación de los pies. 

 
La mayor parte de las mutaciones encontradas en estos pacientes se encuentra en los 

dominios GTPasa y de hélice superenrollada  (178). Ya que la mutación en estos residuos 
impide que Mfn2 pueda llevar a cabo su función, se ha establecido una relación entre la 
ausencia de función de la proteína Mfn2 (defectos en la fusión mitocondrial) y la 
CMT2A. Aunque no está clara la patofisiología de la CMT2A ligada al mutante ∆mfn2, 
se ha planteado la posibilidad de que defectos en la función de Mfn2 pudieran estar 
relacionados con una menor producción de ATP mitocondrial, lo que produciría un 
impacto en procesos con altos requerimientos energéticos como es el caso del transporte 
de vesículas. Un dato curioso es la reducción de movilidad mitocondrial en fibroblastos 
de ratón mutantes para esta proteína, planteando la posibilidad de que cambios en la 
morfología mitocondrial provocados por mutaciones en el gen MFN2 afecten al 
transporte de dichos orgánulos. 
 

3.5.2. Disfunción mitocondrial y enfermedades neurodegenera-

tivas: Atrofia óptica (ADOA, Autosomal Dominant Optic 

Atrophy). 

 

La ADOA es la más común de las neuropatías ópticas hereditarias, con una 
frecuencia comprendida entre 1:12.000 y 1:50.000. Esta enfermedad afecta a las células 
ganglionales de la retina provocando, en última instancia, la atrofia del nervio óptico. 
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Los pacientes, niños o adolescentes, se caracterizan por presentar una reducción en la 
agudeza visual, palidez en el disco óptico temporal y una visión en color alterada 
(140,179,180).  
 

Se han descrito cuatro loci asociados a esta enfermedad: OPA1, OPA2, OPA3 y 
OPA4, siendo el más común OPA1. El gen OPA1 está formado por 28 exones que 
codifican para 8 mRNAs diferentes mediante procesamiento alternativo. Hasta el 
momento se han identificado 96 mutaciones diferentes en el gen OPA1, 
correspondiendo el 66%, 29% y 5% a sustituciones, deleciones e inserciones, 
respectivamente. La mayoría de estas mutaciones se encuentran en el dominio GTPasa y 
en la región 3’, describiéndose muy pocas en la región 5’ de la proteína (181), y se 
caracterizan por una reducción o desaparición de los procesos de fusión mitocondrial. 
La pérdida de funcionalidad de Opa1 se muestra a nivel fenotípico por un incremento en 
la fragmentación mitocondrial así como por un aumento de los episodios espontáneos 
de apoptosis. 

 
No existe una correlación obvia entre el genotipo y el fenotipo de esta enfermedad, 

lo que sugiere que otros factores ambientales y genéticos sean también importantes en el 
desarrollo de la misma. Así mismo, el análisis del rango de mutaciones parece indicar la 
existencia de más de un mecanismo patogético en la ADOA (182,183).  

 
Tanto el mRNA como la proteína Opa1 se encuentran distribuidos de forma ubícua, 

por lo que, por el momento, se desconoce la razón por la cual estas mutaciones afectan 
específicamente a las células ganglionales de la retina. Si bien recientemente se ha 
descrito que éstas no son las únicas células afectadas, ya que la mutación R445H en 
Opa1 (dominio GTPasa) está también relacionada con la pérdida de audición debido a la 
degradación del nervio auditivo, presentando las mitocondrias de estas células un 
fenotipo anómalo caracterizado por una alta fragmentación  (184). 

 

3.5.3. Dinámica mitocondrial y muerte celular programada. 

 
Durante los estadios tempranos de la vía intrínseca de apoptosis, la activación de 

proteínas proapoptóticas produce poros en la membrana externa de las mitocondrias, 
permitiendo la liberación de numerosas proteínas del espacio intermembrana. Entre 
estas proteínas se encuentran el citocromo c, Smac/DIABLO y el factor inductor de la 
apoptosis AIF (Apoptosis-Inducing Factor). Una vez liberadas al citoplasma, activan el 
apoptosoma, desencadenando las últimas fases de la apoptosis (185). 

 
Además de los cambios en la permeabilidad de la membrana externa, se han descrito 

modificaciones en la morfología mitocondrial durante la apoptosis. Por ejemplo, se ha 
observado una fragmentación mitocondrial en células HeLa y COS-7 al sobreexpresar  
el factor pro-apoptótico Bax o al tratar las células con estaurosporina (186). 

 
Estos cambios en la morfología ocurren antes de la liberación del citocromo  c,  son 

caspasa independientes y no pueden ser bloqueados mediante la sobreexpresión del 
factor antiapoptótico Bcl-2. Por tanto, las mitocondrias se fragmentarían durante los 
estadios tempranos de la apoptosis (186). 
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Drp1 (Dnm1 en levaduras) puede actuar como factor tanto proapoptótico como 

antiapoptótico, dependiendo de la naturaleza de la vía de muerte celular (187,188). La 
sobreexpresión de la proteína hFis1 induce fragmentación mitocondrial, liberación del 
citocromo c y activación de muerte celular en ausencia de estímulos apoptóticos (189), 
aunque no está claro el mecanismo por el que hFis1 ejerce este efecto. 



 

 
 

OBJETIVOS 
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OBJETIVOS. 

 

La señalización por glucosa en la levadura S. cerevisiae es un mecanismo muy 
complejo estudiado a lo largo de muchos años con gran profundidad, pero en el que aún 
existen ciertas lagunas. Si bien el papel de proteínas indispensables en la regulación por 
glucosa, como Mig1, Hxk2 y Snf1, ha sido ampliamente estudiado, la función de otros 
componentes como el represor transcripcional Mig2 continúa siendo poco conocida. 

Por ello, a lo largo de este trabajo nos propusimos ahondar en el papel que Mig2 
juega en los mecanismos de represión por glucosa de S. cerevisiae. Para conseguir dicho 
objetivo, utilizaremos como modelo el sistema de represión del gen SUC2.  

La función de multitud de represores transcripcionales se encuentra regulada a 
través de una doble localización núcleo-citosólica. Dicha distribución está controlada y 
modulada mediante un complejo sistema de transporte a través de estructuras conocidas 
como complejos del poro nuclear, y es llevada a cabo por la familia de las Carioferinas. 
Dada la importancia de una correcta distribución de Mig2 para poder realizar su función 
de forma óptima, nos planteamos el estudio de los mecanismos que regulan dicha 
distribución. 

Finalmente, intentaremos determinar si la proteína Mig2 realiza otras funciones en 
la célula, a parte de su papel como modulador de Mig1 en la represión por glucosa. 

Para llevar a cabo este trabajo, nos proponemos los objetivos enumerados a 
continuación: 

1. Caracterizar tanto la expresión y distribución de la proteína Mig2 como los 
factores implicados en la regulación de la misma. 
 

2. Analizar el papel concreto de la fracción nuclear de Mig2 en la represión por 
glucosa del gen SUC2, así como los elementos necesarios para que ésta pueda 
llevarse a cabo. 
 

3. Identificar las vías de importación y exportación de Mig2 implicadas en la 
correcta distribución de la proteína y determinar, si es posible, los dominios de 
la proteína implicados en el transporte. 

 
4. Analizar si Mig2 lleva a cabo otras funciones en la célula, ajenas a su papel 

como modulador de la función del represor Mig1. 
 

5. Si se confirmara el punto 4, identificar y estudiar los mecanismos reguladores de 
dicha función. 



 

 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

1. Microorganismos utilizados. 

 

1.1. Bacterias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Levaduras. 

 

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas durante el desarrollo de esta 
investigación fueron: 

 
Nombre Genotipo Origen 

W303.1A MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1. [190] 
BY4742 MATα; his3Δ 1; leu2Δ 0; met15Δ 0; ura3Δ 0. [191] 

DBY2052 
MATα; hxk1::LEU2; hxk2-202; ura3-52; leu2-3,2-112; 

lys2-801; gal2. 
[16] 

FMY303 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

SNF1::6HA. 
[30] 

FMY303R-

01 

MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

XPO1::3HA. 
[26] 

FMY403 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

SNF4::6HA. 

Tesis 
Doctoral 
A. Riera 

FMY501 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

MIG2::GFP. 
Este 

trabajo 

FMY502 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

UPS1::GFP. 
Este 

trabajo 

FMY503 
MATa; his3; leu2; lys2; trp1; ura3; UPS1-myc-TRP; 

MIG2::GFP. 
Este 

trabajo 

FMY504 
MATa; his3; leu2; lys2; trp1; ura3; UPS1-myc-TRP; 

mig2::kanMX4. 
Este 

trabajo 

Nombre Genotipo 

BL21 F¯, ompT, hsdSB (rB
¯, mB

¯), dcm, gal, λ(DE3), pLysS, Cm
r. 

DH5α 
F¯ Ǿ80dlacZ ΔM15 recA1 endA1 gyrA96 thi‐1 hsdR17 (rk‐

rk‐) supE44 relA1 deoRΔ (lacZ YA‐argF)U169. 

XL1-Blue 
recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac, 

F’, proAB, laclq
ZΔM15, Tn10 tet

R. 
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FMY505 
MATα; his3Δ 1; leu2Δ 0; met15Δ 0; ura3Δ 0 

dnm1::kanMX4; mig2::HIS3. 
Este 

trabajo 

FMY506 
MATα; his3Δ 1; leu2Δ 0; met15Δ 0; ura3Δ 0 

fzo1::kanMX4; mig2::HIS3. 
Este 

trabajo 

FMY507 
MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; 

ura3-1; migl-6J::LEU2; MIG2::GFP. 
Este 

trabajo 

FMY508 
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; snf1::kanMX4 

MIG2::GFP. 
Este 

trabajo 

FMY509 
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; 

hxk2::kanMX4; MIG2::GFP. 
Este 

trabajo 

FMY510 
MATa; his3; leu2; lys2; trp1; ura3; ups1::kanMX4; 

MIG2::GFP. 
Este 

trabajo 

FMY511 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

mig2::kanMX4. 

Este 
trabajo 

FMY512 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

mig2::kanMX4; ups1::HIS3. 

Este 
trabajo 

FMY513 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

mig2::kanMX4; promMIG2::URA3. 
Este 

trabajo 

FMY514 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

prom1MIG2::URA3. 
Este 

trabajo 

FMY515 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

prom2MIG2::URA3. 

Este 
trabajo 

FMY516 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

prom3MIG2::URA3. 

Este 
trabajo 

FMY517 
MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; 

ura3-1; migl-6J::LEU2; prom1MIG2:: URA3. 

Este 
trabajo 

FMY518 
MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; 

ura3-1; migl-6J::LEU2; prom2MIG2::URA3. 

Este 
trabajo 

FMY519 
MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; 

ura3-1; migl-6J::LEU2; prom3MIG2:: URA3. 

Este 
trabajo 

FMY520 

MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; 

ura3-1; migl-6J::LEU2; mig2::kanMX4; 

prom1MIG2::URA3. 

Este 
trabajo 

FMY521.A 

MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; 

ura3-1; migl-6J::LEU2; mig2::kanMX4; 

prom2MIG2::URA3. 

Este 
trabajo 

FMY522.A 

MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; 

ura3-1; migl-6J::LEU2; mig2::kanMX4; 

prom3MIG2::URA3. 

Este 
trabajo 

FMY523.A 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

MIG2NLS1::GFP. 

Este 
trabajo 

FMY524 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

MIG2NLS2::GFP. 

Este 
trabajo 
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FMY525 
MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; 

ura3-1; migl-6J::LEU2; MIG2NLS1::GFP. 

Este 
trabajo 

FMY526 
MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; 

ura3-1; migl-6J::LEU2; MIG2NLS2::GFP. 

Este 
trabajo 

FMY527 

MATa; ade2-1; ura3-1; his3-11,15;trp1-1; leu2-3,112; 

can1-100; kap95::HIS3; pSW509/pkap95-L63A; 

MIG2::GFP. 

Este 
trabajo 

FMY528 
MATa; ade2-1; ura3-1; his3-11,15; trp^63; leu2-3,112; 

can1-100; srp1-31; MIG2::GFP. 

Este 
trabajo 

FMY529 
MATα; trp1-1; his3-1;, ura3-1; ade2-1; leu2-3; cans1-

100; xpo1Δ::LEU2;  MIG2::GFP [pKW457-HIS3,xpo1-1]. 

Este 
trabajo 

FMY530 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

XPO1::3HA; MIG2::GFP. 

Este 
trabajo 

FMY534 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

tetOx200::URA3; tetR-GFP::LEU2; UPS1-myc-TRP. 

Este 
trabajo 

FMY535 
MATα;his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; 

msn5::kanMX4; MIG2::GFP 
Este 

trabajo 

FMY536 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

MIG2NES1::GFP. 

Este 
trabajo 

FMY537 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

MIG2NES2::GFP. 

Este 
trabajo 

FMY833 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

GAL83::6HA. 
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H174 
MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; 

ura3-1; migl-6J::LEU2. 
[41] 

JCY1407 
MATa; ade2-1; ura3-1; his3-11,15;trp1-1; leu2-3,112; 

can1-100; kap95::HIS3; pSW509/pkap95-L63A. 
[192] 

JCY1410 
MATa; ade2-1; ura3-1; his3-11,15; trp^63; leu2-3,112; 

can1-100; srp1-31. 
[193] 

KW121 
MATα; trp1-1; his3-1; ura3-1; ade2-1; leu2-3; cans1-100 

xpo1Δ::LEU2 [pKW457-HIS3,xpo1-1]. 
[194] 

MAP24 
MATa; mig1::loxp mig2::loxp-KAN-lox; can1-100; his3-

11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura 3-1. 
[195] 

TetR-GFP 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

tetOx200::URA3; tetR-GFP::LEU2. 
[196] 

YRJ2012 MATa; his3; leu2; lys2; trp1; ura3; UPS1-myc-TRP. [151] 
YRJ2011 MATa; his3; leu2; lys2; trp1; ura3; ups1::kanMX4. [151] 

Y01489 
MATa;his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; 

dnm1::kanMX4. 
Euroscarf 

Y03319 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; fzo1::kanMX4. Euroscarf 

Y03694 
MATα;his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; 

msn5::kanMX4. 
Euroscarf 
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Y04620 
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; 

hxk2::kanMX4. 
Euroscarf 

Y14311 MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; snf1::kanMX4. Euroscarf 
Y14575 MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; mig2::kanMX4. Euroscarf 

Y187 

MATα; ura3-52; his3-200; ade2-101; trp1-901; leu2-

3,112; gal4Δ; gal80Δ; URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-

lacZ. 

Clontech 

 
2. Medios y condiciones de cultivo. 

 

2.1. Bacterias. 

 

Para el crecimiento de las bacterias se empleó medio LB, que consta de triptona al 
1%, extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 0,5%. Los medios sólidos se prepararon 
adicionando agar al 2%. En los casos en que fue necesario un crecimiento selectivo, se 
adicionó el correspondiente antibiótico, ampicilina (100 mg/l) o kanamicina (50 mg/l). 
La esterilización se realizó en autoclave durante 20 minutos. 

 
El crecimiento de las células en medio sólido se llevó a cabo en placas Petri en una 

estufa de incubación a 37ºC. Las incubaciones en medio líquido se realizaron en un 
agitador circular a 200 rpm y 37ºC en matraces Erlenmeyer de tal manera que el 
volumen no fuera superior al 20% del recipiente, con el fin de permitir una buena 
aireación. El crecimiento celular se determinó midiendo la turbidez del cultivo a una 
D.O. de 600 nm. 

 
2.2. Levaduras. 

 

Los medios utilizados para su cultivo fueron los siguientes: 
 
- YEP: medio complejo cuya composición incluye extracto de levadura al 1% y 

peptona al 2%, suplementado con glucosa al 4% (YEPD), etanol al 3% y glucosa 0,05% 
(YEPE) o glicerol al 3% (YEPG) como fuentes de carbono. A lo largo de todo este 
trabajo nos referiremos a la glucosa 4% como alta glucosa y al YEPE o YEPG como 
baja glucosa. 

 
- SC: medio sintético mineral con base de nitrógeno con sulfato amónico sin 

aminoácidos (YNB w/o aminoacids) al 0,69% y glucosa al 4% (SCD), etanol al 3% y 
glucosa 0,05% (SCE) o glicerol al 3% (SCG). Durante el trabajo, también 
mantendremos la nomenclatura de alta y baja glucosa para los medios SC. Estos medios 
se suplementaron con los aminoácidos necesarios para el crecimiento de las levaduras, 
excepto aquellos utilizados como marcadores. 
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En todos los casos, se prepararon los medios sólidos adicionando agar al 2% y se 
esterilizaron en autoclave durante 15 minutos. El crecimiento de las células en medio 
sólido se llevó a cabo en placas Petri incubadas en una estufa a 28ºC o 22ºC en el caso 
de mutantes termosensibles. En medio líquido, las células se crecieron en matraces 
Erlenmeyer conteniendo el medio correspondiente en un volumen no superior al 20% 
del recipiente, con el fin de conseguir una buena aireación. Las incubaciones se llevaron 
a cabo en un agitador circular a 22ºC, 28ºC o 37ºC y 200 rpm. El crecimiento celular se 
determinó midiendo la turbidez del cultivo a una D.O. de 600 nm. 

 
En los casos en que fue necesario un crecimiento selectivo, diferente a las  

auxotrofías clásicas, se utilizó el antibiótico geneticina en una concentración 200 mg/l. 
 

3. Vectores de clonación, construcciones de DNA y oligodesoxinu-

cleótidos. 

 

3.1. Vectores de clonación. 

 

Los vectores de clonación utilizados en este trabajo fueron los siguientes: 
 

‐PA179‐6HA‐TRP1. Plásmido empleado para generar mediante PCR un casete para 
etiquetar el extremo C‐terminal de un gen con seis epítopos HA. Lleva el gen TRP1 
como marcador de selección. Cedido por Paula Alepuz. 

 
‐pFa6a-GFP(S65T)-KanMX6. Plásmido empleado para generar por PCR un casete 
para etiquetar el extremo C-terminal de un gen con GFP. Este vector porta un origen de 
replicación para E.coli junto con el marcador de resistencia a ampicilina. Presenta un 
sitio de clonación múltiple en el que se introdujo el gen de resistencia a geneticina bajo 
el control de un promotor fúngico (197). 

 
‐pFa6a-GFP(S65T)-HIS3MX6. Plásmido empleado para generar por PCR un casete 
para etiquetar el extremo C-terminal de un gen con GFP. Este vector porta la 
maquinaria de replicación en bacterias junto con el marcador de resistencia a 
ampicilina. Presenta un sitio de clonación múltiple y el gen HIS5

+ como marcador de 
selección (197). 

 
‐pFa6a-HIS3Mx6. Plásmido empleado para generar por PCR un casete para sustituir 
un gen por el gen HIS5

+ de S. pombe (197). 
 

‐pGADT7. Vector para el ensayo de doble híbrido que lleva incorporado un 
fragmento de DNA que codifica el dominio de activación del gen GAL4. LEU2, GAL 4 

DNA-AD, P ADH1, T ADH1, HA, NLS SV40 T-antigen, Col E1 ori y 2 μ ori. (Clontech). 
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‐pGBKT7. Vector para el ensayo de doble híbrido que lleva incorporado un 
fragmento de DNA que codifica los aminoácidos 1-147 del dominio de unión al DNA 
del gen GAL4. Kanr, TRP1, GAL4 DNA-BD, P ADH1, T T7 & ADH1, P T7, c-Myc 
pUC ori y 2 μ ori. (Clontech). 

 
‐pGEM

®
-T. Vector diseñado para la subclonación de fragmentos de PCR o cualquier 

fragmento de DNA. Contiene los promotores SP6/T7 flanqueando la región codificante 
del péptido α de la β-Galactosidasa. Contiene un gen marcador de resistencia a 
ampicilina y el origen de replicación del fago T1 (Promega). 

 
‐pGEX-4T-1. Vector de expresión en E. coli que contiene el promotor tac 
químicamente por IPTG (isopropil-β-D-tio-galactopiranósido), el gen represor laclq, un 
gen de resistencia a ampicilina (Ampr), un origen de replicación pBR322 ori y, 
finalmente, el gen codificante de la proteína GST. También posee un sitio de 
reconocimiento digerible con trombina (Amersham BiosciencesTM), permitiendo así 
obtener la proteína de interés sin fusión.  

 
‐pSP73. Vector que contiene los promotores Sp6 y T7 de la RNA polimerasa 
flanqueando un sitio de clonación múltiple. Presenta un gen marcador de resistencia a 
ampicilina (198). 

 
‐pWS93. Vector episomal  que contiene el gen URA3 como marcador para levaduras y 
porta la maquinaria necesaria para su replicación en bacterias, así como el marcador de 
resistencia a ampicilina. Permite la producción de proteínas de fusión con tres epítopos 
HA con una masa molecular de 3,74 kDa, bajo el control del promotor ADH1 (199). 

 
‐YEp351. Vector episomal que puede replicarse autónomamente en S. cerevisiae, 
pues contiene un fragmento del círculo de 2 μ, lo que permite su aparición en un alto 

número de copias por célula. Contiene el gen LEU2 como marcador (200). 
 

‐YEp351-GFP. Se trata de un vector YEp351 que lleva subclonado un fragmento 
BamHI-BglII de 969 pares de bases conteniendo el gen que codifica la proteína verde 
fluorescente (GFP) en la diana BamHI de su sitio múltiple de clonación. Generada en 
este trabajo. 

 
‐YEp352. Vector episomal que puede replicarse autónomamente en S. cerevisiae. 
Contiene el gen URA3 como marcador (200). 

 
‐YEp352‐GFP6. Se trata de un vector YEp352 que lleva subclonado un fragmento 
BamHI-BglII de 969 pares de bases conteniendo el gen que codifica la proteína verde 
fluorescente en la diana BamHI de su sitio múltiple de clonación. 
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‐YIp356 e YIP358R. Pertenecen a la serie de vectores integrativos Yip356-7-8, 
contienen un origen de replicación para bacterias y el gen de resistencia a ampicilina. 
Carecen de origen de replicación en levaduras y como marcador cuentan con el gen 
URA3. Cuentan con un derivado del gen lacZ de E. coli que carece de promotor y 
presenta una región con múltiples sitios de clonación únicos introducida a nivel del 
octavo codón de dicho gen. Para que tenga lugar la expresión del gen lacZ es necesario 
fusionar una región de DNA con las características de un promotor que debe aportar 
además un ATG iniciador y los nucleótidos necesarios para que quede en pauta de 
lectura con el gen lacZ (201). 

 
3.2. Construcciones de DNA. 

 

Las construcciones usadas durante este trabajo fueron las siguientes: 
 

Nombre Descripción Origen 

pGBKT7/MIG1 
Expresa la proteína Mig1 fusionada al dominio 

de unión al DNA del gen GAL4. 
[29] 

pGADT7/MIG2 

Expresa la secuencia codificante del gen MIG2 
fusionada al dominio de activación del gen 

GAL4. Integrada en el sitio SalI. 
Este trabajo 

pGADT7/MIG2B/S 

Expresa la secuencia codificante del gen MIG2, 
excepto los 203αα C-terminales, fusionada al 
dominio de activación del gen GAL4. Integrada 
en el sitio SalI. 

Este trabajo 

pGADT7/MIG2(-41) 

Expresa la secuencia codificante del gen MIG2, 
excepto los 41αα C-terminales, fusionada al 
dominio de activación del gen GAL4. Integrada 
en el sitio SalI. 

Este trabajo 

pGADT7/MIG2(-183) 

Expresa la secuencia codificante del gen MIG2, 
excepto los 183αα C-terminales, fusionada al 
dominio de activación del gen GAL4. Integrada 
en el sitio SalI. 

Este trabajo 

pGEMT/pMIG2-

GFP-HIS3 

Expresa el gen MIG2, bajo su propio promotor, 
fusionado a GFP. Contiene HIS3 como 

marcador. 
Este trabajo 

pGEMT/pMIG2NLS1

-GFP-HIS3 

Expresa el gen MIG2, con la secuencia NLS1 
mutada, bajo su propio promotor, fusionada a 

GFP. Contiene HIS3 como marcador. 
Este trabajo 

pGEMT/pMIG2NLS2

-GFP-HIS3 

Expresa el gen MIG2, con la secuencia NLS2 
mutada, bajo su propio promotor, fusionada a 

GFP. Contiene HIS3 como marcador. 
Este trabajo 

pGEMT/pMIG2NES1

-GFP-HIS3 

Expresa el gen MIG2, con la secuencia NES1 
mutada, bajo su propio promotor, fusionada a 

Este trabajo 
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GFP. Contiene HIS3 como marcador. 

pGEMT/pMIG2NES2

-GFP-HIS3 

Expresa el gen MIG2, con la secuencia NES2 
mutada, bajo su propio promotor, fusionada a 

GFP. Contiene HIS3 como marcador. 
Este trabajo 

pGEX-4T-1/HXK2 
Expresa la secuencia codificante de HXK2 

fusionada a GST. 
[202] 

pGEX/KAP60 
Expresa la secuencia codificante de KAP60 

fusionada a GST. 
Dr. M.P. 

Rout 

pGEX/KAP95 
Expresa la secuencia codificante de KAP95 

fusionada a GST. 
Dr. M.P. 

Rout 

pGEX-4T-1/MIG1 
Expresa la secuencia codificante de MIG1 

fusionada a GST. 
[202] 

pGEX-4T-1/MIG2 
Expresa la secuencia codificante de MIG2 

fusionada a GST. 
Este trabajo 

pGEX-4T-

1/MIG2NLS1 

Expresa la secuencia codificante de MIG2, con 
la secuencia NLS1 mutada, fusionada a GST. 

Este trabajo 

pGEX-3X/XPO1 
Expresa la secuencia codificante de XPO1 

fusionada a GST. 
[203] 

pWS93/MIG1 

Expresa la secuencia codificante de MIG1 
fusionada a 3 epítopos HA en el extremo N-

term. 
[30] 

pWS93/SNF1 

Expresa la secuencia codificante de SNF1 
fusionada a 3 epítopos HA en el extremo N-

term. 

Nuestro 
laboratorio 

pMM186/GRX5-

GFP 

Expresa el gen GRX5fusionado a la proteína 
verde fluorescente GFP en S. cerevisiae. 

Dr. Enrique 
Herrero 

pRS315/Su9::RFP 

Expresa la proteína roja fluorescente (RFP) 
fusionada a la presecuencia de la subunidad 9 
de la F0-F1 ATP Sintasa de Neurospora crassa 

bajo el control del promotor de la ADH1. 
Contiene el gen LEU2como marcador. 

Nuestro 
laboratorio 

pRS316/Su9::RFP 

Expresa la proteína roja fluorescente (RFP) 
fusionada a la presecuencia de la subunidad 9 
de la F0-F1 ATP Sintasa de Neurospora crassa 

bajo el control del promotor de la ADH1. 
Contiene el gen URA3 como marcador. 

Dr. Pascual 
Sanz 

pSP73/MIG2(XhoI/

EcoRI) 

Expresa un fragmento de MIG2 comprendido 
entre las dianas XhoI y EcoRI. 

Este trabajo 

pSP73/MIG2(XhoI/

EcoRI) (-42) 

Expresa un fragmento delecionado de MIG2 
comprendido entre las dianas XhoI y EcoRI. Este trabajo 

pSP73/MIG2(XhoI/

EcoRI) (-83) 

Expresa un fragmento delecionado de MIG2 
comprendido entre las dianas XhoI y EcoRI. Este trabajo 
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YEp352/pMIG1 Expresa el gen MIG1 bajo su propio promotor. [30] 

YEp352/pMIG2 
Expresa el gen MIG2 bajo su propio promotor, 

subclonado en el sitio BamHI. 
Nuestro 

laboratorio 

YEp352/pMIG2-

GFP 

Expresa el gen MIG2 bajo su propio promotor, 
fusionado a GFP y subclonado en el sitio 

BamHI. 
Este trabajo 

YEp352/pMIG2NES3-

GFP 

Expresa el gen MIG2 sin los 41αα C-
terminales fusionado a GFP y subclonado en el 

sitio BamHI del vector YEp352. 
Este trabajo 

YEp351/pMIG2 
Expresa el gen MIG2, subclonado en el sitio 

BamHI del vector YEp351. 
Nuestro 

laboratorio 

YEp351/pMIG2-

GFP 

Expresa el gen MIG2, fusionado a GFP y 
subclonado en el sitio BamHI del vector 

YEP351. 
Este trabajo 

Yip356/prom-MIG2-

lacZ 

Expresa un fragmento de la ORF de MIG2 
fusionado al gen LACZ. 

Este trabajo 

Yip358R/prom1-

MIG2-lacZ 

Expresa un fragmento de la ORF de MIG2 
incluyendo parte de su gen estructural, 

fusionado al gen LACZ. 
Este trabajo 

Yip358R/prom2-

MIG2-lacZ 

Expresa un fragmento de la ORF de MIG2 
incluyendo parte de su gen estructural con una 
deleción de 42αα de su extremo N-terminal 

fusionado al gen LACZ. 

Este trabajo 

Yip358R/prom3-

MIG2-lacZ 

Expresa un fragmento de la ORF de MIG2 
incluyendo parte de su gen estructural con una 
deleción de 83αα de su extremo N-terminal 

fusionado al gen LACZ. 

Este trabajo 

 
A continuación se describe cómo se generaron las construcciones propias de esta 

tesis: 
 

‐pGADT7/MIG2: Permite expresar Mig2 fusionada al dominio de activación del gen 
GAL4. Se obtuvo cortando la construcción pGEX-4T-1/MIG2 con SacI/XhoI y 
subclonando la secuencia completa de MIG2 en el vector pGADT7 digerido con 
SacI/XhoI. 

 
‐pGADT7/MIG2B/S: Permite expresar Mig2 fusionada al dominio de activación del 
gen GAL4. Se obtuvo cortando la construcción pGBKT7/MIG2 con BamHI/SacI y 
subclonando la secuencia de MIG2 comprendida entre las bases 1 y 539 en el vector 
pGADT7 digerido con BamHI/SacI. 
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‐pGADT7/MIG2(-41): Permite expresar Mig2  sin los últimos 41αα del extremo C-
terminal fusionada al dominio de activación del gen GAL4. Se obtuvo amplificando por 
PCR parte de la secuencia codificante de MIG2 con los oligos MIG2-AD-d y MIG2(-

41)-AD-r. El DNA amplificado se cortó con BamHI y se subclonó en el vector 
pGADT7 cortado de igual modo. 

 
‐pGADT7/MIG2(-183): Permite expresar Mig2  sin los últimos 183 αα del extremo C-
terminal fusionada al dominio de activación del gen GAL4. Se obtuvo amplificando por 
PCR parte de la secuencia codificante de MIG2 con los oligos MIG2-AD-d y MIG2(-

183)-AD-r. El DNA amplificado se cortó con BamHI y se subclonó en el vector 
pGADT7 cortado de igual modo. 

 
‐pGEMT/pMIG2-GFP-HIS3: Contiene la secuencia codificante de MIG2 bajo su 
propio promotor fusionada a GFP. Se obtuvo amplificando un genómico de la cepa 
FMY501 con los oligos MIG2-d y MIG2-r y subclonándolo en el vector pGEMT. 

 
‐pGEMT/pMIG2NLS1: Contiene la secuencia codificante de MIG2 bajo su propio 
promotor con su secuencia NLS1 mutada obtenida mediante mutagénesis dirigida según 
se indica en el punto 4.12. 

 

‐pGEMT/MIG2NLS1-GFP-HIS3: Permite expresar Mig2 con su secuencia NLS1 
mutada fusionada a la proteína GFP. Se obtuvo subclonando el fragmento XhoI/EcoRI 
extraído de la construcción pGEMT/MIG2NLS1 en el vector pGEMT/pMIG2-GFP-

HIS3. 
 

‐pGEMT/pMIG2NLS2: Contiene la secuencia codificante de MIG2 bajo su propio 
promotor con su secuencia NLS2 mutada obtenida mediante mutagénesis dirigida según 
se indica en el punto 4.12. 

 
‐pGEMT/MIG2NLS2-GFP-HIS3: Permite expresar Mig2 con su secuencia NLS2 
mutada fusionada a la proteína GFP. Se obtuvo subclonando el fragmento XhoI/EcoRI 
extraído de la construcción pGEMT/MIG2NLS2 en el vector pGEMT/pMIG2-GFP-

HIS3. 
 

‐pGEMT/pMIG2NES1: Contiene la secuencia codificante de MIG2 bajo su propio 
promotor con su secuencia NES1 mutada obtenida mediante mutagénesis dirigida según 
se indica en el punto 4.12. 

 
‐pGEMT/MIG2NES1-GFP-HIS3: Permite expresar Mig2 con su secuencia NES1 
mutada fusionada a la proteína GFP. Se obtuvo subclonando el fragmento XhoI/EcoRI 
extraído de la construcción pGEMT/MIG2NES1 en el vector pGEMT/pMIG2-GFP-

HIS3. 
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‐pGEMT/pMIG2NES2: Contiene la secuencia codificante de MIG2 bajo su propio 
promotor con su secuencia NES2 mutada obtenida mediante mutagénesis dirigida según 
se indica en el punto 4.12. 

 
‐pGEMT/MIG2NES2-GFP-HIS3: Permite expresar Mig2 con su secuencia NES2 
mutada fusionada a la proteína GFP. Se obtuvo subclonando el fragmento XhoI/EcoRI 
extraído de la construcción pGEMT/MIG2NES2 en el vector pGEMT/pMIG2-GFP-

HIS3. 
 

‐pGEX-4T-1/MIG2: Contiene la secuencia codificante de MIG2 fusionada a GST. Se 
obtuvo subclonando en el sitio SalI del pGEX-4T-1 el producto obtenido con los oligos 
MIG2-BD/AD-d y MIG2-BD/AD-r previamente cortado con SalI. 

 

‐pGEX-4T-1/MIG2NLS1: Contiene la secuencia codificante de MIG2, con la NLS1 
mutada, fusionada a GST. Se obtuvo subclonando en el sitio SalI del pGEX-4T-1 el 
producto obtenido con los oligos MIG2-BD/AD-d y MIG2-BD/AD-r previamente 
cortado con SalI. 

 

‐YEp352/pMIG2-GFP: Expresa la proteína Mig2, bajo su propio promotor, 
fusionada a GFP. Se obtuvo subclonando en el sitio BamHI del vector YEp352/GFP6 
el producto de PCR obtenido con los oligos MIG2GFP-d y MIG2GFP-r previamente 
cortado con BamHI. 

 

‐YEp352/pMIG2NES3-GFP: Expresa el gen MIG2 carente de los 41 αα C-terminales, 
fusionado a GFP. Se obtuvo subclonando en el sitio BamHI del vector YEp352/GFP6 
el producto de PCR obtenido con los oligos MIG2GFP-d y MIG2-GFP(-41)-r 
previamente cortado con BamHI. 

 

‐YEp351/GFP: Se obtuvo subclonando  un fragmento BamHI/BglII de 969pb 
conteniendo el gen que codifica la proteína verde fluorescente (GFP) en la diana BamHI 
del sitio múltiple de clonación del vector YEp351. 

 
‐YEp351/pMIG2-GFP: Vector episomal que expresa la proteína Mig2 fusionada a 
GFP. Se obtuvo extrayendo el fragmento de 1450 pb del YEp352pMIG2 cortando con 
BamHI y subclonándolo en el YEp351/GFP digerido previamente con el mismo 
enzima. 

 

‐YIp356/prom-MIG2-lacZ: Se obtuvo amplificando por PCR un fragmento del 
promotor de MIG2 comprendido entre las bases -950 y 50, usando como molde un 
genómico de una cepa W303.1A de S. cerevisiae con los oligos MIG2pro-d y MIG2-

pro-r y subclonando en el sitio BamHI del vector integrativo YIp356. 
 



Materiales y Métodos 

61 
 

‐YIp358R/prom1-MIG2-lacZ: Contiene un fragmento de la ORF de MIG2 
comprendido entre las bases -550 y 267. Se obtuvo subclonando el fragmento 
BamHI/EcoRI extraído de la construcción YEp352/pMIG2 en el vector YIP358R 
digerido previamente con BamHI/EcoRI. 

 
‐pSP73/MIG2(XhoI/EcoRI): Se obtuvo subclonando el fragmento de 310 pb 
XhoI/EcoRI de MIG2 en el vector pSP73 cortado con los mismos enzimas. 

 
‐pSP73/MIG2(XhoI/EcoRI) (-42): Se obtuvo por PCR reversa con los oligos MIG2-

SLM-42-d y MIG-2SLM-r y posterior religación, según se indica en el punto 4.13. 
 

‐pGEMT/pMIG2(-42): Se obtuvo subclonando el fragmento de 180 pb comprendido 
entre las dianas XhoI y EcoRI en el vector pGEMT/pMIG2. 

 
‐YIp358R/prom2-MIG2-lacZ: Contiene un fragmento de la ORF de MIG2 
comprendido entre las bases -550 y 267 y carente del fragmento comprendido entre las 
bases 16 y 131. Se obtuvo subclonando el fragmento BamHI/EcoRI extraído de la 
construcción pGEMT/pMIG2(-42) en el vector YIP358R digerido previamente con 
BamHI/EcoRI. 

 
‐pSP73/MIG2(XhoI/EcoRI) (-83):se obtuvo por PCR reversa con los oligos MIG2-

SLM-83-d y MIG-2SLM-r y posterior religación, según se indica en el punto 4.13. 
 

‐pGEMT/pMIG2(-83): Se obtuvo subclonando el fragmento de 80 pb comprendido 
entre las dianas XhoI y EcoRI en el vector pGEMT/pMIG2. 

 
‐YIp358R/prom3-MIG2-lacZ: Contiene un fragmento de la ORF de MIG2 
comprendido entre las bases -550 y 267 y carente del fragmento comprendido entre las 
bases 16 y 253. Se obtuvo subclonando el fragmento BamHI/EcoRI extraído de la 
construcción pGEMT/pMIG2(-42) en el vector YIP358R digerido previamente con 
BamHI/EcoRI. 

 
 
3.3. Oligodesoxinucleótidos. 

 

Los oligodesoxinucleótidos empleados durante la realización de esta tesis fueron los 
siguientes: 

 
Nombre Secuencia Descripción 

Mig2-d 
5´TAAGCTGTGGCGATGTGCTG3´ 

Sustitución del gen 
MIG2 por el gen 

KANMX4. 
Mig2-r 

5´CCACCTTATCTCCACGGGAA3´ Sustitución del gen 
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MIG2 por el gen 
KANMX4. 

MIG2-BD/AD-d 

5´ATTCCCGGGTCGACTCATGCCTA
AAAAGCAAACGAATTTCCCAGTA3

´ 

Subclonación de la 
secuencia codificante 

de MIG2 en SalI. 

MIG2-BD/AD-r 

5´TTCCCGGGTCGACTCAACTCTTT
TGGGACCGTTCAAAACAT3´ 

Subclonación de la 
secuencia codificante 

de MIG2 en SalI. 

OLAMIG2 

5´CGCCTGTACGTAACCTACTGAA
ACAAATTGATGTTTTCAACGGTCC
CAAAAGAGTTTCCGGTTCTGCTGC

TAGT3´ 

Casete de etiquetado 
en el genoma usando 
como molde el vector 
PA179‐6HA‐TRP1. 

OLBMIG2 

5´GACCATGCCGGCCGCAATTCGT
ATAGGTAAACGTGCTATTCATGA
CGACGATGCCTCGAGGCCAGAAG

AC3´ 

Casete de etiquetado 
en el genoma usando 
como molde el vector 
PA179‐6HA‐TRP1. 

Test-Mig2 
5´CTTGAGTCCGTCTATTTAGA3´ 

Chequeos y 
secuenciación. 

MIG2GFP-d 

5´GTTGGAACCGGATCCTAAGCTG
TGGCGATGTGCTG3´ 

Subclonación de 
MIG2 con 550pb de 

su promotor en 
BamHI. 

MIG2GFP-r 

5´GTTGGAACCGGATCCAACTCTTT
TGGGACCGTTGAAAACAT3´ 

Subclonación de 
MIG2 con 550pb de 

su promotor en 
BamHI. 

Test-TRP1 
5´ACCAAATGCGATCGGTGTCG3´ Chequeos. 

MIG2-SLM-42-d 

5’ACTGATCTAGACCTCATCATTGC
GCATTTCCTG3´ 

Subclonación de 
MIG2 sin 42αα del 
extremo N-term. En 

XbaI. 

MIG2-SLM-83-d 

5´ACTAGATCTAGACAGGAGTTTT
TGACAGTAAG3´ 

Subclonación de 
MIG2 sin 83αα del 

extremo N-term. En 
XbaI. 

MIG2-SLM-r 

5´ACTGATCTAGACATTCTCTTTTT
TTATTTTTATTTTGTTTGTTCTCGA

G3´ 

Subclonación de 
MIG2 sin 42/83αα del 

extremo N-term. En 
XbaI. 

MIG2-pro-201-d 
5´CTCGCTCGATACAGTAATT3´ Chequeos. 

SUC2(Mig1A-n)-d 

5´TCGACATTATTCCCCGCATTTTT
ATTACTCTGAACAGGAA3´ 

EMSA del sitio Mig1 
en el promotor SUC2. 

SUC2(Mig1A-n)-r 
5´TCGATTCCTGTTCAGAGTAATAA EMSA del sitio Mig1 
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AAATGCGGGGAATAATG3´ en el promotor SUC2. 

SUC2(Mig1B-n)-d 

5´TCGAAGTTTAGGAAATTATCCG
GGGGCGAAGAAATACG3´ 

EMSA del sitio Mig1 
en el promotor SUC2. 

SUC2(Mig1B-n)-r 

5´TCGACGTATTTCTTCGCCCCCGG
ATAATTTCCTAAACT3´ 

EMSA del sitio Mig1 
en el promotor SUC2. 

MIG2-AD-d 

5´TTCCCGGGGATCCTCATGCCTAA
AAAGCAAACGAATTTCCCAGTA3´ 

Subclonación de la 
región codificante de 

MIG2 en BamHI. 

SUC2-d-FMH 

5´AGCTCGAGTTATTACTCTGAAC
AGGA3´ 

Experimentos de 
ChIP. 

SUC2-r-FMH 

5´TAGTCGACAAGTCGTCAAATCT
TTCT3´ 

Experimentos de 
ChIP. 

HXK2-RGT1-d 
5´ACTACGAGTTTTCTGAACCTCC3´ 

Experimentos de 
ChIP. 

HXK2-RGT1-d 
5´TAATTTCGTGGATCTCGAATC3’ 

Experimentos de 
ChIP. 

MIG2-GFP(-41)-r 

5´GTTGGAACCGGATCCGCTGCTG
TTATTGGTATCTTCTTCTTG3’ 

Subclonación de 
MIG2 sin  los 41αα 

C-terminales. 

MIG2(-183)-AD-r 

5´GTTGGAACCGGATCCGCGAACA
TTCATGTTCGA3´ 

Subclonación de 
MIG2 sin  los 183αα 

C-terminales. 
OL-Kan-MX5’-out 

5´GGAATTTAATCGCGGCCTCG3´ Chequeos. 

OL-MIG2-p-d 

5´TAAATTATATGCCGCTGAGAAA
AATCTCGT3´ 

Secuenciación. 

MIG2-pFA6a-d 

5´AACCTACTGAAACAAATTGATG
TTTTCAACGGTCCCAAAAGAGTTC

GGATCCCCGGGTTAATTAA3´ 

Casete de etiquetado 
en el genoma usando 

como molde los 
vectores pFA6a. 

 

MIG2-pFA6a-r 

5´GACCATGCCGGCCGCAATTCGT
ATAGGTAAACGTGCTATTCATGA

CGATGAATTCGAGCTCGTTAAAC3´ 

Casete de etiquetado 
en el genoma usando 

como molde los 
vectores pFA6a. 

MIG2-1-d 

5´CTGTGGTAGTTTGTTTGAATATG
TAATAT3´ 

Experimentos de 
ChIP. 

MIG2-1-r 
5´ATTTTCGGATGAGCCAAAAA3´ 

Experimentos de 
ChIP. 

MIG2-3-d 
5´AGCAAACGAATTTCCCAGTA3´ 

Experimentos de 
ChIP. 

MIG2-3-r 
5´CGGTATTGGTTGGTGTATCAT3´ 

Experimentos de 
ChIP. 
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UPS1-del(HIS)-d 
5´ATGGTCCTTTTACACAAAAGCA

CACATATATTTCCTACCGA3´ 
Sustitución del gen 

UPS1 por HIS3. 

UPS1-del(HIS)-d 

5´AAACTGAGGATTTCTCGCCTCTT
CGAGTTTTTGGATAACAAATGCC
ATCGGAATTCGAGCTCGTTTAAA

C3´ 

Sustitución del gen 
UPS1 por HIS3. 

MIG2-NES-L244-

L251-d 

5´GCAGAAAACTTTTGCACATTCT
GCTGCATCTGCAGCATCTACCGC
ACAAAAAAGAACGCCTGTAAGTG

3´ 

Mutagénesis dirigida. 

MIG2-NES-L244-

L251-r 

5´CACTTACAGGCGTTCTTTTTTGT
GCGGTAGATGCTGCAGATGCAGC
AGAATGTGCAAAAGTTTTCTGC3´ 

Mutagénesis dirigida. 

MIG2-NES-V269-

L305-d 

5´TGCTCCTTCTCAGCTCGCCGCGG
CCAAAGAAGCTGAGTCCGTCTAT
GCAGATTCCAATAGATACACCA3´ 

Mutagénesis dirigida. 

MIG2-NES V269-

L305-r 

5´TGGTGTATCTATTGGAATCTGC
ATAGACGGACTCAGCTTCTTTGGC
CGCGGCGAGCTGAGAAGGAGCA3

´ 

Mutagénesis dirigida. 

MIG2-NLS-K31-

R36-d 

5´GTGGTTTCCATCGGTTAGAACAT
GCAGCGAGAACACTTGGCAAGAC

ACACTGGGGAAAAACCTC3´ 
Mutagénesis dirigida. 

MIG2-NLS-K31-

R36-r 

5´GAGGTTTTTCCCCAGTGTGTTGC
CAAGTGTCTCGCTGCATGTTCTAA

CCGATGGAAACCAC3´ 
Mutagénesis dirigida. 

MIG2-NLS-R74-

K78-d 

5´AACGCATACAGGGCAATCTCAA
GCGGCATTGAAGGCAGCTAGCGT

ACAGAAACAGGAGTT3´ 
Mutagénesis dirigida. 

MIG2-NLS-R74-

K78-r 

5´AACTCCTGTTTCTGTACGCTAGC
TGCCTTCAATGCCGCTTGAGATTG

CCCTGTATGCGTT3´ 
Mutagénesis dirigida. 

OL57-GFP-r 
5´ATTGGGACAACTCGAGTG3´ Chequeos. 

HIS-S1-d 
5´CGTACGCTGCAGGTCGAC3´ Chequeos. 

HIS-S1-r 
5´ATCGATGAATTCGAGCTCG3´ Chequeos. 

MIG2-pFA6a-

del(HIS)-d 

5´CGCTAAGACTATTGACCTCGAG
AACAAACAAAATAAAAATAAAA
AAAGAGACGGATCCCCGGGTTAA

TTAA3´ 

Sustitución del gen 
MIG2 por  HIS3. 

MIG2pro-d 

5´TCGAACGGATCCGAAGGAAGGC
TGTTTACGTACGCAAG3´ 

Subclonación del 
promotor de MIG2. 

MIG2pro-r 

5´TCGAGAGGATCCCAGGTCTGTT
TTCGTTATCTACTGGG3´ 

Subclonación del 
promotor de MIG2. 
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RTPCR-RGT1-d 
5´ATCATCTTTTGGCCAGTTCG3´ 

PCR cuantitativa de 
RGT1 

RTPCR-RGT1-r 
5´GTTACTGATACGGGGGCTGA3´ 

PCR cuantitativa de 
RGT1 

RTPCR-MIG2-2R 
5´AGGACTTGCGGTATTGGTTG3´ 

PCR cuantitativa de 
MIG2 

RTPCR-MIG2-2F 
5´TTTCCTGGTTGTGGGAAAAG3´ 

PCR cuantitativa de 
MIG2 

 

4. Técnicas de manipulación de ácidos nucleicos. 

 

4.1. Manipulación de DNA plasmídico de bacterias. 

 

Se empleó el método de Miniprep. En este método, las células se tratan con tampón 
STET (Sacarosa 8%, Tritón X-100 al 5%, EDTA 50mM y Tris‐HCl 50 mM a pH 8,0) y 
lisozima, para posteriormente purificar el DNA plasmídico. 

 
4.2. Aislamiento de DNA genómico de levaduras. 

 

Para la obtención del DNA genómico de S. cerevisiae se empleó el método descrito 
por Ciriacy and Williamson (1981) (204), que se basa en la producción de protoplastos 
utilizando zimoliasa y su posterior lisis en presencia de dodecil sulfato sódico (SDS). El 
DNA cromosómico se obtuvo mediante precipitaciones con etanol en presencia de 
acetato amónico 5M. 

 
4.3. Análisis de restricción del DNA. 

 

Se utilizaron endonucleasas de restricción suministradas por Roche Diagnostics, por 
General Electric Healthcare o por Fermentas, siguiendo las condiciones indicadas por la 
casa comercial. 
 

4.4. Electroforesis en geles de agarosa. 

 

Se utilizaron geles horizontales de agarosa al 1% o 2% fundida en tampón TBE 
(Tris base 89 mM; EDTA 2 mM; ácido bórico 89 mM a pH 8,3). Las bandas se 
visualizaron por tinción de los geles con bromuro de etidio. 

 
4.5. Construcciones de plásmidos. 

 

La construcción de los distintos plásmidos recombinantes se realizó mediante la 
subclonación de fragmentos de DNA en los vectores descritos anteriormente. En los 
casos en que el vector se digirió con un solo enzima o con dos que generaran sitios de 
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corte compatibles, se trató a continuación con fosfatasa alcalina para evitar así su 
religación. Las ligaciones con el fragmento deseado se realizaron utilizando ligasa del 
fago T4.  

 
La purificación de los fragmentos de DNA se llevó a cabo utilizando los kits 

comerciales Matrix Gel Extraction System de Marling Biosciencie Inc. y ATP
TM 

Gel/PCR Fragment DNA Extraction Kit de ATP Biotech Inc.  
 
4.6. Transformación de bacterias. 

 

Se prepararon células competentes de la cepa de E. coli pertinente siguiendo el 
método descrito en (205). Las células se trataron con dos soluciones: RF1 (RbCl100 mM; 
MnCl2 50 nM; KAc 30 nM; glicerol 10 mM a pH 5,8) y RF2 (MOPS 10 nM; RbCl 10 
nM; CaCl2 75 mM; glicerol 15% a pH 6,8), manteniéndose luego congeladas hasta su 
uso a ‐70ºC. Se añadió DNA plasmídico en una proporción de 50 ng de DNA por cada 
2x108 células, sembrándose a continuación en medio de cultivo selectivo. 

 
4.7. Transformación de levaduras. 

 

Se utilizó el método descrito en (206). Las células se hicieron competentes a partir de 
un cultivo en fase exponencial tratándolas con una disolución de sorbitol 1M, bicina 10 
mM y etilenglicol 3% a pH 8,35. A continuación se almacenaron rápidamente a ‐70ºC. 
La cantidad de DNA plasmídico a la hora de transformar fue de 5‐10 μg DNA/108 
células. La selección de levaduras transformadas se llevó a cabo mediante crecimiento 
en medio selectivo. 

 
4.8. Preparación de sondas radioactivas. 

 

Las sondas se marcaron con (α32-P) dCTP utilizando el kit comercial Ready to go 
de la casa General Electric Healthcare, basado en el método indicado en (207). 

 
4.9. Análisis Southern Blot: hibridación DNA-DNA. 

 

Esta técnica se empleó para detectar secuencias de DNA en el genoma de la 
levadura. El DNA genómico se obtuvo según el método descrito en el apartado 4.2. A 
continuación, se digirió con la endonucleasa BglII, separándose luego los fragmentos 
obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Seguidamente, el DNA de 
doble hebra se desnaturalizó sometiéndolo a una hidrólisis ácida (HCl 0,25 N) en 
condiciones suaves, seguida de un tratamiento con una base (NaOH 0,5 N), según el 
protocolo contemplado en (208). Posteriormente, se transfirió a un filtro Immobilon-P 

(Millipore). 
 
La hibridación del filtro con la sonda se realizó a 42ºC en presencia de 3xSSC 

(NaCl 150mM; citrato sódico 15 mM a pH 7,0) y 4x Denhart’s (suministrado por Sigma 
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Aldrich Co.). El lavado de la membrana se realizó según (209). Finalmente el filtro de 
expuso a autorradiografía. 

 
4.10. Fosforilación e hibridación de oligodesoxinucleótidos. 

 

Se realizó empleando T4 polinucleótido quinasa y después un tampón de 
hibridación (Tris-HCl 200 mM pH 7,5; MgCl2 100 mM; NaCl 250 mM) incubándose a 
70ºC y dejando enfriar lentamente hasta 30ºC. 

 
4.11. Amplificación de fragmentos de DNA utilizando la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). 
 

El protocolo a seguir fue diseñado tal y como se describe en (210) y modificado 
como se indica en (211

). Se empleó 1 μg de DNA molde, 0,2 μg de los oligonucleótidos 
necesarios, 2,5 UI de High Fidelity Taq DNA polimerasa (5 Prime) y 0,2 mM de dNTPs 
(General Electric Healthcare) en un volumen de 50 μl sometidos a un proceso de 35 
ciclos (1´ a 94ºC, 1´ a 55ºC y 2´ a 72ºC). El termociclador fue un Perkin Elmer 
GeneAmpPCR System 2.400. 

 
4.12. Mutagénesis dirigida por PCR.  

 

Para la obtención de mutaciones puntuales se siguió la siguiente metodología de 
mutagénesis: utilizando como molde un plásmido que contenía el gen completo, se 
prepararon dos mezclas de reacción; la primera incluía un oligo mutante antisense (M2) 
y un oligo externo 5’ sense, la segunda contenía un oligo mutante sense (M1) y un oligo 
externo 3’ antisense. Seguidamente se realizo la primera PCR con el programa 95ºC 
(5’) - [94ºC (1’), 58ºC (1’), 72ºC (1,5’)] - 72ºC (5’) y 35ciclos.  

 
Posteriormente, se purificaron los fragmentos 5’ y 3’ obtenidos mediante 

electroforesis y se extrajeron mediante el kit comercial Matrix Gel Extraction System de 
Marling Biosciencie Inc.  

 
A continuación se realizó una segunda PCR usando 5 μl de la primera PCR como 

molde y los oligos externo 5’ sense y 3’ antisense, usando el programa: 98ºC (5’) - 
[98ºC (1’), 58ºC (1,5’), 72ºC (1’)] - 72ºC (5’) y 35 ciclos.  

 
El producto obtenido se purificó, se digirió con los enzimas correspondientes a los 

sitios de restricción S1 y S2 y se subclonó en el plásmido adecuado. 
 
4.13. Deleción de secuencias mediante PCR reversa.  

 

Para la obtención de las diferentes deleciones del gen MIG2, se utilizó como molde 
el plásmido pSP73/MIG2(XhoI/EcoRI) con los oligonucleótidos específicos para cada 



Materiales y Métodos 

68 
 

deleción, así como una Taq polimerasa de alta procesividad y fidelidad, la 
TripleMaster

®
 PCR System. 

 
Los productos de PCR se observaron en una agarosa al 2% y se purificaron con el 

Kit High pure PCR Product Purification Kit suministrado por la casa Roche 

Diagnostics. Una vez purificado el producto de PCR, se digirió con los enzimas 
pertinentes y se purificó de nuevo mediante el mismo kit siguiendo el protocolo 
recomendado por el fabricante. Posteriormente, se religaron los productos cortados con 
T4 DNA ligasa de la casa comercial Roche Diagnostics. 

 
4.14. PCR en tiempo real (RT-PCR). 

 

La PCR en Tiempo Real es, básicamente, una PCR convencional en la que los 
equipos de amplificación (termocicladores) llevan incorporado un sistema de detección 
de fluorescencia (fluorímetro), basándose la tecnología en la utilización de una serie de 
fluoróforos específicos. Ambos factores permiten monitorizar, en tiempo real, lo que 
está ocurriendo dentro de cada tubo en cada ciclo de amplificación, lo que sustituye a 
los tradicionales pasos de amplificación, electroforesis y análisis de imagen de una PCR 
convencional. El parámetro fundamental en una PCR en Tiempo Real, en función del 
cual se van a realizar todos los cálculos analíticos, es el denominado Ciclo Umbral (o 
Ct), que se define como el ciclo a partir del cual la fluorescencia es estadísticamente 
significativa respecto al ruido de fondo. 

 
Una de la principales ventajas de la PCR en Tiempo Real frente a la PCR 

convencional radica en que la cuantificación del DNA amplificado no se realiza en 
función del producto final de la reacción, sino en función del valor de Ct, lo que 
permite, entre otras cosas, valorar de forma muy precisa la concentración inicial de 
DNA molde utilizado en la reacción. 

 
En nuestros ensayos, el RNA celular que se utilizó como base para la RT-PCR se 

extrajo con el kit comercial FastRNA® Pro Red Kit, de Bio 101® Systems, siguiendo las 
indicaciones de uso del propio producto. A partir de ese RNA, la reacción de 
amplificación se llevó a cabo utilizando el kit SuperScript™ III Platinum

®
 SYBR

®
 

Green One-Step qRT-PCR Kit with ROX, de Invitrogen, ateniéndonos estrictamente al 
protocolo del fabricante. El termociclador utilizado fue un Abi Prism 7300 de Applied 
Biosystems y los resultados se analizaron según el método ΔCt (2-ΔΔt) de Livak y 
Schmitteng (212). 

 
4.15. Secuenciación. 

 

Se utilizó el método de secuenciación automática capilar en un equipo Abi Prism 
3100 de Applied Biosystems (Unidad de Secuenciación de los Servicios Científico 
Técnicos de la Universidad de Oviedo). 
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5. Técnicas de Manipulación de proteínas. 

 

5.1. Obtención de extractos proteicos libres de células. 

 

Se inocularon células de levadura en los medios requeridos y se crecieron a una 
temperatura de 28ºC con una agitación de 200 rpm hasta una DO600 de 1,0. Las células 
se recolectaron y se lavaron con tampón PBS (NaCl 0,14 M; KCl 2,7 mM; KH2PO4 1,5 
mM; Na2HPO4 8,1 mM a pH 7,5). Posteriormente, se rompieron dos veces en 200 μl de 
tampón de lisis (PBS con inhibidor de proteasas (Complete Protease Inhibitor Tablets, 
Roche), 0,1% TritonX-100  y 1mM DTT) y 400 μl de bolas de vidrio ballotini (0,50 
mm de diámetro) durante 30 segundos en un agitador FastPrep™ a velocidad 6,5 

utilizando tubos apropiados de 1,5 ml, tras lo cual se resuspendieron en 200 μl más de 
tampón de lisis y se pasaron a hielo. La suspensión obtenida se recogió y centrifugó a 
cuatro grados durante 20 minutos a 13.000 rpm o bien se empleó de forma directa, 
según el tipo de ensayo que se fuera a abordar con ella. 

 
En el caso de extractos celulares que posteriormente se utilizarían para valorar la 

actividad β-Galactosidasa o experimentos de doble híbrido, tanto el lavado como la 
ruptura de células se realizó en Tampón Z (0,06 M Na2HPO4·7H2O; 0,04 M 
NaH2PO4·H2O 0,01 M KCl; 0,001 M MgSO4; 0,05 M β-ME; pH 7.0).  

 
5.2. Aislamiento de mitocondrias. 

 
Se inocularon células de levadura en 200 ml de YEPD y se crecieron a una 

temperatura de 28ºC con una agitación de 200 rpm hasta una DO600 de 0,8. Las células 
se recolectaron y se lavaron con YEP para, a continuación, dar un pase de 1h a un 
medio YEPG a la mitad del cultivo. Las mitocondrias se recolectaron siguiendo el 
protocolo descrito en (213). 

 
5.3. Cuantificación de proteínas. 

 

La cuantificación de proteínas se realizó empleando el Método de Lowry, utilizando 
sero-albúmina bovina para confeccionar la recta patrón y el kit Quant-it

TM
 Protein 

Assay de Invitrogen. 
 
5.4. Determinación de la actividad invertasa. 

 

Se estimó siguiendo el método descrito en (214). 
 
5.5. Determinación de la actividad β-galactosidasa. 

Se valoró siguiendo el método descrito por Miller en (215). La reacción se realizó en 
tampón Z (al que se adicionaron cantidades variables de la preparación enzimática, 
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dependiendo del extracto) y se inició añadiendo el sustrato ONPG 
(ortonifrofenilgalactopiranósido) a una concentración final de 0,8 mg/ml siendo el 
volumen final 1 ml. Las muestras se incubaron a 30ºC hasta la aparición de color, 
deteniéndose la reacción con 500 μl de Na2CO3 1M. A continuación, se centrifugó 10 
minutos a 14.000 rpm con el objeto de eliminar los restos celulares. Posteriormente, se 
midió la absorbancia a 420 nm. La unidad de actividad específica se define como 
aquella cantidad de enzima capaz de hidrolizar un mol de ONPG por minuto y por mg 
de proteína en las condiciones de ensayo (λ420 para el ONPG = 4,5x103 mol-1cm-1). 

 

5.6. Sistema del doble híbrido. 

Para la detección de interacciones proteína-proteína se utilizó el sistema 
Matchmaker Gal4 Two-Hybrid System 3, de la casa comercial Clontech, basado en el 
sistema de doble-híbrido. La interacción se valora determinando la actividad β-
galactosidasa de los extractos proteicos de las células cotransformadas y crecidas en las 
condiciones de interés. 

 
5.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

 

Las proteínas presentes en extractos libres de células se separaron en geles de 
poliacrilamida en presencia de SDS y β‐mercaptoetanol siguiendo, fundamentalmente, 
el método descrito en (216). El gel de empaquetamiento se preparó a partir de una 
disolución de acrilamida y N‐N´‐metilen‐bisacrilamida al 3,5% y el gel de separación a 
partir de la misma disolución al 12%. 

 
El método se basa en que, en presencia del detergente aniónico SDS, las cadenas 

polipeptídicas se despliegan y unen cantidades de SDS proporcionales a su peso, de 
manera que la densidad de carga negativa es idéntica para todas las moléculas. Bajo la 
influencia de un campo eléctrico, éstas tenderán a migrar hacia el polo positivo, siendo 
el desplazamiento de las mismas inversamente proporcional al logaritmo de su masa 
molecular. 

 
5.8. Transferencia de proteínas desde geles de poliacrilamida a 

filtros de PVDF (Polyvinylidene Fluoride). 

 

La transferencia de proteínas separadas en geles de poliacrilamida a filtros de PVDF 
(Polyvinylidene Fluoride) se llevó a cabo según el método descrito en (217), utilizando el 
equipo comercializado por BIO‐RAD. La transferencia se efectuó en un tampón que 
contiene Tris‐HCl 25 mM a pH 8,8; glicina 192 mM y metanol al 20% v/v, aplicándose 
una diferencia de potencial constante de 100 V durante una hora. 
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5.9. Ensayos de retardo en gel. 

 

El ensayo de retardo en gel se basa en el hecho de que la movilidad electroforética 
de un ácido nucleico a través de un gel de poliacrilamida puede ser alterada cuando una 
proteína se une a él. 

 
Para llevarlo a cabo, se mezclaron 4 μg de proteína total (usualmente, 10 μl de 

extracto celular) con 1μl de DNA marcado radioactivamente, 1 μl de poli dI-dC (4 
mg/ml), 5 μl de un tampón con HEPES 50 mM pH 7,0 y DTT 5 mM en un volumen 
final de 25 μl. La mezcla se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente, tras los 
que se adicionaron 2,5 μl de tampón de electroforesis (glicerol 50%; EDTA 1 mM; azul 
de bromofenol 0,4%; xileno cianol 0,4%). Los complejos de DNA-proteína se separaron 
del DNA libre por electroforesis nativa en gel de poliacrilamida del 4%. El gel se 
precorrió durante 45 minutos en TBE x0,5 (TBE x10: Tris Base 108 g/l; ácido bórico 55 
g/l; EDTA 9,3 g/l) y se corrió en el mismo tampón a 110 V. Posteriormente, se secó 
(con una máquina de vacío) y se expuso a autorradiografía a -70 ºC. 

 

5.10. Expresión y purificación de proteínas unidas a GST en 

columnas de glutatión sepharosa. 
 

La secuencia codificante de la proteína de interés se subclonó en el vector de 
expresión pGEX-4T-1/3X en pauta de lectura con la proteína GST. Con la construcción 
obtenida, se transformaron células de la cepa de E. coli BL21 y se indujo la expresión 
de la proteína de fusión con GST adicionando al medio de cultivo IPTG (isopropil-β-D-
tio-galactopiranósido) a una concentración final de 0,5 mM. Cuando las células 
alcanzaron una DO600 de 0,45. La inducción se realizó durante 3 horas a 37 ºC. 

 
Posteriormente, las bacterias se recogieron, se lavaron y se resuspendieron en1 ml 

de PBS a pH 7,5. Luego se les adicionó lisozima a una concentración de 1 mg/ml y se 
mantuvieron en hielo durante media hora para, posteriormente, llevar a cabo su rotura 
por sonicación mediante 5 pulsos de 10 segundos de duración a 200-300 W. El extracto 
resultante se centrifugó dos veces a 14.000 rpm durante 20 min. Una vez obtenido el 
extracto libre de células, se puso en contacto con 100 ml de glutation sepharosa 4B 

(equilibrada con 5 ml de PBS frío a pH 7,5), durante un mínimo de una hora a 4ºC en 
una noria.  

 
Tras este tiempo, se retiró el extracto y se lavó la columna con 5 ml de PBS frío a 

pH 7,5, antes de eluir la proteína fusionada a GST con 2 U de trombina, a fin de escindir 
la proteína de interés de la GST. 
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Es una técnica apropiada para comprobar interacciones físicas entre proteínas de 
interés, sirviendo como apoyo a otro tipo de ensayos. Se basa en la precipitación de una 
proteína, previamente purificada o proveniente de un extracto proteico, mediante su 
unión a otra proteína fusionada a GST adherida a una matriz de glutation sepharosa. 

 
Para su realización, una de las proteínas debe expresarse como se indica en 5.10 y 

no ser eluida de la matriz de sepharosa 4B. Posteriormente, en el mismo tubo 
Eppendorf se adiciona el extracto proteico celular conteniendo la otra proteína 
etiquetada con el antígeno que deseemos (o bien directamente la proteína purificada) y 
se deja incubar la mezcla toda la noche a 4ºC en la noria. 

 
Al día siguiente, se lava la matriz 5 veces con 1 ml de PBS a pH 7,5 y 

posteriormente, se le adicionan 20 μl de Laemmli buffer 4X (12,5 ml Tris-HCl 1M pH 
6,8; 4 g SDS; 17,5 ml glicerol; 1,25 ml β-mercaptoetanol; 1,6 ml EDTA 250 mM; azul 
de bromofenol; H20 hasta 50 ml). Luego se a aden otros 60 μl de PBS frío (NaCl 0,14 

M; KCl2 7 mM; KH2PO4 1,5 mM; Na2HPO4 8,1 mM a pH 7,5) al tubo, se resuspende la 
resina y se hierve 20 minutos. Finalmente, se centrifuga a 14.000 rpm diez minutos y se 
realiza un Western Blot con la muestra, tal y como se indica en el siguiente apartado. 

 
6. Técnicas inmunológicas. 

 

6.1. Inmunodetección de antígenos: Western Blot. 

 

Las células con la proteína etiquetada con el antígeno de interés se centrifugaron en 
un tubo Falcon, en un volumen de 15 ml. Se eliminó el sobrenadante y se adicionaron 
100 μl de Laemmli buffer 4X a las células. A continuación, el contenido se transfirió a 
un tubo de ruptura y se hirvió durante 5 minutos. Posteriormente, se enfrió y se le dio un 
pulso, tras el que se adicionaron 400 μl de ballotini y se rompió en un FastPrep™ a 

máxima velocidad durante 30 segundos, dos veces. Finalmente, las muestras se 
hirvieron otros 5 minutos.  

 
Para la recogida de las mismas, se realizó una pequeña perforación en la base del 

tubo de ruptura y se colocó encajado en la tapa cortada de otro tubo mayor, de 10 ml. 
Luego se centrifugan ambos de forma simultánea durante 5 minutos a 4.500 rpm. 
Después se agregaron 200 μl de tampón a pH 7,5 en el tubo de ruptura y se lavó el 
ballotini. El sobrenadante se recogió (unos 500 μl) y se transfirió a un tubo Eppendorf, 
que se centrifugó durante 10 minutos a 14.000 rpm. De nuevo se recogió el 
sobrenadante y se transfirió a otro tubo Eppendorf  totalmente limpio. Las muestras así 
obtenidas se cargaron en un gel de poliacrilamida y se transfirieron a una membrana de 
PVDF. Una vez transferidas las proteínas al filtro, éste se incubó durante una hora a 
temperatura ambiente con la solución de bloqueo TBS‐Tween (HCl 20 mM a pH 7,5; 
NaCl 150mM; Tween 20 al 0,1%) más un 5% de leche desnatada en polvo. A 
continuación se añadió el anticuerpo primario (en la dilución correspondiente) a una 

 
5.11. Coprecipitación o pull-down como fusiones con GST. 

 



Materiales y Métodos 

73 
 

nueva solución de bloqueo con leche recién preparada, se desechó la que bañaba la 
membrana de PVDF y se adicionó la nueva con el anticuerpo sobre la misma, con la que 
permaneció en incubación durante toda una noche a 4ºC. 

 
Al día siguiente, se eliminó la solución con el anticuerpo primario y se lavó la 

membrana de PVDF durante media hora con TBS‐Tween limpio sin leche (2 lavados de 
15 ml y 15 minutos cada uno). Tras este tiempo, se adicionó el anticuerpo secundario 
(1:10.000) a nueva solución de bloqueo con leche y se incubó con ella la membrana de 
PVDF durante una hora. 

 
Posteriormente, la membrana se lavó de nuevo con TBS‐Tween dos veces, se secó 

levemente y se reveló según las instrucciones de Pierce para el kit SuperSignal
®

 West 

Pico Chemiluminescent Substrate. 
 
6.2. Co-Inmunoprecipitación. 
 

En este ensayo, un antígeno se aisla por unión a un anticuerpo específico adherido a 
una matriz con capacidad para sedimentar. Estos experimentos se llevaron a cabo 
utilizando extractos proteicos que contenían las proteínas que interaccionaban según el 
método descrito en (218) con algunas modificaciones menores. Los extractos 
permanecieron con 1,5 μl de anticuerpo durante dos horas a 4ºC. Posteriormente, se 
a adieron 200 μl de proteína A-sepharosa (General Electric Healthcare) y se incubó la 
mezcla otras dos horas a 4 ºC. Transcurrido este tiempo se lavó la resina cinco veces 
con 1 ml de tampón Stapha-A (NaCl 150 mM; Na2HPO4 mM; NaH2PO4 18 mM a pH 
7,3; Tritón X-100 al 20%; SDS 1% y deoxicolato 5%) y el inmunoprecipitado se hirvió 
en 20 μl de Laemmli buffer 4X y 60 μl de PBS. Las muestras se analizaron, una vez 
centrifugadas, realizando un Western Blot (apartado 6.1). 

 
6.3. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). 

 

Se siguió la metodología descrita en (219) con las siguientes modificaciones: las 
células se crecieron en 25 ml de medio YEP o SC con los requerimientos nutricionales 
adecuados en cada caso. Cuando el cultivo llegó a una DO de 1,0 a 600 nm se 
adicionaron 200 μl de formaldehído y se incubó durante 30 minutos a temperatura 
ambiente con agitación. Pasado este tiempo, se detuvo la reacción agregando glicina a 
una concentración final de 125 mM y se continuó agitando a temperatura ambiente 
durante 15 minutos más. 

 
Las células se centrifugaron a 4.000 rpm durante 5 minutos a 4ºC y se lavaron 5 

veces con 25 ml de TBS frío (Tris HCl 20 mM pH 7,5; NaCl 150 mM). El sedimento se 
resuspendió en 600 μl de tampón de lisis (Hepes KOH 50 mM pH 7,5; NaCl 140 mM; 
EDTA 1 mM; Triton X-100 1%; deoxicolato sódico 0,1%; PMSF 1 mM) y se rompió en 
un FastPrep™ tras adicionarle 400 μl de ballotini. El lisado celular se transfirió a tubos 
Eppendorf  limpios y se sonicó en un Bioruptor siguiendo las recomendaciones del 
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fabricante. Después, el contenido del tubo se centrifugó a 10.000 rpm durante 15 
minutos a 4ºC, recogiéndose el sobrenadante (DNA-proteína solubilizado).  

 
En este punto, se tomó una alícuota de 15 μl de cada muestra para utilizarla como 

control. A 200 μl del sobrenadante se adicionaron 2 μl del anticuerpo específico y se 
dejó en la noria toda la noche a 4ºC. Posteriormente se agregaron 200 μl de la resina 
proteína A-sepharosa y se dejó la muestra en una noria durante 4 horas a 4ºC. 
Transcurrido este tiempo se lavó 4 veces con  1ml de PBS (NaCl 0,14 M; KCl 2,7 mM; 
KH2PO4 1,5 mM; Na2HPO4 8,1 mM a pH7,5), se resuspendió la resina en 100 μl de 
tampón de elución (SDS 1%; NaH2CO3 100 mM) y se mantuvo en un bloque a 65ºC 
durante 10 minutos. Después, se centrifugó 3 minutos a 1.500 rpm, se recogió el eluido 
y se incubó toda la noche a 65ºC para revertir la unión de las proteínas al DNA (el 
control también se resuspendió en 100 μl de tampón de elución y siguió el mismo 
tratamiento.  A partir de este punto, se manejó al igual que la muestra). Se centrifugó de 
nuevo un minuto a 1.500 rpm y se incubó en hielo durante 5 minutos. Se adicionaron 
100 μl de tampón TE (TrisHCl 10 mM a pH 8,0; EDTA 1 mM), 5 μl de proteinasa K 

(10 mg/ml) y 6 μl de glicógeno (10 mg/ml), incubándose una hora a 37 ºC. 
 
Finalmente, se realizaron 2 extracciones con 300 μl de fenol/cloroformo y se 

precipitó el DNA con NaCl 5 M (4 μl por cada 100 μl de muestra) y un volumen de 
isopropanol durante 15 minutos a -20ºC. El precipitado se resuspendió en 30 μl de TE y 
se realizó una PCR tomando 1μl de muestra y otro del control correspondiente (35 
ciclos de 1´ a 94 ºC, 1´ a 55 ºC y 30´ a 72ºC). 

 
6.4. Inmunopurificación. 

 

Las células con la proteína etiquetada con el antígeno de interés se crecieron en 2l 
de SCD en un matraz Erlenmeyer, hasta una DO600 de 0,7. A continuación, a la mitad 
del cultivo se le dio un pase de 1 h a SCY. Posteriormente, se recolectaron las células 
por centrifugación a 4ºC y 4.500 rpm durante 10 min., se lavaron dos veces con 50 ml 
de PBS frío a pH 7,5, se resuspendieron en 10 ml de tampón de lisis (PBS, inhibidor de 
proteasas (Complete, Roche), 0,1% TritonX-100 y 1,0 M DTT) y se congelaron en 
nitrógeno líquido, almacenándose a -80ºC hasta su uso. 

 
 Las células se rompieron con ballotini en un Pulverisette 6 (potencia 500, dos 

repeticiones de 4 min.). Los extractos obtenidos se centrifugaron a 4.500 rpm durante 
10 min. a 4ºC para eliminar los restos celulares. A continuación se realizó otra 
centrifugación de 1 h. a 14.000 rpm. Una vez obtenidos los extractos libres de células se 
dejaron en contacto toda la noche a 4ºC con 200 µl de proteína A-sepharosa a la que 
previamente se le había pegado el anticuerpo correspondiente. 

 
Posteriormente, la resina se lavó de forma exhaustiva con 5ml de tampón de lisis. 

Luego se resuspendió en 60 µl de PBS y 30 µl de Laemmli buffer 4X. Finalmente, el 
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contenido se hirvió durante 20 minutos. Las muestras se analizaron, una vez 
centrifugadas, mediante Western Blot (apartado 6.1). 

 
7. Microscopía de fluorescencia. 

 

7.1. Preparación de muestras. 

 

Las cepas de levadura expresando las proteínas fusionadas a GFP se crecieron en un 
medio sintético conteniendo la fuente de carbono apropiada y sin el/los aminoácido/s 
requerido/s para mantener la selección del plásmido. Cuando las células alcanzaron una 
DO600 de 0,8 se realizaron las preparaciones en un portaobjetos tipo Afora K14. 
Primeramente se adicionaron, sobre las áreas del portaobjetos a utilizar, 7 μl de una 
solución de Poly‐L‐Lisina (Sigma Aldrich Co.) diluida 1:5 en agua. Tras retirar la Poly‐

L‐Lisina por aspiración, se adicionaron 25 μl del cultivo que contenía las células a 
visualizar en las áreas previamente tratadas, retirándose el remanente por aspiración. 
Posteriormente, se adicionó 1μl de DAPI (4,6‐diamidino‐2‐fenilindol) a una 
concentración de 2,5 μg/ml disuelto en glicerol al 80% y se colocó un cubre objetos de 
22 x 22 mm sobre la superficie con las células. 

 
7.2. Observación de las muestras y grabación de imágenes. 

 

Las imágenes se visualizaron en un microscopio de fluorescencia Leica DM5000B, 
que contiene un bloque de filtros de fluorescencia con intercambio motorizado.  En 
concreto se utilizaron los siguientes filtros: 

 
‐DAPI BP 360/640 (filtro de excitación), 400 (espejo dicrómico) y 470/440 

(filtro de restricción), con el que se visualizaron los núcleos celulares teñidos con DAPI. 
 

‐GFP BP 470/440 (FE), 500 (ED) y 525/550 (FR), con el que se visualizaron 
las proteínas fusionadas a GFP. 

 
‐TX2 BP 560/540 (FE), 595(ED) y 645/675 (FR), con el que se visualizaron 

proteínas fusionadas a RFP. 
 

Las cámaras utilizadas fueron una Leica DFC300 FX (gestionándose la máquina con 
el software proporcionado por la casa comercial (LAS Software; Version 2.8.1)) y una 
ORCA-R2 de la casa comercial Hamamatsu (con HC Image 2.0.1 como software de 
gestión). Las imágenes se procesaron usando Adobe Photoshop CS4. 
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RESULTADOS. 

 
Mig2 ha sido descrito como un factor transcripcional que colabora con la proteína 

Mig1 en la represión por  glucosa de varios genes, entre los que se encuentran HXK1, 

HXT1, HXT13 y SUC2 (56). El estudio de la expresión de aquellos genes que presentan 
motivos de unión para Mig1, ha demostrado que esta proteína, por sí misma, no es 
capaz de llevar a cabo la represión total de los genes que regula sino que, en la mayoría 
de los casos, actúa en colaboración con Mig2. Mig1 parece ser el represor principal, ya 
que es responsable de llevar a cabo la mayor parte de la represión de estos genes, 
mientras que la deleción de MIG2 o bien no tiene efecto, o sólo provoca una ligera 
modificación de la expresión.  

Análisis de las regiones del DNA a las cuales se asocian Mig1 y Mig2 han 
demostrado que ambos represores se unen a motivos de DNA idénticos, siendo 
imprescindible la presencia de una región rica en GC en el extremo 5’ (

56). Se han 
barajado varias hipótesis con el fin de explicar el papel redundante de Mig2 en la 
represión por glucosa: una primera teoría es que ambas proteínas muestren diferente 
afinidad por los motivos de unión al DNA, siendo Mig2 responsable de la represión en 
aquellas condiciones en que Mig1 no está presente, no es totalmente funcional, o bien, 
se encuentra en poca cantidad. En el caso del gen SUC2 se confirmó que Mig1 presenta 
mayor afinidad por el promotor de este gen (56); la segunda hipótesis implicaría una 
regulación post-transcripcional de Mig2, de tal manera que en presencia de bajos 
niveles de Mig1, sufriría algún tipo de modificación que permitiría o propiciaría su 
unión al DNA. 

Debido a la importancia de los mecanismos de regulación por glucosa para la 
supervivencia celular y a la escasa información existente sobre el papel de Mig2 en los 
mismos, en este trabajo nos hemos propuesto ampliar los conocimientos acerca de esta 
proteína, centrándonos en su papel represor y en la búsqueda de otras posibles funciones 
que pueda llevar a cabo.  

 

1. CARACTERIZACIÓN DE LA PROTEÍNA Mig2 EN S. cerevisiae. 

 

1.1.  Análisis comparativo entre las proteínas Mig1 y Mig2 de S. 

cerevisiae. 

MIG2 codifica para una proteína de 382 aminoácidos con un peso molecular de 42 
kDa, conteniendo en su secuencia dos motivos de dedos de zinc del tipo C2H2, el primer 
motivo se encuentra localizado entre los aminoácidos 17 y 39 y el segundo entre los 
residuos 45 y 69. 
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Como se comentó con anterioridad, Mig1 y Mig2 son dos proteínas homólogas que 
presentan ciertas similitudes en cuanto a su estructura, esta semejanza es la responsable 
de que ambas proteína puedan unirse a motivos similares y, por tanto, regular 
conjuntamente ciertos genes.  

En primer lugar, se realizó un análisis comparativo entre las secuencias primarias de 
Mig1 y Mig2 para comprobar la existencia de semejanzas entre ambas proteínas a nivel 
de la estructura primaria. Para ello, se llevó a cabo un alineamiento de sus secuencias 
con la aplicación ClustalW2. Como se puede observar en la figura R-1.1A, Mig1 y 
Mig2 presentan un 20% de identidad en su secuencia primaria, siendo el único dominio 
que comparten ambas proteínas el correspondiente a los motivos de dedos de zinc, 
donde la identidad es del 71% (Fig. R-1.1B). 

Figura R-1.2B: Alineamiento entre las secuencias correspondientes a los dedos de zinc de Mig1 y 

Mig2. Mig1 y Mig2 presentan un 71% de identidad a nivel de su estructura primaria en la zona 
correspondiente a los motivos de dedos de zinc. 

Figura R-1.1A: Alineamiento de secuencias entre Mig1 (YGL035C) y Mig2 (YGL209W). Las 
secuencias primarias de las proteínas Mig1 y Mig2 presentan un 20% de identidad concentrándose ésta 
en el extremo N-terminal. 
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Dentro de la secuencia correspondiente a los motivos de dedos de zinc, se observó 
que ambas proteínas mantienen conservados los residuos de Cys e His, indispensables 
para la formación de la estructura de estos motivos. De igual manera, los residuos 
implicados en la interacción con el DNA: RHR y RER, se encuentran conservados en 
ambas secuencias (Fig. R-1.1C). 

 
1.2.  Estudio de la estructura tridimensional de los motivos de dedos 

de zinc de la proteína Mig2 de S. cerevisiae. 

Una vez realizado el análisis de la estructura primaria de Mig2 se procedió al 
estudio de las estructuras superiores. Debido a la ausencia en las bases de datos de 
información respecto a las estructuras tridimensionales de Mig1 o Mig2, la única 
manera de abordar este estudio fue a través de la búsqueda de alguna proteína o 
fragmento de la misma que presentara cierta homología con Mig2 y cuya estructura 
fuera conocida. A través de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) se encontraron 201 proteínas con motivos similares a Mig2, todos ellos 
correspondientes a los motivos de dedos de zinc. De los 201 resultados, se seleccionó la 
proteína supresora del tumor de Wilms con la que Mig2 presentaba un 66,2% de 
identidad en esta región. 

La proteína supresora del tumor de Wilms (TW) es un factor transcripcional que 
presenta cuatro motivos de dedos de zinc en su estructura localizados en las posiciones 
323-347, 353-377, 383-405 y 414-438.  Para comprobar la similitud que estos motivos 
presentaban con Mig2, se procedió a realizar un alineamiento de secuencia usando el 
ClustalW2. Como podemos observar en la figura R-1.2A, estos motivos muestran una 
identidad con Mig2 del 40%, 56%, 58,5% y 53% respectivamente. 

Figura R-1.2A: Alineamiento de las secuencias correspondientes a los motivos de dedos de zinc de 

las proteínas Mig2 y del TW. En esta representación se pueden observar aquellos residuos conservados, 

Figura R-1.1C: Alineamiento de los motivos de dedos de zinc de las proteínas Mig1 y Mig2. En azul 
se representan aquellos residuos idénticos en las dos secuencias. Los residuos de Cys e His se encuentran 
indicados con una flecha, mientras que los residuos implicados en la interacción con el DNA están 
señalados con triángulos. 

siendo el motivo 1 de la proteína supresora del TW la que presenta una menor identidad con Mig2 (40%) 
y el motivo 3 el que muestra mayor identidad (58,5%).  
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Posteriormente,  se descargó el modelo PDB correspondiente al motivo de dedos de 
zinc localizado entre los residuos 383 y 405 de la proteína supresora del TW, motivo 
con el que Mig2 presenta una mayor identidad (58,5%). A continuación se modeló, 
basándose en la información estructural del TW, un fragmento de Mig2 que incluyera 
los residuos que codifican para los motivos de dedos de zinc unidos al DNA. El archivo 
PDB generado se renderizó con la aplicación Pymol. De esta manera, se obtuvo la 
predicción teórica de la estructura de Mig2 más probable para la región correspondiente 
a los motivos de dedos de zinc y por tanto, para la región implicada en la unión de la 
misma al DNA (Fig. R-1.2B). 

Este modelo nos servirá como aproximación teórica, proporcionándonos 
información sobre la estructura de los motivos de Mig2 implicados en su interacción 
con el DNA. También permite estimar cuáles son los residuos indispensables para la 
misma, y el efecto teórico que sobre la interacción con el DNA tendría la mutación de 
estos. 
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En la figura R-1.3C podemos observar una representación más detallada del primer 

motivo de dedos de zinc de Mig2. En este modelo se especifican los aminoácidos de la 
región implicada en la interacción con el DNA (representado en rosa en la figura R-
1.2C), siendo los residuos indispensables para la misma la Arg y la His señalados con 
una estrella. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-1.2C: Modelo teórico detallado de los aminoácidos implicados en la interacción con el 

DNA del primer motivo de dedos de zinc de Mig2. Los aminoácidos His y Arg señalados con una 
estrella son los residuos directamente implicados en la interacción. 

 

Figura R-1.2B: Modelo teórico de la estructura tridimensional de Mig2 correspondiente a los 

motivos de dedos de zinc unidos al DNA. En rojo se representa el primer motivo de dedos de zinc de 
Mig2, siendo la zona implicada en la interacción con el DNA rosa, mientras que al segundo motivo se le 
asignó el color azul. El DNA se encuentra representado en naranja. 
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1.3.  Los niveles de expresión del gen MIG2 no muestran diferencias 

significativas cuando la levadura crece en glucosa o en glicerol. 

Dado que el papel represor de Mig2 está regulado por la presencia de glucosa en el 
medio (56), se quiso comprobar si esta regulación estaba causada por una expresión 
diferencial del gen MIG2. Para llevar a cabo este estudio se decidió realizar un ensayo 
de PCR cuantitativa en tiempo real utilizando oligonucleótidos específicos para el gen 
MIG2 (RT-PCR/Mig2-2R y 2F) y como control un par de oligonucleótidos específicos 
para el gen RGT1 (RT-PCR/RGT1d y r). La elección de RGT1 como referencia no fue 
casual, por un lado es un gen totalmente específico de S. cerevisiae y por otro, su 
regulación y producto fueron objeto de intensos análisis en nuestro laboratorio (10,11). Se 
ha observado que la expresión de RGT1 es constitutiva y no demasiado elevada, lo que 
posibilita su empleo como control preciso en el análisis de la expresión de proteínas no 
estructurales, mucho más cercanas a él en cuanto a concentraciones intracelulares. 

Como molde en los experimentos de RT-PCR se utilizó el RNA total de muestras de 
células crecidas hasta una densidad óptica a 600 nm de 1,0 en medios de cultivo YEP 
con alta y baja glucosa. La extracción del mismo se realizó empleando el kit comercial 
FastRNA® Pro Red Kit (Bio 101® Systems) siguiendo las instrucciones del fabricante 
para, a continuación, realizar un tratamiento con DNAsa y así eliminar cualquier posible 
contaminación de DNA. Posteriormente, la transcripción reversa y amplificación del 
cDNA generado se llevó a cabo en un solo paso empleando el kit SuperScript™ III 

Platinum® SYBR® Green One-Step pRT-PCR con ROX (Invitrogen), ateniéndonos 
igualmente al protocolo del fabricante. Como control negativo de la RT-PCR se utilizó 
la mezcla de reacción sin molde, comprobándose que no había  amplificación 
inespecífica de ningún tipo. Los datos de la tabla R-1.3 muestran el análisis de los 
resultados siguiendo el método ΔCT(2ΔΔt) de Livak y Schmitteng (212).  

Tabla R-1.3: RT-PCR de la expresión del gen MIG2 en condiciones de alta y baja glucosa. El ciclo 
umbral (CT) del gen MIG2 se normalizó frente al CT del gen RGT1 y se relacionó con el CT del control 
interno. La comparación de los ΔCT, ΔΔCT se definió como la diferencia entre los valores ΔCT, ΔΔCT = 
(CT MIG2

 - CT normalizador)-(CT RGT1 - CT normalizador). El valor de la expresión comparativo se transformó en un 
valor absoluto usando la siguiente fórmula 2-ΔΔCT. 

 

Como podemos observar en la tabla, la expresión de MIG2 es constitutiva y no 
depende de la fuente de carbono presente en el medio, ya que las diferencias observadas 
entre ambas condiciones nutricionales no son significativas. Estos valores informan de 
que las diferencias descritas en la capacidad represora de Mig2 en función de la 
presencia o ausencia de glucosa no se deben a diferencias a nivel de la expresión génica 

Cepa Wt: BY4741 

Condiciones 

nutricionales 
MIG2 CT RGT1 CT 

∆CT 

(MIG2-RGT1) 

∆∆CT 

(∆CT-∆CT Glc) 

MIG2 relat. 

a glucosa 

Alta glucosa 16,51±0,05 16,44±0,05 0,07 0 1 
Baja glucosa 18,25±0,02 17,99±0,07 0,26 0,19 0,88 
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sino a procesos posteriores como pueden ser modificaciones post-traduccionales o 
diferencias en la tasa de degradación, dependientes de glucosa. 

 
1.4.  Los componentes del complejo represor del gen SUC2: Mig1, 

Hxk2 y Snf1 están implicados en la regulación de la expresión 

del gen MIG2 en presencia de glucosa. 

Estudios previos llevados a cabo en el laboratorio de Mark Johnston (56) muestran 
claras diferencias en la regulación a la que están sometidos los genes MIG1 y MIG2. 
Mediante fusiones del promotor del gen MIG1 a la secuencia codificante del gen LacZ 

observaron que la expresión del mismo se encuentra reprimida en presencia de glucosa 
a través de la proteína Mig2 y del propio represor Mig1. En cuanto a la expresión del 
gen MIG2, por el momento, sólo se sabe que aumenta en presencia de glucosa, respecto 
a los valores mostrados en galactosa, mediante la vía Mth1/Std1/Rgt1. 

En vista de la falta de datos acerca de la regulación del gen MIG2, decidimos 
abordar el estudio de la expresión del mismo en diferentes cepas mutantes para 
proteínas implicadas en la represión por glucosa. De este modo, comprobaríamos si 
alguna de estas proteínas ejerce un papel regulador sobre la expresión de dicho gen. La 
realización de este estudio se llevó a cabo mediante un ensayo de PCR cuantitativa en 
tiempo real, empleando los mismos oligos que en el apartado anterior. 

Para llevar a cabo este experimento se utilizó como molde RNA total, extraído como 
se indica en el apartado 1.3 de Resultados, de cepas mutantes para las proteínas Mig1, 
Hxk2 y Snf1. La elección de estas proteínas no fue al azar, sino que se debe al 
importante papel que Mig1, Hxk2 y Snf1 desempeñan en la regulación de la represión 
por glucosa (apartado 1.3 de la Introducción). 

En la tabla R-1.4 podemos observar el análisis de los resultados obtenidos. Estos 
valores muestran que la expresión del gen MIG2 se ve incrementada en presencia de 
glucosa y en ausencia de cualquiera de los tres componentes del complejo represor del 
gen SUC2, siendo este aumento mayor en el caso del mutante ∆mig1, donde la 
expresión de MIG2 se incrementa en un 103%. En el caso de células crecidas en 
condiciones de baja glucosa, la expresión de MIG2 no se ve modificada de manera 
significativa en ninguno de los mutantes sometidos a estudio. 

Cepa ∆mig1 

Condiciones 

nutricionales 
MIG2 CT RGT1 CT 

∆CT 

(MIG2-RGT1) 

∆∆CT 

(∆CT-∆CT Wt 

Glc) 

MIG2 relat. a 

Wt glucosa 

Alta glucosa 14,99±0,10 15,95±0,06 -0,96 -1,02 2,03 
Baja glucosa 16,23±0,08 16,02±0,02 0,21 0,14 0,91 
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Cepa ∆hxk2 

Condiciones 

nutricionales 
MIG2 CT RGT1 CT 

∆CT 

(MIG2-RGT1) 

∆∆CT 

(∆CT-∆CT Wt 

Glc 

MIG2 relat. a 

Wt glucosa 

Alta glucosa 18,14±0,07 18,74±0,06 -0,6 -0,67 1,59 
Baja glucosa 16,62±0,09 16,34±0,04 0,28 0,21 0,86 

 

Cepa ∆snf1 

Condiciones 

nutricionales 
MIG2 CT RGT1 CT 

∆CT 

(MIG2-RGT1) 

∆∆CT 

(∆CT-∆CT Wt 

Glc 

MIG2 relat. a 

Wt glucosa 

Alta glucosa 14,93±0,02 15,50±0,04 -0,57 -0,64 1,56 
Baja glucosa 15,69±0,01 15,56±0,08 0,13 0,06 0,96 

 

Tabla R-1.4: RT-PCR de la expresión del gen MIG2 en condiciones de alta y baja glucosa en los 

mutantes ∆mig1, ∆hxk2 y ∆snf1. El ciclo umbral (CT) del gen MIG2 se normalizó frente al CT del gen 
RGT1 y se relacionó con el CT del control interno. La comparación de los ΔCT, ΔΔCT se definió como la 
diferencia entre los valores ΔCT, ΔΔCT = (CT MIG2

 - CT normalizador)-(CT RGT1 - CT normalizador). El valor de la 
expresión comparativo se transformó en un valor absoluto usando la siguiente fórmula 2-ΔΔCT. 

 

1.5.  Estudio del promotor del gen MIG2 mediante su fusión a la 

secuencia codificante del gen LacZ. 

Para ahondar más en los resultados obtenidos en el apartado anterior e intentar 
determinar las diferentes regiones del promotor del gen MIG2 implicadas en la 
regulación de la expresión del mismo, se procedió a la fusión de diferentes fragmentos 
del promotor de dicho gen a la secuencia codificante del gen LacZ. 

 En primer lugar, se amplificaron por PCR los distintos fragmentos sometidos a 
estudio y se subclonaron en el vector integrativo correspondiente (YIp356 o YIp358R). 
Las construcciones generadas se denominaron: prom., contiene el promotor completo 
de MIG2; prom1., lleva un fragmento del promotor comprendido entre las bases -550 y 
267; prom2., lleva el mismo fragmento que la construcción anterior pero se eliminó la 
región comprendida entre las bases 16 y 131 y prom3., idéntica a la construcción 
prom1. pero sin la región que va desde la base 16 a la 253 (Fig. R-1.5B). La eliminación 
de las regiones correspondientes en las construcciones prom2 y prom3 se llevó a cabo 
mediante PCR reversa según se indica en el apartado 4.13 de Materiales y Métodos. 
Estas áreas se corresponden con posibles sitios de unión para la proteína Mig1. 
Recordemos que la secuencia consenso de unión para Mig1 es 5’(G/C)(C/T)GGGG3’ con 
una región rica en ATs en 5’.  
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Figura R-1.5A: Fragmento de la secuencia de la ORF de Mig2. Los posibles sitios de unión para la 
proteína Mig1 se encuentran indicados en rojo y subrayados. El ATG de inicio de la proteína Mig2 se 
señala en verde.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A continuación, los DNAs se cortaron con StuI y se integraron en el sitio URA3 de 

la cepa W303.1A. Las colonias positivas se seleccionaron en medio sólido SC sin 
uracilo y se sometieron a análisis Southern Blot para confirmar que las células sólo 
hubieran incorporado una copia del vector. Las cepas obtenidas fueron: 

 
 
 
 
 
 
 
 

     451  GATTTACGAG CGACCATCAT CTCCACGGTG CGAATTAATA AGCTGTGGCG 
     501  ATGTGCTGTA GTTGCCCTAT CGCCCCTGCG GAGCTTGCGT CAACTAGCTC 
     551  TCCCCTTTCC CCATTGAAGT TAGCGTATTA CCATCAGTTA ATGATTGATA 
     601  GGCTCATACG AAGAAGAAAA AAAGCCGGGA TAAGAAACCC CGCCTCCACT 
     651  TTTTTGGCTC ATCCGAAAAT TTATCCGCGG AGACATCCAC GGAGCACCCG 
     701  CAAAACTGAA GTAATAACTC TAAATTATAT GCCGCTGAGA AAAATCTCGT 
     751  ACGAGGATAC GGTAAATAAT CCGTGCGAGA AAGTTTTTCC GAAAATCATT 
     801  CCCGGTCAAA AGCGTTTCTG GTATATAAGC GATTGGGAAA CCCGTCTATA 
     851  ATACGTAGTA ACTTACGATC TGCCTGTCAA ATTGTGTGCT TGTCCTTGTA 
     901  CTATTACCAT TGTGTAGCTT ATCTTAACTC TCAATTAAGT TTTAACTCAC 
     951  GCTAAGACTA TTGACCTCGA GAACAAACAA AATAAAAATA AAAAAAGAGA 
    1001  ATGCCTAAAA AGCAAACGAA TTTCCCAGTA GATAACGAAA ACAGACCTTT 
    1051  TAGATGTGAT ACCTGTCACC GTGGTTTCCA TCGGTTAGAA CATAAAAAGA 
    1101  GACACTTGAG AACACACACT GGGGAAAAAC CTCATCATTG CGCATTTCCT 
    1151  GGTTGTGGGA AAAGTTTCAG TAGAAGCGAT GAACTGAAAA GGCACATGAG 
    1201  AACGCATACA GGGCAATCTC AAAGGAGATT GAAGAAAGCT AGCGTACAGA 

Figura R-1.5B: Representación esquemática de las construcciones prom., prom1., prom2. y prom3. 

Estas construcciones se integraron mediante recombinación homóloga en el sitio URA3 de la cepa 
W303.1A. 
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Nombre Genotipo 

FMY513 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; mig2::kanMX4; 

promMIG2::URA3. 

FMY514 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

prom1MIG2::URA3. 

FMY515 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

prom2MIG2::URA3. 

FMY516 
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 

prom3MIG2::URA3. 

 

Tabla R-1.5A: Cepas obtenidas mediante la integración de las construcciones prom., prom1., prom2. 

y prom3. en el sitio URA3 de la cepa W303.1A. Estas cepas contienen diferentes fragmentos del 
promotor del gen MIG2 fusionado en pauta a la secuencia codificante del gen LacZ. 

 

La actividad β-galactosidasa de cada cepa se analizó creciendo las células hasta una 
DO 1,0 a 600 nm en medio rico YEP con alta y baja glucosa. Los resultados del análisis 
se recogen en la Tabla R-1.5B.  Se aprecia que el promotor completo no es capaz de 
inducir la expresión de la secuencia codificante del gen LacZ en ninguno de los medios 
utilizados. Por el contrario, el fragmento formado por 450 pares de bases del promotor y 
267 pares de bases de la secuencia codificante de Mig2 sí induce la expresión de la 
proteína β-galactosidasa, indicando que la región localizada entre el ATG y las primeras 
267 pares de bases de MIG2 es esencial para la expresión del gen.  Así mismo, podemos 
observar que, al igual que indicaban los ensayos de RT-PCR, la expresión de MIG2 es 
independiente de la fuente de carbono. 

Además, se puede observar que la región comprendida entre las bases 16 y 131 
posee uno o varios motivos de unión para elementos represores sensibles a la presencia 
de glucosa. Si se elimina, la tasa de expresión en presencia del monosacárido se 
incrementa 2,4 veces. 

Finalmente, se aprecia que la región localizada entre las bases 16 y 253, también 
está implicada en la regulación de la expresión aunque, en este caso, es independiente 
de la fuente de carbono. Si se suprime, la tasa de expresión se incrementa unas 3 veces 
tanto en alta como en baja glucosa con respecto a los valores mostrados por la cepa 
FMY513. 
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Dado que las regiones eliminadas de la ORF de Mig2 en las cepas FMY515 y 
FMY516 contienen posibles zonas de unión para Mig1/Mig2, decidimos integrar las 
diferentes construcciones utilizadas en el punto anterior en una cepa mutante ∆mig1 y 
en una cepa doble mutante ∆mig1/∆mig2. Para ello, se transformaron las cepas 
indicadas con las construcciones que contienen cada una de los fragmentos del promotor 
del gen MIG2 que presentaban actividad reguladora. Las colonias positivas se 
seleccionaron en medio sólido sin uracilo y se realizó un Southern Blot para confirmar 
que sólo hubieran incorporado una copia del plásmido. Las cepas obtenidas fueron: 

 

Nombre Genotipo 

FMY517 MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-

6J::LEU2; prom1MIG2::URA3. 

FMY518 MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-

6J::LEU2; prom2MIG2::URA3. 

FMY519 MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-

6J::LEU2; prom3MIG2::URA3. 

FMY520 MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-

6J::LEU2; mig2::kanMX4; prom1MIG2::URA3. 

FMY521.A MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-

6J::LEU2; mig2::kanMX4; prom2MIG2::URA3. 

FMY522.A MATα; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-

6J::LEU2; mig2::kanMX4; prom3MIG2::URA3. 

 

Tabla R-1.5C: Cepas obtenidas mediante la integración de las construcciones prom, prom1, prom2 

y prom3 en el sitio URA3 de las cepas ∆mig1 y ∆mig1/∆mig2. Estas cepas expresan diferentes 
fragmentos del promotor del gen MIG2 fusionado en pauta a la secuencia codificante del gen LacZ. 

 

 Los resultados obtenidos para el mutante ∆mig1 se muestran en la tabla R-1.5D. De 
nuevo, estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante RT-PCR. Los datos 
indican que el promotor del gen MIG2 se encuentra regulado por la proteína Mig1, 

Actividad β-galactosidasa (mU/mg proteína) en una cepa silvestre W303.1A 

Cepa ↑Glc ↓Glc 

FMY513 0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,01 
FMY514 29,75 ± 2,14 34,44 ± 1,46 
FMY515 70,53 ± 0,89 44,65 ± 3,27 
FMY516 95,52 ± 1,49 91,15 ± 3,64 

Tabla R-1.5B: Actividad β-galactosidasa de las cepas FMY513, FMY514, FMY515 y FMY516. El 
promotor completo es incapaz de inducir la expresión de la proteína β-galactosidasa. Por el contrario, al 
incluir 267 pb tras el ATG, la secuencia codificante del gen LacZ es capaz de transcribirse. Las regiones 
comprendidas entre las bases 16 y 131 y 16 y 253 poseen uno o varios elementos reguladores. 
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aumentando su tasa de expresión en ausencia de la misma 2,6 veces en alta glucosa. Sin 
embargo, su expresión no se ve modificada cuando la fuente de carbono presente en el 
medio es glicerol. En ausencia de Mig1, la regulación ejercida por las regiones situadas 
entre las bases 16 y 131 y 16 y 253 es independiente de la fuente de carbono. Dado que 
existen variaciones en los niveles de β-galactosidasa dentro de las cepas ∆mig1, la 
regulación que esta proteína ejerce sobre la expresión de MIG2 no parece implicar 
directamente a estas regiones.  

 

Actividad β-galactosidasa (mU/mg proteína) en un mutante ∆mig1 

Cepa ↑Glc ↓Glc 
FMY 517 76,80 ± 3,21 20,64 ± 1,38 
FMY 518 105,08 ± 5,95 103 ± 3,24 
FMY 519 183,7 ± 3,16 200,74 ± 4,76 

 
Tabla R-1.5D: Actividad β-galactosidasa de las cepas FMY517, FMY518 y FMY519. La expresión 
del gen MIG2 se encuentra regulada por la proteína Mig1 pero esta regulación no tiene lugar a través de 
las regiones comprendidas entre las bases 16 y 131 o 16 y 253.  

 

No existen diferencias significativas en la expresión de β-galactosidasa entre el 
mutante ∆mig1 (Tabla R-1.5D) y el doble mutante ∆mig1/∆mig2 (Tabla R-1.5E), por 
tanto, Mig1 parece ser el principal regulador de la expresión del gen. 

 

 

 

 
1.6.  Mig1 reprime la expresión del gen MIG2 a través de su unión a 

dos sitios de la ORF de Mig2. 

Con el fin de determinar aquellas regiones del gen MIG2 implicadas directamente en 
la regulación por parte de Mig1, se realizó un experimento de inmunoprecipitación de 
cromatina (ChIP). Para su realización se utilizó la cepa W303.1A transformada con el 
vector episomal pWS93/Mig1 que permite la expresión de dicha proteína fusionada a 3 
epítopos HA en el extremo N-terminal bajo el promotor del gen ADH1 (Alcohol 
DesHidrogenasa 1). Las colonias positivas se seleccionaron en medio sólido SC sin 
uracilo y con glucosa al 4%. Posteriormente, las células crecieron en 50 ml de medio de 

Actividad β-galactosidasa (mU/mg proteína) en un mutante ∆mig1/∆mig2 

 ↑Glc ↓Glc 

FMY 520 71,03 ± 0,41 20,71 ± 2,48 
FMY 521.A 91,44 ± 2,74 140,16 ± 5,37 
FMY 522.A 174,9 ± 5,24 133,5 ± 4,53 

Tabla R-1.5E: Actividad β-galactosidasa de las cepas FMY520, FMY521.A y FMY522.A. La 
expresión de la secuencia codificante del gen LacZ muestra el mismo patrón en un doble mutante 
∆mig1/∆mig2 y en un mutante simple ∆mig1. El regulador principal de la transcripción del gen MIG2 
parece se la proteína Mig1. 
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cultivo YEP con alta glucosa hasta una densidad óptica a 600 nm de 1,0, momento en el 
cual se dio un pase de una hora a YEP con baja glucosa a la mitad del cultivo. 

Las levaduras se procesaron según se indica en el apartado 6.3 de Materiales y 
Métodos, obteniéndose al final del ensayo la cromatina inmunoprecipitada con los 
anticuerpos anti HA en ambas condiciones de crecimiento, esta cromatina se utilizó 
como DNA molde del experimento. Para realizar el análisis de PCR se utilizaron dos 
parejas de oligos flanqueantes de dos posibles sitios de unión a Mig1 en la ORF de 
Mig2 (el sitio 1 comprende las bases desde -387 a -671 y el sitio 2 desde las bases 11 a 
380) así como dos oligos flanqueantes del elemento RGT1 del gen HXK2 a modo de 
control negativo. También se empleó, como control del procedimiento, la cromatina 
purificada sin inmunoprecipitar (Input). En la figura R-1.6 se observa cómo se produce 
amplificación utilizando los oligos de los sitios 1 y 2 del gen MIG2 en ambas 
condiciones metabólicas. Al utilizar los oligos del sitio RGT1 en el promotor de HXK2, 
tan sólo hay amplificación en el Input del ensayo. 

Este experimento demuestra que la proteína Mig1 se une al promotor del gen MIG2, 
lo cual sugiere que Mig1 ejerce su papel regulador a través de su unión directa a los 
sitios comprendidos entre las bases -387 y -671 y las bases 11 y 380.  

 

 

1.7.  Las proteínas del heterotrímero Snf1 y Hxk2 forman parte del 

complejo represor de MIG2. 

Una vez confirmado el papel que la proteína Mig1 ejerce sobre el gen MIG2, 
quisimos comprobar si esta regulación tenía lugar a través del mismo complejo represor 
descrito para el gen SUC2 o si, por el contrario, Mig1 llevaba a cabo su papel a través 
de una vía diferente. Para ello, realizamos una serie de experimentos de ChIP entre las 

Figura R-1.6: Ensayo de ChIP entre la proteína Mig1 y dos motivos de unión a Mig1 del gen MIG2. 

La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR 
utilizando los oligonucleótidos que flanquean dos sitios de unión para Mig1 en MIG2 y RGT1 de HXK2 
(control negativo). El experimento indica que Mig1 se una a la ORF de Mig2 a través de estos dos sitios 
de manera independiente a la fuente de carbono. 
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proteínas Hxk2, los componentes del complejo Snf1 y los motivos de unión a Mig1 del 
gen MIG2 descritos en el apartado anterior utilizando las cepas W303.1A, FMY303 
(Snf1-HA), FMY403 (Snf4-HA) y FMY803 (Gal83-HA). Las células crecieron 
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 1.6 de Resultados y se procesaron 
del mismo modo. 

Estos experimentos, realizados tanto con Hxk2 como con cada uno de los 
componentes del complejo Snf1, muestran que las cuatro proteínas forman parte del 
complejo represor del gen MIG2 en las condiciones metabólicas estudiadas. 

 

 

 

Figura R-1.7A: Ensayo de ChIP entre la proteína Hxk2 y dos motivos de unión para Mig1 del gen 

MIG2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR 
utilizando los oligonucleótidos que flanquean dos sitios de unión para Mig1 en MIG2 y RGT1 de HXK2 
(control negativo). El experimento indica que Hxk2 forma parte del complejo represor del gen MIG2 
tanto en alta como en baja glucosa. 

Figura R-1.7B: Ensayo de ChIP entre la proteína Snf1 y dos motivos de unión para Mig1 del gen 

MIG2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR 
utilizando los oligonucleótidos que flanquean dos sitios de unión para Mig1 en MIG2 y RGT1 de HXK2 
(control negativo). El experimento indica que Snf1 forma parte del complejo represor del gen MIG2 tanto 
en alta como en baja glucosa. 
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1.8.  La localización subcelular de Mig2 está regulada por estrés 

nutricional. 

Estudios previos llevados a cabo por Lutfiyya y colaboradores muestran una 
localización constante e independiente de la fuente de carbono presente en el medio 
para Mig2 (56). Estos estudios fueron llevados a cabo mediante la expresión de una 
proteína quimérica que contenía la región comprendida entre los aminoácidos 81 y 381 
de Mig2, fusionada a la proteína verde fluorescente (GFP) y a la secuencia codificante 
del gen LacZ, dicha proteína se subclonó en un vector episomal. 

La expresión mediante vectores episomales provoca una sobreexpresión desregulada 
del DNA que podría afectar a los resultados obtenidos. El etiquetado genómico, sin 
embargo, permite el estudio preciso de los niveles, así como de las modificaciones 

Figura R-1.7C: Ensayo de ChIP entre la proteína Snf4 y dos motivos de unión para Mig1 del gen 

MIG2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR 
utilizando los oligonucleótidos que flanquean dos sitios de unión para Mig1 en MIG2 y RGT1 de HXK2 
(control negativo). El experimento indica que Snf4 forma parte del complejo represor del gen MIG2 tanto 
en alta como en baja glucosa. 

Figura R-1.7D: Ensayo de ChIP entre la proteína Gal83 y dos motivos de unión para Mig1 del gen 

MIG2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR 
utilizando los oligonucleótidos que flanquean dos sitios de unión para Mig1 en MIG2 y RGT1 de HXK2 
(control negativo). El experimento indica que Gal83 forma parte del complejo represor del gen MIG2 
tanto en alta como en baja glucosa. 
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sufridas por la proteína de interés, algo fundamental cuando se analiza la función de un 
elemento regulador como es Mig2. 

Con el fin de confirmar los resultados mostrados en la bibliografía y comprobar la 
existencia de factores reguladores de la localización de Mig2, se decidió etiquetar en el 
genoma con GFP la proteína Mig2 en una cepa silvestre W303-1A y en una cepa 
mutante ∆mig1. El proceso de etiquetado se llevó a cabo según el método descrito por 
Mark S. Longtine y colaboradores  en 1998 (197). La técnica consiste en amplificar por 
PCR un casete que contiene los 45 pares de bases finales de la secuencia codificante del 
gen MIG2 en pauta con la proteína GFP (que se incorporará en el extremo carboxilo 
terminal), un terminador TADH1, el marcador de selección que precisemos (en nuestro 
caso el gen His5

+de S. pombe) y 45 pares de bases del genoma de la levadura distantes 
240 pares de bases del fin de la secuencia codificante de Mig2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-1.8A: Esquema del proceso de etiquetado en el genoma de la proteína Mig2 con GFP. Con 
los oligos OL1 y OL2 se amplifica el casete de etiquetado a partir del vector pFA6a-GFP(S65T)-
HIS3MX6. Con el DNA obtenido se transforma la cepa a etiquetar y, tras un proceso de recombinación, 
algunos de los transformantes presentarán la inserción del casete en el lugar correcto y, por tanto, la 
proteína de interés etiquetada. 
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El casete de etiquetado de MIG2 se obtuvo amplificando el vector pFa6a-
GFP(S65T)-HIS3MX6 (cedido amablemente por el Dr. Jürgen Heinisch) con los oligos 
MIG2-pFA6a-d y MIG2-pFA6a-r, indicados como OL1 y OL2 en el esquema que se 
muestra a continuación. 

Las levaduras transformadas se seleccionaron en placas con medio SC sólido sin 
histidina y con glucosa al 4%. Posteriormente, la presencia de la inserción en el lugar 
adecuado se comprobó por PCR utilizando como molde DNA genómico de las células 
transformadas y oligonucleótidos homólogos al gen de interés (Test-MIG2) y a una 
región del gen HIS5

+ incorporado en el genoma (His-S1-r) o a una región del gen que 
codifica para la GFP (OL57) (Fig. R-1.8B). Como se puede ver en la figura R-1.8C, 
sólo se produce amplificación si se ha etiquetado correctamente la proteína deseada, 
generándose un DNA de unas 2.100 pb en el caso de los oligos Test-Mig2/His-S1-r y 
250 pb en el de Test-Mig2/OL57. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las amplificaciones se comprobaron analizando los productos de PCR de la cepa 
con el gen MIG2 etiquetado mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 y 2% teñido 
con bromuro de etidio. En aquellas cepas donde la recombinación se efectuó en un lugar 
inadecuado, así como en las cepas de origen sin transformar (W303.1A y ∆mig1) no se 
produjo ningún tipo de amplificación (datos no mostrados). Las cepas generadas se 
denominaron FMY501 y FMY507. 

 

Figura R-1.8B: Esquema del sistema de control del proceso de etiquetado en el genoma de la 

proteína Mig2 con GFP. Para la comprobación se utiliza un oligo específico de la proteína a 
etiquetar (Test-MIG2) y otro oligonucleótido bien del gen HIS5+ (His-S1-r), bien del gen que codifica 
para la GFP (OL57). Sólo se produce amplificación si la inserción del casete se realiza en el lugar 
correcto. 
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Para comprobar que la etiqueta no interfiriera en la capacidad de Mig2 como 
represor transcripcional, realizamos una serie de ensayos de actividad invertasa tanto en 
la cepa silvestre W303.1A como en la cepa mutante ∆mig1. En ambos casos, las células 
crecieron en medio YEP con glucosa hasta una DO a 600 nm de 1,0 y a continuación se 
realizó un pase a baja glucosa de 1 hora. Tras analizar la actividad invertasa de las dos 
cepas en ambas condiciones metabólicas, se comprobó que la proteína etiquetada era 
perfectamente funcional, no presentando las levaduras alteraciones en el patrón de 
expresión del gen SUC2 respecto a las cepas origen (W303.1A y ∆mig1). 

Una vez obtenida la cepa con la proteína Mig2 etiquetada en el genoma, procedimos 
a realizar los ensayos de localización subcelular. Para ello, las células se crecieron a 
28ºC en 15 ml de YEPD durante 16 horas en agitación, hasta una densidad óptica a 600 
nm de 1,0. Una vez alcanzada la densidad óptica deseada se obtuvieron las muestras 
celulares de glucosa y se dio un pase a YEP con baja glucosa al resto del cultivo durante 
5 minutos. Posteriormente, se prepararon las muestras y se observaron al microscopio 
junto con las de glucosa. 

Se observó que la proteína Mig2, como estaba descrito, tiene una localización 
mayoritariamente nuclear cuando crece en presencia de glucosa, aunque también se 
detecta en el citoplasma celular (Fig. R-1.8D). Contrariamente a lo descrito, cuando el 
monosacárido  no está presente en el medio, Mig2 se encuentra localizada en el 
citoplasma asociada a estructuras membranosas y, al menos, parcialmente excluida del 
núcleo. 

 

 

 

 

 

Figura R-1.8C: Comprobación del etiquetado del gen MIG2 con GFP. La inserción de la etiqueta fue 
correcta amplificándose tan sólo una banda específica del tamaño predicho en cada ocasión. 
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1.9.  Mig2 se encuentra asociada a la red mitocondrial en 

condiciones de baja glucosa. 

A fin de identificar las estructuras a las cuales Mig2 se encuentra asociada, se 
procedió a transformar la cepa FMY501 con el plásmido pRS316/Su9-FRP. Dicho 
plásmido centromérico expresa la proteína roja fluorescente (RFP) fusionada a la 
presecuencia de la subunidad 9 de la F0-F1 ATP Sintasa de Neurospora crassa bajo el 
control del promotor de la ADH1 sirviendo, por tanto, como marcador mitocondrial.  

Las colonias positivas se seleccionaron en placa con medio SC sólido sin uracilo y 
con glucosa al 4%. Las células transformadas crecieron a 28ºC en 15 ml de SC sin 
uracilo, siguiendo la misma metodología indicada con anterioridad. En el apartado 
anterior observamos que la localización de Mig2 está regulada por estrés nutricional, 
por tanto, para evitar que las características del medio mínimo pudieran alterar la 
localización de Mig2, tras alcanzar la densidad óptica deseada, se dio un pase al 
correspondiente medio complejo YEPD/Y durante 30 minutos. A continuación, se 
prepararon las muestras y se observaron al microscopio. 

Gracias al plásmido pRS316/Su9-FRP, pudimos identificar las estructuras a las 
cuales se asocia Mig2 como pertenecientes a la red mitocondrial (R-1.9A). 

 

Figura R-1.8D: Localización de la proteína Mig2 etiquetada en el genoma con GFP en una cepa 

silvestre W303.1A. En alta glucosa la proteína Mig2 presenta localización nuclear, mientras que en 
baja glucosa se encuentra asociada a estructuras tubulares y, al menos, parcialmente excluida del 
núcleo. 
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Con el fin de confirmar la asociación de Mig2 a la red mitocondrial procedimos a 
realizar una purificación de diferentes compartimentos celulares y así determinar la 
presencia o ausencia de Mig2 en los mismos. Para llevar a cabo este experimento las 
levaduras crecieron en 400 ml de YEP con alta glucosa hasta alcanzar una DO600 de 1,0, 
momento en el que se dio un pase a YEP con baja glucosa a la mitad del cultivo. Una 
vez obtenidas ambas muestras, éstas se procesaron de acuerdo a la metodología descrita 
en Materiales y Métodos, obteníendose finalmente extractos enriquecidos en 
mitocondrias, núcleos o citoplasma celular. 

Como se aprecia en la figura R-1.9B, en presencia de glucosa, la mayor parte de 
Mig2 se encuentra en el núcleo, donde lleva a cabo su papel represor de genes como 
SUC2, mientras que sólo una pequeña parte de la misma se encuentra asociada a las 
mitocondrias. Una vez que los niveles de glucosa disminuyen en el medio, la cantidad 
de Mig2 presente en el núcleo desciende drásticamente, resultado acorde con el hecho 
de que no seamos capaces de detectar su presencia en el núcleo mediante microscopía 

Figura R-1.9A: Localización de la proteína Mig2 etiquetada en el genoma con GFP en células 

que expresan el marcador mitocondrial pRS316/Su9-RFP. En alta glucosa la proteína Mig2 
presenta localización nuclear, mientras que tras un pase de 5 minutos a baja glucosa se encuentra 
asociada a la red mitocondrial y, al menos, parcialmente excluida del núcleo. 
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de fluorescencia. La cantidad de Mig2 asociada a la red mitocondrial en ausencia de 
glucosa se incrementa de modo muy acusado.  

Para comprobar que el enriquecimiento en las diferentes fracciones celulares es 
correcto y que no hay contaminación entre las mismas, se utilizaron marcadores 
específicos de cada compartimento celular. Como marcador mitocondrial se usó Ups1-
myc y en el caso del núcleo se escogió la proteína nucleolar Nop1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.10. La ausencia de las proteínas Mig1 y Hxk2 dificulta la 

acumulación de Mig2 en el núcleo en alta glucosa.  Por el 

contrario, la ausencia de Snf1 parece no tener efecto sobre la 

localización de Mig2.  

Con el objeto de averiguar si proteínas indispensables en la señalización por glucosa 
como Mig1, Hxk2 y Snf1 están implicadas en la localización nuclear de la proteína 
Mig2, se procedió al etiquetado en el genoma con GFP de las cepas ∆hxk2 y ∆snf1 

siguiendo el mismo procedimiento indicado en el apartado 1.6 de Resultados.  

Las cepas ∆mig1, ∆hxk2 y ∆snf1 con la proteína Mig2 etiquetada en el genoma con 
GFP se transformaron con el plásmido pRS316/Su9-RFP a modo de marcador 
mitocondrial. Los transformantes positivos se seleccionaron en placas de medio SC 
selectivo con alta glucosa, posteriormente, las colonias elegidas se crecieron en 15 ml 
de medio SC sin uracilo y con alta glucosa. Cuando las células alcanzaron una densidad 
óptica a 600 nm de 1,0, sufrieron un pase de 5 minutos a baja glucosa para, a 
continuación, ser transferidas al medio complejo correspondiente donde permanecieron 

Figura R-1.9B: Localización de la proteína Mig2 etiquetada en el genoma con GFP en distintas 

fracciones subcelulares. En presencia de glucosa, Mig2 se encuentra en el núcleo mientras que, tras 
un pase de una hora a baja glucosa, pasa a asociarse a la red mitocondrial y queda parcialmente 
excluida del núcleo. 
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durante 30 minutos más. Posteriormente se prepararon las muestras provenientes de los 
diferentes medios y se observaron al microscopio. 

Como podemos observar en la figura R-1.10A, la proteína Mig2 es incapaz de 
localizarse en el núcleo en una cantidad perceptible mediante microscopía de 
fluorescencia, incluso en alta glucosa, en las cepas mutantes ∆mig1 o ∆hxk2. Por el 
contrario, la ausencia de la subunidad catalítica del complejo Snf1, no parece afectar a 
la localización nuclear de Mig2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por el contrario, la asociación de Mig2 con la red mitocondrial no se ve 
comprometida en ausencia de las proteínas Hxk2, Mig1 o Snf1 (Fig. R-1.10B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-1.10A: Localización de la proteína Mig2 etiquetada con GFP en alta glucosa en las 

cepas mutantes ∆mig1, ∆hxk2 y ∆snf1. La ausencia de las proteínas Mig1 y Hxk2 dificulta la 
acumulación de Mig2 en el núcleo, de tal manera que no podemos detectarla mediante microscopía 
de fluorescencia. Por el contrario, la ausencia de Snf1 parece no tener efecto sobre la localización 
nuclear de Mig2. 
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Figura R-1.10C: Estadística de la localización de la proteína Mig2 etiquetada con GFP en alta y 

baja glucosa en las cepas mutantes ∆mig1, ∆hxk2 y ∆snf1. La ausencia de las proteínas Mig1 y 
Hxk2 provoca una disminución en la localización nuclear de la proteína de fusión Mig2-GFP, de tal 
manera que no es posible detectar la presencia de la misma en el núcleo mediante microscopía de 
fluorescencia. 

 

Figura R-1.10B: Localización de la proteína Mig2 etiquetada con GFP en baja glucosa en las 

cepas mutantes ∆mig1, ∆hxk2 y ∆snf1. En ausencia de glucosa, Mig2 se encuentra asociada a las 
mitocondrias independientemente de la presencia o ausencia de las proteínas Hxk2, Mig1 y Snf1. 
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1.11. La localización subcelular de Mig2 está regulada por estrés 

oxidativo pero no por estrés osmótico. 

Con objeto de comprobar si la localización subcelular de Mig2 está regulada por 
otros tipos de estrés, además del nutricional, las células se crecieron en YEPD sufriendo 
un pase a YEPD 5mM H2O2 o a YEPD 0,4M NaCl durante 5 minutos. La observación 
de estas células al microscopio de fluorescencia (Fig. R-1.11A) reveló que, en alta 
glucosa, la proteína Mig2 modifica su localización en presencia de un inductor de estrés 
oxidativo como el peróxido de hidrógeno, pasando a asociarse a la red mitocondrial. Por 
el contrario, no se aprecian modificaciones en cuanto a la localización de esta proteína 
si el estrés inducido es osmótico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
En ausencia de glucosa (Fig. R-1.11B), Mig2 se encuentra siempre asociada a la red 

mitocondrial. La inducción de estrés osmótico u oxidativo no modifica la capacidad de 
esta proteína para asociarse a las mitocondrias. 

 

 

 

 

 

 

Figura R-1.11A: Localización de la proteína Mig2 etiquetada en el genoma con GFP en alta 

glucosa y presencia de estrés oxidativo y osmótico. En alta glucosa, Mig2 presenta localización 
nuclear, que no se ve modificada en condiciones de estrés osmótico. Por el contrario, concentraciones 
5mM de H2O2 provocan su salida del núcleo y su asociación con la red mitocondrial. 
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Figura R-1.11B: Localización de la proteína Mig2 etiquetada en el genoma con GFP en baja 

glucosa y presencia de estrés oxidativo y osmótico. En ausencia de glucosa, la proteína Mig2 se 
encuentra asociada a la red mitocondrial, no encontrándose esta asociación alterada por estrés 
oxidativo u osmótico. 
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Figura R-1.11C: Estadística de la localización de la proteína Mig2 etiquetada en el genoma con 

GFP en alta y baja glucosa en presencia de estrés oxidativo y osmótico. En presencia de glucosa y 
estrés oxidativo Mig2-GFP modifica su patrón de localización pasando a estar asociada a la red 
mitocondrial, por el contrario, la inducción de estrés osmótico no parece tener efecto sobre la 
localización de esta proteína. En ausencia de glucosa, la localización mitocondrial de Mig2 no se ve 
alterada por estrés oxidativo u osmótico. 
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2. Papel de Mig2 como represor transcripcional. 

 

2.1.  Análisis global de la expresión de un mutante ∆mig2 en su 

adaptación a condiciones de estrés nutricional y oxidativo. 

Hasta el momento, el papel de Mig2 como represor transcripcional sólo se ha 
estudiado desde el punto de vista de su relación y colaboración con la proteína Mig1. 
Estos estudios, llevados a cabo sobre promotores que presentan posibles sitios de unión 
tanto para Mig1 como para Mig2, han mostrado que Mig2 actúa como modulador de la 
proteína Mig1 (56), no encontrándose genes regulados exclusivamente por ella. Dado 
que los estudios previos utilizan una muestra muy sesgada de promotores, en nuestro 
laboratorio nos planteamos la realización de un análisis general del transcriptoma de S. 

cerevisiae. A través de este análisis intentamos identificar aquellos genes que muestran 
diferencias en su expresión debido a la deleción del gen MIG2 en diferentes 
condiciones. Las condiciones estudiadas fueron aquellas en las que observamos una 
modificación en la localización de la proteína Mig2, es decir, estrés nutricional y estrés 
oxidativo. 

Para llevar a cabo estos estudios, se crecieron en 150 ml de YEP con alta glucosa las 
cepas BY4741 (Wt) e Y14575 (∆mig2) hasta una densidad óptica a 600 nm de 0,8, 
momento en el cual el cultivo inicial se dividió en tres cultivos de 50 ml. La primera 
muestra continuó creciendo en YEPD, a la segunda muestra se le dio un pase a YEP con 
glicerol y a la tercera se le adicionó tertbutilo (t-BOOH) hasta una concentración final 
0,1 mM. Los tres cultivos permanecieron en las nuevas condiciones durante 30 minutos. 
Una vez pasado este tiempo, las células se centrifugaron, se eliminó el sobrenadante y 
se congelaron en nitrógeno líquido.  

Las diferentes muestras fueron enviadas al Laboratorio de Chips de DNA del 
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de Valencia, 
donde se extrajo el mRNA total de las células y se analizó el patrón de expresión de la 
levadura. Los datos obtenidos se clasificaron en tablas y muestran aquellos genes, 
agrupados según GOs (Gene Ontology categories), que aumentan o disminuyen su 
expresión respecto a la condición control (cepa silvestre en alta glucosa) (p-valor < 0,05 
de acuerdo a un Test-Z). Una vez obtenidos estos datos, se compararon para cada 
condición la cepa silvestre y la cepa mutante ∆mig2, generando una nueva tabla en la 
que sólo representamos aquellos genes que modifican su expresión significativamente 
de manera dependiente de Mig2. (Ver anexos). 

Entre los genes que incrementan su expresión en ausencia de Mig2 y condiciones de 
estrés nutricional, se encuentran aquellos relacionados con el catabolismo de 
compuestos nitrogenados (p-valor = 3,63 x 10-6). Genes implicados en el procesamiento 
de ncRNA (p-valor = 2,25 x 10-28), en la regulación de la fidelidad durante la traducción 
(p-valor = 1,29 x 10-5) y en la biosíntesis de macromoléculas (p-valor = 9,14 x 10-11). 
Todos ellos presentan una menor expresión en un mutante ∆mig2 en ausencia de 
glucosa.  
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En la figura R-2.1A podemos ver la representación gráfica que muestra la respuesta 
en cuanto a modificación en los niveles de expresión de las cepas Wt y ∆mig2 en su 
adaptación al estrés originado por el cambio de la fuente de carbono presente en el 
medio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En condiciones de estrés oxidativo, encontramos una correlación bastante buena 
entre las tasas de expresión de la cepa silvestre y el mutante ∆mig2, existiendo sólo 
algunos puntos dispersos. Estos puntos corresponden a genes que presentan un patrón 
de expresión alterado debido a la deleción de MIG2. Entre los alelos que sufren un 
aumento de expresión encontramos aquellos relacionados con el transporte de hierro (p-
valor = 6,63 x 10-6) e implicados en la actividad oxidorreductasa a través del enzima 
peroxidasa (p-valor = 1,26 x 10-5). Dentro del conjunto de alelos que disminuyen su 
expresión hallamos varios relacionados con el ensamblaje ribosómico (p-valor = 7,82 x 
10-15), el procesamiento y maduración del RNA (p-valor = 10-8), el ensamblaje de 
orgánulos (p-valor = 1,59 x 10-12), el transporte núcleo-citoplasmático (p-valor = 7,9 x 
10-8) y el metabolismo de los ácidos nucleicos (p-valor = 2,39 x 10-6). 

La figura R-2.1B muestra la variación de los niveles de RNA de las cepas silvestre y 
∆mig2 en su adaptación al estrés oxidativo inducido por tertbutilo. 

 

Figura R-2.1A: Comparación de los niveles de expresión entre una cepa silvestre y una cepa 

mutante ∆mig2 en su adaptación a condiciones de estrés nutricional. En el eje de ordenadas se 
representan los valores de expresión génica (en forma de logaritmo en base 2) de la cepa mutante ∆mig2, 
en su adaptación a condiciones de estrés nutricional, mientras que en el eje de abscisas se representan los 
valores de la cepa silvestre.  
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2.2.  Papel de Mig2 en la represión por glucosa del gen SUC2. 

Una vez llevado a cabo el análisis global del efecto que sobre los niveles de RNA de 
la célula tiene la deleción del gen MIG2, decidimos centrarnos en el estudio de la 
función que Mig2 tiene como efector de la regulación génica en respuesta a glucosa.  

Como gen modelo de la vía represora en S. cerevisiae utilizamos SUC2, que 
codifica para la proteína invertasa en sus dos formas (la intracelular y la exocelular) y 
que fue descrito ampliamente con anterioridad. La elección se debe a que SUC2 se 
regula, prácticamente de forma total, por el proceso de represión en presencia de 
glucosa y, por tanto, ha servido de forma tradicional como modelo para el estudio de 
dicho sistema. 

Estudios previos indican que, si bien la regulación de este gen es llevada a cabo 
mayoritariamente por el represor transcripcional Mig1, es necesaria la deleción 
simultánea de las proteínas Mig1 y Mig2 para alcanzar los niveles de desrepresión 
máxima del gen SUC2. Dada la escasa información existente sobre el papel de la 
proteína Mig2 en la represión del mismo, nos planteamos ampliar los conocimientos 
sobre esta proteína y su implicación en los procesos de represión por glucosa. 

 

 

Figura R-2.1B: Comparación de los niveles de expresión entre una cepa silvestre y una cepa 

mutante mig2 en su adaptación a condiciones de estrés oxidativo. En el eje de ordenadas se 
representan los valores de expresión génica (en forma de logaritmo en base 2) de la cepa mutante ∆mig2, 
en su adaptación a condiciones de estrés oxidativo, mientras que en el eje de abscisas se representan los 
valores de la cepa silvestre.  
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2.2.1.  La expresión del gen SUC2 está regulada por Mig2 tanto 

en alta como en baja glucosa. 

Para analizar el papel que juega la proteína Mig2 en la represión por glucosa del gen 
SUC2 cuantificamos los niveles de invertasa en alta y baja glucosa en los mutantes  
∆mig1, ∆mig2 y ∆mig1/∆mig2, comparándolos con los presentados por una cepa 
silvestre. 

Para ello, la cepa silvestre W303.1A y las levaduras mutantes ∆mig1, ∆mig2 y 
∆mig1/∆mig2 se crecieron en 15 ml de YEP con alta glucosa hasta una DO de 1,0 a 600 
nm. A continuación, se dio a la mitad del cultivo un pase a YEP con baja glucosa 
durante una hora y se tomaron las muestras para realizar el ensayo de invertasa tal y 
como se describe en el apartado 5.4 de Materiales y Métodos.  

En la figura R-2.2.1A podemos apreciar que tanto en una cepa silvestre como en un 
mutante ∆mig2 creciendo en condiciones de alta glucosa, el gen SUC2 se encuentra 
reprimido casi en su totalidad (3 U / 100 mg de células). En el mutante ∆mig1 los 
valores obtenidos se ven incrementados (20 U / 100 mg), mientras que en el doble 
mutante ∆mig1/∆mig2 se alcanzan los valores máximos de expresión (72 U / 100 mg). 
Estos datos indican que, en condiciones de alta glucosa, la expresión del gen SUC2 se 
encuentra regulada de manera conjunta por las proteínas Mig1 y Mig2, si bien Mig1 
sería el represor principal y Mig2 actuaría como modulador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En ausencia de glucosa, el gen SUC2 se encuentra desreprimido pasando a mostrar 
unos niveles de expresión del orden de 32 U / 100 mg de células tanto en una cepa 
silvestre como en un mutante ∆mig2. En el mutante ∆mig1 estos valores alcanzan las 55 
U. Finalmente, en el doble mutante ∆mig1/∆mig2 la actividad invertasa de las células es 

Figura R-2.2.1A: Actividad invertasa en alta glucosa de la cepa silvestre W303.1A y las cepas 

mutantes ∆mig1, ∆mig2 y ∆mig1/∆mig2. El gen SUC2 se encuentra reprimido en alta glucosa tanto en 
una cepa silvestre como en un mutante ∆mig2, esta represión se pierde parcialmente en un mutante 
∆mig1 y totalmente en un doble mutante ∆mig1/∆mig2. 
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mucho mayor (del orden de 80 U). Estos datos indican que, en una cepa silvestre, la 
expresión del gen SUC2 se encuentra siempre regulada y que Mig1 continúa ejerciendo 
un papel represor aún en ausencia de glucosa. Por su parte, Mig2 es capaz de 
complementar en cierta medida la deleción de MIG1 aunque actúa más bien como un 
modulador de Mig1 ya que el mutante simple ∆mig2 presenta niveles de invertasa 
idénticos a los mostrados por la cepa silvestre (Fig. R-2.2.1B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una situación similar ocurre cuando se analiza la actividad invertasa de un mutante 
∆hxk2 y un doble mutante ∆hxk1/∆hxk2. Si se mantienen las mismas condiciones que en 
el experimento anterior, cuando la glucosa no está presente en el medio, la cepa 
∆hxk1/∆hxk2 presenta una desrepresión notablemente mayor que una cepa silvestre, 
manifestando el mutante ∆hxk2 niveles intermedios debido a un fenómeno de 
complementación provocado por la proteína Hxk1 (Fig. R-2.2.1C). Al igual que sucedía 
en el caso de la complementación debida a Mig2, un mutante ∆hxk1 presenta actividad 
invertasa idéntica a la mostrada por una cepa silvestre.  

Además de existir una equivalencia funcional Hxk2-Mig1 a nivel de 
complementación por otras proteínas e influencia sobre la expresión del gen SUC2, 
existe una equivalencia a nivel molecular ya que, al igual que Mig1 influye sobre la 
expresión de MIG2, se sabe que la expresión de HXK1 está controlada por la proteína 
Hxk2 (220).  

Figura R-2.2.1B: Actividad invertasa en baja glucosa de la cepa silvestre W303.1A y las cepas 

mutantes ∆mig1, ∆mig2 y ∆mig1/∆mig2. El gen SUC2 mantiene cierta represión en baja glucosa tanto 
en una cepa silvestre como en un mutante mig2, esta represión se pierde parcialmente en un mutante 
∆mig1 y totalmente en un doble mutante ∆mig1/∆mig2. 
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Los resultados obtenidos indican que en una levadura silvestre, el gen SUC2 se 
encuentra siempre reprimido, aunque esta represión se pierde parcialmente cuando la 
célula crece en un medio con muy baja concentración de glucosa. Estos datos indicarían 
que en aquellas condiciones en las que no somos capaces de apreciar una acumulación 
de Mig2 en el núcleo mediante microscopía de fluorescencia, como durante el 
crecimiento en ausencia de glucosa o en el mutante ∆mig1, siempre habría una pequeña 
cantidad de Mig2 en el núcleo y, al menos una parte, estaría unida al DNA.  

 

2.2.2.  La proteína Mig2 es capaz de unirse in vitro al promotor 

del gen SUC2 a través de los sitios SUC2A y SUC2B de 

Mig1. 

Para confirmar que el efecto de Mig2 sobre la expresión del gen SUC2 observado en 
el apartado anterior se debe a la unión directa de Mig2 al promotor del gen SUC2, se 
llevó a cabo un ensayo de retardo de la movilidad electroforética. Para realizar dicho 
experimento se utilizó Mig2 fusionada a GST producida en  E. coli (tal y como se indica 
en el apartado 5.11 de Materiales y Métodos) y oligonucleótidos sintéticos de doble 
cadena, de 37 y 40 pares de bases, etiquetados con fósforo 32 y conteniendo los sitios 
SUC2A (-499, -484) y SUC2B (-449, -431). Ambos sitios corresponden a motivos de 
unión para Mig1. Como competidor frío se utilizaron ambos oligos sin marcar. 

Figura R-2.2.1C: Actividad invertasa en baja glucosa de la cepa silvestre W303.1A y las cepas 

mutantes ∆hxk1, ∆hxk2 y ∆hxk1/∆hxk2. El gen SUC2, en una cepa silvestre, mantiene cierto grado de 
represión aún en baja glucosa, represión que disminuye en un mutante ∆hxk2 y, en mayor medida, en un 
doble mutante ∆hxk1/∆hxk2. 
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Como podemos observar en la figura R-2.2.2, Mig2 es capaz de unirse in vitro a 
ambos motivos de DNA formando complejos específicos como demuestran los ensayos 
de competencia con oligo frío. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3.  Mig2 se une al promotor del gen SUC2 in vivo 

independientemente de la fuente de carbono presente en el 

medio. 

Una vez observada la capacidad de unión por parte de la proteína Mig2 al promotor 
del gen SUC2, quisimos comprobar si esta unión tenía lugar in vivo. Para ello se llevó a 
cabo un ensayo de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) utilizando la cepa 
FMY501 (MIG2-GFP). 

Las células crecieron en 50 ml de medio de cultivo YEP con alta glucosa hasta una 
densidad óptica a 600 nm de 1,0, momento en el cual se dio un pase de una hora a YEP 
con baja glucosa a la mitad del cultivo. Las células se procesaron siguiendo el mismo 
procedimiento indicado en el apartado 6.3 de Materiales y Métodos, obteniéndose al 
final del ensayo la cromatina inmunoprecipitada con los anticuerpos anti GFP que sirvió 
como DNA molde del experimento.  

Para realizar el análisis de PCR se utilizó una pareja de oligos que comprendía los 
sitios SUC2A y SUC2B, así como dos oligos flanqueantes del elemento RGT1 del gen 
HXK2 a modo de control negativo. Como control del procedimiento, se empleó la 
cromatina purificada sin inmunoprecipitar (Input). En la figura R-2.2.3 se observa cómo 
se produce amplificación utilizando los oligos que incluyen los sitios SUC2A y SUC2B, 

Figura R-2.2.2: Ensayo de retardo de la movilidad electroforética entre la proteína Mig2 y los sitios 

SUC2A y SUC2B. Mig2 es capaz de unirse in vitro de manera directa a los sitios SUC2A y SUC2B.  
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en ambas condiciones metabólicas. Si se utilizan los oligos del sitio RGT1 en el 
promotor del gen HXK2, tan sólo hay amplificación en el Input del ensayo. 

Este experimento demuestra que la proteína Mig2 regula la expresión del gen SUC2 
tanto en alta como en baja glucosa, a través de su unión a los sitios comprendidos entre 
las bases -503 y -445. Estos resultados concuerdan con nuestras observaciones en los 
ensayos de actividad invertasa, donde se detecta siempre una represión del gen SUC2 
por parte de la proteína Mig2 con independencia de las condiciones de crecimiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura R-2.2.3: Ensayo de ChIP entre la proteína Mig2 y el motivo de unión a Mig1 del promotor 

SUC2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR 
utilizando los oligonucleótidos que flanquean el elemento Mig1 de SUC2 (a la izquierda de la imagen) y 
RGT1 de HXK2 (a la derecha).  

 

2.2.4.  La ausencia de Mig1, Hxk2 o Snf1 no condiciona la 

capacidad de unión por parte de la proteína Mig2 al 

promotor del gen SUC2. 

Cepas mutantes para los componentes del complejo represor Mig1, Hxk2 y Snf1 
muestran patrones de expresión del gen SUC2 alterados. Con el fin de comprobar si la 
ausencia de alguna de estas proteínas modificaba la capacidad de unión al promotor del 
gen SUC2 por parte de Mig2, realizamos ensayos de ChIP entre Mig2 y el motivo de 
unión a Mig1 del promotor del gen SUC2 utilizando las cepas mutantes FMY507 
(∆mig1/Mig2-GFP), FMY508 (∆snf1/Mig2-GFP) y FMY509 (∆hxk2/Mig2-GFP).  El 
ensayo reveló que, en ausencia de Mig1, Snf1 o Hxk2, Mig2 continúa asociándose al 
promotor de SUC2 siendo, por tanto, responsable de que la célula siempre mantenga 
cierto estado de represión sobre el gen.  
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Figura R-2.2.4A: Ensayo de ChIP entre la proteína Mig2 y el motivo de unión a Mig1 del promotor 

SUC2 en un mutante ∆mig1. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las 
amplificaciones de una PCR utilizando los oligonucleótidos que flanquean el elemento Mig1 de SUC2 (a 
la izquierda de la imagen) y RGT1 de HXK2 (a la derecha). 

Figura R-2.2.4B: Ensayo de ChIP entre la proteína Mig2 y el motivo de unión a Mig1 del promotor 

SUC2 en un mutante ∆snf1. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las 
amplificaciones de una PCR utilizando los oligonucleótidos que flanquean el elemento Mig1 de SUC2 (a 
la izquierda de la imagen) y RGT1 de HXK2 (a la derecha). 

Figura R-2.2.4C: Ensayo de ChIP entre la proteína Mig2 y el motivo de unión a Mig1 del promotor 

SUC2 en un mutante ∆hxk2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las 
amplificaciones de una PCR utilizando los oligonucleótidos que flanquean el elemento Mig1 de SUC2 (a la 
izquierda de la imagen) y RGT1 de HXK2 (a la derecha). 
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Estos resultados están en concordancia con los obtenidos mediante ensayos EMSA 
(Electrophoresis Mobility Shift Assay; apartado 2.2.2 de Resultados), en los cuales 
observábamos una unión directa a los sitios SUC2A y SUC2B del promotor del gen 
SUC2 por parte de la proteína Mig2 producida en E. coli. Por tanto, parece que el 
complejo represor se une directamente al promotor de este gen a través de Mig1 y de 
Mig2, no siendo necesarios para esta unión el resto de componentes. 

 

2.2.5.  El represor transcripcional Mig1 interacciona con Mig2 

en alta y baja glucosa. 

Dado el papel cooperativo que Mig1 y Mig2 juegan en la represión del gen SUC2, 
quisimos ahondar más en la relación existente entre estas dos proteínas. Para ello, nos 
planteamos comprobar si existía una interacción física entre ellas, y de ser así, si el 
estado de fosforilación de Mig1 regulaba de algún modo esta interacción. 

En primer lugar decidimos abordar el estudio de esta interacción mediante un 
ensayo de coinmunoprecipitación.  Para la realización del mismo, se transformó la cepa 
FMY507 (∆mig1/Mig2-GFP) con el plásmido pWS93/Mig1 (permite la expresión de 
dicha proteína fusionada a 3 epítopos HA en el extremo N-terminal). Las colonias 
positivas se seleccionaron en medio mínimo sin uracilo y con alta glucosa. A 
continuación, las levaduras crecieron en 40 ml de SC sin uracilo y con alta glucosa hasta 
una DO600 de 1,0, momento en el que se obtuvieron los extractos celulares de la mitad 
del cultivo. A los 20 ml restantes se les dio un pase a SC sin uracilo con baja glucosa 
durante una hora. Finalmente, se obtuvieron los extractos libres de células de la muestra 
crecida en baja glucosa. 

Tras cuantificar la cantidad de proteína en cada extracto, se inmunoprecipitaron con 
un anticuerpo policlonal anti-Pho4, a modo de control negativo, y con un anticuerpo 
monoclonal anti-HA durante tres horas a 4ºC. A continuación, los extractos se 
incubaron con la resina proteína A-Sepharosa durante la noche. Tras lavar 
exhaustivamente las muestras con tampón Staph-A más deoxicolato sódico, las muestras 
se prepararon para su análisis Western Blot y se revelaron utilizando un anticuerpo 
policlonal anti-GFP. 

Como se puede observar en la figura R-2.2.5A-B, Mig1 y Mig2 interaccionan tanto 
en alta como en baja glucosa (calles 1 y 2), no apareciendo banda alguna en las calles 
inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-Pho4 (calles 3 y 4). 
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Con el fin de confirmar si esta interacción tiene lugar de forma directa o a través de 
alguno de los factores del complejo represor del gen SUC2, se llevaron a cabo una serie 
de experimentos de doble híbrido. También quisimos averiguar si el estado de 
fosforilación de Mig1 era crítico para el establecimiento de la interacción entre ambos 
factores transcripcionales.  

Para poder llevar a cabo estos experimentos, se subclonó  la secuencia codificante 
de la proteína Mig2 en el sitio BamHI del vector pGADT7, de la casa comercial 
Clontech. Esta construcción se utilizó junto con una batería de plásmidos, construidos 
previamente en nuestro laboratorio, que contenían diferentes fragmentos de la secuencia 
codificante de la proteína Mig1 subclonados en el vector pGBKT7 (Clontech). Las 
construcciones mostradas en la figura R-2.2.5B se utilizaron junto con pGADT7/Mig2 
para transformar la cepa Y187, efectuándose luego la selección de los transformantes 
positivos. También se realizaron los consiguientes controles cotransformando dicha 
cepa con el vector pGADT7 vacío y las cinco construcciones de Mig1 en el vector 
pGBKT7.  

Finalmente, se analizó la posible interacción de las proteínas en un medio SC 
carente de leucina y triptófano en alta y baja glucosa. 

 

 

 

 

 

Figura R-2.2.5B: Representación esquemática de las construcciones de la proteína Mig1 utilizadas. 

En la imagen se muestran las diferentes construcciones de Mig1 indicando las serinas susceptibles de ser 
fosforiladas por Snf1, así como el dominio de dedos de zinc de Mig1 (ZN), el motivo de unión al DNA 
(B) y el dominio represor (RD). 

Figura R-2.2.5A: Inmunoprecipitación entre Mig1-HA y Mig2-GFP. La interacción entre ambas 
proteínas es constitutiva, no apreciándose diferencias en la misma al modificar la fuente de carbono 
presente en el medio. 
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Como podemos apreciar en la figura R-2.2.5C, Mig1 y Mig2  son capaces de 
interaccionar in vivo tanto en alta como en baja glucosa, aunque esta interacción es 
ligeramente más intensa en presencia de glucosa. También podemos observar que la 
ausencia de la región de Mig1comprendida entre los residuos 240 y 352, si bien no 
impide la interacción entre ambas proteínas, sí provoca un descenso significativo de la 
misma. Teniendo en cuenta que en esta región se encuentran localizadas las serinas 278, 
310 y 311 de Mig1, es posible que el estado de fosforilación de esta proteína pudiera 
determinar la intensidad de la interacción entre ambas proteínas. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Teniendo presentes estos resultados, decidimos confirmar si el estado de 

fosforilación del represor transcripcional Mig1 es determinante en la interacción del 
mismo con Mig2. Para ello, llevamos a cabo un ensayo de coinmunoprecipitación entre 
ambas proteínas en los mutantes ∆hxk2 y ∆snf1. Recordemos que en ausencia de la 
proteína Hxk2, Mig1 se encuentra fosforilado de forma constitutiva, mientras que sufre 
una constante desfosforilación en ausencia de la quinasa Snf1 (Tesis doctoral de A. 
Riera. Oviedo, 2007). 

Para la realización de este ensayo, se transformaron las cepas FMY508 
(∆snf1/Mig2-GFP) y FMY509 (∆hxk2/Mig2-GFP) con el plásmido pWS93/Mig1. A 
continuación se obtuvieron los extractos libres de células en alta y baja glucosa, 
procediendo del mismo modo que en la cepa silvestre. Cantidades equivalentes de estos 
extractos se inmunoprecipitaron con 1,5 μl de un anticuerpo monoclonal anti-HA 
durante 3 horas. Tras este tiempo, se añadieron 100 μl de la resina proteína A-
Sepharosa y se dejaron en contacto con ella durante toda la noche. 

Figura R-2.2.5C: Doble híbrido entre Mig2 y las distintas construcciones de pGBKT7/Mig1. Las 
barras oscuras muestran los resultados en alta glucosa, las más claras en baja glucosa y las grises la 
actividad mostrada en el control obtenido al cotransformar  las células con el vector pGADT7 vacío y las 
diferentes construcciones de Mig1. 
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Tras lavar exhaustivamente las muestras con tampón Staph-A más deoxicolato 
sódico, éstas se procesaron para su análisis Western Blot y se revelaron utilizando un 
anticuerpo monoclonal anti-GFP. 

Como podemos observar en la figura R-2.2.5D, el estado de fosforilación de la 
proteína Mig1 es importante, pero no determinante, para la interacción de la misma con 
Mig2. En un mutante ∆hxk2, donde Mig1 se encuentra fosforilada de forma constitutiva, 
se aprecia cierta interacción entre ambas proteínas (calles 1 y 2) aunque la intensidad de 
la misma disminuye de forma considerable respecto a la observada en el mutante ∆snf1, 
donde Mig1 está siempre desfosforilada (calles 3 y 4). No se aprecia señal alguna en las 
calles correspondientes a los controles negativos (calles 5-8). 

 

 

 

 

 

 

 

Por tanto, parece que ambos represores interaccionan de forma mayoritaria cuando 
Mig1 se encuentra desfosforilado, condición en la que el represor se localiza en el 
núcleo. Estos resultados parecen indicar que la interacción entre Mig1 y Mig2 tiene 
lugar, de forma mayoritaria, a nivel del complejo represor de aquellos genes regulados 
por ambas proteínas (como es el caso del gen SUC2).   

 
2.2.6.  Mig2 interacciona con las proteínas Hxk2 y Snf1, tanto en 

alta como en baja glucosa. 
 
Una vez confirmada la interacción entre las proteínas Mig1 y Mig2, nos propusimos 

profundizar más en la relación de Mig2 con los componentes del complejo represor del 
gen SUC2. Para ello, nos planteamos estudiar las posibles interacciones entre Mig2 y las 
proteínas Hxk2 y Snf1 y, de existir éstas, determinar si se encuentran reguladas por 
glucosa. 

 
En primer lugar, para determinar si existe interacción con la proteína Hxk2, 

realizamos un ensayo de coinmunoprecipitación. Para ello, se prepararon extractos de la 

Figura R-2.2.5D: Inmunoprecipitación entre Mig1-HA y Mig2-GFP en las cepas FMY509 

(∆hxk2/Mig2-GFP) y FMY508 (∆snf1/Mig2-GFP). La proteína MIg2 es capaz de interaccionar con el 
represor Mig1 tanto en su estado fosforilado (calles 1 y 2) como desfosforilado (calles 3 y 4), aunque en 
este último caso, la intensidad de la interacción es mayor.  
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cepa W303.1A del mismo modo que en el apartado anterior, inmunoprecipitándose a 
continuación con un anticuerpo policlonal anti-Hxk2 por un lado y anti-Pho4 por otro 
durante tres horas. Pasado este tiempo, se añadió la resina con proteína A-Sepharosa 

permaneciendo en contacto con el extracto durante toda la noche. Al día siguiente, los 
extractos se lavaron de manera exhaustiva y se prepararon las muestras para su análisis 
Western Blot. Las películas se revelaron usando un anticuerpo policlonal anti-GFP. 

 
Como podemos observar en la figura R-2.2.6A-B, Mig2-GFP y Hxk2 interaccionan, 

tanto en alta como en baja glucosa (calles 1 y 2), aunque parece que en ausencia de 
glucosa esta interacción es ligeramente menor. Mientras que en las calles 
correspondientes a los controles negativos no se aprecia banda alguna (calles 3 y 4). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Además de con Mig1 y Hxk2, se estudió la posible interacción de Mig2 con la 

subunidad catalítica del complejo Snf1. Las condiciones experimentales fueron 
idénticas a los casos descritos, pero en este caso se utilizó la cepa FMY508 (snf1/Mig2-
GFP) transformada con el plásmido episomal pWS93/Snf1. Una vez obtenidos los 
extractos proteicos, se inmunoprecipitaron con un anticuerpo monoclonal anti-HA y 
como control se utilizó el anticuerpo policlonal anti Pho4. 

Como se aprecia en la figura R-2.2.6B-B, Mig2 interacciona con Snf1 de manera 
independiente a la fuente de carbono presente en el medio (calles 1 y 2). Igual que 
ocurre con Mig1 y Hxk2, esta interacción parece algo menor en ausencia de glucosa 
(calle 2). De nuevo, no se aprecia señal alguna en los controles negativos (calles 3 y 4). 

 

 

 

 

Figura R-2.2.6A: Inmunoprecipitación entre Mig2-GFP y Hxk2. Ambas proteínas interaccionan de 
manera constitutiva, aunque esta interacción parece algo menor en baja glucosa. 
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Figura R-2.2.6B: Inmunoprecipitación entre las proteínas Mig2-GFP y Snf1-HA. Se detecta 
interacción entre ambas proteínas de manera constitutiva. 
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3. Estudio de los mecanismos de importación y exportación 

nuclear de la proteína Mig2. 

Como ya se comentó a lo largo de la introducción, determinadas moléculas como 
iones y macromoléculas con un tamaño inferior a los 40 kDa son capaces de difundir de 
forma pasiva a través del poro nuclear. Por el contrario, moléculas con un tamaño 
superior o, proteínas con función nuclear, precisan de un transporte activo para traspasar 
la envoltura nuclear. Este transporte activo es llevado a cabo por proteínas de la familia 
de las Carioferinas, recibiendo el nombre de importinas o exportinas dependiendo de la 
dirección del transporte. Mientras que la localización de una proteína nuclear viene 
determinada por la presencia de señales dianas para estas Carioferinas (NLSs o NESs), 
la direccionalidad de este transporte es dependiente de un gradiente de RanGTP. 

La mayor parte de los factores transcripcionales presentan una regulación 
dependiente de su localización. Tal es el caso de la proteína Mig1, cuya función como 
regulador transcripcional está asociada a su localización nuclear o citoplasmática. Los 
primeros estudios que relacionan la señalización por glucosa con el tráfico nuclear datan 
del año 1997 (31). En este trabajo se muestra como Mig1 en su estado fosforilado y, por 
tanto, no unido al DNA, es capaz de unirse a la Carioferina Msn5 que permite su salida 
hacia el citoplasma. Por el momento, no se conoce la importina implicada en la 
localización nuclear de Mig1. Otros estudios llevados a cabo con Gal83 muestran que 
esta proteína presenta una NES en la región N-terminal, independiente de Snf1 y cuya 
mutación tiene por efecto su acumulación en el interior nuclear  (221). La salida de Gal83 
del núcleo tiene lugar a través de la exportina Xpo1. 

Teniendo en cuenta estos datos, así como las diferentes localizaciones presentadas 
por la proteína Mig2, nos pareció interesante abordar el estudio de los mecanismos de 
importación y exportación nuclear implicados en la localización de Mig2 y, por tanto, 
en la regulación de su función.  

 
3.1.  Estudio de los mecanismos de importación nuclear de la 

proteína Mig2. 

 

3.1.1.  La Carioferina Msn5 no está implicada en el transporte 

núcleo-citoplasmático de Mig2. 

En apartados previos se mostró que Mig2 presenta dos nichos celulares. Por un lado 
tiene localización nuclear en presencia de alta glucosa, pasando a estar asociada a la red 
mitocondrial en ausencia de dicho monosacárido o en situaciones de estrés oxidativo. 
Debido a su función nuclear como represor transcripcional, y al hecho de tener un 
tamaño superior a 40 kDa, es probable que esta proteína no sea capaz de difundir de 
forma pasiva a través de la envoltura nuclear y precise de un transporte activo. 
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Dada la homología que Mig2 presenta con Mig1 y teniendo en cuenta que Msn5 es 
la única Carioferina capaz de actuar tanto de importina como de exportina, nos 
planteamos la posibilidad de que Msn5 pudiera estar implicada en la localización 
nuclear de Mig2, bien a través de su exportación, bien de su importación. Para 
comprobar esta hipótesis, etiquetamos en el genoma el locus de Mig2 con la secuencia 
codificante de la proteína GFP en una cepa mutante ∆msn5 (siguiendo el mismo 
esquema mostrado en el apartado 1.8 de Resultados). Esta cepa recibió el nombre de 
FMY535. 

A continuación, las levaduras se crecieron en 15 ml de medio YEP con alta glucosa 
a 28ºC hasta una DO600 de 1,0, momento en que se obtuvieron las muestras de glucosa y 
se dio un pase a YEP con baja glucosa al resto del cultivo, permaneciendo las células en 
estas condiciones durante una hora. Finalmente, se prepararon las muestras de baja 
glucosa y se observaron al microscopio junto con las de alta glucosa. 

Como se aprecia en la figura R-3.1.1, en una cepa mutante para la Carioferina Msn5  
Mig2 mantiene el mismo patrón de localización que en una cepa silvestre. En alta 
glucosa Mig2 se localiza en el núcleo, por tanto, Msn5 no parece estar implicada en la 
importación nuclear de Mig2. Cuando la glucosa en el medio disminuye, Mig2 es capaz 
de salir del núcleo y asociarse a la red mitocondrial, indicando que Msn5 no participa en 
la exportación de la misma. 
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3.1.2.  La importación nuclear de Mig2 en S. cerevisiae está 

mediada por Kap95.  

 

Dado que la distribución subcelular de la proteína Mig2 no se encuentra alterada en 
un mutante ∆msn5 y que, por tanto, ésta no es la Carioferina responsable de su 
localización nuclear, nos propusimos identificar la importina implicada en la entrada de 
Mig2 al interior del núcleo celular. En primer lugar, llevamos a cabo un análisis 

Figura R-3.1.1: Localización de la proteína Mig2-GFP en las cepas FMY501 (WT) y FMY535 

(∆msn5). La proteína Mig2 mantiene su  patrón de localización, tanto en alta como en baja glucosa, en 
ausencia de la Carioferina Msn5. 
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bioinformático de la secuencia aminoacídica de Mig2 con el fin de encontrar posibles 
secuencias de localización nuclear (NLSs) que pudieran informarnos acerca del sistema 
de importación utilizado por esta proteína. Este análisis permitió la identificación de dos 
posibles motivos de localización nuclear que se ajustan a la secuencia consenso 
K(K/R)x(K/R) (NLS-clásica). Debido a que este tipo de secuencias son características 
del sistema de importación Kap60-Kap95 (apartado 2.4 de la Introducción), decidimos 
comprobar si Kap95 estaba, de alguna manera, implicada en la importación de Mig2. 

Kap95 es una proteína indispensable para la supervivencia celular, por tanto, para  
abordar estos estudios nos servimos de una cepa mutante termosensible para Kap95. En 
primer lugar, etiquetamos en dicha cepa el gen MIG2 con GFP (usando como marcador 
el gen KANMx6). La cepa obtenida recibió el nombre FMY527. A continuación, se 
transformó esta cepa con el vector pRS316/Su9-RFP a modo de marcador mitocondrial. 
Los transformantes positivos se seleccionaron en placas de medio SC selectivo con alta 
glucosa, posteriormente, las colonias seleccionadas se crecieron en 20 ml de medio SC 
sin uracilo ni histidina y con alta glucosa a temperatura permisiva (22ºC). Cuando las 
células alcanzaron una densidad óptica a 600 nm de 0,8, sufrieron un pase de 5 minutos 
a baja glucosa. Ambos cultivos se dividieron, obteniéndose 4 muestras de 5 ml y se les 
dio un pase al medio complejo correspondiente donde permanecieron 15 minutos, dos 
de las muestras a 22ºC y las otras dos muestras, correspondientes a la temperatura 
restrictiva, a 37ºC. Finalmente, se prepararon las muestras provenientes de las diferentes 
condiciones y se observaron al microscopio. 

Los estudios de fluorescencia muestran que, como se esperaba, a temperatura 
permisiva Mig2 presenta localización nuclear en alta glucosa y mitocondrial en ausencia 
de la misma (figura R-3.1.2A). Por el contrario, Mig2 pierde la localización nuclear a 
temperatura restrictiva, lo que sugiere que Kap95 es la importina responsable de la 
entrada de Mig2 al interior del núcleo celular. 
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Puesto que el papel de Kap95 como importina puede ser mediante reconocimiento 
directo de la proteína a transportar o bien indirecto, a través de la proteína adaptadora 
Kap60, nos propusimos determinar si la ausencia de esta última tenía el mismo efecto 
que Kap95 sobre la distribución subcelular de Mig2. Para ello, nos servimos de la cepa 
JCY1410, mutante para Kap60 (SRP1). En primer lugar, procedimos a etiquetar en el 
genoma el gen MIG2 con GFP en dicha cepa, obteniéndose la cepa FMY528. A 
continuación, ésta se transformó con el plásmido pRS316/Su9-RFP a modo de marcador 
mitocondrial y los transformantes se seleccionaron en placas con medio SCD sin 
uracilo. Las células se procesaron del mismo modo que en la cepa silvestre FMY501. 

Figura R-3.1.2A: Localización de la proteína Mig2-GFP en la cepa FMY527 (kap95
TS

 Mig2-GFP): 

A temperatura restrictiva (37ºC), Mig2  modifica su lozalicación en presencia de glucosa, no siendo capaz 
de acumularse en el interior del núcleo.  
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Finalmente, las muestras correspondientes al crecimiento en alta y baja glucosa se 
observaron al microscopio de fluorescencia. 

Como podemos apreciar en la figura R-3.1.2B, Mig2 presenta el mismo patrón de 
localización en una cepa silvestre y en una cepa mutante para Kap60, lo que indicaría 
que Kap95 sería la proteína clave implicada en la entrada de Mig2 al interior del núcleo 
celular. Si bien no podemos excluir que Kap60 participe en la misma, sí podemos 
afirmar que su ausencia no impide la translocación de Mig2 al núcleo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-3.1.2B: Localización de la proteína Mig2-GFP en la cepa FMY528 (kap60/Mig2-GFP): En 
ausencia de la importina Kap60, Mig2 no ve alterada su distribución intracelular siendo capaz de 
acumularse en el núcleo en presencia de glucosa. 

0

20

40

60

80

100

120

Wt ∆kap60 

Localización Mig2 (%) 

↑Glc-Núcleo 

↑Glc-Mitoc. 

↓Glc-Núcleo 

↓Glc-Mitoc. 



Resultados 

122 
 

3.1.3.  Las proteínas Kap60 y Kap95 interaccionan con Mig2 

tanto in vivo como in vitro.  

Una vez confirmado el papel esencial que la Importina-α (Kap95) juega en la 
entrada al núcleo de Mig2 quisimos comprobar si Kap95 era capaz de llevar a cabo su 
función mediante unión directa a la proteína Mig2 o si, por el contrario, esta unión tenía 
lugar a través del adaptador Kap60. Para abordar este estudio decidimos realizar 
experimentos de coinmunoprecipitación y GST pull-down. 

Para la realización del ensayo de coinmunoprecipitación se creció, en 40 ml de 
medio YEP con alta glucosa, la cepa FMY501 hasta una DO600 de 1,0. En este momento 
en el que se obtuvo el extracto celular de 20 ml del cultivo y se dio un pase de 1 hora a 
YEP con baja glucosa al resto. Finalmente, se obtuvo el extracto libre de células del 
cultivo en baja glucosa. 

Tras cuantificar la concentración de proteína en cada extracto, se incubaron 
cantidades equivalentes de ambos con un anticuerpo policlonal anti-Kap95 por un lado, 
un anticuerpo policlonal anti-Kap60 por otro y un anticuerpo policlonal anti-Pho4 por 
otro. Las incubaciones duraron 3 horas y se realizaron a 4ºC, permaneciendo luego los 
extractos en contacto con la resina proteína A-Sepharosa durante toda la noche. Tras 
lavar exhaustivamente las muestras con tampón  Staph-A más deoxicolato sódico, se 
prepararon para su análisis Western Blot y se revelaron utilizando anticuerpos 
monoclonales anti-GFP. 

Como podemos apreciar, existe interacción entre Mig2-GFP y Kap95 y entre Mig2-
GFP y Kap60 tanto en alta como en baja glucosa, aunque en estas condiciones la 
intensidad de la interacción parece algo menor (Fig. R-3.1.3A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-3.1.3A: Inmunoprecipitación entre Kap60 y Mig2-GFP y Kap95 y Mig2-GFP. Mig2-GFP 
interacciona in vivo con Kap60 y con Kap95, tanto en alta como en baja glucosa.  
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Una vez halladas evidencias de la interacción entre Mig2 y el dímero Kap60/Kap95 
nos propusimos confirmar dicha interacción mediante GST pull-down, así como 
comprobar si existe interacción directa entre ambas proteínas y Mig2. Para llevar a cabo 
este estudio, en primer lugar se expresaron las proteínas Mig2-GST, Kap60-GST y 
Kap95-GST en E. coli mediante el uso de vectores pGEX. A continuación, los extractos 
con las proteínas fusionadas a GST se pusieron en contacto con una resina Glutathione 

Sepharose 4B durante 2 horas. Tras este tiempo, las proteínas Kap60 y Kap95 se 
eluyeron de la resina mediante corte con trombina durante dos horas. Una vez liberadas 
las proteínas, la trombina se inhibió mediante la adición a los extractos de PMSF a una 
concentración final 2mM. La producción de ambas proteínas se confirmó mediante gel 
de poliacrilamida y su posterior tinción con azul Coomassie. Como se observa en la 
figura R-3.1.3B, ambas proteínas se producen perfectamente y muestran el tamaño 
esperado: 60 kDa en el caso de Kap60 y unos 95 kDa en el de Kap95. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para llevar a cabo la GST pull-down se prepararon cultivos idénticos a los usados en 
la inmunoprecipitación pero, en este caso, la cepa utilizada fue una cepa silvestre 
W303.1A. Tras cuantificar la concentración de proteína, se incubaron cantidades 
equivalentes de ambos extractos con una resina conteniendo GST-Mig2 (expresada en 
E. coli utilizando el vector pGEX/Mig2) por un lado, así como con una resina con sólo 
GST a modo de control, durante toda la noche. Para comprobar la interacción directa 

Figura R-3.1.3B: Producción y purificación de las proteínas Kap60 y Kap95 en E. coli. Gel de 
poliacrilamida al 12% teñido con azul Comassie. En las calles 1 y 2 se observan las proteínas purificadas 
tras su elución mediante corte con trombina. A continuación, se muestran las proteínas liberadas tras 
hervir la resina con Laemmli Buffer. En último lugar se encuentran las calles correspondientes al primer 
lavado de la resina tras estar en contacto con el extracto libre de células. 
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entre Kap60 y Kap95 con Mig2 se puso en contacto la misma cantidad de ambas 
proteínas purificadas con una resina GST-Mig2 o GST durante la noche. A 
continuación, las muestras se lavaron de manera exhaustiva con PBS frío y se 
procesaron para su análisis mediante Western Blot. Las proteínas retenidas en la resina 
por su interacción con Mig2 se revelaron utilizando anticuerpos policlonales anti-Kap60 
y anti-Kap95. 

En la parte A de la figura R-3.1.3C podemos apreciar una clara interacción de la 
proteína Mig2 con Kap60, tanto en alta como en baja glucosa (calles 3 y 4), mientras 
que no observamos interacción inespecífica con la proteína GST (calles 1 y 2). También 
se aprecia que Mig2-GST y Kap60 son capaces de interacciona de manera directa in 

vitro (calle 6).  

En el caso de Kap95 (Fig. R-3.1.3C, B) Mig2-GST interacciona con la Importina-α 
independientemente de la fuente de carbono presente en el medio (calles 1 y 2). Al 
contrario que en el caso de Kap60, no se aprecia interacción directa entre las proteínas 
Mig2-GST y Kap95 (calle 3). Por tanto, parece que Kap60 actuaría de adaptador en la 
interacción entre las proteínas Kap95 y Mig2. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-3.1.3C: GST pull-down entre Mig2-GST y las importinas α y β de S. cerevisiae. Las 
proteínas Kap60 y Kap95 son capaces de interaccionar in vitro con la proteína de fusión Mig2-GST de 
manera independiente de la fuente de carbono. Kap 60 es capaz de interaccionar de manera directa in 

vitro con Mig2-GST, mientras que Kap95 no. 
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Gracias a los experimentos anteriores demostramos que la proteína Mig2-GST es 
capaz de interaccionar directamente con la importina Kap60 y, de manera indirecta, 
seguramente a través de Kap60, con la Carioferina Kap95. Del mismo modo, 
comprobamos que en un mutante ∆kap60 Mig2 es capaz de acumularse en el núcleo, lo 
que nos hizo pensar que, si bien Kap60 participaría en la interacción entre Mig2 y 
Kap95, podría no ser indispensable para la misma.  

A fin de confirmar esta hipótesis, decidimos entudiar si en ausencia de Kap60 existe 
interacción entre Kap95 y Mig2. Para llevar a cabo dicho experimento, realizamos un 
ensayo de GST pull-down entre Mig2-GST y  Kap95 en una cepa mutante para Kap60 
(JCY1410). 

Los resultados obtenidos muestran que Mig2-GST interacciona con Kap95 en 
ausencia de Kap60, aunque de forma muy débil (Fig. R-3.1.3D, calles 3 y 4). Por tanto, 
parece que si bien la interacción entre Mig2 y Kap95 tiene lugar mayoritariamente a 
través de Kap60, también existe una pequeña fracción de Mig2 capaz de interaccionar 
con Kap95 en ausencia de la Importina-α independientemente de la fuente de carbono 
presente en el medio. 

 

 

 

 

 

 

 

 
3.1.4.  Caracterización de las secuencias de localización nuclear 

(NLSs) de Mig2. 

En el apartado 2.4 de la Introducción hacíamos referencia al reconocimiento de las 
proteínas a transportar (cargos) por parte de las Carioferinas. Este reconocimiento se 
lleva a cabo a través de secuencias denominadas NLSs, NLSs clásicas en el caso del 
sistema de importación Importina-α∙β. La NLS-clásica se caracteriza por ser una 
secuencia corta, muy rica en residuos básicos y que, frecuentemente, responde a la 
secuencia consenso K(K/R)x(K/R). 

Figura R-3.1.3D: GST pull-down ente Mig2-GST y Kap95 en un mutante ∆kap60. En ausencia de la 
importina Kap60, Mig2-GST interacciona in vitro con Kap95, siendo esta señal mucho más débil que en  
una cepa silvestre. 
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Como indicamos anteriormente (apartado 3.1.2 de Resultados), el análisis 
bioinformático de la secuencia aminoacídica de Mig2 permitió identificar dos posibles 
motivos implicados en la localización nuclear de esta proteína, ambas secuencias del 
tipo NLS clásica. La primera de ellas, a la que denominamos NLS1, se encuentra 
localizada entre los aminoácidos 32 y 37, siendo su secuencia KKRHLR. La segunda 
(NLS2) corresponde a la secuencia 75RRLKK79.  

Para comprobar si estas secuencias son funcionales en el reconocimiento de Mig2 
por parte de las Kaps, nos propusimos realizar mutagénesis dirigida de los residuos 
básicos clave en este tipo de señales de importación.  

Tras identificar las posibles secuencias de reconocimiento implicadas en la 
importación, observamos que la NLS1 se encuentra localizada dentro de la región 
correspondiente al primer motivo dedos de zinc de Mig2. Para comprobar que, desde el 
punto de vista teórico, la mutación de los residuos seleccionados no afecta a los 
aminoácidos básicos indispensables en la interacción de los motivos de dedos de zinc 
con el DNA,  utilizamos los modelos estructurales teóricos obtenidos en el apartado 1.2 
de Resultados. En las representaciones generadas con el programa PyMol (figura R-
3.1.4A, pág. 126) podemos observar la mutación de dos residuos lisina (azul) y un 
residuo arginina (rosa) de la NLS1 a alanina (gris) y como, en principio, ésta no afecta a 
la interacción de Mig2 con el DNA (residuos señalados con una estrella). 

En vista de que la mutación de los residuos básicos presumiblemente indispensables 
en las NLSs no afecta a los aminoácidos claves en la interacción con el DNA, 
procedimos a realizar la mutación de los mismos por alaninas. Para llevar a cabo estas 
mutaciones seguimos el mecanismo descrito en el apartado 4.12 de Materiales y 
Métodos 

Tras obtener los fragmentos con las mutaciones por PCR, estos se subclonaron en un 
vector pGEMT® y se comprobaron por secuenciación. Las secuencias resultantes fueron 
AARHLA para la NLS1 y AALKA en el caso de la NLS2. Una vez obtenidas y 
comprobadas las mutaciones se integraron en el genoma de una cepa W303.1A por 
recombinación homóloga, sustituyendo la secuencia nativa del gen MIG2 por la 
mutación correspondiente seguida de la secuencia de la GFP en pauta y la ORF del gen 
HIS5

+ como marcador. A continuación, los productos de PCR obtenidos al amplificar el 
DNA genómico de dichas cepas con los oligos Mig2-d y Mig2-r se secuenciaron para 
confirmar que la secuencia mutada estaba integrada en el lugar correcto. Las cepas con 
las mutaciones en las NLSs 1 y 2 recibieron el nombre FMY523.A y FMY524, 
respectivamente.  

Las cepas FMY523.A y FMY524 crecieron en medio YEPD durante 16 horas hasta 
una densidad óptica de 1,0 a 600 nm, momento en el que se dio un pase de 15 minutos a 
baja glucosa a la mitad del cultivo. Tras este tiempo, se prepararon las muestras y se 
observaron, junto a las de glucosa, al microscopio. 
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En la figura R-3.1.4B podemos observar que en el mutante NLS1 no se aprecia 
acumulación de Mig2 en el núcleo en presencia de glucosa. Por el contrario, el mutante 
NLS2 es capaz de localizarse en el núcleo, si bien esta localización no es total, 
encontrándose la proteína en parte asociada a la red mitocondrial. Por tanto, a la vista de 
esos resultados, parece que la secuencia NLS1 es funcional y determina la capacidad de 
entrada en el núcleo de la proteína Mig2 en alta glucosa, aunque su papel podría estar 
complementado por la secuencia NLS2.  

 

Figura R-3.1.4A: Representación teórica de los aminoácidos que componen la NLS1 de Mig2. En la 
parte superior de la imagen se representa la estructura tridimensional de la NLS1 de Mig2, señalándose 
los aminoácidos esenciales en la interacción con el DNA con una estrella. En la parte inferior, se 
representa la estructura tridimensional de la NLS1 tras la mutación de los residuos clave en la interacción 
con las Kaps, no alterándose los aminoácidos  Lys e His implicados en la interacción con el DNA. El 
DNA se representa en naranja. 
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A la vista de estos resultados se decidió estudiar el papel de Mig2 como represor del 
gen SUC2 en los mutantes NLS1 y 2 para confirmar que Mig2 no puede llevar a cabo su 
función represora al no localizarse en el núcleo. Dado que la actividad invertasa en una 
cepa silvestre y en una cepa mutante ∆mig2 es idéntica, procedimos a integrar en el 
genoma de una cepa  ∆mig1 las NLSs mutadas para comprobar si estas cepas, a nivel de 
actividad invertasa, se comportaban como una mutante simple ∆mig1 o como un doble 
mutante ∆mig1/∆mig2. 

Figura R-3.1.4B: Localización de la proteína Mig2-GFP en las cepas FMY523.A (Mig2NLS1-GFP) y 

FMY524 (Mig2NLS2-GFP). La proteína de fusión Mig2NLS1-GFP muestra un patrón de localización muy 
similar al presentado por el mutante ∆kap95TS a temperatura restrictiva, no apreciándose localización de 
la misma en el núcleo en presencia de glucosa. Por el contrario,  Mig2NLS2-GFP es capaz de localizarse en 
el núcleo en presencia del monosacárido aunque en menor medida que la proteína silvestre.  
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Para llevar a cabo estos experimentos, las cepas FMY501 (Mig2-GFP), FMY523.A 
(Mig2NLS1-GFP), FMY524 (Mig2NLS2-GFP), FMY525 (∆mig1/Mig2NLS1-GFP) y 
FMY526 (∆mig1/Mig2NLS2-GFP) se crecieron en 15 ml de medio YEP con alta glucosa 
hasta una DO600 de 1,0. A continuación, se dio a los cultivos un pase a YEP con baja 
glucosa durante una hora y se tomaron las muestras para realizar el ensayo de invertasa 
tal y como se describe en Materiales y Métodos.  

Como podemos apreciar en la figura R-3.1.4C, las cepas que sólo presentan la 
mutación Mig2NLS1 o Mig2NLS2 se comportan como una cepa silvestre, estando el gen 
SUC2 casi totalmente reprimido. En en el caso de la cepa ∆mig1/Mig2NLS2 (FMY526) 
observamos niveles de invertasa algo mayores a los presentes en una cepa ∆mig1, pero 
sin llegar a los niveles de un doble mutante ∆mig1/∆mig2, indicando que Mig2 está 
actuando como represor y, por tanto, se encuentra, al menos parcialmente, en el interior 
del núcleo. Por el contrario, en la cepa ∆mig1/Mig2NLS1 (FMY525) los niveles de 
invertasa corresponden a los de una cepa doble mutante ∆mig1/∆mig2, resultado 
esperado si, como observamos por microscopía de fluorescencia, Mig2 no es capaz de 
acumularse en el núcleo. 

 

 

 

Figura R-3.1.4C: Actividad invertasa de las cepas FMY501 (Mig2-GFP), FMY523.A (Mig2NLS1-

GFP), FMY524 (Mig2NLS2-GFP), FMY525 (∆mig1/Mig2NLS1-GFP) y FMY526 (∆mig1/Mig2NLS2-

GFP) en alta glucosa. El gen SUC2 permanece reprimido en alta glucosa en las cepas silvestre, 
Mig2NLS1 y Mig2NLS2, mantiene cierto grado de represión en el mutante ∆mig1/Mig2NLS2  y pierde la 
represión en el mutante ∆mig1/Mig2NLS1. 
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3.1.5.  La NLS1 de Mig2 es importante para la interacción in 

vitro con Kap95, pero no con Kap60.  

Una vez confirmada la interacción entre Mig2 y el dímero Importina-α∙β, tanto in 

vivo como in vitro, y la importancia de la región NLS1 en el transporte de la proteína 
Mig2 al interior del núcleo, nos propusimos profundizar más en el estudio de esta 
región. Con este fin, nos planteamos una serie de experimentos encaminados a 
determinar si las mutaciones introducidas en la NLS1 impedían de alguna manera la 
interacción de Mig2 con las importinas Kap60 y Kap95, imposibilitando su 
translocación al interior del núcleo. 

Para llevar a cabo este estudio decidimos realizar una serie de ensayos GST pull-

down entre las proteínas Kap60 y Kap95 con Mig2NLS1-GST, bien con extractos 
completos obtenidos a partir de una cepa silvestre, bien con proteínas purificadas para 
comprobar la existencia de interacciones directas.  

En primer lugar, procedimos a subclonar la región codificante de la proteína 
Mig2NLS1 en un vector pGEX-3X. Mediante la utilización de este vector es posible la 
expresión y producción de Mig2NLS1, permitiendo la realización de experimentos de 
GST pull-down idénticos a los llevados a cabo con la proteína nativa. 

Una vez obtenida la construcción que nos permite expresar Mig2NLS1-GST 
procedimos a la realización de los ensayos de GST pull-down. Para ello, la cepa 
W303.1A se creció en 40 ml de medio YEP con alta glucosa hasta una densidad óptica 
de 1,0 a 600 nm, momento en el cual se dio un pase de una hora a YEP con baja glucosa 
a la mitad del cultivo. Posteriormente, se obtuvieron extractos libres de células de cada 
una de las muestras y se pusieron en contacto con una resina conteniendo Mig2NLS1-
GST, así como con una resina con sólo GST a modo de control, durante toda la noche a 
4ºC. En el caso del estudio de interacciones directas, la resina con Mig2NLS1-GST se 
dejó interaccionar con cantidades equivalentes de proteína purificada: Kap60, Kap95 o 
ambas al mismo tiempo. Tras la incubación, la resina se lavó de manera exhaustiva con 
PBS, las muestras se prepararon para su análisis Western Blot y se revelaron utilizando 
anticuerpos anti-Kap60 y anti-Kap95. 

En el caso de Kap60 (Fig. R-3.1.5A) la mutación de la NLS1 parece no modificar la 
capacidad de Mig2-GST de interaccionar con ella, aunque se aprecia un leve descenso 
en la intensidad de esta interacción en presencia de glucosa (calle 4). En cuanto a la 
interacción directa entre ambas proteínas, Mig2NLS1 es capaz de interaccionar con la 
proteína Kap60 purificada (calle 6), disminuyendo ésta en presencia de Kap95 (calle7).  
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En cuanto a la interacción de Mig2NLS1 con Kap95, en la figura R-3.1.5B podemos 
apreciar como ésta disminuye considerablemente, aunque no desaparece. En presencia 
de glucosa, Mig2NLS1 interacciona con Kap95 aunque de forma débil, mientras que, en 
ausencia de glucosa, esta interacción es casi indetectable (calles 4 y 5).  

Como ocurría con la proteína Mig2 nativa, no se aprecia interacción directa entre 
Mig2-GST y Kap95 (calle 6). Para comprobar si la ausencia de interacción directa con 
Kap95 es debida a la necesidad de Kap60, se adicionaron ambas proteínas y se dejaron 
interaccionar con la resina conteniendo Mig2NLS1-GST. Como se observa en la figura, 
Mig2NLS1 no es capaz de interaccionar de manera directa con Kap95, aún en presencia 
de Kap60 (calle 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-3.1.5A: GST pull-down entre Kap60 y Mig2NLS1-GST. La mutación de la secuencia 
correspondiente a la NLS1 de Mig2 no impide la interacción de esta proteína con Kap60. 

Figura R-3.1.5B: GST pull-down entre Kap95 y Mig2NLS1-GST. En presencia de glucosa, la 
interacción in vitro entre Mig2 y Kap95 se debilita al mutar la secuencia correspondiente a la NLS1 de 
Mig2. En condiciones de baja glucosa, esta interacción desaparece. Mig2NLS1, al igual que ocurría con la 
proteína nativa, no es capaz de interaccionar de forma directa con Kap95 aún en presencia de Kap60. 
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3.1.6.  La interacción de Mig2 con Kap95 está regulada por la 

proteína Mig1. 

El hecho de que Mig2 sea capaz de mantener una leve interacción con el dímero 
Importina-α∙β en el mutante NLS1, aún cuando no somos capaces de apreciar su 
acumulación nuclear, nos llevó a plantear la posibilidad de que la entrada de Mig2 al 
núcleo pudiera depender de otras proteínas.  

Teniendo en cuenta los resultados presentados en el apartado 1.10 de Resultados, en 
los cuales observábamos que en un mutante ∆mig1, Mig2 no es capaz de acumularse en 
el núcleo en cantidad suficiente como para ser detectada mediante microscopía de 
fluorescencia, nos planteamos la posibilidad de que Mig1 regulara, de alguna manera, la 
entrada de Mig2 al núcleo.  

Para comprobar esta hipótesis procedimos a la realización de un ensayo de 
coinmunoprecipitación de las proteínas Mig2NLS1 y las importinas Kap60 y Kap95 en 
una cepa ∆mig1. En primer lugar se prepararon extractos libres de células de las cepas 
FMY507 (∆mig1/Mig2-GFP) y FMY525 (∆mig1/Mig2NLS1-GFP) crecidas en glucosa y 
tras un pase de una hora a glicerol, siguiendo el mismo procedimiento descrito en 
apartados anteriores. Una vez cuantificada la cantidad de proteína presente en los 
extractos, se pusieron a inmunoprecipitar cantidades equivalentes de proteína con 
anticuerpos policlonales anti-Kap60 por un lado, anti-Kap95 por otro y anti-Pho4 a 
modo de control negativo. La incubación se realizó a 4ºC durante 3 horas y, a 
continuación, se adicionó a los extractos la protenía A-Sepharosa, que permaneció con 
ellos durante toda la noche. Tras lavar exhaustivamente con tampón  Staph-A más 
deoxicolato sódico, las muestras se prepararon para su análisis Western Blot y se 
revelaron utilizando anticuerpos monoclonales anti-GFP. 

Nuevamente se aprecia interacción entre Mig2NLS1 y Kap60 (Fig. 3.1.6A), tanto en 
alta como en baja glucosa (calles 7 y 8), lo que indica que la ausencia de la proteína 
Mig1 no parece tener ningún efecto sobre la interacción entre ambas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-3.1.6A: Inmunoprecipitación entre Kap60 y Mig2NLS1-GFP en una cepa ∆mig1. La 
mutación de las secuencia NLSs de Mig2 no impide la interacción de ésta con Kap60 en ausencia de 
Mig1. 
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En el caso de la interacción entre Kap95 y Mig2NLS1 (Fig. R-3.1.6B), en una cepa 
mutante para la proteína Mig1 la mutación de la secuencia NLS1 de Mig2 tiene como 
efecto una importante disminución de la interacción entre ambas en ausencia de glucosa 
y una desaparición de la misma en presencia del monosacárido (calles 7 y 8). A la vista 
de estos resultados, parece que Mig1, de algún modo, regula la interacción de Mig2 con 
la Importina-α y, por tanto, la entrada de la misma al núcleo celular. 

 

 

 

 

 

 

3.1.7.  El represor transcripcional Mig1 interacciona in vitro con 

las importinas Kap60 y Kap95 de S. cerevisiae. 

En el apartado anterior observábamos como el reconocimiento de Mig2 por parte de 
Kap95, así como su posterior transporte al interior del núcleo celular estaba regulado, de 
algún modo, por la proteína Mig1. Estos resultados nos llevaron a plantear la 
posibilidad de que ambos represores transcripcionales compartieran el mismo sistema 
de importación. 

Para comprobar esta teoría, realizamos un ensayo de GST pull-down entre la 
proteína de fusión Mig1-GST y las importinas Kap60 y Kap95 de S. cerevisiae. El 
experimento se llevó a cabo siguiendo la misma metodología mostrada en el apartado 
3.1.3 de Resultados. 

Como podemos observar en la Fig. R-3.1.7-A, Mig1-GST interacciona con Kap60 
in vitro, sinedo esta interacción mucho más intensa en presencia de glucosa (calle 1). 
Además, al igual que ocurre en el caso de Mig2, la interacción entre ambas proteínas es 
directa (calle 3). 

Figura R-3.1.6B: Inmunoprecipitación entre Kap95 y Mig2NLS1-GFP en una cepa ∆mig1. La 
mutación de la NLS1 de Mig2 provoca una importante disminución en la interacción de esta proteína con 
la importina Kap95 en ausencia de Mig1. 
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En el caso de Kap95 (Fig. R-3.1.7-B), Mig1-GST es capaz de interaccionar con la 
misma no apreciándose diferencias significativas entre las diferentes condiciones 
metabólicas (calles 1 y 2). De nuevo, como sucede con Mig2, esta interacción tiene 
lugar de forma indirecta (calle 3). En ambos ensayos, no se observa interacción 
inespecífica alguna con la GST (calle 4).  
 

3.2.  Estudio de los mecanismos de exportación nuclear de la 

proteína Mig2. 

 

3.2.1.  El represor transcripcional Mig2 interacciona con la 

exportina Xpo1 in vivo e in vitro. 

 

En la introducción hacíamos mención a la existencia de cuatro exportinas conocidas 
en S. cerevisiae. En primer lugar se encuentra Los1, implicada en el transporte de 
tRNAs. A continuación está la Carioferina Msn5 que es la única capaz de actuar como 
importina y exportina. Como pudimos apreciar en el apartado 3.1.1 de Resultados, en un 
mutante ∆msn5, Mig2 se localiza en las mitocondrias en ausencia de glucosa. El hecho 
de que Mig2 pueda salir del núcleo y asociarse con la red mitocondrial indica que Msn5 
no está actuando como exportina de Mig2. En tercer lugar está la exportina Crm1 
(Xpo1), encargada de mediar el transporte de proteínas que presentan LR-NES. 
Finalmente, Cse1 es la encargada del reciclaje de la Importina-α.  

 
Una vez descartada la proteína Msn5 como exportina de Mig2, nos planteamos la 

búsqueda de la Carioferina implicada en la salida de Mig2 del núcleo. En primer lugar, 
al igual que hicimos en el análisis del sistema de importación, realizamos un análisis 
bioinformático de la estructura primaria de Mig2 con el fin de encontrar posibles 
señales de exportación nuclear (NESs). La identificación de tres posibles secuencias de 
este tipo hizo que nos planteáramos la posibilidad de que Xpo1 actuara como exportina 
de Mig2. Con el fin de confirmar esta hipótesis, se propuso la realización de una serie 
de experimentos de GST pull-down y coinmunoprecipitación para, de este modo, 
determinar si existe interacción entre las proteínas Xpo1 y Mig2. Para llevar a cabo el 

Figura R-3.1.7: GST pull-down ente Mig1-GST y el dímero importina-α•β de S. cerevisiae. La 
porteína de fusión Mig1-GST interacciona in vitro  de forma directa con Kap60 e indirecta con Kap95. 
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ensayo de coinmunoprecipitación, partimos de una cepa que presenta Xpo1 etiquetada 
en el genoma con tres epítopos HA (FMY303R-01, Tesis doctoral de R. Peláez, 2009) y 
procedimos a etiquetar el gen MIG2 con GFP en dicha cepa siguiendo el mismo 
esquema que en cepas anteriores.  

 
Una vez obtenida la cepa FMY530 (Xpo1-HA, Mig2-GFP), ésta se creció en 40 ml 

de YEP con alta glucosa, sufriendo un pase de una hora a YEP con baja glucosa la 
mitad del cultivo una vez alcanzada la DO600 de 1,0. A continuación se obtuvieron 
extractos libres de células, se cuantificó la cantidad de proteína presente en los mismos 
y se procedió a inmunoprecipitar cantidades equivalentes de estos extractos con un 
anticuerpo monoclonal anti-HA por un lado y un anticuerpo policlonal anti-Pho4 por 
otro. La incubación duró 3 horas y se realizó a 4ºC.  A continuación, se añadió la resina 
proteína A-Sepharosa y se dejó en contacto con los extractos toda la noche a 4ºC. Una 
vez lavada la resina, se procesaron las muestras para su análisis Western Blot y se 
revelaron utilizando anticuerpos monoclonales anti-GFP. 

 
En la figura R-3.2.1A-A se observa como la proteína Mig2 interacciona con la 

exportina Xpo1 tanto en alta como en baja glucosa, no apreciándose bandas en las calles 
correspondientes a los controles negativos. Como se puede ver en la Fig. R-3.2.1A-B, 
las cantidades de Xpo1 presentes en la célula son similares en ambas condiciones. 

 

 

Con el fin de confirmar la interacción hallada, también realizamos un ensayo de 
GST pull-down entre ambas proteínas. Para su realización, se crecieron idénticos 
cultivos de una cepa FMY501 y se obtuvieron los correspondientes extractos en alta y 
baja glucosa. A continuación, se pusieron cantidades equivalentes de extracto en 
contacto con una resina Xpo1-GST durante toda la noche, así como con la resina con 
sólo GST a modo de control. Posteriormente se lavaron las muestras minuciosamente y 
se procesaron para la realización de un Western Blot. Las proteínas retenidas se 
revelaron utilizando anticuerpos monoclonales anti-GFP. 

Figura R-3.2.1A: Inmunoprecipitación entre las proteínas Mig2-GFP y Xpo1-HA. En la parte 
izquierda de la figura podemos observar la interacción entre Mig2 y Xpo1 en alta y baja glucosa. En la 
figura de la derecha apreciamos que la cantidad de Xpo1 presente en la célula es constante y no depende 
de la fuente de carbono presente en el medio. 



Resultados 

136 
 

De nuevo, podemos observar interacción entre Xpo1 y Mig2 (Fig. R-3.2.1B) no 
apreciándose banda alguna en los controles negativos (calles 3 y 4). 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2.  Caracterización de las secuencias NES de Mig2. 

 

En el apartado anterior hicimos referencia al análisis de la secuencia aminoacídica 
de Mig2 y como éste permitió identificar tres posibles señales de exportación nuclear 
(NESs). Estas señales se caracterizan por ser ricas en aminoácidos hidrofóbicos y, 
normalmente, se ajustan a la secuencia consenso Φ-x2-3-Φ-x2-3-Φ-x-Φ, donde Φ 
representa a los aminoácidos Leu, Val, Ile, Phe o Met.Las tres NESs se corresponden 
con las secuencias 245LASALSTL252, 297VAKELESVYL306 y 366VRNLLKQIDV375, 
todas ellas localizadas en el extremo carboxilo terminal de la proteína.  

 
Con el fin de determinar si estas secuencias son funcionales y actúan como NESs 

procedimos a la mutación, en el caso de las NES1 y 2, de los aminoácidos hidrofóbicos, 
residuos clave en este tipo de secuencia, por alaninas. Una vez obtenidos los fragmentos 
con las mutaciones por PCR, se subclonaron en un vector pGEMT® y se comprobaron 
por secuenciación. A continuación, procedimos a la sustitución de la secuencia nativa de 
MIG2 por la secuencia mutada, mediante recombinación homóloga en una cepa silvestre 
W303.1A seguida, en pauta, por la secuencia de la GFP y el gen HIS5

+ como marcador. 
Finalmente, los productos de PCR generados al amplificar el DNA genómico de las 
cepas obtenidas con los oligos Mig2-d y Mig2-r se secuenciaron para confirmar que 
portaban la secuencia mutada sin haber incorporado otras mutaciones. Las cepas 
obtenidas se denominaron FMY536 (Mig2NES1-GFP) y FMY537 (Mig2NES2-GFP), 
respectivamente.  

 
En el caso de la NES3, dada su localización próxima al extremo carboxilo terminal 

de la proteína, en lugar de realizar mutagénesis dirigida, decidimos delecionar desde el 
aminoácido 342 al 383. Finalmente, la secuencia delecionada se subclonó en un vector 
YEp352/GFP para obtener el plásmido YEp352/pMig2NES3-GFP.  

Figura R-3.2.1B: GST pull-down entre Mig2-GFP y Xpo1-GST. Ambas proteínas interaccionan de 
manera constitutiva. 
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Una vez generados los mutantes para las tres posibles NESs de Mig2 y con el fin de 
confirmar si alguna de estas secuencias está implicada en la interacción de Xpo1 con 
Mig2, decidimos llevar a cabo un ensayo de GST pull-down entre los mutantes 
Mig2NES-GFP y Xpo1-GST. Para realizar dicho experimento, en primer lugar, se 
transformó una cepa mutante ∆mig2 con la construcción YEp352/pMig2NES3-GFP, 
realizándose la selección de las colonias positivas en placas con medio SC sólido sin 
uracilo y con glucosa al 4%. Posteriormente, las células transformadas se crecieron en 
40 ml de medio SCD líquido sin uracilo durante 16 horas a 28ºC hasta una densidad 
óptica a 600 nm de 1,0. Tras este tiempo, se dio un pase a SC ura- con baja glucosa a la 
mitad del cultivo durante una hora. En el caso de las cepas Mig2NES1-GFP y Mig2NES2-
GFP las células crecieron en medio complejo YEP y se procesaron de igual modo. 
Finalmente, se obtuvieron extractos libres de células de ambas condiciones para a 
continuación, poner en contacto cantidades equivalentes de extracto con una resina 
GST-Xpo1, así como con sólo GST a modo de control. Por último, se lavaron las 
muestras de manera exhaustiva y se procesaron para su visualización mediante Western 

Blot. Las proteínas retenidas se revelaron utilizando anticuerpos monoclonales anti-
GFP. 

Como podemos observar en la figura R-3.2.2A la mutación de las posibles 
secuencias NES no parece afectar a la capacidad de Mig2 para interaccionar con la 
exportina Xpo1. Estos resultados indican que, o bien estas secuencias no están actuando 
como NESs, o bien es necesaria la mutación de varias NESs simultáneamente para 
poder apreciar un efecto fisiológico. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura R-3.2.2A: GST pull-down entre Xpo1-GST y las proteínas  Mig2NES1-GFP, Mig2NES2-GFP y 

Mig2NES3-GFP en S. cerevisiae. La mutación de las diferentes señales NESs no impide la interacción de 
Mig2 con la exportina Xpo1. 
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Para confirmar estos resultados decidimos comprobar mediante microscopía de 
fluorescencia si la localización de Mig2 se veía alterada en alguno de los mutantes NES. 
Como podemos observar en la figura R-3.2.2B, ninguno de los mutantes presenta 
alteración alguna en el patrón de localización de esta proteína, siendo Mig2, en ausencia 
de glucosa, capaz de salir del núcleo y asociarse a la red mitocondrial.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura R-3.2.2B: Localización de las proteínas Mig2-GFP, Mig2NES1-GFP, Mig2NES2-GFP y 

Mig2NES3-GFP en S. cerevisiae. La mutación de las diferentes señales NESs no impide la salida del 
núcleo de la proteína de fusión Mig2-GFP en baja glucosa.  

 
Los resultados obtenidos concuerdan con el hecho de que las diferentes proteínas 

mutantes en las NES de Mig2 continúen siendo capaces de interaccionar con Xpo1 e 
indican que, por separado, la mutación de las posibles NESs encontradas en Mig2 no 
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afecta a su exportación nuclear o bien, que realmente estas secuencias no están 
implicadas en la salida de Mig2 del núcleo. 

 
3.2.3.  Xpo1 no parece ser la vía principal de exportación de 

Mig2. 

 
A la vista de estos resultados nos planteamos dos posibles hipótesis para explicar la 

falta de efecto que tiene la mutación de las distintas NESs sobre la localización de Mig2 
o su interacción con Xpo1. Por un lado, podría deberse a que dichas secuencias actúan 
de modo cooperativo y, por tanto, sería necesaria la mutación simultánea de varias para 
observar una retención de Mig2 en el núcleo. Otra posibilidad es que, si bien se ha 
demostrado que Mig2 y Xpo1 interaccionan tanto in vivo como in vitro, ésta no sea la 
vía de exportación principal implicada en la salida de Mig2 del núcleo.  

 
Para comprobar si Xpo1 es la vía principal de exportación de Mig2 decidimos 

observar la localización de dicha proteína en un mutante Xpo1. El mutante xpo1 es 
inviable y, como en el caso de kap95, es necesario el uso de una cepa termosensible. 
Dicha cepa es capaz de crecer correctamente a 22ºC, comportándose como una cepa 
silvestre, pero a temperatura no permisiva (37ºC) Xpo1 pierde su funcionalidad. 

 
En primer lugar, procedimos a etiquetar en el genoma con GFP el gen MIG2 de la 

cepa mutante termosensible para Xpo1 (KW121). Como marcador de selección se 
utilizó el gen de resistencia a la kanamicina. La cepa obtenida (FMY529) se creció en 
medio mínimo sin histidina y con alta glucosa recibiendo el mismo tratamiento que en 
el caso del mutante kap95

ts. Finalmente se obtuvieron cuatro muestras correspondientes 
a las temperaturas restrictiva y permisiva, así como a los medios con alta y baja glucosa. 
Estas muestras se procesaron para su estudio mediante microscopía de fluorescencia 
siguiendo el apartado 7.2 de Materiales y Métodos. 

 
Los estudios de fluorescencia que se muestran en la Fig. R-3.2.3 sugieren que, en 

alta glucosa, Mig2NES se localiza en el núcleo celular, mientras que esta localización 
cambia al descender la glucosa del medio, saliendo Mig2 del núcleo y asociándose a la 
red mitocondrial. A la vista de los resultados obtenidos, Xpo1 parece no ser el sistema 
principal de exportación de Mig2, aunque no podemos descartar que colabore en la 
misma.  
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El hecho de que la importación de Mig2 pueda estar regulada de algún modo por 
Mig1 (apartados 1.10 y 3.1.6 de Resultados), plantea la posibilidad de que esta proteína 
también juegue un papel en la exportación de Mig2. Si bien esta opción no parece muy 
probable, ya que en un mutante ∆mig1 no se aprecia una disminución en la asociación 
de Mig2 a la red mitocondrial (apartado 1.10 de Resultados). Además, el principal 
sistema de exportación utilizado por Mig1 está mediado por Msn5 y como pudimos 
comprobar, no se aprecia acumulación alguna de Mig2 en el núcleo en condiciones de 
baja glucosa apartado 3.1.1 de Resultados).  

 

  

Figura R-3.2.3: Localización de la proteína  de fusión Mig2-GFP en el mutante ∆xpo1. La presencia 
de una proteína Xpo1 no funcional no conlleva la modificación del patrón de localización de la proteína 
de fusión Mig2-GFP. 
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4. Estudio del papel de Mig2 en las mitocondrias. 

 

4.1.  Estudio del crecimiento de un mutante ∆mig2 en diferentes 

condiciones metabólicas. 

 

En el primer apartado de resultados pudimos observar que determinadas condiciones 
metabólicas como estrés nutricional u oxidativo provocan la salida de Mig2 del núcleo y 
su asociación a la red mitocondrial. Esta asociación a las mitocondrias hizo que nos 
planteáramos la posibilidad de que Mig2 estuviera implicada en la regulación, por parte 
de la levadura, del uso de fuentes de carbono no fermentables.  

 
Para comprobar esta hipótesis, era necesaria una cepa mutante incapaz de expresar 

la proteína Mig2. Para obtener dicha cepa se amplificó por PCR el casete de disrupción 
de MIG2 a partir de una cepa Y14575 (Euroscarf) que posee el gen MIG2 interrumpido 
con el gen kanMX4 (confiere resistencia a geneticina). Una vez obtenido, ese casete se 
utilizó para transformar la cepa W303.1A y así obtener la cepa FMY511 
(MIG2::KanMX4). 

 
A continuación, se resembró una alícuota de la cepa control W303.1A y del mutante 

∆mig2 en agua estéril, ajustando la D.O. a 600 nm a 0,8. Posteriormente, se realizaron 
diluciones seriadas 10-1, 10-2, 10-3 y 10-4 de ambas cepas, depositando una gota de 5 µl 
de cada dilución en medio completo sólido YEP con glucosa al 4%, con etanol al 3% o 
con glicerol al 3% para así comprobar la capacidad de crecimiento que presenta dicha 
cepa en presencia de diferentes fuentes de carbono. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura R-4.1: Crecimiento en presencia de diferentes fuentes de carbono de una cepa mutante 

∆mig2. La ausencia de la proteína Mig2 no parece implicar ninguna modificación en la capacidad de 
crecimiento de la levadura en presencia de glucosa, glicerol o etanol.  
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Como podemos apreciar en la figura R-4.1, la ausencia de Mig2 no parece tener 
efecto sobre la capacidad de crecimiento de la levadura, tanto en presencia de una 
fuente de carbono fermentable (glucosa), como de una fuente no fermentable (etanol o 
glicerol).   

 
4.2.  Mig2 interacciona con Ups1 de manera dependiente de glucosa. 

 
Una vez observado que, aparentemente, la ausencia de la proteína Mig2 no supone 

una desventaja en la capacidad de la levadura para adaptarse a diferentes condiciones 
metabólicas, decidimos realizar una búsqueda, en las bases de datos existentes, de 
posibles proteínas que interaccionasen con Mig2, tanto física como genéticamente. 

 
A través de las bases BIOGRID (http://www.thebiogrig.org/) y DRYGIN 

(http://www.drygin.ccbr.utoronto.ca/) encontramos diez proteínas que presentan una 
interacción genética con Mig2 (Fig. R-4.2A). Siete de ellas están clasificadas dentro de 
la categoría “metabolismo/mitocondria”. Dentro de este grupo se encuentra Ups1, 
proteína mitocondrial localizada en el espacio intermembrana y a la que ya hicimos 
referencia en la introducción. Entre las funciones de Ups1 se encuentra la regulación de 
los niveles de cardiolipina, el mantenimiento de la morfología mitocondrial y el 
procesamiento de proteínas mitocondriales (151,152). 

 

 
Una vez confirmada la existencia de una interacción genética entre Mig2 y Ups1, 

dada la localización mitocondrial de la misma, nos planteamos la posibilidad de que 

Figura R-4.2A: Mapa de interacciones genéticas del factor transcripcional Mig2. La proteína Mig2 
presenta una interacción genética con diez proteínas, de las cuales, siete están incluidas dentro del grupo 
“metabolismo/mitocondrias”. 

http://www.thebiogrig.org/
http://www.drygin.ccbr.utoronto.ca/
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existiera una interacción física entre ambas proteínas. De existir dicha interacción 
podría ser la responsable de la asociación de Mig2 a la red mitocondrial. 

 
Para comprobar esta hipótesis partimos de una cepa que contiene el gen UPS1 

etiquetado en el genoma con el epítopo myc (cedida amablemente por el Dr. Sesaki) y 
procedimos a etiquetar Mig2 con GFP del mismo modo mostrado con anterioridad, 
generando la cepa FMY503.  

 
A continuación, tanto la cepa sometida a estudio como el control que expresa tetR-

GFP crecieron en 200 ml de YEP con alta glucosa hasta una DO600 de 0,8. Una vez 
alcanzada dicha densidad, se dio un pase de una hora a YEP glicerol a la mitad del 
cultivo y ambas muestras se procesaron según se indica en Materiales y Métodos. 
Cantidades idénticas de extracto se pusieron en contacto con una resina de proteína A-
Sepharosa a la que previamente se había dejado interaccionando con un anticuerpo anti-
GFP, y se mantuvieron a 4ºC en una noria durante toda la noche. Tras lavar de manera 
exhaustiva las muestras, éstas se procesaron para su análisis mediante Western Blot, 
revelándose las proteínas retenidas con un anticuerpo monoclonal anti-myc. 

 
Como podemos apreciar en la figura R-4.2B existe una mínima interacción entre 

Ups1 y Mig2 en presencia de glucosa, mientras que la intensidad de la misma se 
incrementa considerablemente en ausencia de la hexosa. No se observa interacción 
alguna con el control tetR-GFP, mostrando que la interacción entre Ups1 y Mig2 es 
específica. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Para confirmar esta interacción, así como concretar las condiciones que regulan la 

misma, realizamos un ensayo de coinmunoprecipitación precipitando Ups1-myc y 
detectando Mig2-GFP. Las condiciones ensayadas fueron las mismas que se usaron en 
los estudios de localización de Mig2 mediante microscopía de fluorescencia: alta 
glucosa (Glc 4%); baja glucosa (Glc < 0,05%); glicerol (3%); alta glucosa más 5mM de 
H2O2 (estrés oxidativo); alta glucosa más 0,1 mM de t-BOOH (estrés oxidativo) y alta 
glucosa más 0,4 M de NaCl (estrés osmótico). 

 

Figura R-4.2B: Inmunoprecipitación entre Mig2-GFP y Ups1-myc. En presencia de glucosa no se 
aprecia interacción entre ambas proteínas, mientras que es intensa en ausencia de la misma. 
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Se observa (Fig. R-4.2C) una leve interacción entre Ups1 y Mig2 en aquellas 
condiciones en las que el monosacárido glucosa está presente (calles 1, 4, 5 y 6), 
estimulándose esta interacción en presencia de agentes inductores tanto de estrés 
oxidativo como de estrés osmótico (calles 4, 5 y 6). Por el contrario, en condiciones de 
estrés nutricional la interacción entre ambas proteínas es fuerte. A la vista de estos 
resultados, podemos concluir que la presencia de glucosa en el medio es uno de los 
factores reguladores de la interacción entre Ups1-myc y Mig2-GFP. 

 
 
 
 
 
 
   

 
 
 
 
 

  
4.3.  La asociación de Mig2 a la red mitocondrial, en condiciones de 

estrés nutricional, depende de Ups1. 

 

Como hemos podido observar, en condiciones de estrés nutricional y estrés 
oxidativo Mig2 sufre un transporte muy rápido desde el interior del núcleo celular al 
citoplasma, donde pasa a asociarse a la red mitocondrial. En ausencia de glucosa, pero 
no en presencia de un agente oxidativo como peróxido de hidrógeno o tertbutilo, Mig2 
interacciona de manera intensa con la proteína mitocondrial Ups1. Ambos resultados 
sugieren que la localización mitocondrial de Mig2 en ausencia de glucosa se debe a la 
interacción de la misma con Ups1. 

 
Para confirmar esta teoría, realizamos una purificación de mitocondrias en presencia 

y ausencia de Ups1 según está descrito en el apartado 5.2 de Materiales y Métodos. Las 
levaduras utilizadas fueron la cepa FMY501 (Mig2-GFP) y la cepa FMY510 
(∆ups1/Mig2-GFP).  

 
En la figura R-4.3A podemos observar que, cuando la fuente de carbono presente en 

el medio es el glicerol, en ausencia de Ups1 la cantidad de Mig2 detectada en las 

Figura R-4.2C: Inmunoprecipitación entre Ups1-myc y Mig2-GFP. En presencia de glucosa se 
observa una leve interacción entre ambas proteínas, mientras que esta interacción es fuerte en ausencia 
del monosacárido. 
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mitocondrias disminuye de manera muy acusada. Por tanto, parece que Ups1 es 
responsable de la asociación de Mig2 a la red mitocondrial en ausencia de glucosa. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Para confirmar estos resultados, decidimos analizar mediante microscopía de 
fluorescencia la localización subcelular de Mig2-GFP en una cepa mutante ∆ups1. Para 
ello, la cepa FMY510 se creció en las mismas condiciones utilizadas a lo largo del resto 
del trabajo, sufriendo un pase de 5 minutos a baja glucosa. Tras este tiempo, las 
muestras correspondientes al crecimiento en alta y baja glucosa se procesaron y 
observaron al microscopio de fluorescencia. 

 
En presencia de glucosa, tanto en la cepa silvestre como en la cepa mutante ∆ups1, 

Mig2 se acumula en el núcleo. Por el contrario, tras permanecer durante 5 minutos en 
un medio con baja glucosa, la localización de Mig2 en ambas cepas es diferente. 
Mientras que en una cepa silvestre la proteína Mig2 se encuentra asociada a la red 
mitocondrial en el 98% de las células, en ausencia de Ups1, aproximadamente el 79% 
de las células muestran una localización nuclear de Mig2.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura R-4.3A: Localización de Mig2 en diferentes fracciones subcelulares en presencia y ausencia 

de Ups1. En ausencia de Ups1, la cantidad de Mig2 presente en las mitocondrias desciende 
drásticamente en condiciones de baja glucosa. 
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Estos resultados, unidos a los obtenidos mediante los ensayos de fraccionamiento 
subcelular, muestran la importancia de la interacción entre Ups1 y Mig2 para la 
asociación de esta última a la red mitocondrial en ausencia de glucosa. 

 
4.4.  El represor Mig2 no está implicado en la regulación de los 

niveles intracelulares de Ups1. 

 

El hecho de que la asociación de Mig2 a la red mitocondrial sea dependiente de su 
interacción con Ups1, nos llevó a plantear la posibilidad de que la función del represor 
transcripcional en este orgánulo estuviera relacionada con la regulación de los niveles 
intracelulares de la proteína mitocondrial Ups1. Con el fin de confirmar esta hipótesis, 
realizamos un ensayo Western Blot en las cepas YRJ2012 (Ups1-myc) y FMY504 
(∆mig2/Ups1-myc). Para llevar a cabo dicho experimento, las cepas mencionadas 
crecieron en 10 ml de YEP con alta glucosa hasta una DO600 de 0,8, momento en el cual 
se dio un pase de una hora a YEP con baja glucosa a la mitad del cultivo. Ambas 
muestras se procesaron según se indica en Materiales y Métodos.  

 
Los extractos obtenidos se analizaron por Western Blot utilizando anticuerpos 

monoclonales anti-myc. Como se observa en la figura R-4.4, la ausencia de la proteína 
Mig2 no parece tener gran repercusión sobre los niveles intracelulares de Ups1. 
 

 
 
 
 

Figura R-4.3B: Localización subcelular de Mig2-GFP en las cepas FMY501 y FMY510. La ausencia 
de la proteína Ups1 provoca que, en baja glucosa, una gran parte de Mig2 quede retenida en el núcleo y 
no se asocie a la red mitocondrial. 
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4.5.  Mig2 está implicada en el mantenimiento de la morfología 

mitocondrial, posiblemente, mediante su participación en la ruta 

de fusión. 

 
Tras observar que la ausencia de Mig2 no conlleva, a simple vista, defectos en la 

capacidad de crecimiento de la levadura en presencia de fuentes de carbono no 
fermentables, que Mig2 interacciona con Ups1 y que Mig2 depende de Ups1 para 
asociarse a las mitocondrias, nos planteamos la posibilidad de que la función de Mig2 
en estos orgánulos pudiera estar relacionada con alguno de los papeles que Ups1 juega 
en los mismos. 

 
Una de las funciones de Ups1 en las mitocondrias es la regulación de su morfología 

posiblemente a través del papel que juega en la topogénesis de la proteína Mgm1. En 
ausencia de Ups1 y presencia de glucosa Pcp1 no es capaz de procesar a Mgm1, de tal 
manera que sólo está presente la forma l-Mgm1. El mutante ∆ups1 se caracteriza por 
presentar problemas de crecimiento en presencia de glucosa, así como por una 
morfología mitocondrial anómala caracterizada por túbulos incompletos y fragmentos 
mitocondriales, fenotipo propio de mutantes de fusión como ∆fzo1. 

 
Para comprobar si, al igual que Ups1, Mig2 está implicada en el mantenimiento de 

la morfología mitocondrial nos propusimos analizar la morfología de estos orgánulos en 
una cepa mutante ∆mig2 y comprobar el fenotipo observado con diferentes mutantes 
tanto de la ruta de fusión como de la ruta de fisión mitocondrial. 

 
 
 

Figura R-4.4: Niveles intracelulares de Ups1-myc en una cepa silvestre (YRJ2012) y en un mutante 

∆mig2 (FMY504). Los niveles de Ups1 presentes en la célula son constantes en alta y baja glucosa 
(calles 1 y 2) y no se ven alterados significativamente por la ausencia de Mig2 (calles 3 y 4). 
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Las cepas utilizadas en estos experimentos se muestran a continuación: 
 
Nombre Genotipo 

BY4742 MATα; his3Δ 1; leu2Δ 0; met15Δ 0; ura3Δ 0. 
YRJ2011 MATa; his3; leu2; lys2; trp1; ura3; ups1::kanMX4. 
Y01489 MATa;his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; dnm1::kanMX4. 
Y03319 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; fzo1::kanMX4. 
Y14575 MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0; mig2::kanMX4. 

 

Tabla R-4.5: Cepas utilizadas en los estudios de morfología mitocondrial. 

 
Las levaduras indicadas se transformaron con el plásmido pRS316/Su9-RFP para 

permitir la observación de las mitocondrias. Los transformantes se seleccionaron en 
medio mínimo sólido sin uracilo y con glucosa para, posteriormente, crecer durante 16 
horas en medio líquido con agitación a 28ºC. Una vez alcanzada la densidad óptica 
deseada (DO600 = 1,0) los cultivos sufrieron un pase a medio con baja glucosa durante 
una hora. A continuación, las muestras se procesaron para su análisis mediante 
microscopía de fluorescencia. 

 
En presencia de glucosa, una cepa silvestre se caracteriza por presentar redes 

mitocondriales simples con pocos túbulos y ramas. En condiciones de estrés nutricional, 
esta morfología se vuelve más compleja y ramificada. Como podemos observar en la 
figura R-4.5A, la cepa ∆mig2 presenta el mismo fenotipo que una cepa silvestre en 
presencia de glucosa. Por el contrario, al descender la cantidad de glucosa en el medio, 
un mutante para la proteína Mig2 presenta un fenotipo mitocondrial anómalo, 
caracterizado por la presencia de fragmentos y acúmulos mitocondriales. 

 
 
 
 
 
 
 



Resultados 

149 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Con el fin de confirmar que el fenotipo observado se asemeja al presentado por otros 

mutantes de fusión como ∆ups1 y ∆fzo1 analizamos la morfología mitocondrial propia 
de estas cepas. Así mismo, también se estudió la morfología presentada por mutantes en 
la ruta de fisión mitocondrial, como la proteína Dnm1. Dado que sólo observamos 
modificaciones en la morfología de estos orgánulos cuando la levadura crece en 
glicerol, a partir de este punto, los estudios se realizaron siempre en estas condiciones 
metabólicas. 

 
Como podemos observar en la figura R-4.5B, mutantes en la ruta de fisión 

mitocondrial, como es el caso del mutante ∆dnm1,  se caracterizan por presentar todas 
sus mitocondrias acumuladas en un gran agregado. Las mitocondrias de estos mutantes 
no son capaces de dividirse, originando redes complejas que contienen muchas 
ramificaciones interconectadas entre sí. En el caso de mutantes de fusión  como ∆fzo1 y 
∆ups1, la incapacidad de las mitocondrias de unirse entre sí, unida al exceso de 

Figura R-4.5A: Morfología mitocondrial en una cepa silvestre y un mutante ∆mig2 en alta y baja 

glucosa. La ausencia de la proteína Mig2 origina un fenotipo anómalo en la morfología mitocondrial 
cuando la levadura crece en presencia de glicerol.  
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episodios de división, originan fragmentos mitocondriales dispersos a lo largo de la 
célula. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

El fenotipo anómalo mostrado por el mutante ∆mig2 presenta una gran similitud al 
fenotipo propio de los mutantes ∆fzo1 y ∆ups1. Este hecho nos llevó a plantear la 
posibilidad de que Mig2 estuviera implicada en el mantenimiento de la morfología 
mitocondrial, posiblemente, a través de su participación en la ruta de fusión. Con el fin 
de comprobar esta hipótesis, decidimos verificar si la ausencia del gen MIG2 era capaz 
de revertir el fenotipo aberrante de alguno de los mutantes mostrados en la figura 
anterior, ya que está descrito que el exceso de fragmentación propio de mutantes en 
componentes de la ruta de fusión puede ser rescatado por la deleción de algunos genes 
esenciales de la ruta de fisión y viceversa (155). 
 

En primer lugar, procedimos a sustituir el gen MIG2 por HIS3 en las cepas ∆dnm1 y 
∆fzo1 y el gen UPS1 por HIS3 en la cepa ∆mig2. Para llevar a cabo dicha sustitución, 
amplificamos por PCR el gen HIS3 utilizando como molde el plásmido pFA6a-
HIS3Mx6 y los oligos apropiados para cada uno de los genes. Una vez obtenidos los 
casetes de, se transformaron las cepas correspondientes para, finalmente, generar los 
dobles mutantes FMY505 (∆dnm1/∆mig2), FMY506 (∆fzo1/∆mig2) y FMY512 
(∆mig2/∆ups1). 

Una vez obtenidos los dobles mutantes, se transformaron con el plásmido 
pRS316/Su9-RFP a modo de marcador mitocondrial y se observaron al microscopio de 
fluorescencia. 

El análisis de estas células nos permitió observar que el fenotipo mitocondrial de los 
dobles mutantes ∆fzo1/∆mig2 y ∆mig2/∆ups1 no muestra diferencias respecto al 
manifestado por los correspodientes mutantes simples. Por el contrario, el doble 
mutante ∆dnm1/∆mig2 no presenta las mitocondrias agregadas e interconectadas 

Figura R-4.5B: Morfología mitocondrial de las cepas mutantes ∆dnm1, ∆fzo1 y ∆ups1. Mutantes en 
componentes de la ruta de fisión, como Dnm1, muestran agregados mitocondriales, mientras que, 
mutantes de fusión como ∆fzo1 o ∆ups1 se caracterizan por presentar fragmentos mitocondriales. 
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propias del mutante ∆dnm1, sino que estos orgánulos se organizan formando un único 
anillo localizado en la periferia de la célula.  

El hecho de que el doble mutante ∆dnm1/∆mig2 sea capaz, al menos parcialmente, 
de recuperar la capacidad de formación de túbulos mitocondriales, parece indicar que el 
papel de Mig2 en la morfología mitocondrial se ejerce a través de su participación en la 
ruta de fusión. Un efecto curioso de esta doble mutación es el hecho de que se forme un 
único túbulo completo sin divisiones, aparentemente próximo a la membrana celular.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-4.5C: Morfología mitocondrial de las cepas mutantes ∆dnm1, ∆fzo1, ∆ups1, ∆dnm1/∆mig2, 

∆fzo1/∆mig2 y ∆mig2/∆ups1. La ausencia de la proteína Mig2 parece ser capaz de revertir parcialmente 
el fenotipo anómalo del mutante de fisión mitocondrial ∆dnm1, por el contrario, no parece tener efecto 
sobre el fenotipo de los mutantes de fusión ∆ups1 y ∆fzo1.  
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4.6.  La ausencia de la proteína Mig2 no conlleva problemas de 

segregación del mtDNA. 

Una vez confirmada la participación de Mig2 en los procesos de morfología 
mitocondrial, nos propusimos profundizar más en el estudio de la función que lleva a 
cabo en estos orgánulos.  

Los componentes de la ruta de fusión mitocondrial, al igual que sucede en todo 
sistema biológico, no tienen la misma importancia o participan de la misma manera en 
el proceso que regulan. Se ha descrito que la ausencia de proteínas fundamentales en la 
fusión, como Fzo1, provoca problemas en la segregación mitocondrial entre células 
hijas con la consiguiente pérdida de viabilidad por pérdida del mtDNA en presencia de 
sustratos no fermentables. Con el fin de comprender un poco más el papel de Mig2 en 
las mitocondrias, decidimos llevar a cabo estudios de herencia del mtDNA en una cepa 
∆mig2, así como en los dobles mutantes de esta proteína utilizados anteriormente. 

Para abordar estos estudios, las cepas Wt, ∆mig2, ∆ups1, ∆fzo1, ∆mig2/∆ups1 y 
∆fzo1/∆mig2 se crecieron en YEP con alta glucosa a 28ºC y 37ºC hasta una DO600 de 
0,3. Una vez alcanzada dicha densidad óptica se obtuvieron muestras a las 0 h, 2,5 h, 5 
h, 7,5 h y 24 h. A continuación, estas muestras se diluyeron de forma adecuada para 
permitir el crecimiento de un número cuantificable de colonias por placa. Las colonias 
se dejaron crecer durante 24 horas en placas de YEP con glucosa a la temperatura 
correspondiente y, posteriormente, se replicaron en placas de YEP con baja glucosa 
donde crecieron durante 48 horas. El porcentaje de colonias supervivientes en baja 
glucosa tras la réplica nos indica las colonias capaces de crecer en ausencia de fuentes 
de carbono no fermentables y, por tanto, es un reflejo de estabilidad del mtDNA. 

Los datos obtenidos indican que a 28ºC sólo hay dos cepas que muestran serios 
problemas de crecimiento en presencia de fuentes de carbono no fermentables, el 
mutante ∆fzo1 y la cepa derivada de ésta, la ∆fzo1/∆mig2 (Fig. R-4.6A). El resto de 
cepas no presentan problemas lo que indica que son capaces de transmitir el mtDNA a 
las células hijas.  
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Figura R-4.6A: Estudio de la herencia del mtDNA en las cepas Wt, ∆mig2, ∆ups1, ∆fzo1, 

∆mig2/∆ups1 y ∆fzo1/∆mig2 a 28ºC. Aquellas levaduras con problemas en la segregación del mtDNA 
muestran defectos de crecimiento en ausencia de fuentes de carbono fermentables. 

 

A 37ºC cuando, las condiciones son más restrictivas, hay una ligera modificación de 
la capacidad de crecimiento. Las cepas que ya presentaban dificultades de herencia del 
mtDNA a 28ºC, evidentemente, continúan mostrando los mismos problemas. Por el 
contrario, la cepa ∆ups1 que no mostraba dificultades de crecimiento a 28ºC pierde de 
forma muy acusada su capacidad para crecer en presencia de etanol. Inesperadamente, 
∆mig2 no sólo no presenta ningún problema de crecimiento a esta temperatura, sino que 
es capaz de rescatar parcialmente el fenotipo mostrado por el mutante ∆ups1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-4.6B: Estudio de la herencia del mtDNA en las cepas Wt, ∆mig2, ∆ups1, ∆fzo1, 

∆mig2/∆ups1 y ∆fzo1/∆mig2 a 37ºC. Aquellas levaduras con problemas en la segregación del mtDNA 
muestran defectos de crecimiento en ausencia de fuentes de carbono fermentables. 
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Para confirmar estos datos, las muestras obtenidas de cada una de las cepas a las 24 
horas, tanto a 28ºC como a 37ºC, se observaron al microscopio de fluorescencia tras su 
tinción con DAPI, lo que permite la visualización del mtDNA. Los datos obtenidos (no 
mostrados) coinciden con los mostrados en las gráficas anteriores. Mientras que las 
cepas Wt, ∆mig2, ∆ups1 y ∆mig2/∆ups1 son capaces de conservar el mtDNA, no se 
observa rastro alguno de éste en los mutantes ∆fzo1 y ∆fzo1/∆mig2. 

 

4.7.  La ausencia de Mig2 es capaz de revertir parcialmente los 

problemas de crecimiento en un mutante ∆ups1. 

Los datos obtenidos en el apartado anterior muestran que el doble mutante 
∆mig2/∆ups1 presenta una mayor capacidad que el mutante simple ∆ups1 a la hora de 
segregar su mtDNA. Por tanto, decidimos comprobar si la ausencia de la proteína Mig2 
tiene alguna influencia sobre la capacidad de crecimiento del mutante ∆ups1. 

Como podemos apreciar en la figura R-4.7, la ausencia de Mig2 permite que el 
mutante ∆ups1 pueda crecer en presencia de sustratos no fermentables como etanol o 
glicerol, al mismo tiempo que mejora la capacidad de crecimiento de esta cepa en un 
medio rico en glucosa. 
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Figura R-4.7: Estudio del crecimiento de las cepas Wt, ∆mig2, ∆ups1 y ∆mig2/∆ups1. La falta del 
gen MIG2 es capaz de revertir los problemas de crecimiento presentados por el mutante ∆ups1 en 
presencia de etanol y glicerol, así como mejorar la capacidad de crecimiento de esta cepa en presencia de 
glucosa.  
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DISCUSIÓN. 

 

En la introducción hacíamos referencia a la necesidad, por parte de todos los seres 
vivos, de una adaptación dinámica y constante a las fluctuaciones del medio. Los 
microorganismos, generalmente, viven en ambientes muy variables, hecho que propició 
el desarrollo de un sofisticado programa genético capaz de responder a las variaciones 
ambientales.  

En cuanto a la disponibilidad de nutrientes, de entre los múltiples azúcares presentes 
en la naturaleza la levadura utiliza de forma preferente la glucosa. Cuando esta fuente 
de carbono está presente en el medio, se activa un complejo sistema de respuesta que 
comprende la modificación en el patrón de expresión de multitud de genes, 
posibilitando la utilización del monosacárido y reprimiendo la expresión de aquellos 
genes requeridos para la utilización de fuentes de carbono alternativas.  

Las teorías actuales muestran la señalización por glucosa como un mecanismo 
dinámico generado en respuesta a estrés nutricional. Este modelo se basa en el 
establecimiento de equilibrios dinámicos entre las fracciones proteicas responsables, en 
última instancia, de la expresión génica, de tal manera que tanto la localización como 
las interacciones entre componentes, son función de la concentración de glucosa 
presente en el medio, permitiendo que la célula alcance un estado metabólico óptimo, 
resultado de la integración de multitud de señales extracelulares (222,223). 

El establecimiento de equilibrios dinámicos para la consecución de una adecuada 
regulación génica resulta razonable teniendo en cuenta que los microorganismos, de 
forma natural, crecen en ambientes sometidos a cambios constantes. De este modo, la 
célula consigue una adaptación rápida, precisa y flexible en cada situación. 

Estos mecanismos de adaptación a fluctuaciones ambientales están muy 
conservados evolutivamente. De hecho, el sistema de señalización en respuesta a 
glucosa de S. cerevisiae es, a nivel molecular, similar al presente en eucariotas 
superiores. Cuando la glucosa presente en el medio se detecta, origina una señal que se 
transmite al interior de la célula y desencadena una respuesta que, en última instancia, 
conlleva una modificación en los patrones de expresión génica con la consiguiente 
adaptación del metabolismo celular.  

La importancia del sistema de señalización por glucosa en levaduras puede verse 
reflejada en la gran complejidad que presenta. En primer lugar, la existencia de 
múltiples vías de detección y señalización de glucosa (Ras/cAMP, Gpr1/Gpa2 y 
Snf3/Rgt2) permite a la célula estimar con gran precisión la concentración este azúcar 
presente en el medio externo y generar la respuesta adecuada. Así mismo, la presencia 
simultánea de distintos reguladores transcripcionales capaces de unirse a motivos de 
DNA muy similares, pero con distinta afinidad, permite a la célula modular el grado de 
esta respuesta. Tal es el caso de los represores transcripcionales  Mig1 y Mig2. Ambas 
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proteínas presentan en su estructura motivos de dedos de zinc y son capaces de unirse a 
secuencias de DNA casi idénticas, ricas en GC. Varios trabajos demuestran que Mig1 y 
Mig2 son capaces de llevar a cabo una regulación combinada, si bien Mig1 sería el 
represor principal y Mig2 actuaría como un modulador, permitiendo este sistema de dos 
componentes una regulación más fina en respuesta a pequeñas fluctuaciones de glucosa. 
El hecho de que Mig1 sea el regulador principal puede deberse a la mayor afinidad que 
presenta por los motivos presentes en los promotores de los genes que regula (55) o bien 
a la expresión diferencial de ambos factores en función de las condiciones. En este 
sentido, se ha descrito que la expresión de MIG2 aumenta en presencia de glucosa, 
respecto a los valores mostrados en galactosa, a través de la vía Snf3/Rgt2, mientras que 
la expresión de MIG1 se encuentra controlada de forma negativa en presencia del 
monosacárido, tanto por Mig2 como por la propia proteína Mig1 (224). 

Además de la compleja regulación a la que está sometida la expresión de ambas 
proteínas y la diferente afinidad que muestran por el DNA, está descrito que tanto Mig1 
como Mig2 se unen con diferente intensidad a los motivos de unión presentes en el 
promotor del gen SUC2 (55). La existencia de dos sitios de unión, uno de alta y otro de 
baja afinidad, en un mismo promotor ha sido identificada como un mecanismo que 
permite a la célula modular la intensidad de la respuesta (225).  

Dentro del sistema de represión por glucosa del gen SUC2, componentes esenciales 
como Mig1 (31,47,43), Hxk2 (21,28,30,226) y Snf1 (35,36,48) han sido ampliamente estudiados a 
lo largo de los años, mientras que las investigaciones relativas a la proteína Mig2 son 
escasas y sólo asignan a ésta un papel modulador de la función del represor 
transcripcional Mig1. Pese a la importancia del binomio Mig1/Mig2 en la regulación 
por glucosa, resulta difícil creer que la única función de Mig2 sea actuar como represor 
secundario de Mig1. Por tanto, en este trabajo nos planteamos profundizar en el estudio 
de esta proteína a fin de poder construir un modelo más detallado de la regulación por 
glucosa del gen SUC2 y como descubrir si, efectivamente, la función de Mig2 no va 
más allá de modular el papel represor de Mig1.  

Los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis nos permiten presentar el siguiente 
modelo de regulación de SUC2 basado en equilibrios dinámicos, de tal manera que 
tanto los desplazamientos entre el núcleo y el citoplasma, como las interacciones entre 
los componentes del complejo represor, vienen definidos por la cantidad de glucosa 
presente (Fig. D-1, pág. 158). 

Cuando la glucosa está presente en el medio, se detecta por los receptores de 
membrana Snf3 y Rgt2, lo que genera una señal a través de Grr1SCF que, finalmente, 
llega hasta Rgt1. En estas condiciones, Rgt1 se encuentra hiperfosforilado debido a la 
acción de Tpk3, disociándose del complejo represor de ciertos genes como HXK2 (11) o 
MIG2 (224) y permitiendo su expresión. El heterotrímero Snf1 se encuentra, 
mayoritariamente, en su forma inactiva en el citoplasma, aunque aún existe una pequeña 
fracción del complejo en forma activa capaz de localizarse en el núcleo, fosforilar a 
Mig1 e interaccionar con Mig2 (apartado 2.2.6 de Resultados). Así mismo, la reducida 
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cantidad de Hxk2 presente en el núcleo es capaz de evitar la fosforilación de Mig1 
mediante su interacción con Mig1 y Snf1. Tanto Mig1 como Hxk2 son capaces de 
interaccionar con Mig2 en estas condiciones (apartados 2.2.5 y 2.2.6 de Resultados). 
Esta red de interacciones es capaz de mantener a los represores transcripcionales Mig1 y 
Mig2 en su conformación activa y, por tanto, la represión de SUC2 se mantiene 
(apartados 2.2.1 y 2.2.3 de Resultados). No se puede excluir la posibilidad de que la 
pequeña cantidad de Mig2 presente en el citosol se una a la fracción desensamblada de 
Snf1 y a las fracciones de Hxk2 y Mig1 presentes en este compartimento. También 
existe una pequeña fracción de Mig2 que, en presencia de glucosa, es capaz de asociarse 
a la red mitocondrial (apartado 1.9 de Resultados). 

Al disminuir la glucosa intracelular se produce la activación de ciertas quinasas 
como Sak1, Tos3 y Elm1 (aunque Sak1 es la quinasa fundamental en el sistema de 
señalización por glucosa) que fosforilan a Snf1 en su dominio de activación (227) 
provocando que una fracción muy importante de la misma se localice en el núcleo 
gracias a Gal83. Una vez en el núcleo, debido a que Hxk2 deja de interaccionar con 
Mig1 y ya no forma parte del complejo represor, Snf1 fosforila a Mig1 en la Ser311 
provocando que la mayor parte de esta proteína salga del núcleo (30). Así mismo, la 
fracción nuclear de Snf1 es capaz de interaccionar con la pequeña cantidad de Mig2 
presente en este compartimento (apartado 2.2.6 de Resultados), aunque no parece que 
Snf1 sea la quinasa responsable de la regulación de esta proteína (56). En estas 
condiciones, Hxk2 se fosforila en la Ser14 estimulandose su interacción con Xpo1 y su 
exportación nuclear (26). Aún es capaz de mantener cierta interacción con Mig2, aunque 
desconocemos el compartimento subcelular en el que ésta tiene lugar (apartado 2.2.6 de 
Resultados). En condiciones de baja glucosa, sólo una pequeña fracción de Mig1 se 
localiza en el núcleo (quizás debido a la traducción de nueva proteína, a la acción de 
Reg1/Glc7 (u otra fosfatasa) o a que no toda la proteína es fosforilada por Snf1). Este 
remanente nuclear de Mig1 mantiene, en colaboración con Mig2, cierto grado de 
represión del gen SUC2 (apartados 2.2.1, 2.2.3 y 2.2.5 de Resultados). 

También cabe destacar la presencia de una pequeña fracción de Mig2 en el núcleo, 
tanto en alta como en baja glucosa, capaz de llevar a cabo la represión del gen SUC2 en 
ausencia del represor transcripcional Mig1 (apartados 2.2.1 y 2.2.4 de Resultados). 

Con anterioridad hacíamos alusión a la importancia de una regulación precisa, fruto 
de la integración de multitud de señales del medio externo, para el mantenimiento de un 
sistema homeostático. Como indicábamos, para que la célula mantenga todos los 
parámetros dentro del rango deseado es necesario el establecimiento constante de 
ajustes a nivel metabólico, obtenidos en parte, a través de variaciones a nivel 
transcripcional, bien modificando la tasa de transcripción, bien la estabilidad del 
mRNA.  

En cuanto a la regulación por glucosa, Mig1 y, en menor medida, Mig2, juegan un 
papel fundamental en la modulación de la expresión génica. A su vez, ambas proteínas 
están sometidas a una compleja regulación por parte del monosacárido. Se ha descrito 
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que tanto Mig1 como Mig2 median la autorregulación de la vía de represión por 
glucosa, ya que la expresión del gen MIG1 se encuentra reprimida, en presencia de 
glucosa, tanto por Mig2 como por la propia Mig1 manteniendo, de este modo, unos 
niveles adecuados del represor y evitando la sobreexpresión del mismo (224). Del mismo 
modo, a lo largo de este trabajo, hemos visto como la expresión del gen MIG2 se 
encuentra regulada por Mig1 a través del mismo complejo represor encargado de 
adecuar la expresión de SUC2 a los niveles de glucosa presentes en el medio (apartados 
1.4, 1.6 y 1.7 de Resultados).  

Figura D-1: Regulación del gen SUC2. En la figura se representa el sistema de regulación tanto en alta 
glucosa (parte superior de la imagen, fondo azul) como en baja glucosa (parte inferior de la imagen, fondo 
rosa). El compartimento nuclear se encuentra a la izquierda de la membrana (representada mediante 
esferas amarillas), mientras que el citoplasma se localiza en la parte derecha. En la parte inferior derecha 
se representa la red mitocondrial. Los movimientos posibles para cada proteína en un momento 
determinado se indican mediante flechas; dos flechas orientadas en sentidos opuestos representan un 
equilibrio en su desplazamiento, en caso de que éste se encuentre desplazado, las flechas presentan 
diferentes grosores; una flecha circular indica el nicho subcelular mayoritario en esa situación metabólica. 
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El desarrollo por parte de los eucariotas de una membrana nuclear capaz de contener 
la mayor parte del material genético en su interior, da lugar a una separación física entre 
procesos tales como la replicación o la transcripción de procesos metabólicos o la 
síntesis de proteínas, entre otros. Esta separación, además, contribuye a la generación de 
un gradiente de aquellos elementos implicados directamente en la regulación de la 
expresión génica. Para regular el paso de estas moléculas entre ambos compartimentos, 
la célula desarrolló unas estructuras complejas, denominadas poros nucleares, que 
permiten la comunicación entre el núcleo y el citosol. 

Como ya se mencionó, el paso a través del complejo del poro nuclear suele ser, para 
moléculas mayores de 40 kDa, un transporte activo que requiere tanto la presencia de 
transportadores pertenecientes a la familia de las Carioferinas como un gradiente de la 
proteína Ran-GTP (Gsp1 en levaduras) entre el núcleo y el citosol (62,228). 

En este trabajo, se demuestra la presencia de una fracción de Mig2 en el interior del 
núcleo (apartado 1.9 de Resultados). Dada la importancia de esta proteína en la 
regulación de la represión por glucosa, nos planteamos el estudio de los mecanismos de 
importación y exportación de la misma al núcleo celular. 

En primer lugar, ya que el papel de esta proteína en el núcleo está ligado al represor  
transcripcional Mig1, no era ilógico pensar que ambas compartieran el mismo sistema 
de exportación (por el momento no se conoce el sistema de importación de Mig1); esta 
hipótesis la tuvimos que descartar en vista de que el mutante ∆msn5 no muestra una 
acumulación nuclear de Mig2, fenotipo esperado si Msn5 actuara como exportina de la 
proteína. Debido a que Msn5 es la única Carioferina capaz de mediar tanto en la 
importación como en la exportación, aprovechamos para comprobar si estaba 
relacionada con la importación de Mig2, teoría que rechazamos al no verificar ninguna 
alteración en la acumulación nuclear de esta proteína en el mutante ∆msn5 (apartado 
3.1.1 de Resultados). 

Tras descartar nuestra primera opción, mediante el análisis bioinformático de la 
secuencia aminoacídica de Mig2 pudimos identificar la presencia de dos posibles NLSs 
necesarias para el reconocimiento e importación de la proteína a través del sistema 
Kap60/Kap95 (89). Los estudios de localización de Mig2 mediante microscopía de 
fluorescencia, permitieron demostrar que Kap95 es imprescindible para la entrada de 
Mig2 al interior del núcleo (apartado 3.1.2 de Resultados), mientras que la presencia del 
adaptador Kap60 no parece indispensable. El hecho de no apreciar acumulación nuclear 
de Mig2 en el mutante kap95

TS tras 15 minutos a temperatura restrictiva, es un 
indicativo de que la importina-β es la encargada, en última instancia, del transporte 
mayoritario de Mig2, aunque no podemos excluir la participación minoritaria de otras 
vías como moduladoras de la vía principal de importación. 

Mediante ensayos tanto de coinmunoprecipitación como de GST pull-down 
confirmamos la interacción de Mig2 con Kap60 y Kap95, en presencia y ausencia de 
glucosa (apartado 3.1.3 de Resultados). Si bien esperábamos diferencias más acusadas 
en la intensidad de esta interacción en función de la fuente de carbono presente, no se 
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puede descartar la existencia de una regulación posterior que explique el gradiente 
núcleo-citoplasmático de Mig2 observado por microscopía. Ésta podría llevarse a cabo 
mediante regulación de la entrada del trímero importina-α•β•Mig2 (a través de la 

interacción del complejo con las Nups), o bien, mediante un aumento en la tasa de 
exportación de Mig2 en ausencia de glucosa. La interacción de Mig2 con los 
componentes de la ruta de importación respalda los resultados obtenidos mediante los 
ensayos de DNA ChIP, en los cuales observamos una fracción de Mig2 unida siempre al 
promotor del gen SUC2, aún en ausencia de glucosa (apartado 2.2.3 de Resultados), así 
como los datos de actividad invertasa que muestran cierta represión del gen SUC2 en 
baja glucosa (apartado 2.2.1 de Resultados). 

El estudio con proteínas purificadas nos permitió comprobar la existencia de una 
interacción directa entre Kap60 y Mig2, mientras que Kap95 parece unirse de forma 
indirecta al represor transcripcional (apartado 3.1.3 de Resultados). Mediante el estudio 
de estas interacciones en mutantes verificamos el mantenimiento de cierta interacción 
entre Kap95 y Mig2 en ausencia de Kap60. Estos resultados podrían explicarse a través 
de una interacción directa de Mig2 con Kap95, por la presencia de otra proteína 
adaptadora capaz de mediar la interacción entre ambas proteínas cuando la importina-α 
no está presente, o bien porque Mig2 sea arrastrada, en su entrada al núcleo, por otra 
proteína con la que interaccione.  

Como indicamos con anterioridad, se identificaron dos regiones que podrían actuar 
como NLSs. La primera está localizada dentro de uno de los motivos de dedos de zinc 
de Mig2 (NLS intercalada, 32KKRHLR37), encontrándose la segunda entre los residuos 
75 y 79. Los estudios llevados a cabo para determinar la funcionalidad de estas 
secuencias permitieron confirmar la importancia de las mismas, asignando el papel 
principal a la NLS intercalada (NLS1), si bien no descartamos una participación de la 
NLS2. La importancia de la NLS1 quedó patente al observar la falta de acumulación de 
Mig2 en el núcleo al mutar esta secuencia. Así mismo, observamos una desrepresión del 
gen SUC2, equivalente a la presentada por el doble mutante ∆mig1/∆mig2, en la cepa 
∆mig1/Mig2NLS1-GFP, indicando que Mig2 no se localiza en el núcleo y, por tanto, no 
puede llevar a cabo su papel como represor (apartado 3.1.4 de Resultados). Sin 
embargo, la mutación de la secuencia correspondiente a la NLS2 de Mig2 no impide la 
localización nuclear de la proteína, aunque disminuye la presencia de la misma en este 
compartimento. Además, la cepa mutante ∆mig1/Mig2NLS2-GFP muestra unos niveles 
de actividad invertasa intermedios entre los presentados por la cepa ∆mig1 y el doble 
mutante ∆mig1/∆mig2, indicando que Mig2 está parcial, pero no totalmente, excluida 
del núcleo (apartado 3.1.4 de Resultados). Pese a comprobar teóricamente que las 
mutaciones introducidas en la NLS1 no afectan a aminoácidos clave en la interacción 
con el DNA, sería necesario confirmar que la proteína Mig2NLS1 conserva la capacidad 
de unirse al promotor del gen SUC2. 

El mecanismo general de importación mediado por el dímero Kap60/Kap95 
comienza con el reconocimiento por parte de Kap60 de la NLS presente en la proteína a 
transportar. A continuación, Kap95 interacciona con el dominio IBB de Kap60 
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permitiendo el reconocimiento del trímero importina-α•β•cargo por las FG-Nups y su 
posterior translocación al interior del núcleo. A simple vista, parece que Mig2 se ajusta 
a este modelo, ya que, como mencionamos, interacciona de manera directa con Kap60 
pero no con Kap95. Basándonos en este modelo y en los resultados obtenidos mediante 
la generación de mutaciones puntuales de las NLSs, esperaríamos que la proteína 
Mig2NLS1 perdiera la capacidad de interaccionar con Kap60. Sorprendentemente, 
observamos que esta proteína continúa siendo capaz de interaccionar de manera directa 
con Kap60 (apartado 3.1.5 de Resultados). Por el contrario, la mutación de la NLS1 
provoca una caída bastante acusada de la interacción entre Mig2 y Kap95 en glucosa, y 
una desaparición de la misma en ausencia del monosacárido (apartado 3.1.5 de 
Resultados). Estas observaciones parecen indicar que el reconocimiento de la NLS1 se 
realiza a través de la importina-β, siendo posible que Kap60 reconozca a Mig2 a través 
de otro motivo diferente. Así mismo, parece necesaria una interacción previa entre Mig2 
y Kap60 para que el regulador transcripcional pueda ser reconocido por Kap95. 

El hecho de que se produzca una leve interacción entre Kap95 y Mig2NLS1 (apartado 
3.1.5 de Resultados), y que ésta desaparezca al eliminar Mig1 (apartado 3.1.6 de 
Resultados), plantea la posibilidad de que Mig2 utilice, además de la vía presentada, 
una segunda ruta paralela dependiente de Mig1. En esta segunda vía, Mig1 mediante su 
propia ruta de importación, posiblemente mediada por Kap95 (apartado 3.1.7 de 
Resultados), arrastraría una pequeña fracción de Mig2 al interior del núcleo, 
(recordemos que ambas proteínas interaccionan de manera constitutiva, apartado 2.2.5 
de Resultados). Otra opción sería que Mig1 y Mig2 entraran al núcleo conjuntamente, 
de tal manera que sería necesaria la interacción de ambos represores con Kap60 para 
hacer posible su reconocimiento por parte de Kap95. La existencia de esta segunda vía 
podría explicar por qué no se aprecia acumulación nuclear de Mig2 en una cepa mutante 
∆mig1. La entrada de Mig2 a través de la primera vía no sería suficiente para permitir su 
detección en este compartimento mediante microscopía de flucorescencia (apartado 1.10 
de Resultados). 

En cuanto al mecanismo de exportación de Mig2, la presencia de tres posibles 
secuencias NESs planteó la posibilidad de que Xpo1 fuera la exportina responsable de 
la salida de Mig2 del núcleo. El hecho de que Xpo1 y Mig2 sean capaces de 
interaccionar tanto in vivo como in vitro parecía apoyar esta teoría (apartado 3.2.1 de 
Resultados). Lamentablemente, la mutación de las posibles secuencias de exportación 
demostró que, por separado, ninguna de ellas era imprescindible para esta interacción o 
para la salida de la proteína al citosol (apartado 3.2.2 de Resultados). Estudios de 
localización de la proteína Mig2 en un mutante termosensible para Xpo1 demostraron 
que el represor transcripcional es capaz de salir del núcleo en ausencia de una proteína 
Xpo1 funcional (apartado 3.2.3 de Resultados). Por tanto, aunque Mig2 y Xpo1 
interaccionan, esta vía de exportación no parece ser el mecanismo principal de salida de 
Mig2.  

Según lo expuesto, el mecanismo de importación y exportación de Mig2 podría 
explicarse de la siguiente manera (Fig. D-2, Pág. 163). 
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En alta glucosa la importina Kap60 sería capaz de reconocer a la proteína Mig2 e 
interaccionar con ella, posiblemente a través de la NLS2, lo que provocaría un cambio 
conformacional en el represor que permitiría el reconocimiento por parte de Kap95 de la 
NLS1. El trímero Kap60•Mig2•Kap95 sería reconocido por las FG-Nups permitiendo su 
translocación al interior del núcleo y, por tanto, la función represora de Mig2. Una vez 
en el núcleo, debido a la alta concentración de Gsp1GTP, se produciría la interacción 
entre Kap95 y Gsp1GTP provocando la liberación del dímero Kap60•Mig2. A 

continuación, este dímero se uniría a Nup2 y a Cse1•Gsp1GTP causando la liberación 

de Mig2 en el núcleo. Así mismo, una pequeña parte de la proteína sería arrastrada al 
interior de este compartimento gracias a su interacción con Mig1, aunque tampoco se 
puede excluir que ambas proteínas entren al núcleo de forma conjunta. De esta manera, 
gracias a las dos vías de importación, Mig2 se encontraría localizada en el núcleo de 
forma mayoritaria en presencia de glucosa. En estas condiciones, una pequeña fracción 
de Mig2 saldría del núcleo mediante una ruta de exportación no identificada, aunque no 
podemos descartar una participación de la vía mediada por Xpo1. 

Tras el pase a baja glucosa, una fracción de Mig2 continúa entrando al núcleo a 
través de las vías descritas, permitiendo que siempre exista una pequeña cantidad de 
Mig2 en este orgánulo capaz de mantener cierta represión de los genes que regula, por 
ejemplo SUC2. Sin embargo, la mayor parte de Mig2 estaría siendo expulsada del 
núcleo a través de una vía sin identificar, con cierta colaboración de la exportina Xpo1; 
dicha vía se estimularía fuertemente en condiciones de baja glucosa. En el caso de la 
exportación, en el interior del núcleo, se formaría un complejo ternario entre Mig2, la 
exportina responsable y Gsp1GTP que sería reconocido por las proteínas del complejo 
del poro provocando su translocación al citosol. Una vez en el citoplasma, la hidrólisis 
de Gsp1GTP provocaría la disociación del complejo y la liberación de Mig2. En estas 
condiciones, Mig2 se encontraría de forma mayoritaria en el citosol posibilitando su 
interacción con Ups1 y, por tanto, su asociación con la red mitocondrial. 
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Figura D-2: Sistema de importación de Mig2. En la figura se representa el mecanismo de importación 
de Mig2, tanto en alta como en baja glucosa. El compartimento nuclear se encuentra en la parte izquierda 
de la imagen (fondo azul), mientras que el citoplasma se localiza en la parte derecha (fondo rosa), ambos 
compartimentos están separados mediante la membrana nuclear (representada por esferas amarillas). 
Atravesando dicha membrana se encuentran los complejos del poro nuclear (NPC). Los movimientos 
posibles para cada proteína en un momento determinado se indican mediante flechas; dos flechas 
orientadas en sentidos opuestos representan un equilibrio en su desplazamiento. 

 

En condiciones de estrés nutricional, la fracción citosólica de Mig2 interacciona con 
la proteína mitocondrial Ups1 (apartado 4.2 de Resultados), posibilitando que Mig2 se 
encuentre asociada, de forma mayoritaria, a la red mitocondrial (apartado 1.9 de 
Resultados). Esta fracción mitocondrial de la proteína Mig2 podría participar, a través 
de Ups1, en el intercambio de información entre el núcleo y la red mitocondrial para 
adecuar el metabolismo de carbohidratos a los requerimientos energéticos de la célula 
en cada momento. En este sentido, se ha descrito que proteínas de la ruta de fusión 
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mitocondrial de eucariotas superiores, como Mitofusina 2 (Mfn2), son capaces de 
desempeñar tal papel. Ratones knockdown y knockout para esta proteína presentan una 
reducción de los niveles de actividad del ciclo de Krebs y de la cadena de trasporte de 
electrones, provocando un incremento de la captación del glucosa del medio y de la tasa 
de glucolisis, así como un descenso en la síntesis de glucógeno, con el fin de mantener 
el metabolismo energético de la célula (229,230). En nuestro caso, Mig2 podría señalizar a 
la mitocondria para incrementar la respiración celular en respuesta a unos bajos niveles 
de glucosa en el medio extracelular, coordinando simultáneamente la expresión de 
genes implicados en el metabolismo de carbohidratos. 

La mitocondria está formada por dos compartimentos independientes: la matriz y el 
espacio intermembrana (EIM). Tras su síntesis en los ribosomas, las proteínas son 
dirigidas mediante diversas etiquetas a través de las translocasas de la membrana 
externa (TOM) o interna (TIM) al interior del orgánulo (231). Las proteínas del EIM 
suelen presentar señales ricas en cisteína o una presecuencia bipartita aunque, a 
menudo, carecen de tales secuencias (o bien aún no han sido identificadas). Los 
mecanismos que median la asociación de estas proteínas a la mitocondria son complejos 
y, por el momento, poco conocidos.  

Las proteínas críticas para la homeostasis lipídica, Ups1 y Ups2, se localizan en el 
EIM aunque carecen de secuencias conocidas que posibiliten tal localización. 
Recientemente, se ha descrito que ambas proteínas utilizan un novedoso sistema que 
permite su asociación con este orgánulo (153,232). En esta vía, Ups1 y Ups2 interaccionan 
con las subunidades Tom20 y Tom22 del sistema de importación de la membrana 
externa, siendo translocadas al EIM, una vez en este compartimento, Mdm35 actuaría 
como un aceptor intramitocondrial que estabilizaría ambas proteínas.  

En el caso de Mig2, al igual que ocurre con las proteínas Ups, el análisis de la 
estructura primaria no ha permitido identificar motivo alguno que explique su 
localización mitocondrial. A pesar de haber demostrado que la interacción entre Ups1 y 
Mig2 es necesaria para la asociación de esta última a la red mitocondrial en ausencia de 
glucosa, no hemos identificado el compartimento mitocondrial en el cual Mig2 está 
presente. Si bien nuestros datos sugieren, dada la localización mitocondrial de Ups1, 
que probablemente Mig2 se localiza en el espacio intermembrana. En este sentido, nos 
proponemos llevar a cabo experimentos de subfraccionamento mitocondrial para 
confirmar, de forma definitiva, la localización de Mig2 en este orgánulo.  

En cuanto al papel desempeñado por Mig2 en la red mitocondrial, el fenotipo 
mostrado por el mutante ∆mig2 en ausencia de glucosa (apartado 4.4 de Resultados) 
parece indicar su participación en el mantenimiento de la morfología de estos orgánulos. 
El hecho de que el doble mutante ∆dnm1/∆mig2 no presente una red mitocondrial 
agregada y compleja con múltiples conexiones (apartado 4.4 de Resultados) podría 
indicarnos un posible papel para Mig2 en la regulación, a través de Ups1, de la fusión 
mitocondrial.  
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Un efecto curioso de la disrupción de MIG2 en el mutante ∆dnm1 es la formación de 
un único túbulo mitocondrial, localizado en la periferia de la célula. El hecho de que 
aparezca un único túbulo parece indicar que, al menos, las membranas mitocondriales 
externas son capaces de fusionarse, mostrando que la maquinaria  de fusión (o parte de 
la misma) está operativa. La morfología y disposición de las mitocondrias en este 
mutante hace pensar que los episodios de fusión sólo son posibles en los polos de las 
mitocondrias. Sería interesante comprobar si, en usencia de Mig2, existe una 
modificación en el patrón de distribución de los principales componentes de la vía de 
fusión como Fzo1, Ugo1 y Mgm1, dentro de la mitocondria. 

Dado que no hemos sido capaces de encontrar evidencias que muestren una 
regulación de los niveles intracelulares de Ups1 por parte de Mig2 (apartado 4.4 de 
Resultados), el efecto de esta proteína sobre la morfología mitocondrial podría tener 
lugar a través de su interacción con Ups1, regulando su función.  

Una de las funciones asignadas a Ups1 es el mantenimiento de los niveles de 
cardiolipina (152). La cardiolipina es un lípido presente de manera exclusiva en la 
membrana mitocondrial interna, llegando a constituir un 20% de su composición 
lipídica. Su función es esencial para mantener la estabilidad de los complejos III y IV de 
la cadena de transporte de electrones (233), así como la del complejo Tam41-Mmp37 
(234) necesario para la asociación TIM23-PAM y, por tanto, indispensable para la 
importación de multitud de proteínas mitocondriales, así como para el procesamiento de 
Mgm1. Modificaciones en el contenido o estructura de este lípido han sido descritas en 
varias enfermedades como Parkinson (235) o el Síndrome de Barth (236). Una posibilidad 
sería que Mig2 colaborase, de alguna manera, con Ups1 en el mantenimiento de los 
niveles de cardiolipina de la célula. Sería interesante comprobar si la ausencia de Mig2 
altera, en alguna medida, la composición lipídica de la membrana mitocondrial.  

Ups1 también está asociada al correcto procesamiento de la proteína de fusión 
Mgm1 en glucosa, de tal manera que la ausencia de Ups1 provoca un desequilibrio en el 
procesamiento de la misma, desplazando éste hacia la forma l-Mgm1 (151). Ambas 
formas, l-Mgm1 y s-Mgm1, son necesarias para la actividad GTPasa de la proteína (237). 
Mgm1 parece ser clave en la fusión entre membranas mitocondriales internas y en la 
estabilidad de las crestas mitocondriales. Quizás la función de Mig2 podría estar 
asociada a la regulación del procesamiento de Mgm1 en ausencia de glucosa. Una 
posibilidad a tener en cuenta es que el efecto de Ups1 sobre Mgm1 no sea más que una 
consecuencia indirecta del cambio en la composición lipídica (a través de los niveles de 
cardiolipina) de la membrana interna, provocando la inestabilidad de la proteasa Pcp1 e 
impidiendo el procesamiento de la misma. 

 



 

 
 

CONCLUSIONES  

  



Conclusiones 

167 
 

CONCLUSIONES 

 

1. Los niveles de expresión del gen MIG2 no muestran diferencias significativas 
cuando la levadura crece en glucosa o en glicerol. 

 
2. Los 267 primeros nucleótidos de la secuencia codificante del gen MIG2 contienen 

elementos reguladores en cis indispensables para la transcripción del gen. Dentro de 
esta región, el fragmento comprendido entre las bases 16 y 131 contiene uno o 
varios elementos represores sensibles a glucosa. 

 
3. Mig1 regula la expresión de MIG2, tanto en alta como en baja glucosa, a través de 

su unión a dos sitios de la ORF de Mig2. 
 

4. Además de Mig1, las proteínas del heterotrímero Snf1 y Hxk2 forman parte del 
complejo represor de MIG2. 

 
5. La localización subcelular de la proteína Mig2 está regulada por estrés nutricional y 

oxidativo. Mig2 se acumula en el núcleo en condiciones de alta glucosa, pasando a 
asociarse a la red mitocondrial en baja glucosa o en presencia de agentes oxidantes.  

 
6. La ausencia de las proteínas Mig1 y Hxk2 dificulta la acumulación de Mig2 en el 

núcleo en alta glucosa, por el contrario, la ausencia de Snf1 parece no tener efecto 
sobre la localización de Mig2. 

 
7. Mig2 forma parte del complejo represor del gen SUC2, tanto en alta como en baja 

glucosa, con independencia de la presencia o ausencia de las proteínas Mig1, Hxk2 
y Snf1.  

 
8. Mig2 regula la expresión del gen SUC2 a través de su unión directa a los sitios 

SUC2A y SUC2B del promotor de dicho gen con independencia de la fuente de 
carbono presente. 

 
9. Mig2 utiliza el sistema de importación Kap60/Kap95 como vía de entrada al núcleo 

celular, aunque sólo la presencia de Kap95 es esencial para la misma. 
 

10. La región comprendida ente la Lys32 y la Arg37 corresponde a una NLS funcional 
indispensable para la localización nuclear de Mig2. Dicha secuencia es necesaria 
para la interacción de Mig2 con la importina Kap95. 

 
11. La carioferina Msn5 no está implicada en el transporte núcleo-citosólico de Mig2. 
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12. Aunque Mig2 interacciona con Xpo1 tanto in vitro como in vivo, ésta no parece ser 
la ruta de exportación principal implicada en la salida de Mig2 del núcleo. 

 
13. Se han identificado tres posibles NESs en Mig2, aunque la mutación individual de 

estas secuencias no parece comprometer la salida de Mig2 del núcleo. 
 

14. Mig2 interacciona físicamente con la proteína mitocondrial Ups1 de manera 
dependiente de glucosa. 

 
15. Ensayos de microscopía de fluorescencia y de fraccionamiento subcelular han 

demostrado que la presencia de Ups1 es necesaria para que Mig2 se asocie a la red 
mitocondrial en condiciones de estrés nutricional. 

 
16. Mig2 está implicada en el mantenimiento de la morfología mitocondrial, 

posiblemente a través de su participación en la ruta de fusión.  
 

17. La ausencia de Mig2 es capaz de revertir parcialmente los problemas de crecimiento 
mostrados en un mutante ∆ups1.  
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ANEXOS. 

 

A continuación se muestran las tablas con el análisis de los niveles de expresión 
tanto en la cepa silvestre como en el mutante ∆mig2. Aquellas filas sombreadas 
corresponden a genes que se comportan de forma diferente, en cuanto a su expresión, en 
ambas cepas. 
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Como resumen, se presenta una serie de tablas en las que están señalados aquellos 
genes cuyo patrón de expresión se altera a causa de la deleción del gen MIG2. 
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 FIGURE 2 
Fernández-Cid et al. 
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