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RESUMEN 
 

El control traduccional y la traducción selectiva de 
algunos mRNA representan un mecanismo regulador de las 
células para adaptarse a diversas condiciones fisiológicas y de 
estrés ambiental. En Saccharomyces cerevisiae la activación 
de la ruta de control traduccional GCN, cuyo transductor 
principal es la quinasa Gcn2p, favorece la adaptación a 
situaciones de estrés por falta de nutrientes. Gcn2p es activada 
por tRNA descargados durante condiciones de ayuno de 
aminoácidos. Gcn2p fosforila eIF2α (Sui2p) en ser51 y esto 
inhibe la traducción general de los mRNA, al mismo tiempo que 
permite la traducción selectiva de determinados mRNA que son 
necesarios para la supervivencia celular. Uno de ellos es el 
mRNA de GCN4, un factor de transcripción que regula genes 
de biosíntesis de amino ácidos entre otros. 

 
El pH intracelular modula la actividad de muchos 

sistemas celulares, pero los mecanismos de regulación y de 
percepción son en su mayoría desconocidos. Previamente en 
el grupo se han identificado dos genes de S. cerevisiae 
importantes para la tolerancia a la acidificación intracelular 
causada por ácidos débiles permeables: LEU2 y GCN2. En la 
presente tesis se ha comprobado que LEU2, funciona 
eliminando la dependencia de la absorción de leucina 
extracelular en cepas con auxotrofia para este aminoácido. 
Además, se ha profundizado en los mecanismos moleculares 
por los cuales Gcn2p responde a pH ácido intracelular. La 
acidificación intracelular activa Gcn2p probablemente por la 
inhibición de las aminoacil-tRNA sintetasas porque se observa 
la acumulación de tRNAleu descargados en condiciones sin 
ayuno de leucina. Gcn2p es requerida para el transporte de 
leucina y un mutante nulo gcn2Δ es sensible al estrés ácido si 
es auxótrofo para leucina y Gcn4p no se requiere para la 
tolerancia a ácido. Además un mutante ser51>ala en eIF2α es 
sensible a ácido, lo que sugiere que Gcn2p, mediante la 
fosforilación de eIF2α, puede activar la traducción de un 
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regulador desconocido de transportadores de aminoácidos 
distinto de Gcn4p. 

 
En relación al estrés genotóxico, evidencias previas 

muestran que Gcn2p está implicado en el control del ciclo 
celular en respuesta a daño al DNA regulando la transición de 
fase G1-S. Pero, ¿cómo ocurre esta respuesta de Gcn2p y qué 
efectores están implicados? Hemos descubierto que distintos 
agentes lesionantes del DNA activan la quinasa Gcn2p, entre 
ellos el agente alquilante MMS. Todos ellos de algún modo 
generan estrés replicativo. La caracterización genética con los 
mutantes de la ruta GCN muestra que Gcn1p/Gcn20p están 
implicados en la fosforilación de eIF2α por Gcn2p en respuesta 
a MMS. Además Gcn1p y Gcn2p pueden tener un papel 
relacionado con la toxicidad por MMS independientemente del 
control traduccional. El rastreo de diversas proteínas de control 
de daño y/o de reparación del DNA muestra que las proteínas 
Xrs2p, Tel1p y Mag1p se requieren para la activación de Gcn2p 
provocada por MMS. Las dos primeras, actúan en una ruta de 
señalización y control de daño donde el complejo MRX es 
independiente del control traduccional. La activación de Gcn2p 
también es dependiente de la proteína de reparación codificada 
por MAG1 (3-metiladenina DNA glicosilasa), la cuál es 
necesaria para la reparación del DNA debido a daño causado 
por agentes alquilantes como MMS. En la respuesta a MMS 
mediada por el control traduccional parece estar implicado el 
complejo epistático RAD52. Por lo tanto, Gcn2p está conectado 
funcionalmente con la maquinaria de reparación y/o control de 
daño en el DNA. La activación de Gcn2p por MMS está 
mediada por la inhibición de ciertas aminoacil-tRNA sintetasas. 
De ellas, parece tener un papel relevante Frs2p, la subunidad α 
de la fenilalanil-tRNA sintetasa citosólica. 
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RESUM 
 
El control traduccional i la traducció selectiva d'alguns 

mRNA representen un mecanisme regulador de les cèl·lules 
per a adaptar-se a diverses condicions fisiològiques i d'estrés 
ambiental. En el llevat, Saccharomyces cerevisiae l'activació de 
la ruta de control traduccional GCN, de la qual la quinasa 
Gcn2p és el transductor principal, afavoreix l'adaptació a 
situacions d'estrés per falta de nutrients. Gcn2p és activada per 
tRNA descarregats durant condicions de dejuni d'aminoàcids. 
Gcn2p fosforila eIF2α (Sui2p) en Ser51 i açò inhibieix la 
traducció general dels mRNA, alhora que permet la traducció 
selectiva de determinats mRNA que són necessaris per a la 
supervivència cel·lular. Un d'ells és el mRNA de GCN4, un 
factor de transcripció que regula gens de biosíntesi d'amino 
àcids entre altres. 

 
El pH intracel·lular modula l'activitat de molts sistemes 

cel·lulars, però els mecanismes de regulació i de percepció són 
majoritàriament desconeguts. Prèviament en el grup s'ha 
identificat dos gens de S. cerevisiae importants per a la 
tolerància a l'acidificació intracel·lular causada per àcids dèbils 
permeables: LEU2 i GCN2. En la present tesi s'ha comprovat 
que LEU2, funciona eliminant la dependència de l'absorció de 
leucina extracel·lular en soques amb auxotrofia per a aquest 
aminoàcid. A més, s'ha aprofundit en els mecanismes 
moleculars pels quals Gcn2p respon a pH àcid intracel·lular. 
L'acidificació intracel·lular activa Gcn2p probablement per la 
inhibició de les aminoacil-tRNA sintetases perquè s'observa 
l'acumulació de tRNAleu descarregats en condicions sense 
dejuni de leucina. Gcn2p és requerida per al transport de 
leucina i un mutant nul gcn2Δ és sensible a l'estrés àcid sí 
aquest és auxòtrof per a leucina i Gcn4p no es requereix per a 
la tolerància a àcid. A més, un mutant ser51>ala en eIF2α ès 
sensible a ácid, la qual cosa suggerix que Gcn2p, per mitjà de 
la fosforilació de eIF2α, pot activar la traducció d’un regulador 
desconegut de transportadors d’ aminoàcids diferent de Gcn4p. 
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En relació a l'estrés genotòxic, evidències prèvies 
mostren que Gcn2p està implicat en el control del cicle cel·lular 
en resposta a dany al DNA regulant la transició de fase G1-S. 
Però, ¿com ocorre aquesta resposta de Gcn2p i quins efectors 
estan implicats? Hem descobert que distints agents lesionants 
del DNA activen la quinasa Gcn2p, entre ells l'agent alquilant 
MMS. Tots ells d'alguna manera generen estrés replicatiu. La 
caracterització genètica en els mutants de la ruta GCN mostra 
que Gcn1p/Gcn20p estan implicats en la fosforilació d'eIF2α 
per Gcn2p en resposta a MMS. A més Gcn1p i Gcn2p pot 
tindre un paper relacionat amb la toxicitat per MMS 
independentment del control traduccional. El rastreig de 
diverses proteïnes de control de dany y/o de reparació del DNA 
mostra que les proteïnes Xrs2p, Tel1p i Mag1p es requereixen 
per a l'activació de Gcn2p provocada per MMS. Les dos 
primeres, actuen en una ruta de senyalització i control de dany 
on el complex MRX és independent del control traduccional. 
L'activació de Gcn2p també és dependent de la proteïna de 
reparació codificada per MAG1 (3-metiladenina DNA 
glicosilasa), la qual és necessària per a la reparació de l'DNA a 
causa de dany causat per agents alquilants com MMS. En la 
resposta a MMS mediada pel control traduccional pareix estar 
implicat el complex epistàtic RAD52. Per tant, Gcn2p està 
connectat funcionalment amb la maquinària de reparació i/o 
control de dany en el DNA. L'activació de Gcn2p per MMS està 
mediada per la inhibició de certes aminoacil-tRNA sintetasas. 
D'elles, pareix tindre un paper rellevant Frs2p, la subunitat α de 
la fenilalanil-tRNA sintetasa citosol-ica. 
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ABSTRACT 
 
Translational control and selective translation of some 

mRNAs represents a regulatory mechanism of cell to adapt to 
various physiological and environmental stresses. In 
Saccharomyces cerevisiae, activation of the translational 
control pathway GCN, whose major transducer is Gcn2p 
kinase, favours adapt to stress by nutrient starvation. Gcn2p is 
activated by uncharged tRNA in amino acid starvation 
conditions. Gcn2p phosphorylated to eIF2α (Sui2p) at ser-51 
and this inhibits mRNA general translation, while enabling 
selective translation of some mRNA that are necessary for 
cellular survival. One is GCN4 mRNA, a transcription factor that 
regulated biosynthesis gene activation between others. 

 
Intracellular pH modulates many cellular systems, but 

mechanism of regulation and perception are mostly unknown. 
Previously in the group has identified two genes of S. cerevisiae 
important for tolerance to intracellular acidification by 
permeable weak acid: LEU2 and GCN2. In this thesis, it was 
found that LEU2 works by removing the dependence of 
extracellular leucine uptake in strains with leucine auxotrophy. 
Also, it was done on the molecular mechanisms by which 
Gcn2p respond to acid intracellular pH. Gcn2p intracellular 
acidification activates probably by inhibition of aminoacyl-tRNA 
synthetase because we observe the accumulation of uncharged 
tRNAleu without leucine starvation. Gcn2p is required for leucine 
transport and knockout mutant gcn2Δ is sensitive to acid stress 
if auxotrophy for leucine and Gcn4p isn’t required for acid 
tolerance. Also, at ser51>ala eIF2α mutant is acid sensitive; this 
suggests that Gcn2p, by phosphorylation of eIF2α, can activate 
translation of unknown regulator of amino acid transporter 
different to Gcn4p. 

 
In relation to genotoxic stress, previous evidence showed 

that Gcn2p is involved in cell cycle control in response to DNA 
damage by regulating the G1-S transition. But, how Gcn2p 
response happens and what effectors are involved? We have 
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discovered that different DNA-damaging agents activated 
Gcn2p kinase, including the alkylating agent MMS. All of them 
somehow generate replication stress. The genetic 
characterization of the mutants of GCN pathway shows that 
Gcn1p and Gcn20p are involved in the phosphorylation of 
eIF2α by Gcn2p in response to MMS. Furthermore Gcn2p and 
Gcn1p may have a role associated with MMS toxicity 
independent of translational control. 

 
Screening of various checkpoint and/or DNA repair 

proteins showed that Xrs2p, Tel1p and Mag1p are required for 
activation of Gcn2p induced by MMS. Xrs2p and Tel1p 
participate in signalling and checkpoint DNA damage pathway, 
where the MRX complex is independent of translational control. 
Gcn2p activation is dependent of repair protein encoded by 
MAG1 (3-methyladenine DNA glycosylase), which is required 
for DNA damage repair due to alkylating agents such as MMS. 
In response to MMS-mediated translational control appears to 
be implicated RAD52 epistatic complex. Therefore Gcn2p is 
functionally connected with the DNA damage repair machinery 
and/or checkpoint. Gcn2p activation by MMS is mediated by 
inhibition of some aminoacyl-tRNA synthetases. Between this 
appear to have an important role Frs2p, α subunit of cytosolic 
phenylalanyl-tRNA synthetase. 
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I. INTRODUCCIÓN. 





1. Respuestas celulares al estrés.

Podemos definir como condiciones de estrés a cualquier 
alteración/es producidas en el entorno celular que provoca que 
en la célula se originen o activen mecanismos de percepción, 
regulación y respuesta que permiten su adaptación, 
crecimiento y proliferación. Los cambios en el medio externo en 
parámetros como la temperatura, el pH, concentración de 
solutos, la presencia de agentes tóxicos, la radiación, la 
variación en la disponibilidad de nutrientes, etc., pueden afectar 
al equilibrio interno, impidiendo o limitando los mecanismos 
biológicos que ocurren en condiciones normales. Estos 
desequilibrios pueden desencadenar alteraciones en procesos 
como la actividad enzimática, gradientes químicos, flujos 
metabólicos y además desestabilizar estructuras celulares y 
provocar otros cambios que al final afectan a la estabilidad 
global de la célula. 

Nosotros elegimos como organismo modelo la levadura 
Saccharomyces cerevisiae por tratarse de un organismo 
eucariota unicelular que es capaz de responder a condiciones 
de estrés y cuyos procesos biológicos básicos están 
conservados en eucariotas superiores. La respuesta celular al 
estrés se desarrolla en fases sucesivas. Primero ocurre la 
percepción de los cambios que se están produciendo en su 
entorno y la señalización a nivel intracelular para activar 
mecanismos de respuesta. Durante la segunda fase, la célula 
activa mecanismos reguladores, los cuales permiten la 
adaptación a condiciones fisiológicas y de estrés ambiental, y 
constituyen la integración de diferentes actividades celulares 
que permitan el crecimiento y la proliferación de la célula 
sometida al estrés. La adaptación al estrés en levadura tiene 
normalmente un impacto muy importante a nivel de la 
expresión génica. Pero también existen respuestas a otros 
niveles, uno de los mecanismos de adaptación rápida es el 
control traduccional y la traducción selectiva de determinados 
mRNAs (Wek et al. 2006). La respuesta transcripcional a estrés 
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es transitoria, las células responden modificando su expresión 
génica y una vez recuperado el equilibrio, estos genes 
recuperan los niveles de expresión inicial (Parrou et al. 1997). 

Todas las células experimenten una rápida 
reprogramación transcripcional en respuesta a los cambios 
ambientales mediante la movilización de activadores y 
represores de la transcripción (Hinnebusch and Natarajan 
2002). Existen diferentes mecanismos para estimular la 
activación en respuesta a estrés: como liberación del efecto 
inhibidor de un represor, regulación de la localización nuclear 
de un activador transcripcional y estimulación de la síntesis de 
un activador, como en el caso del activador transcripcional 
Gcn4p, regulado por un mecanismo de control de la traducción 
en respuesta a ayuno de aminoácidos (Hinnebusch and 
Natarajan 2002). Este último mecanismo será explicado más 
detalladamente en la presente tesis. 
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2. Control de la traducción en respuesta al estrés. La
ruta GCN. 

La ruta de control general de nutrientes (GCN, “general 
Control Noninducible or Nonderepressible”) regula la traducción 
del factor de transcripción Gcn4p (Hinnebusch 1997; 
Hinnebusch 2005), está regulación ocurre a través de la 
quinasa central de la ruta Gcn2p. Así en respuesta a la 
escasez de nutrientes S. cerevisiae activa a Gcn2p, que 
fosforila la subunidad α del factor 2 eucariótico de iniciación de 
la traducción (eIF2α) en la serina 51 (Hinnebusch 1997). eIF2 
es responsable de llevar el metionil-tRNA iniciador cargado 
(Met-tRNAi

Met) a la subunidad menor (40S) del ribosoma en el 
primer paso de la iniciación de la traducción. 

El control traduccional y la traducción selectiva de los 
mRNAs es uno de los diferentes mecanismos reguladores de la 
célula para adaptarse a cambios en las condiciones fisiológicas 
y/o condiciones de estrés ambiental (Wek et al. 2006). Aunque 
la traducción de proteínas se divide en tres pasos: iniciación, 
elongación y terminación, y las tres fases están sujetas a 
mecanismos de control, la iniciación es el paso regulado en la 
mayoría de los casos. Varios factores eucarióticos de iniciación 
de la traducción (eIFs) participan en dicha fase y la regulan, 
entre ellos los factores eIF2B y eIF2 (Kimball et al. 1998; Kleijn 
et al. 1998). La traducción es el último paso del flujo de 
información genética. Por tanto, la regulación a este nivel 
proporciona una rápida respuesta celular a cambios en las 
condiciones fisiológicas. 

Un paso fundamental en la iniciación de la traducción es 
la transferencia por eIF2 del metionil-tRNA iniciador cargado 
(Met-tRNAi

Met) a la subunidad menor del ribosoma (40S) (Proud 
2005). Este tRNA cargado se une al ribosoma en forma de un 
complejo ternario que contiene el propio Met-tRNAi

Met y GTP y 
luego, una vez reconocido el codón de iniciación, se libera en 
forma de complejo binario eIF2-GDP, que es su forma inactiva. 
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Para unir otro Met-tRNAi
Met debe regenerarse eIF2 activo 

(unido a GTP), siendo el factor eIF2B el que cataliza el 
reciclado de eIF2-GDP en eIF2-GTP (Figura 01). La forma 
activa de eIF2-GTP se requiere para cada ronda de iniciación 
de la traducción, de manera que la regulación de este paso 
puede controlar la síntesis global de proteínas en distintas 
condiciones (Hinnebusch 2005). 

La fosforilación de eIF2 en su subunidad alfa (P-eIF2α) 
transforma a eIF2α-GDP de sustrato a inhibidor competitivo de 
eIF2B (Hinnebusch 2005), lo que impide la formación del 
complejo ternario (Figura 01). Dado que la concentración de 
eIF2 normalmente excede a la de eIF2B y que la fosforilación 
de eIF2-GDP aumenta su afinidad por eIF2B, niveles muy 
modestos de fosforilación de eIF2α pueden reducir 
substancialmente la iniciación de la síntesis de proteínas, y 
alternativamente favorecer la traducción selectiva de 
determinados mRNAs (Krishnamoorthy et al. 2001), como el de 
GCN4, permitiendo a las células conservar recursos para 
manejar efectivamente las condiciones de estrés. eIF2B, el 
factor de intercambio de nucleótidos de guanina, está formado 
por cinco subunidades, codificadas por cuatro genes 
esenciales (GCD1, GCD2, GCD6, GCD7) y uno no esencial 
GCN3. Gcn3p forma parte de la subunidad reguladora, así que 
un mutante gcn3Δ es incapaz de activar la traducción de GCN4 
en condiciones de ayuno ya que eIF2B se hace resistente a la 
inhibición por eIF2α fosforilado (Bushman et al. 1993).  
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Figura 01: Modelo del control traduccional de GCN4 mediante la fosforilación de 
eIF2 por Gcn2p [modificado a partir de (Hinnebusch 2005)]. En condiciones 
normales eIF2 es activado por unión con GTP, por la acción de eIF2B y lleva el 
tRNAi

Met hasta la subunidad menor del ribosoma propiciando el inicio de la 
traducción. Los altos niveles de complejo ternario bloquean la traducción del mRNA 
de GCN4. En condiciones de ayuno de aminoácidos el acumulo de tRNA 
descargados, junto a la interacción con Gcn1p-Gcn20p activan la quinasa Gcn2p 
que fosforila eIF2 y esto inhibe eIF2B. La caída de complejo ternario, bloquea la 
traducción general y estimula la traducción específica de determinados mensajeros, 
como el de GCN4, ya que se alivia la inhibición. Gcn4p es un factor de transcripción 
que regula a numerosos genes, entre otros los de biosíntesis de aminoácidos. Los 
genes en rojo son esenciales mientras que aquellos en verde no lo son. 
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La síntesis de proteínas se inhibe por las condiciones de 
estrés para evitar el mal plegamiento de las proteínas y 
comprometer la viabilidad celular. Está respuesta forma parte 
de un mecanismo protector que se desencadena por distintos 
estímulos y se conoce como “respuesta integral o general al 
estrés”. La inhibición de la traducción se logra por 
modificaciones postraduccionales de eIF2α (Sonenberg and 
Hinnebusch 2007). Diferentes estreses activan a Gcn2p en 
levadura. Aunque la ruta canónica es en respuesta a ayuno de 
aminoácidos, se ha descrito la activación en respuesta a otros 
estreses como ayuno de purinas (Rolfes and Hinnebusch 
1993), limitación de glucosa o crecimiento en fuente de 
carbono no fermentable como etanol (Yang et al. 2000), alta 
salinidad (Goossens et al. 2001; Narasimhan et al. 2004), 
tratamiento con el agente alquilante metil metano sulfonato 
(MMS) (Natarajan et al. 2001) y tratamiento con rapamicina 
(inhibidor de las quinasas Tor1p y Tor2p) (Valenzuela et al. 
2001; Cherkasova and Hinnebusch 2003; Kubota et al. 2003). 
Se ha propuesto que Gcn2p se activa en células con ayuno de 
aminoácidos mediante inhibición de las quinasas TOR y 
consiguiente defosforilación de la serina 577 de Gcn2p 
(Hinnebusch 2005). 

En la levadura de gemación S. cerevisiae, la fosforilación 
de eIF2α controla un programa de expresión génica en 
respuesta a ayuno de nutrientes (Hinnebusch 2005). La única 
quinasa de eIF2α existente en esta levadura está codificada 
por el gen GCN2 (Krishnamoorthy et al. 2001; Wek et al. 2006). 
El ayuno de cualquier aminoácido dispara la activación de 
Gcn2p (Wek et al. 1995) y, consistentemente, Gcn2p se une a 
muchos tipos de tRNA descargados con afinidades similares, 
pero muestra una afinidad reducida por la forma cargada de 
cualquier tRNA. La activación de Gcn2p necesita dimerización 
(Qiu et al. 2001; Narasimhan et al. 2004), lo cuál depende de 
aproximadamente los últimos 160 residuos del dominio C-
terminal de la proteína (CTD), la zona más potente de 
dimerización (Garcia-Barrio et al. 2000) (Figura 02). Un tramo 
del CTD enriquecido en residuos de lisina es requerido para la 
unión a tRNA “in vitro” (Dong et al. 2000). La activación de 

8 



___________________________________________________Introducción 

Gcn2p por tRNA descargados también requiere interacción 
directa con el complejo regulador Gcn1p-Gcn20p (Garcia-
Barrio et al. 2000; Sattlegger and Hinnebusch 2005) y de este 
complejo con el ribosoma (Marton et al. 1997) (Figura 02 y 03). 
El dominio N-terminal de Gcn2p se une al dominio C-terminal 
de Gcn1p, y esta unión es ayudada por Gcn20p (Kubota et al. 
2001; Kubota et al. 2003). Se ha sugerido que el complejo 
Gcn1p-Gcn20p facilita la unión de tRNA descargados al sitio A 
del ribosoma y su posterior transferencia hasta el dominio 
HisRS de Gcn2p para la activación de su actividad quinasa 
(Hinnebusch and Natarajan 2002) (Figura 03). Se ha propuesto 
que la interacción del dominio HisRS unido a tRNA interacciona 
físicamente con el dominio quinasa para activarlo (Qiu et al. 
2001) y para ello se produce un cambio conformacional en 
Gcn2p. 

Figura 02: Esquema de la proteína Gcn2p de levadura. 
El polipéptido de 1659 residuos [numeradas en la parte superior de extremo amino 
(N) a extremo carboxilo (C) terminal] se representa de forma esquemática como 
cajas rectangulares subdivididas en las siguientes áreas funcionales: la región 
conservadas N-terminal requerida para la interacción con el complejo Gcn1p-
Gcn20p (Garcia-Barrio et al. 2000), un dominio degenerado de actividad catalítica, 
proteína quinasa o seudo quinasa (ΨPK), el dominio catalítico proteína quinasa 
(PK), un dominio relacionado con histidil-tRNA sintetasa (HisRS), y en la región C-
terminal el dominio requerido para la unión de los ribosomas y la dimerización 
(RB/DD). [Modificado a partir de (Qiu et al. 2001)]. 

Gcn2p regula la traducción selectiva del factor de 
transcripción Gcn4p. Esta regulación es ejecutada por cuatro 
pautas de lectura localizadas en la región 5’ no traducida del 
mRNA de GCN4 (uORFs, de “unstranslated Open Reading 
Frame”), que lo hacen hipersensibles a los niveles de eIF2 
(Hinnebusch 2005).  
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En células sin limitación de nutrientes, las uORFs 
bloquean eficientemente la traducción de GCN4, aunque en 
realidad son la uORF1 y la uORF4 las principales responsables 
(Abastado et al. 1991; Hinnebusch 1997). De acuerdo con el 
mecanismo de escaneo de la iniciación de la traducción, cada 
una de estas cuatro uORFs del mRNA de GCN4 debería ser 
seleccionada como sitios de iniciación antes de llegar al codón 
de iniciación de Gcn4p. Finalizada la traducción de una ORF, la 
reiniciación de otra más a la derecha (hacia el 3’) es 
generalmente poco eficiente pues el ribosoma se desprende 
del mRNA al terminar la traducción (Rodríguez Hernández 
2006). Así, la subunidad 40S que ha escaneado la uORF1 se 
une al complejo ternario (eIF2-GTP-Met_tRNAi

Met), a 
continuación se forma el ribosoma completo (al unirse la 
subunidad 60S), se traduce el péptido codificado y finalmente 
el ribosoma se libera del mRNA (separándose las subunidades 
40S y 60S), impidiendo así alcanzar las siguientes ORFs. La 
reducción de los niveles activos de eIF2 implica la reducción 
del complejo ternario, lo que permite que la subunidad 40S 
escanee y llegue hasta uORF1 pero con cierta probabilidad (en 
la figura 01 el 50%) no se una al complejo ternario y pase de 
largo continuando el escaneado hasta uORF4, en donde de 
nuevo, debido a la escasez de complejo ternario, con cierta 
probabilidad pasa de largo y continua, por lo que aumenta la 
cantidad de ribosomas que llegan a traducir GCN4 (Cigan et al. 
1988; Dever et al. 1992). Ello permite que sobre un 50% de las 
subunidades 40S que finalizaron el escaneo del uORF1 y 
uORF4 retomen el escaneo más abajo (a la derecha) e inicien 
la traducción de Gcn4p (Hinnebusch 2005) (Figura 01). 

En células sometidas a ayuno de aminoácidos se 
produce un acumuló de tRNAs descargados que estimulan la 
actividad quinasa de Gcn2p (Figura 03). La fosforilación de 
eIF2 en su subunidad α, provoca la disminución de niveles de 
eIF2 activo que alivian la inhibición por los uORFs, 
favoreciendo la traducción de GCN4 a la vez que se produce 
una inhibición general de la traducción (Hinnebusch 2005). El 
aumento en los niveles de la proteína Gcn4p estimulan la 
expresión de muchos genes, entre ellos aquellos implicados en 
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las rutas de biosíntesis de aminoácidos (Natarajan et al. 2001; 
Hinnebusch and Natarajan 2002).  

Figura 03: Modelo del papel estimulador del complejo Gcn1p-Gcn20p en la 
activación de Gcn2p por presencia de tRNA descargados. 
Gcn2p se representa como un dímero con el tRNA unido al dominio homólogo a 
HisRS (histidil-tRNA sintetasa de levadura) y activando el dominio PK (Proteína 
quinasa). Tanto el complejo Gcn1p-Gcn20p como Gcn2p pueden unirse al ribosoma. 
En este caso se postula que el tRNA descargado actúa como ligando activador para 
la unión [Modificado a partir de (Hinnebusch 2005)]. 

La traducción de GCN4 también puede inducirse 
independientemente de Gcn2p. Por ejemplo, GCN4 se induce 
durante el paso de un medio rico en aminoácidos a un medio 
mínimo de una manera dependiente de PKA y de las uORFs, 
(Tzamarias et al. 1989). Otro ejemplo es la desrepresión de 
GCN4 en un mutante bud27Δ (Gstaiger et al. 2003), proceso 
que ocurre por rutas dependientes e independientes de Gcn2p 
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a la vez. Aunque el mecanismo de esta inducción es aún 
desconocido se postula que requiere la participación de eIF2B. 

Por otro lado, en la actividad del factor de transcripción 
Gcn4p influyen procesos reguladores que actúan sobre su 
estabilidad o su función (Rodríguez Hernández 2006). En este 
último caso es importante Cpc2p, como proteína que inhibe la 
actividad Gcn4p (Hoffmann et al. 1999; Hinnebusch and 
Natarajan 2002), o la ubiquitilación de H2B por Paf1p, que 
inhibe la unión de Gcn4p al promotor de ARG1 (Crisucci and 
Arndt 2012). 

En mamíferos, la fosforilación de eIF2α es controlada 
por cuatro proteína quinasas (Dever 2007). Estás son la 
quinasa dependiente de RNA de doble cadena, PKR (de 
“double-stranded RNA activated protein kinase” 
=PRKR=EIF2AK2), el inhibidor controlado por grupos Hemo, 
HRI (de “Haem-regulated inhibidor”), la quinasa de eIF2α 
pancreática o proteína quinasa del retículo endoplasmático 
similar a PKR, PER/PERK (de “pancreatic eIF2α/PKR-
endoplasmic reticulum-related kinase”) y la quinasa central del 
control general de nutrientes GCN2 (de “general control 
nonderepressible-2”), cada una de las cuales se activa por 
distintos estreses que disminuyen la síntesis de proteínas. PKR 
por presencia de RNA de doble cadena después de la infección 
por virus (Meurs et al. 1990; Icely et al. 1991; Mellor et al. 
1994b), HRI en deficiencia de grupos hemo, y por choque 
térmico y osmótico (Chen et al. 1991; Mellor et al. 1994a), 
PEK/PERK activado por proteínas mal plegadas en el retículo 
endoplasmático (Harding et al. 2000) e hipoxia y GCN2 
activado por limitación de nutrientes (Yang and Hinnebusch 
1996; Hinnebusch 1997) e irradiación con luz ultravioleta 
(Figura 04). La activación de cualquiera de las quinasas 
conduce a una inhibición general de la iniciación de la 
traducción consistente con la supresión de los niveles del 
complejo ternario y además estimula específicamente la 
traducción del mRNA de ATF4.  
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Llama la atención, que GCN2 de mamíferos parece 
regular la memoria (Costa-Mattioli et al. 2007) y la conducta 
(Hao et al. 2005) a través del mismo mecanismo traduccional 
que señaliza la disponibilidad de aminoácidos en levadura, i.e., 
en respuesta a tRNA descargados. Al ser una de las vías 
principales que regula la proliferación celular además de el 
control de la traducción, la fosforilación de eIF2α está 
involucrada casualmente en el desarrollo de patologías 
humanas como el cáncer, enfermedades cardiovasculares, 
envejecimiento y diabetes (Costa-Mattioli et al. 2007). Queda 
por determinar cómo la fosforilación de eIF2α contribuye a las 
condiciones de estás enfermedades. 

Gcn2p es la única quinasa de eIF2α conservada en la 
evolución en hongos, plantas y animales (Sood et al. 2000; 
Costa-Mattioli et al. 2009). En la planta modelo Arabidopsis 
thaliana se ha identificado un ortólogo de Gcn2p, AtGCN2, que 
restaura el crecimiento en el mutante gcn2Δ de levadura en 
presencia de un inhibidor de la biosíntesis de aminoácidos 
(Zhang et al. 2003). AtGCN2 responde a condiciones de 
privación de aminoácidos y purina, choque por frío, reacción a 
herida e irradiación UV, fosforilando eIF2 (Lageix et al. 2008; 
Zhang et al. 2008). La actividad de AtGCN2 correlaciona con 
una disminución de la síntesis global de proteínas (Lageix et al. 
2008). Se desconoce el significado fisiológico de la fosforilación 
de eIF2 en plantas, pero la activación de AtGCN2 después de 
producirse una herida o por tratamiento con las fitohormonas 
ácido salicílico, metil-jasmonato o aminociclopropano-1-
carboxílico (ACC; precursor de etileno), sugiere que AtGCN2 
puede desempeñar un papel importante, pero todavía no 
caracterizado, en respuesta a estrés abiótico y biótico (Lageix 
et al. 2008). 
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Figura 04: Esquema de las quinasas de eIF2 en mamíferos. 
Muchas condiciones de estrés producen la fosforilación de factor de iniciación 
eucariótico-2α (eIF2α), que se lleva a cabo por cuatro proteínas quinasas distintas: 
“general control nonderepressible-2” (GCN2), proteína quinasa dependiente de RNA 
(PKR), inhibidor regulado por grupo Hemo- (HRI) y quinasa del retículo 
endoplasmático similar a PKR (PERK). eIF2α es una subunidad de eIF2 (junto con 
eIF2β y eIF2γ) que es parte del complejo ternario. El complejo ternario formado por 
eIF2-GTP y Met-tRNAi

Met. Una vez se entrega el tRNAi al ribosoma, GTP es 
hidrolizado durante la iniciación de la traducción, eIF2 necesita recargarse después 
de cada ronda de la iniciación. Esta activación se lleva a cabo por el intercambiador 
de GDP a GTP, eIF2B. La fosforilación de eIF2α inhibe el intercambio por eIF2B. 
Dando como resultado la inhibición de la traducción global y la traducción selectiva 
de un subconjunto de mRNA que permite a las células adaptarse a condiciones de 
estrés. RE, retículo endoplasmático, UV =ultravioleta. Modificado de (Holcik and 
Sonenberg 2005). 
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3. Estrés ácido.

A. La homeostasis del pH en levadura. 

La homeostasis del pH intracelular es una actividad 
fundamental para las células vivas (Gillies 1981; Harold 1986), 
ya que este parámetro afecta a la mayoría de funciones 
celulares, incluyendo el crecimiento (Gillies 1981; Epel and 
Dubé 1987; Perona and Serrano 1988) y la muerte (Gottlieb et 
al. 1996; Ludovico et al. 2001), además de procesos 
fisiológicos y metabólicos como la glucólisis y gluconeogénesis, 
entre otros. Las respuestas celulares a la acidificación 
intracelular pueden constituir un mecanismo de transducción de 
señal ancestral y se ha propuesto que, el estrés ácido 
generado por ácidos carboxílicos durante la fermentación de 
azúcares determinó la evolución temprana de bombas de 
protones en las bacterias primitivas (Raven and Smith 1976). 

En levadura, la H+-ATPasa de la membrana plasmática 
(Pma1p) genera un gradiente electroquímico de protones que 
impulsa el transporte activo secundario y regula el pH 
intracelular y extracelular (Serrano 1991). Esta bomba de 
protones es activada por la acidificación intracelular (Eraso and 
Gancedo 1987) y su actividad es crucial para la tolerancia al 
estrés ácido intracelular causado por ácidos débiles (Vallejo 
and Serrano 1989; Holyoak et al. 1996; Macpherson et al. 
2005). El mecanismo ocurre del siguiente modo: los ácidos 
débiles como el acético cruzan la membrana plasmática en 
forma no disociada, abundante en el medio extracelular de pH 
ácido, y al llegar al citoplasma se disocian soltando un protón 
debido a que el pH citosólico, del orden de 7,2-7,4, es mayor 
que el pKa del ácido. Las formas aniónicas resultantes de la 
disociación de los ácidos débiles en el interior celular se 
retienen, mientras que los protones son secretados al exterior 
celular mediante la H+-ATPasa de la membrana plasmática 
codificada por el gen esencial PMA1 (Serrano 1989), con el 
consiguiente consumo energético en forma de ATP. Dada la 
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necesidad de un equilibrio eléctrico durante el bombeo de 
protones, el transporte de potasio (K+) al interior de la célula 
también se activa en condiciones de acidificación intracelular 
(Yenush et al. 2002). En este caso, el mecanismo molecular es 
parcialmente conocido. Se ha identificado una interacción 
sensible al pH entre la proteína fosfatasa Ppz1p y su subunidad 
inhibidora Hal3p (Yenush et al. 2002; Yenush et al. 2005). Las 
concentraciones de K+ son el principal determinante de varios 
parámetros fisiológicos como el volumen celular, la turgencia, o 
la fuerza iónica citoplasmática (Wyn Jones and Pollard 1983; 
Serrano 1996). La homeostasis del potasio es regulada, entre 
otros, por el sistema transportador Trk1p-Trk2p, que acumula 
potasio en el interior de la célula en contra del gradiente 
químico (Mulet et al. 1999; Ramirez and Peña 2000). A pH 
intracelular alto (7,2-7,4) Hal3p no puede unirse a Ppz1p, que 
defosforila Trk1p e inhibe su actividad. Ello tiene sentido 
fisiológico porque el pH intracelular alto correlaciona con 
concentraciones altas de K+ intracelular debido al intercambio 
“protón expulsado-potasio tomado” que hacen las células. A pH 
intracelular bajo, Hal3p se une e inhibe a Ppz1p, y esto se 
traduce en aumento de la fosforilación y la activación de Trk1p, 
el principal transportador de alta afinidad de K+ inactivado por 
Ppz1p. De acuerdo con esta evidencia, el pH intracelular bajo 
correlaciona con concentraciones bajas de K+ intracelular ya 
que cuando este catión sale de las células estas toman 
protones (Yenush et al. 2002). Las proteínas quinasa Hal4p-
Hal5p activan Trk1p aumentando así la toma de K+ y 
disminuyendo el potencial de membrana (Mulet et al. 1999; 
Ariño et al. 2010). Hal4p-Hal5p son importantes determinantes 
de la homeostasis iónica y de tolerancia a sal en S. cerevisiae. 
(Mulet et al. 1999). 

El pH intracelular es un parámetro estrechamente 
regulado con un papel permisivo para muchas funciones 
celulares. El pH intracelular puede tener una función reguladora 
actuando como un segundo mensajero de las condiciones de 
estrés externas (Perona and Serrano 1988; Felle 2001; Yenush 
et al. 2005; Pedersen 2006). La concentración de protones (H+) 
libres en las células está en el mismo rango, 10-6-10-7 M, que la 

16 



___________________________________________________Introducción 

concentración de calcio libre. El papel del calcio como 
mensajero secundario o señal reguladora está bien establecido 
pero la función reguladora del protón es poco conocida. Los 
dominios de proteínas especializadas en la unión de calcio 
(motivos tipo mano EF y motivos C2) actúan como receptores 
de calcio, pero los protones se unen a todas las proteínas, 
cuyos grupos histidina constituyen un importante tampón 
celular (Hochachka and Somero 2002). En consecuencia, se 
han identificado muy pocos receptores de protones implicados 
en regulación celular. 

En las células de levadura hay dos vías de señalización 
activadas por acidificación intracelular. La proteína quinasa A 
(Tpk1p-Tpk3p) es activada por adenosin monofosfato cíclico 
(cAMP) producido por la adenilato ciclasa (Cyr1p) en respuesta 
a la acidificación intracelular a través de Ras1p (Stark 2004). 
La relevancia de esta vía para la tolerancia a estrés ácido es 
desconocida. La vía Hog1p MAP quinasa es activada en 
respuesta a varios tipos de estrés (calor, osmótico y oxidativo) 
y también por la acidificación citosólica (Schüller et al. 1994). 
La mayoría de los genes inducidos por la acidificación 
intracelular depende de los factores de transcripción Msn2p y 
Msn4p, que están regulados por la MAP quinasa Hog1p y 
forman parte de la "respuesta general de estrés" (Gasch et al. 
2000; Causton et al. 2001; Schüller et al. 2004). La mutación de 
estos genes (con la excepción de PDR12) no afecta a la 
tolerancia a ácidos orgánicos débiles utilizados para generar la 
acidificación intracelular (Schüller et al. 2004). No obstante, 
Hog1p es importante debido a que es activado por fosforilación 
y desencadena la endocitosis de Fps1p, la porina utilizada por 
el ácido acético para entrar en las células (Mollapour and Piper 
2007). 

El rastreo de la colección de mutantes nulos de levadura 
(Winzeler et al. 1999; Giaever et al. 2002) para la sensibilidad 
al estrés ácido intracelular generado por ácidos orgánicos 
débiles (Mollapour et al. 2004; Schüller et al. 2004; Kawahata 
et al. 2006; Mira et al. 2010a), ha identificado un grupo de 
genes de levadura requeridos para la tolerancia al ácido. Las 
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funciones celulares representados en la mayoría de los 
estudios son: la biosíntesis de triptófano (TRP1, TRP2, TRP5), 
biosíntesis del ergosterol (ERG2, ERG3, ERG6, ERG28), flujo 
de salida de carboxilatos (PDR12), la absorción de potasio 
(TRK1), el transporte de leucina (BAP2), el bombeo de 
protones en la vacuola (subunidades de H+-ATPasa vacuolar: 
TFP1, VMA2, VMA22), el tráfico de vesículas (VPS16, VPS24, 
PEP5), la glucólisis (PFK1, PFK2, TPD3, PDC1) y factores de 
transcripción (GAL11, WAR1). 

Estos resultados “ómicos” han confirmado algunos de 
los mecanismos de homeostasis del pH intracelular, tales como 
la inhibición de la captación de triptófano por ácidos orgánicos 
débiles y la necesidad de la biosíntesis de triptófano en estas 
condiciones (Bauer et al. 2003). PDR12 codifica un ABC (“ATP 
Binding Cassette”) ATPasa que cataliza el flujo de salida de 
aniones orgánicos (Piper et al. 1998) y WAR1 codifica un factor 
de transcripción específico para la expresión de PDR12 
(Schüller et al. 2004). La biosíntesis de ergosterol se requiere 
para la localización correcta de  transportadores de la 
membrana plasmática y muchos de ellos podrían ser 
importantes para la tolerancia al estrés ácido (Klemm et al. 
2009). Por otra parte, el tráfico de vesículas esta controlado por 
el pH celular (Brett et al. 2005). Los mutantes nulos de la H+-
ATPasa vacuolar no crecen en medios con valores bajos de pH 
(Serrano 1991), y el importante papel de la fosfofructoquinasa 
(PFK1 y PFK2) se han descrito por estudios bioquímicos que 
muestran la inhibición de esta enzima limitante de la glucólisis 
por pHs ácidos (Krebs et al. 1983; Holyoak et al. 1996). 

B. Ácidos orgánicos como conservantes 
alimentarios. 

Bases químicas de los ácidos débiles. 

La acción antimicrobiana de los ácidos orgánicos 
aumenta con la disminución del pH. Está acción se fundamenta 
en la inhibición del crecimiento de microorganismos en 
alimentos de origen vegetal tanto sólidos como líquidos que 
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tienen un pH ácido. La base bioquímica de tal fenómeno es 
común a pesar de la variabilidad estructural existente entre los 
ácidos débiles. En solución acuosa ligeramente ácida, los 
ácidos débiles se encuentran en equilibrio dependiente del pH 
entre la forma no disociada del ácido (R-COOH) y sus 
respectivos aniones (R-COO-), e.g. ácido acético/acetato (Piper 
et al. 1998; Lambert and Stratford 1999). Un ácido débil por 
definición es aquel que es capaz de aportar protones (H+) al 
medio pero también es capaz de aceptarlos, y dentro de estos 
se incluyen los ácidos orgánicos. La constante de equilibrio de 
disociación de la reacción de equilibrio ácido-base nos mide el 
nivel de disociación: 

La constante de acidez (Ka) que mide el grado de 
disociación iónica (aunque es más común expresarlo como pKa 
= -logKa) que nos da la concentración de la forma no disociada 
del ácido, un pKa alto se corresponde a un ácido débil, el pKa 
del ácido acético en disolución acuosa a 25ºC es 4,76: 

El valor de pH en el cuál coexiste la misma proporción 
de ácido no disociado y sus respectivos iones cargados se 
define como pKa (Lambert and Stratford 1999). La proporción 
de ácido disociado y no disociado se suele calcular mediante la 
ecuación de Henderson-Haseelbalch: 

Los ácidos débiles como acético, benzoico, propiónico y 
sórbico son los principales ácidos orgánicos conservantes de 
alimentos de origen vegetal (con pH ligeramente ácido debido 
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al contenido de las vacuolas) usados en la industria alimentaria 
(Primo-Yúfera 1997). El mecanismo de acción de los ácidos 
débiles como conservantes consiste en la difusión del ácido 
lipofílico no disociado a través de la membrana plasmática 
hacía el citoplasma. De modo que en el exterior celular, a un 
pH menor que el pKa del ácido débil, se favorece la forma no 
disociada, estado en que ejercen con más vigor su acción 
antimicrobiana los ácidos débiles, favoreciendo la entrada a las 
células por difusión a través de la membrana plasmática o a 
través de porinas, proteínas de membrana que forman poros 
para el transporte de moléculas pequeñas y sin carga. 
Recientemente ha sido descrito que el ácido acético puede 
entrar en la célula de levadura por difusión facilitada mediante 
la porina Fps1p (Mollapour and Piper 2007). En el citoplasma, a 
un pH próximo a la neutralidad (pH=7-7,5) se produce la 
disociación del ácido con la liberación de H+ y su 
correspondiente contraión (R-COO-) (Mira et al. 2010a). Debido 
a su carga estos iones no son capaces de cruzar la membrana 
y se acumulan en el interior celular, con la consiguiente 
acidificación del medio interno y posible toxicidad del anión 
(Krebs et al. 1983) (Figura 05). En función del pH del medio y 
del pKa del ácido débil habrá un acumulo mayor o menor de 
formas tóxicas, aunque es difícil separar el efecto del pH ácido 
y el efecto del anión del ácido débil dentro de la célula. La 
actividad antimicrobiana puede tener otras aplicaciones, así 
está descrito que ácidos débiles de cadena corta, en particular 
ácido acético, potencian la acción fungicida de fluconazol (un 
inhibidor de la síntesis de esteroles) hacía Candida albicans en 
condiciones donde el fungicida solo no es efectivo (Moosa et al. 
2004).  

Efectos celulares en la levadura. 

En condiciones aerobias S. cerevisiae puede usar ácidos 
orgánicos de cadena corta, como fuente de carbono (Thomas 
et al. 2002). Para adaptarse a está fuente pobre de carbono se 
producen cambios metabólicos (Paiva et al. 2004). La 
maquinaria de traducción se moviliza y se activa también la 
biogénesis mitocondrial (Flores et al. 2000). La glucosa se 
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metaboliza a través de la glucólisis y reprime la expresión de 
genes involucrados en la gluconeogénesis, la respiración y en 
el metabolismo de otras fuentes de carbono (Gancedo 1998). 
El acetato es un sustrato no fermentativo, que se metaboliza a 
Acetil-CoA y entra en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y en 
el del glioxilato (Flores et al. 2000).  

Figura 05: Respuesta adaptativa a estrés ácido en levadura. 
El esquema muestra la difusión simple de un ácido débil a través de la membrana 
plasmática, la disociación en el citoplasma a pH más neutro (pH≈7). Se producen 
cambios en la pared celular y la membrana plasmática, así como la activación de las 
H+-ATPasa citoplasmática como vacuolar para mantener la homeostasis del pH. 
Modificado de (Mira et al. 2010b).

Además de afectar la homeostasis del pH interno, los 
ácidos débiles también tienen un impacto en la organización y 
la función de los lípidos en las membranas celulares, con 
tendencia a ser más inhibitorios cuando se vuelven más 
hidrofóbicos (Stratford and Anslow 1996; Piper et al. 1998; 
Fernandes et al. 2003). Está pérdida de integridad de la 
membrana plasmática altera la permeabilidad a iones y 
pequeños metabolitos (Mira et al. 2010b). Un menor gradiente 
de pH provoca la inestabilidad de los transportadores de 
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membrana, afectándose el transporte activo (Piper et al. 1998). 
Cuando un cultivo de levadura en crecimiento exponencial es 
sometido a una concentración inhibitoria de ácido débil, se 
produce una parada transitoria del crecimiento y la población 
de células entra en un período de latencia. Durante esta fase 
se produce una reducción de la viabilidad celular dependiendo 
del nivel de estrés inducido por el ácido débil y de la gravedad 
de la inhibición del crecimiento. El crecimiento exponencial se 
puede reanudar después de un periodo de tiempo más o 
menos prolongado (Mira et al. 2010b). Está inhibición del 
crecimiento tiene varias causas. Así el pH ácido inhibe la 
fosfofructoquinasa y por tanto la glucólisis, y en consecuencia 
se produce una caída de los niveles de ATP (Pearce et al. 
2001). En condiciones de un estrés ácido severo se activa el 
programa de muerte celular (Ludovico et al. 2001) después de 
la liberación del citocromo C mitocondrial al citosol y la 
producción de especies reactivas de oxígeno (Ludovico et al. 
2002). 

La adaptación a estrés ácido suave desencadena 
diferentes respuestas, destacando la activación de las H+-
ATPasas de membrana plasmática y vacuolar que bombean 
protones fuera del citosol para restablecer la homeostasis de 
pH. La remodelación de la membrana plasmática, en concreto 
el grado de saturación de los lípidos que afecta a la 
permeabilidad pasiva, y la pared celular, que resulta debilitada 
por el pH ácido, son otras respuestas importantes (Figura 05). 
La eliminación de aniones de los ácidos débiles es esencial, y 
varios transportadores específicos han sido descritos en 
relación a distintos ácidos débiles y en particular 
transportadores relacionados a resistencia multi-drogas (PDR 
de “pleitropic drug resistance” y MDR de “multidrug resistance”) 
(Mira et al. 2010b). 
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4. Estrés genotóxico.

A. Rutas de control de ciclo celular en respuesta a 
lesiones en el DNA. 

Las células eucariotas sufren continuamente daños en 
su DNA por agentes ambientales genotóxicos que pueden ser 
físicos como radiación ionizante (IR) y luz ultravioleta (UV) o 
químicos como los agentes quimioterapeúticos usados en 
tratamiento de distintos tipos de cáncer. Así, algunas de las 
lesiones provocadas por estos genotóxicos son: alquilaciones 
en guaninas provocadas por metil metano sulfonato (MMS) o 
temozolomida, entrecruzamientos de hebras provocado por 
cisplatino, mitomicina C (MMC), psolareno o gas mostaza 
nitrogenada, inhibidores de topoisomerasas como 
camptotecina (CPT) y etoposido que producen SSB (de “simple 
strand break”) y DSB (de “double strand-break”) 
respectivamente. (Ciccia and Elledge 2010). Otra fuente de 
daño al DNA son condiciones de estrés endógeno que resultan 
en errores en la replicación del DNA y son causados por 
subproductos de procesos intracelulares como especies 
reactivas del oxígeno (Lindahl 1993).  

Los “checkpoints” o controles de daño al DNA, son rutas 
de señalización no esenciales que controlan la capacidad de 
detener la progresión del ciclo celular y activar programas de 
expresión génica en respuesta al daño en el DNA, favoreciendo 
así la reparación del mismo (Lowndes and Murguia 2000; Zhou 
and Elledge 2000; Bartek and Lukas 2007). Muchos de estos 
genes están regulados transcripcionalmente y responden 
también a diversos estreses (Clémenson and Marsolier-Kergoat 
2009). Estas rutas regulan todas las respuestas celulares a 
daño en el DNA (DDR) como modificación de histonas, 
cambios postraduccionales de proteínas implicadas en 
reparación del DNA y desencadena la apoptosis o muerte 
celular programada (Clémenson and Marsolier-Kergoat 2009). 
Los defectos en la señalización del daño al DNA impiden la 
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capacidad de reparación de lesiones, produciendo 
predisposición a cáncer en seres humanos (Nyberg et al. 
2002). El daño al DNA no reparado produce inestabilidad 
genómica, apoptosis o senescencia, lo cuál afecta 
enormemente al desarrollo de los organismos y a procesos de 
envejecimiento así como a inmunodeficiencias y desordenes 
neuronales. Los estudios de respuestas celulares a agentes 
que dañan al DNA desde levaduras a humanos han revelado 
que muchas de las mismas proteínas clave se emplean para 
reparar el daño al DNA en todo el reino eucariota, 
manteniéndose la arquitectura básica de las rutas de 
“checkpoint” de daño al DNA a través de la evolución. 

El mejor ejemplo para ello lo constituye la familia génica 
que codifica las proteínas quinasas conocidas como PIKK 
(proteínas quinasas similares a fosfatidil-inositol 3-quinasa) la 
cuál incluye a ATM (proteína ataxia telangiectasia mutada 
presente en mamíferos y plantas), la serina/treonina quinasa 
ATR (llamada proteína relacionada con ataxia telangiectasia o 
“ATM-Rad3-related protein” presente en mamíferos y plantas), 
rad3+ (Schizosaccharomyces pombe), Tel1p y Mec1p (S. 
cerevisiae) (Zhou and Elledge 2000; Abraham 2001). Tel1p es 
homólogo de ATM mientras que Mec1p está relacionado con 
ATR y rad3+. La deficiencia de ATM en las células de 
mamíferos conduce al síndrome de ataxia telangiectasia, un 
síndrome de predisposición a cáncer, caracterizado por 
hipersensibilidad a genotoxinas que producen roturas de doble 
hebra (Abraham 2001). 

La activación del mecanismo de control de daño al DNA 
resulta en parada del ciclo celular durante las fases G1 o G2 en 
respuesta al DNA dañado (Lydall and Weinert 1996). El punto 
de control de fase G1 induce la detención del ciclo celular en o 
antes del punto de comienzo o “start”, antes de convertirse en 
células irreversiblemente comprometida con el próximo ciclo 
celular (Finn et al. 2011). También ocurre una disminución en la 
velocidad de replicación del DNA y de la progresión del ciclo 
celular cuando el daño aparece durante la fase S (Lowndes 
and Murguia 2000). Dicho control evita la aparición de orígenes 
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tardíos de replicación cuando la replicación se halla bloqueada 
(Santocanale and Diffley 1998). El bloqueo de la replicación 
puede deberse a la inhibición de la síntesis por ayuno de 
desoxirribonucleótidos fosfatos (dNTPs) o por estrés que 
alteran las proteínas de replicación y ambos desencadenan un 
control de daño. Existe también un control mitótico interno 
(Figura 06).  

Los sensores detectan daño en el DNA manifestado por 
anomalías estructurales. Existen varias proteínas que 
funcionan coordinadamente como complejos multiproteicos que 
se consideran como los verdaderos sensores de daño al DNA, 
o los más cercanos a ellos, y forman parte de los controles de
daño en G1 y G2. La mayoría de estos complejos fueron 
identificados por estudios genéticos de amplio espectro 
realizados en levadura, donde defectos en los controles de 
daño al DNA causan hipersensibilidad a agentes genotóxicos 
(Menacho-Marquez 2007). 

Figura 06: Ciclo celular y puntos de control en S cerevisiae. 
En el esquema se describe los fenómenos que ocurren en la célula en cada fase del 
ciclo, así como la morfología característica de cada fase. Indicando algunos de los 
puntos de control del ciclo celular; G1 que bloquea en el comienzo o start, intra-S 
que reduce la tasa de replicación, el punto de control de la transición G2-M que 
arresta el ciclo en está transición y el control mitótico interno [Modificado de (Finn et 
al. 2011)]. 
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En S. cerevisiae el regulador central de las vías de 
control de daño al DNA es Mec1p. Mec1p forma parte de un 
complejo multiproteico con Lcd1p (también conocida como 
Ddc2p o Pie1p), el cuál se recluta en las lesiones al DNA y es 
esencial para los “checkpoint” de daño y replicación de DNA 
(Paciotti et al. 1998), en concreto para el control de daño en la 
fase S (Longhese et al. 2003). Experimentos “in vitro” 
demuestran que el complejo Mec1p-Lcd1p se une al DNA 
(Rouse and Jackson 2002 a), por lo tanto este complejo podría 
considerarse como un autentico sensor de daño al DNA. 
Adicionalmente, Mec1p muestra un papel redundante con 
Tel1p tras el daño al DNA (Morrow et al. 1995) Resulta 
interesante que los ortólogos humanos de Mec1p y Dcd2p, 
ATR y ATRIP, exhiban características similares. Mec1p, y su 
ortólogo ATR, tienen un papel en la transducción de señal de 
variedad de lesiones en el DNA y de estrés replicativo, como 
estancamiento de la horquilla de replicación, mientras que 
Tel1p y ATM responden específicamente a roturas de doble 
banda en el DNA (DSB) (Nyberg et al. 2002; Longhese et al. 
2003). 

Se considera el complejo abrazadera o “RFC-like” 
(Rad24p-Rfc2-5p) y el cargador del complejo abrazadera o 
“PCNA-like” (Rad17p-Mec3p-Ddc1p) como sensores de daño 
en las primeras fases de reconocimiento del mismo en G1, G2 
y en menor extensión en fase S (Branzei and Foiani 2006). En 
todos los puntos de control tiene gran importancia las proteínas 
adaptadoras/mediadoras Rad9p y Mcd1p. Mcd1p se requiere 
para la activación del punto de control en fase S. Sgs1p es 
también parte del control de fase S en una rama paralela a la 
de Rad24p, pero no funciona en los controles de daño al DNA 
de G1 o G2-M (Frei and Gasser 2000). Se han identificado 
ortólogos de las proteínas mencionadas anteriormente, y otras 
implicadas en estos mecanismos de control de daño en el 
DNA, en muchas especies incluyendo humanos (Tabla 1). 

Aunque existe una vasta variedad de lesiones, todas 
ellas generan una eficiente respuesta al daño al DNA. Por lo 
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tanto, parece lógico pensar que existe un “adaptador” que 
reclute las proteínas necesarias para la señalización del sitio de 
daño y su procesado, o que se produzca un procesado de las 
lesiones para llegar a una estructura común más fácilmente 
reconocible por los complejos. Las evidencias sugieren que 
tras el daño al DNA se genera una estructura intermedia 
desconocida, probablemente por su naturaleza transitoria, que 
es reconocida por los distintos complejos de control de daño. 
Una estructura candidata es el DNA de simple hebra o 
monocatenario (ssDNA del término “single-stranded DNA”). 
Apoya está hipótesis por un lado la generación de está 
estructura durante diferentes vías de reparación, por otro lado, 
está la proteína RPA (“replication protein A” codificada por 
RFA1) que esta relacionada con el reconocimiento de estrés 
replicativo. RPA normalmente cubre los ssDNA formados en 
procesos de reparación y en mutantes carentes de la misma se 
observa un deficiente control del daño al DNA y por último los 
complejos Mec1p-Lcd1p y RPA pueden ser purificados a partir 
de extractos celulares mediante ssDNA (Alani et al. 1992). 
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Tabla 1: Proteínas de respuesta a daño al DNA: 

Como se puede ver en la tabla 1 existen diferentes 
proteínas que con otras adaptadoras forman complejos que 
actúan como sensores de daño y su reclutamiento en el sitio de 
daño en el DNA genera una serie de eventos de señalización 
secuenciales en el tiempo y espacio, reclutando a otros 
complejos. El complejo Rad24p (“RFC-like”) dirige al complejo 
Rad17p (“PCN-like”) sobre los sitios de daño (Kondo et al. 
2001). La carga del complejo Rad17p sobre las lesiones 
requiere el complejo Rad24p, pero no el Mec1p-Ddc2p 
(Longhese et al. 2003). De forma similar, la unión de Ddc2p al 
DNA asistiría la correcta carga de Mec1p independientemente 
de los complejos Rad24p y Rad17p (Rouse and Jackson 2002 
a). Datos en mamíferos y levadura han mostrado que la 
inmovilización forzada por proteínas con función de sensor de 
la cromatina es suficiente para forzar la cascada de eventos de 
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la ruta DDR en ausencia de daño al DNA (Bonilla et al. 2008; 
Soutoglou and Misteli 2008).  

Los transductores reciben y amplifican esta señal 
transmitiéndola corriente abajo, a través de una cascada de 
fosforilación, hasta las proteínas efectoras. Las cuales regulan 
la respuesta global al daño en el DNA. En levadura están 
implicadas cuatro proteínas quinasas: Mec1p, Dun1p, Rad53p 
y Chk1p (Nyberg et al. 2002). Rad53p y Chk1p desempeñan un 
papel clave en los puntos de control de daño y replicación del 
DNA. Ambas tienen un papel en la cascada de señalización 
posterior al de Mec1p y Tel1p y son fosforiladas después del 
daño al DNA de forma dependiente de Mec1p y Tel1p 
(Sanchez et al. 1996; Zhou and Elledge 2000; Usui et al. 2001). 
Rad53p además bloquea la salida mitótica (Sanchez et al. 
1999) La transmisión de señal hasta los efectores es mediada 
por la fosforilación de Rad9p de forma dependiente de Mec1p. 
Rad9p se requiere para la unión entre la función de 
reconocimiento de daño en el DNA con los efectores corriente 
abajo actuando como adaptador. Así la activación de Rad53p 
por Mec1p requiere la interacción de Rad53p con Rad9p. 
Rad9p fosforilada por Mec1p, interactúa con Rad53p y 
desencadena la liberación de Rad53p activa (Sanchez et al. 
1996; Gilbert et al. 2001). Chk1p es específico del punto de 
control de daño G2-M (Gardner et al. 1999; Sanchez et al. 
1999). Por otro lado, en respuesta a estrés replicativo, parece 
ser que el adaptador que activa a Rad53p es Mrc1p, que es 
hiperfosforilado, como ocurre con Rad9p, en respuesta al 
bloqueo de la replicación (Alcasabas et al. 2001). Dun1p se 
requiere para la expresión de genes RNR, ya que regula la 
función del represor transcripcional Ctr1p (Zhou and Elledge 
1993), además fosforila a Sml1p promoviendo su degradación 
(Zhao et al. 2001). Los genes RNR codifican subunidades de la 
ribonucleótido reductasa, la cuál regula el balance de dNTPs, 
aumentando sus niveles de 6 a 8 veces en respuesta a daño 
en el DNA (Chabes et al. 2003). La actividad de RNR es 
regulada postranscripcionalmente por el inhibidor Slm1p 
(Branzei and Foiani 2006). De este modo parece que Dun1p 
regula el paso final de la vía de Rad53p regulando la 

29 



Introducción___________________________________________________ 

disponibilidad de dNTPs. Otros posibles efectores de Rad53p 
son Rnr3p, Nup1p, Nup2p y Nup60p, dado que se ha 
demostrado que estás proteínas son fosforiladas tras 
tratamiento con MMS en sitios consenso de fosforilación de 
está quinasa (Smolka et al. 2007). Por lo tanto, Mec1p tiene 
ambas funciones de detección y transductor de la señal de 
daño al DNA, controlando el estado de fosforilación de distintas 
proteínas de respuesta a daño (Ddc2p, Rad9p, Mrc1p y 
Rad53p). Otra diana de Mec1p es la histona H2A, induciendo al 
ser fosforilada una alteración de la cromatina en la vecindad de 
la lesión para permitir su reparación (Downs et al. 2000). 

B. Mecanismos específicos de reparación de daño. 

1) Señalización y reparación de roturas de doble hebra
(DSB).

La ruta principal de reparación de DSB en organismos 
unicelulares es la recombinación homóloga que en S. 
cerevisiae, implica al complejo MRX. La vía de señalización 
comienza con la unión de MRX a la lesión y el reclutamiento de 
Tel1p, que se une a Xrs2p y fosforila a la propia Xrs2p y a 
Mre11p y Sae2p. Por lo tanto, en el reconocimiento de DSB 
están implicados la unión de Tel1p/ATR y MRX/MRN a la lesión 
(Clémenson and Marsolier-Kergoat 2009). Tel1p/ATM fosforila 
el residuo serina 129 y 139 de la histona H2A de levadura y la 
variante H2AX de mamíferos respectivamente (γ-H2A y γ-
H2AX), dicha modificación es un evento temprano de la 
respuesta a daño al DNA (Downs et al. 2000; Burma et al. 
2001; Ward and Chen 2001; Shroff et al. 2004). El complejo 
MRX con su actividad nucleasa inicia la detención del ciclo 
activando la señalización por cascada de fosforilaciones 
dependientes de Tel1p y Mec1p (Figura 07).  
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Figura 07: Activación de control de daño en respuesta a DSB en levadura. 
A continuación de la formación de rotura de doble cadena en el DNA (A), se produce 
el reconocimiento por complejo MRX (B), el reclutamiento de Tel1p que fosforila a la 
histona H2A (C). Comienza la resección del daño, el ssDNA formado es rápidamente 
recubierto por el complejo RPA (D) esto promueve el reclutamiento independiente de 
los complejos Ddc1p-Rad17p-Mec3p (ayudado por complejo Rad24p-Rfc3-5p) y 
Mec1p-Dcd2p. Dpb11p es reclutado por unión a Dcd1p fosforilado, lo que permite el 
reclutado del complejo formado por 4 unidades de Rad9p, hiperfosforilado que se 
une a H2A modificada (E). La remodelación de Rad9p permite la fosforilación y 
activación de las quinasas efectoras Rad53p y Chk1p que regulan distintas 
respuestas como arresto de ciclo, activación de reparación, transcripción, etc. 
Adaptado de (Finn et al. 2011). 

En levadura las roturas de doble hebra también son 
reconocidas independientemente, por otro complejo de 
reparación llamado Ku (Yku70p-Yku80p), dicha unión abre una 
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ventana a la reparación de DSB por NHEJ (de “Non-
homologous End-Joining”) (Clerici et al. 2008). El complejo 
MRN desempeña un papel crítico en el reconocimiento del 
daño al DNA, en los mecanismos de señalización y reparación, 
así como en el mantenimiento de la integridad cromosómica en 
la célula (Assenmacher and Hopfner 2004). La reparación de 
DSB mediante recombinación homologa, se ve restringida a las 
fases S y G2 cuando la actividad de la quinasa dependiente de 
ciclinas (CDK) es alta y hay disponible una cromátida hermana 
para usar como molde en la reparación. Por lo tanto el control 
por CDK de la resección de DSB ocurre a través del balance 
entre NHEJ y HR (Finn et al. 2011). 

La reparación de las DBS por unión no homóloga de 
extremos es un mecanismo que los eucariotas superiores usan 
preferentemente, mientras que en S. cerevisiae se ve 
restringido a la fase G1 del ciclo cuando la actividad CDK es 
baja, esto permite una lenta resección y aumenta la afinidad del 
complejo Ku70p-Ku80p a unirse a la lesión (Clerici et al. 2008). 
Los extremos de la lesión son estabilizados por MRX y Ku70p-
Ku80p, que se unen independientemente. Está ruta de 
reparación consiste en que el complejo DNA ligasa IV repara la 
rotura. Está compuesto por la DNA ligasa Dnl4p (también 
llamada Lig4p) que forma un heterodimero con el cofactor Lif1p 
(XRRC4 en humanos), el cuál se une al regulador Nej1p. Este 
complejo se recluta en el extremo del DNA lesionado cuando 
previamente se ha unido el complejo Ku70p-Ku80p permitiendo 
la ligación y reparación. 

2) Roturas de simple cadena y sitios abásicos en el
DNA.

Las roturas de simple hebra (SSB) son generadas como 
consecuencia de IR y estrés oxidativo (presencia de especies 
reactivas de oxígeno o ROS) o indirectamente durante la 
reparación por escisión de bases (BER de “Base Excision 
Repair”) de sitios abásicos (AP) o bases alteradas, como 8oxo-
7,8-dihidroxiguanina (8oxoG) o 3-metil-Adenina (N3-meA), que 
activa los miembros del sistema PARP (“Poly ADP-Ribose 
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Polymerase”) (Caldecott 2008). Los sitios apurínico/apiridímico 
o sitios abásicos (“AP site”) son una de las lesiones
espontáneas más frecuentes en el DNA. Se ha descrito que el 
agente alquilante MMS produce como lesiones indirectas sitios 
AP, los cuáles se producen después de la eliminación de los 
productos de la alquilación (N7-meG y N3-meG) por la N3-metA 
glicosilasa Mag1p (Boiteux and Guillet 2004). El daño en las 
bases puede deberse a diversos procesos como metilación, 
deaminación y oxidación (Lindahl and Nyberg 1974; Rydberg 
and Lindahl 1982; Cadet et al. 1997). Estas bases dañadas o 
erróneas pueden ser eliminadas por la acción de 
endonucleasas de sitios AP o DNA N-glicosilasas con actividad 
AP liasas que generan SSB con extremos 5’ o 3’ bloqueados 
respectivamente, que pueden llegar a ser tóxicas sí son 
convertidos en DSB después de la replicación o pueden 
bloquear la misma.  

“Base Excision Repair” (BER): 

Las endonucleasas de sitios AP son Apn1p y Apn2p, 
teniendo una mayor actividad Apn1p que tiene el 97 % de 
actividad en la célula y  Apn2p el 3% restante (Popoff et al. 
1990; Ramotar et al. 1991). Apn1p protege a la célula de daño 
endógeno o exógeno por estrés oxidativo y alquilación en el 
DNA (Boiteux and Guillet 2004). El mutante nulo de ambas 
proteínas es hipersensible a agentes alquilantes como MMS y 
agentes oxidantes. 

En S. cerevisiae existen tres proteínas DNA N-
glicosilasas que son: Ntg1p, Ntg2p y Ogg1p que reparan daño 
oxidativo y tienen actividad AP liasa (Girard and Boiteux 1997) 
creando extremos 3’-αβ-insaturados-aldehídicos (3’dRP). Se ha 
observado que Ntg1p y Ntg2p protege a las células deficientes 
en APN1 de la letalidad de MMS, pero su acción es deletérea 
en un doble mutante nulo apn1Δapn2Δ (Boiteux and Guillet 
2004). En S. cervisiae, el extremo 5’-deoxiribosa-fosfato 
(5’dRP) de SSB es eliminado por Rad27p específicamente (Wu 
and Wang 1999).  
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“Nucleotic Excision Repair” (NER): 

Esta vía de reparación está involucrada en la reparación 
de sitios AP siendo un refuerzo del sistema BER y 
endonucleasas de 3’dRP por el complejo Rad1p-Rad10p. NER 
esta compuesta por diferentes proteínas que forman 4 
complejos llamados NEF (“nucleotic excision factor”): Así 
Rad1p, Rad10p y Rad14p forman NEF1, Rad4p y Rad23p el 
NEF2, Rad2p junto con subunidades del factor de transcripción 
TFIIH (“transcription factor RNA Polymerase Holoenzime”) 
forman NEF3 y Rad7p, Rad16p que son subunidades de NEF4. 

 “Error Free Post-Replication Repair” (PRR) 

Los sitios AP pueden bloquear la maquinaria de 
replicación y traducción. El bloqueo de las horquillas de 
replicación puede generar vacíos (“gap”) monocatenario que 
son el sustrato para la vía de reparación post-replicación o 
PRR. Está ruta de reparación esta compuesta de 3 subrutas, 
dos que eliminan errores y una que genera mutagénesis. PRR 
requiere los productos de RAD6 y RAD18 (Boiteux and Guillet 
2004), el primero codifica una E2 o ubiquitina-conjugada y el 
segundo una E3 o ubiquitina ligasa. Rad6p y Rad18p forman 
un heterodimero que se une a ssDNA, siendo el regulador 
central de PRR. Las subruta de eliminación de errores 
dependen de RAD5 y POL30, mientras que la mutagénica de 
REV3 (Xiao et al. 2000; Broomfield et al. 2001). En está ruta 
también esta implicada la desosicitidil-transferasa Rev1p. 

De modo que la eliminación de errores en PRR es un 
proceso de recombinación que puede tener un papel relevante 
en la tolerancia a sitios AP inducidos secundariamente por luz 
UV y agentes genotóxicos (Friedberg et al. 2006). 

En conjunto los sitios AP son reparados o tolerados por 
dos mecanismos que colaboran entre sí; BER y NER, además 
por la acción de ciertas proteínas pueden generar lesiones 
secundarias como ssDNA con extremos 3’ o 5’ bloqueados que 
resultan más tóxicos que el propio sitio AP, especialmente los 
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3’, y que deben ser reparados. Así sí se acumula un exceso de 
ssDNA-3’ y puede generarse DSB y colapso de horquillas de 
replicación (Boiteux and Guillet 2004). 

3) Bases desapareadas.

Los errores de bases, producidos en la replicación dan 
lugar a bases desapareadas, son reparados por el mecanismo 
denominado MMR (“Mismatch Repair”). Este mecanismo tiene 
importancia en el mantenimiento de un ratio normal de 
mutación, actúa en la fase de mitosis y en el entrecruzamiento 
durante la recombinación meiótica. La identificación de los 
errores cometidos por la polimerasa ocurre mientras interactúa 
con las horquillas de replicación del DNA (Plys et al. 2012). En 
S. cerevisiae hay dos complejos de reconocimiento o sensor: 
un heterodimero formado por Msh2p-Msh6p se encarga del 
reconocimiento de desajustes entre bases y pequeños bucles 
de inserción o deleción y el segundo heterodimero Msh2p-
Msh3p reconoce además grandes bucles de inserción/deleción 
(Jiricny 2006). Para la posterior reparación se necesita la 
interacción con el heterodimero Mlh1p-Pms1p, siendo muy 
importante el modo de unión de con Mlh1p (Plys et al. 2012). 
La nueva hebra de DNA sintetizada es cortada y sirve como 
molde para una nueva replicación o re-replicación. 

Aunque se han desvelado algunos de los mecanismos 
clave de la respuesta al daño al DNA, aun quedan por 
descubrir rutas que conectan las proteínas de “checkpoint” con 
las maquinarias del ciclo celular y la reparación del DNA. 
Recientemente identificamos un nuevo “checkpoint” de daño al 
DNA que regula la transición G1-S en levadura (Menacho-
Marquez et al. 2007). Este “checkpoint” depende enteramente 
de la quinasa Gcn2p, que regula la traducción en respuesta a 
ayuno de aminoácidos. Gcn2p parece regular el checkpoint a 
través de mecanismos dependientes e independientes de la 
traducción, reflejando así nuevos aspectos de esta importante 
quinasa. Se desconoce completamente como el daño al DNA 
activa Gcn2p, y cuáles son los sustratos que median su 
regulación del ciclo celular y/o la reparación del DNA. El 
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presente proyecto de investigación abordara estas importantes 
preguntas. 

36 



___________________________________________________Introducción 

OBJETIVOS: 

A. Analizar las respuestas y dianas moleculares de la 
acidificación intracelular causada por ácidos débiles en la 
levadura S. cerevisiae: 

1. Caracterización del fenotipo de sensibilidad de gcn2Δ a
estrés por ácidos débiles. 

2. Análisis de la aparición en la célula de estrés energético
como consecuencia de la acidificación celular. 

3. Caracterización de los mutantes de la ruta GCN en está
respuesta. 

4. Caracterización del papel de los tRNA descargados y las
aminoacil tRNA-sintetasas en respuesta a estrés por ácido.  

B. Estudiar el papel desempeñado por Gcn2p en relación a 
la respuesta celular a estrés genotóxico y búsqueda de 
posibles dianas moleculares. 

1. Caracterización genética y bioquímica de la activación
de Gcn2p por agentes lesionantes de DNA. 

2. Análisis del papel de las proteínas de control del ciclo y
reparación de daño en el DNA en la activación de Gcn2p en 
esta respuesta. 

3. Análisis de la activación del control traduccional por
daño al DNA y caracterización genética de dicha respuesta. 

4. Análisis de la implicación de las aminoacil tRNA-
sintetasas en la activación de Gcn2p por lesionantes del 
DNA. 
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MÉTODOS: 





1. Medios y ensayos de crecimiento celular.

A. Cepas de levadura empleadas. 

La lista de cepas empleadas en la presente tesis se 
muestra en la tabla 3. Por comodidad, las cepas diploides 
haploinsuficientes se nombraran por su nombre común en 
mayúsculas. Las cepas indicadas se han transformado con los 
plásmidos descritos en la tabla 2. 

Tabla 2: Plásmidos utilizados: 

p180 Región 5’ no traducida (5’-UTR) del 
mRNA de GCN4 fusionada a lacZ en 
YCp50 

(Yang et al. 
2000) 

 

pGAL1-
FRS2 

Aislado de cepa homónima. Subunidad 
α de fenilalanil-tRNA sintetasa 
citoplasmática bajo control del 
promotor de GAL1.  

 Aparicio- 
Sanchis, R. 
este trabajo 

 

pUN100 Centromérico de sobreexpresión del 
gen LEU2 para complementar 
auxotrofia de leucina. 

(Elledge and 
Davis 1988) 

 

B. Medios de cultivo. 

Los medios estándares para el cultivo de levaduras que 
han sido utilizados son YPD, (“Yeast Extract-Peptone-
Dextrose”, medio rico o complejo). [1% (peso/volumen) de 
extracto de levadura, 2% (peso/volumen) peptona, 2% 
(peso/volumen) de glucosa (dextrosa)], o sustituyendo glucosa 
por galactosa (YPGal) o rafinosa (YPRaf) en la misma 
concentración. Otro medio estándar usado es medio sintético 
SD (de “Synthetic Defined” o medio mínimo) (Sherman 2002). 
En el medio SD se utilizan como fuente de diversos nutrientes 
“Yeast Nitrogen Base w/o amino acids” (0,7% peso/volumen), 
glucosa (2% peso/volumen) y para ajustar el pH utilizamos 50 
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mM de acido succínico llevado a pH 4 o 5,5 con Tris. Las 
soluciones de aminoácidos y bases nitrogenadas se preparan 
en agua concentradas X100, i.e., 10 mg/ml para aminoácidos 
excepto histidina y las bases nitrogenadas que es a 3 mg/ml, 
se esterilizan en autoclave (salvo metionina y triptófano que al 
ser inestables se filtran) y se guardan a temperatura ambiente. 
Las concentraciones de aminoácidos Se añaden a razón de 10 
ml por litro en medio liquido o 0,25 ml por placa Petri para 
cepas con las auxotrofias correspondientes (Sherman 2002). 
En el caso de utilizar medios sólidos en placa se le añadió 2% 
(peso/volumen) de Bapto-agar (Pronadisa).  
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Tabla 3: Lista de cepas de S. cerevisiae utilizadas. 

Nombre Genotipo relevante      Referencia 

BY4741 MATa; leu2∆0; his3∆0; 
met15∆0; ura3∆0 (Euroscarf) 

gcn1∆ BY4741; gcn1::KanMX4 (Euroscarf) 

gcn2∆ BY4741; gcn2::KanMX4 (Euroscarf) 

gcn3∆ BY4741; gcn3::KanMX4 (Euroscarf) 

gcn4∆ BY4741; gcn4::KanMX4 (Euroscarf) 

gcn20∆ BY4741; gcn20::KanMX4 (Euroscarf) 

apn1∆ BY4741; apn1::KanMX4 (Euroscarf) 

mag1∆ BY4741; mag1::KanMX4 (Euroscarf) 

mgt1∆ BY4741; mgt1::KanMX4 (Euroscarf) 

mlh1∆ BY4741; mlh1::KanMX4 (Euroscarf) 

pms1∆ BY4741; pms1::KanMX4 (Euroscarf) 

rad1∆ BY4741; rad1::KanMX4 (Euroscarf) 

rad6∆ BY4741; rad6::KanMX4 (Euroscarf) 

rad14∆ BY4741; rad14::KanMX4 (Euroscarf) 

rad18∆ BY4741; rad18::KanMX4 (Euroscarf) 

rad50∆ BY4741; rad50::KanMX4 (Euroscarf) 

rad51∆ BY4741; rad51::KanMX4 (Euroscarf) 

rad52∆ BY4741; rad52::KanMX4 (Euroscarf) 

rev1∆ BY4741; rev1::KanMX4 (Euroscarf) 

rev3∆ BY4741; rev3::KanMX4 (Euroscarf) 

sgs1∆ BY4741; sgs1::KanMX4 (Euroscarf) 

msd1Δ BY4741; msd1::KanMX4 (Euroscarf) 

msm1Δ BY4741; msm1::KanMX4 (Euroscarf) 

mst1Δ BY4741; mst1::kanMX4 (Euroscarf) 

slm5Δ BY4741; slm5::kanMX4 (Euroscarf) 

yer087wΔ BY4741; yer087w::kanMX4 (Euroscarf) 
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W303.1a, sml1∆ 
MATa, leu2-3,112 his3-11, 
ura3-1, ade2-1, trp1-1, can1-
100, rad5-535 sml1-1 

(D'Amours and 
Jackson 2001) 

mec1∆ sml1 sml1-1; mec1::TRP1 (D'Amours and 
Jackson 2001) 

tel1∆ sml1 sml1-1; tel1::HIS3 (D'Amours and 
Jackson 2001) 

mec1∆ tel1∆ sml1 sml1-1; mec1::TRP1
tel1::HIS3 

(D'Amours and 
Jackson 2001) 

xrs2∆ W303.1a; xrs2::LEU2 (D'Amours and 
Jackson 2001) 

mre11∆ W303.1a; mre11::HIS3 (D'Amours and 
Jackson 2001) 

rad50∆ W303. 1a; rad50::TRP1 (D'Amours and 
Jackson 2001) 

xmr∆ W303. 1a; xrs2::LEU2 
mre11::HIS3 rad50::TRP1 

(D'Amours and 
Jackson 2001) 

xrs2∆ mec1∆ 
sml1 

sml1-1; mec1::TRP1 
xrs2::LEU2 

(D'Amours and 
Jackson 2001) 

xrs2∆tel1Δ sml1 sml1-1, tel1::HIS3 xrs2::LEU2 (D'Amours and
Jackson 2001) 

xrs2∆ mec1∆ 
tel1∆ sml1 

sml1-1, xrs2::LEU2 
mec1::TRP1 tel1::HIS3 

(D'Amours and 
Jackson 2001) 

W303::p180 W303.1a sml1Δ p180::URA3 Aparicio-Sanchis,
R. este trabajo 

xrs2Δ::p180 W303.1a,sml1Δ xrs2::LEU2 
p180::URA3 

Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

mre11Δ::p180 W303.1a,sml1Δ mre11::HIS3 
p180::URA3 

Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

rad50Δ::p180 W303.1a,sml1Δ, rad50::TRP1 
p180::URA3 

Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 
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mrxΔ::p180 
W303.1a,sml1Δ xrs2::LEU2 
mre11::HIS3 rad50::TRP1 
p180::URA3 

Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

BY4741::p180 BY4741, p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

pms1Δ::p180 BY4741, pms1 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

mag1Δ::p180 BY4741, mag1 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

rad1Δ::p180 BY4741, rad1 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

rad50Δ::p180 BY4741, rad50 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

rad51Δ::p180 BY4741, rad51 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

rad52Δ::p180 BY4741, rad52 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

rev1Δ::p180 BY4741, rev1  p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

rev3Δ::p180 BY4741, rev3  p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

mlh1Δ::p180 BY4741, mlh1 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

rad6Δ::p180 BY4741, rad6 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

apn1Δ::p180 BY4741, apn1 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

mgt1Δ::p180 BY4741, mgt1 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

rad14Δ::p180 BY4741, rad14 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

sgs1Δ::p180 BY4741, sgs1 p180::URA3 Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

BY4743 MATa/α lys2Δ0/LYS 
met15Δ0/MET15 
his3Δ1/his3Δ ura3Δ0/ura3Δ01 
leu2Δ0/leu2Δ0 

(Euroscarf) 

ALA1/YOR335C BY4743, ala1::KanMX4/ALA1 (Euroscarf) 

MSR1/YHR091C BY4743,msr1::KanMX4/ 
MSR1 

(Euroscarf) 

YDR341C BY4743, ydr341c::KanMX4/ 
YDR341C 

(Euroscarf) 
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DED81/YHR019C BY4743,ded81::KanMX4/ 
DED81 

(Euroscarf) 

SLM5/YCR024C BY4743,slm5::KanMX4/ 
SLM5 

(Euroscarf) 

DPS1/YLL018C BY4743,dps1::KanMX4/ 
DPS1 

(Euroscarf) 

MSD1/YPL104W BY4743,msd1::KanMX4/MSD1 (Euroscarf) 

YNL247W BY4743, 
ynl247w::KanMX4/ YNL247W 

(Euroscarf) 

GUS1/YGL245W BY4743,gus1::KanMX4/GUS1 (Euroscarf) 

MSE1/YOL033W BY4743,mse1::KanMX4/MSE1 (Euroscarf) 

GLN4/YOR168W BY4743, gln4::KanMX4/GLN4 (Euroscarf) 

GRS1/YBR121C BY4743, grs1::KanMX4/GRS1 (Euroscarf) 

GRS2/YPR081C BY4743, grs2::KanMX4/GRS2 (Euroscarf) 

HTS1/YPR033C BY4743, hts1::KanMX4/HTS1 (Euroscarf) 

ILS1/YBL076C BY4743, ils1::KanMX4/ILS1 (Euroscarf) 

ISM1/YPL040C BY4743, ism1::KanMX4/ISM1 (Euroscarf) 

CDC60/YPL160W BY4743, 
cdc60::KanMX4/CDC60 

(Euroscarf) 

NAM2/YLR382C BY4743, 
nam2::KanMX4/NAM2 

(Euroscarf) 
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KRS1/YDR037W BY4743, 
krs1::KanMX4/KRS1 

(Euroscarf) 

MSK1/YNL073W BY4743, 
msk1::KanMX4/MSK1 

(Euroscarf) 

MES1/YGR264C BY4743, 
mes1::KanMX4/MES1 

(Euroscarf) 

MSM1/YGR171C BY4743, 
msm1::KanMX4/MSM1 

(Euroscarf) 

FRS1/YLR060W BY4743, frs1::KanMX4/FRS1 (Euroscarf) 

FRS2/YFL022C BY4743, frs2::KanMX4/FRS2 (Euroscarf) 

MSF1/YPR047W BY4743, 
msf1::KanMX4/MSF1 

(Euroscarf) 

YER087W BY4743,
yer087w::KanMX4/ 
YER087W 

(Euroscarf) 

YHR020W BY4743,
yhr20w::KanMX4/ 
YHR020W 

(Euroscarf) 

DIA4/YHR011W BY4743, 
dia4::KanMX4/DIA4 

(Euroscarf) 

SES1/YDR023W BY4743, 
ses1::KanMX4/SES1 

(Euroscarf) 

MST1/YKL194C BY4743, 
mst1::KanMX4/MST1 

(Euroscarf) 

MSW1/YDR268W BY4743,msw1::KanMX4/MS
W1 

(Euroscarf) 

THS1/YIL078W BY4743, 
ths1::KanMX4/THS1 

(Euroscarf) 

WRS1/YOL097C BY4743, 
wrs1::KanMX4/WRS1 

(Euroscarf) 
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MSY1/YPL097W BY4743, 
msy1::KanMX4/MSY1 

(Euroscarf) 

TYS1/YGR185C BY4743, 
tys1::KanMX4/TYS1 

(Euroscarf) 

VAS1/YGR094W BY4743, 
vas1::KanMX4/VAS1 

(Euroscarf) 

URA10/ YMR271c BY4743; 
YMR271c::kanMX4/ 
YMR271c 

(Euroscarf) 

Y258 MATa pep4-3, his4-580, 
Ura3-53, leu2-3,112 

Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 

pGAL1-ILS1 Y258, pGAL1-ILS1::URA3 Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 

pGAL1-KRS1 Y258,pGAL1-KRS1::URA3 Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 

pGAL1-DED81 Y258, pGAL1-
DED81::URA3 

Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 

pGAL1-SLM5 Y258, pGAL1-SLM5::URA3 Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 

pGAL1-MSM1 Y258, pGAL1-MSM1::URA3 Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 

pGAL1-GRS1 Y258, pGAL1-GRS1::URA3 Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 

pGAL1-MSD1 Y258, pGAL1-MSD1::URA3 Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 
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pGAL1-GUS1 Y258, pGAL1-GUS1::URA3 Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 

pGAL1-FRS2 Y258, pGAL1-FRS2::URA3 Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 

pGAL1-MST1 Y258, pGAL1-MST1::URA3 Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005)

pGAL1-YER087W Y258, pGAL1-
YER087W::URA3 

Phizicky, EM. and 
Snyder M. 
(Gelperin et al. 
2005) 

H1645 MATa ura3-52 leu2-3, -112 
trp1-Δ63 sui2Δ, p919 [SUI2, 
URA3] 

Hinnebusch, A.G. 

SUI2 (WT) H1645 p919Δ pRS-65 
[pRS414 SUI2-TRP1] 

(Hueso et al. 
2012) 

sui2Δ S51A H1645 p919Δ pRS-67 
[pRS414 SUI2 S51A-TRP1] 

(Hueso et al. 
2012) 

mec1Δ::pGAL1-
FRS2 

mec1Δ, pGAL1-
FRS2::URA3 

Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

mec1Δtel1Δ 
::pGAL1-FRS2 

mec1Δtel1Δ, pGAL1-
FRS2::URA3 

Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

BY4741::pGAL1-
FRS2 

BY4741, pGAL1-
FRS2::URA3 

Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 

 gcn2Δ::pGAL1-
FRS2 

 gcn2Δ, pGAL1-
FRS2::URA3 

Aparicio-Sanchis, 
R. este trabajo 
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C. Ensayos de crecimiento en medio líquido. 

La capacidad de crecimiento de cultivos de levadura en 
medio líquido se cuantifico midiendo la absorbancia o densidad 
óptica (DO u OD) a 660 nm de dichos cultivos a lo largo del 
tiempo (Burke D. et al. 2000). Un valor DO = 1 equivale 
aproximadamente a una concentración de células de levadura 
de 1 mg de peso fresco/ml. 

Los cultivos se crecieron en microplacas de 100 pocillos 
y se monitorizaron mediante el analizador Bioscreen C® 
(Thermo Labsystems®). Cuantificamos el crecimiento 
registrando la densidad óptica con un filtro de banda ancha 
(420-580 nm) para reducir la contribución del medio a la lectura 
de absorbancia. Las condiciones de crecimiento fueron 28ºC 
sometiendo a agitación vigorosa los 30 segundos previos a la 
lectura de absorbancia. La lectura se realizó cada 20 o 30 
minutos, según experimento, durante 3 a 5 días. Para inocular 
estos cultivos se partió de cultivos celulares saturados de una 
noche, los cuales se diluyeron 1/200, para el arranque del 
experimento en el medio correspondiente. En estás 
condiciones se realizó el tratamiento con las dosis de drogas o 
compuesto indicado en cada experimento, utilizando como 
control sin tratamiento, 1 volumen de agua. Este aparato tiene 
la ventaja de poder trabajar con muchos cultivos celulares 
simultáneos y cuantificar el crecimiento a lo largo del tiempo de 
modo automatizado. Se realizaron dos a cuatro experimentos 
independientes con 3 réplicas por condición y cepa. El 
procesado de los datos sigue la siguiente secuencia: las 
medidas han de ser corregidas, para hacer comparables las 
medidas del analizador con absorbancia reales a 660 nm de 
cultivos crecidos en condiciones óptimas, y para corregir la 
pérdida de linealidad de la lectura de absorbancia con respecto 
a la concentración de células a partir de determinados valores 
(Warringer and Blomberg 2003), utilizando el siguiente ajuste: 

DOcorregida= DOmedida + 0.449*(DOmedida)2 +0.19*(DOmedida)3.  
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Realizamos el promedio entre las réplicas, se elimina el 
fondo de DO dado por el medio. Con este dato se puede 
representar la curva de crecimiento de cada cepa en cada 
concentración. La curva de crecimiento típica sigmoidal nos 
proporciona una herramienta de comparación de fenotipos de 
crecimiento. Como observamos en la figura 08 se utilizan 
varios parámetros, primero diferencias en la fase de adaptación 
o “lag”, el cuál se observa por un desplazamiento de la curva,
segundo diferencias en la fase exponencial de crecimiento, 
pudiendo existir variaciones en el tiempo de generación 
implicando diferencias de pendiente y por último en la fase 
estacionaria, donde se da el máximo crecimiento del cultivo o 
rendimiento de cultivo, el cuál puede variar en respuesta al 
tratamiento alcanzando un mayor o menor absorbancia o 
densidad óptica. Estos parámetros se obtienen 
matemáticamente, así representando la DO frente a tiempo en 
escala semilogaritmica, estando la ordenada en escala 
logarítmica. De las curvas obtenidas se realiza un ajuste de 
regresión lineal fiable (R2 próximo a 1) de los datos de la fase 
exponencial, calculando la pendiente de la recta obtenida que 
corresponde con la tasa de crecimiento (μ en h-1) y del que se 
puede obtener el tiempo de generación o duplicación (td= 
ln2/μ). Calculamos la fase “lag” como el valor X (tiempo) del 
último punto inicial que no se ajusta a la curva. El rendimiento 
del cultivo lo obtenemos como el valor moda de las DO reales 
de la fase estacionaria. 

En los casos de rastreo con las cepas haploinsuficientes 
en aminoacil-tRNA sintetasas se cuantificó el efecto de las 
condiciones de cultivo en el crecimiento de cada cepa con el 
parámetro de porcentaje relativo (R), según la siguiente 
formula: 

R= ((CT – C0) – (TT – T0) / (CT – C0))* 100 

Para el rastreo con ácido acético, R es el porcentaje de 
crecimiento a DO=1,5 del control sin acético. La diferencia (CT 
– C0) es el crecimiento de la cepa sin tratar y (TT – T0) es el
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crecimiento en la cepa tratada en la condición de cultivo 
correspondiente. 

Figura 08: Curva sigmoidea de crecimiento en levaduras. 
Al representar la densidad óptica frente al tiempo obtenemos una curva sigmoidea 
de crecimiento con 5 fases: Fase de adaptación (lag), fase exponencial (máxima 
velocidad de duplicación, metabolismo fermentativo), fase de transición (no hay 
división, se produce el cambio diaúxico a metabolismo respiratorio), fase 
estacionaria (los nutrientes del medio se han agotado y no hay división celular) y 
fase de muerte (decrece el número de células, no se muestra en la figura). A partir 
de los datos de Bioscreen C® podemos generar gráficas de distintas cepas y 
tratamientos y comparar parámetros visualmente o representarse en escala 
semilogaritmica y calcular matemáticamente los distintos parámetros.  

Para el rastreo con MMS, R es el porcentaje de 
crecimiento a 50h. La diferencia (CT – C0) es el crecimiento de 
la cepa sin tratar y (TT – T0) es el crecimiento en la cepa 
tratada en la condición de cultivo correspondiente. Con este 
dato se representa el porcentaje de crecimiento frente a dosis 
de MMS en cada cepa, para ello se utilizó el “software 
SigmaPlot 10” (“systat software, Inc.”). 

Para cuantificar la dosis que producía una inhibición del 
crecimiento del 50% (IC50) realizamos un ajuste farmacológico 
con el “software SigmaPlot 10”. Representamos el logaritmo en 
base 2 de la relación de la IC50 de cada cepa y valor IC50 de la 
cepa utilizada de referencia. Lo que definimos como índice 
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fenotípico. La media de la máxima concentración inhibitoria 
(IC50) es una medida de la eficacia de un compuesto en la 
inhibición de la función biológica o bioquímica. 

En general, los cultivos y subcultivos se inocularon a 
partir de un precultivo de 2-3 ml. crecido toda la noche a 28ºC 
hasta la saturación. Posteriormente se hicieron las diluciones 
adecuadas en volúmenes mayores de cultivo realizando los 
tratamientos indicados en cada experimento en la mitad de la 
fase exponencial de crecimiento (DO660nm 0,4-0,5 en medio 
mínimo). En estas DO se separan en varios subcultivos para 
cada dosis de tratamiento y añadiendo al control sin 
tratamiento el mismo volumen de agua, o en el caso de 
tratamiento con ácido acético, agua equilibrada con succinato a 
pH 5,5. En el caso de de cepas de sobreexpresión bajo el 
promotor de GAL1 (pGAL1) fueron crecidas en precultivos con 
YPRafinosa, lavadas y subcultivadas en YPD y medio inductivo 
YPGalactosa en paralelo, al menos seis horas para provocar la 
inducción.  

D. Ensayos de crecimiento en medio sólido 
(“goteos”). 

Realizamos diluciones decimales seriadas de cultivos 
líquidos de distintas cepas de levadura con sus tratamientos 
correspondientes y transferimos aproximadamente 3 μl de cada 
dilución, con la ayuda de un replicador (Sigma-Aldrich chemie 
R-2383, Steinhem Germany) a placas de medio sólido con las 
condiciones diferenciales a estudiar. Posteriormente incubamos 
las placas entre 2-4 días en estufa a 28ºC. En el análisis del 
crecimiento tuvimos en cuenta tanto la mayor dilución a la cual 
aún se observa crecimiento como el tamaño de colonia. 

E. Ensayos clonogénicos de viabilidad. 

Para determinar el porcentaje de células viables en un 
cultivo líquido de levaduras, sometido al tratamiento indicado 
en cada experimento, realizamos diluciones seriadas hasta una 
densidad de 3000 células/ml y extendimos 0,1 ml a placas de 

53 



Materiales y métodos____________________________________________ 

medio sólido. Las placas se incubaron a 28ºC y se analizaron 
cuantificando las colonias cuando estas tuvieron un diámetro 
de 1-2 mm (2-5 días). 

F. Cultivo y manipulación de bacterias. 

Para el cultivo y manipulación de bacteria se siguieron 
métodos estándar (Amberg et al. 2005). El medio de cultivo 
utilizado ha sido: Luria-Bertani (LB, 1% Bapto-Triptona, 0,5% 
Extracto de levadura, 1% cloruro sódico, ajustado a pH 7 con 
NaOH 1M. En caso necesario suplementado con ampicilina a 
concentración final 100 μg/ml.  
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2. Tratamientos.

A. Agentes para inducir la acidificación intracelular. 

Nosotros utilizamos ácido acético añadido al medio 
concentraciones de 25, 30, 50, 75 y 100 mM, indicadas en 
cada ensayo, estabilizado con succinato pH 4, como control 
usamos medio preparado en las mismas condiciones sin 
acético. 

B. Agentes genotóxicos. 

Beta-lapachona (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto
[1,2-b] pirano-5,6-diona; Sigma): Es un agente antitumoral que 
produce roturas de doble banda en el DNA y retraso en la 
progresión G1-S (Menacho-Marquez 2007). El mecanismo por 
el cuál las causa aún es desconocido, aunque se ha sugerido 
que inhibe la actividad catalítica de topoisomerasa I de modo 
distinto a camptotecina (Li et al. 1993). El fármaco se disolvió a 
una concentración de 2 mg/ml (100X; equivale 8,2 mM) en 
DMSO, separado en alícuotas que se conservaron hasta su 
uso a -20ºC. En los tratamientos está solución de partida se 
diluyó en el medio de cultivo a la concentración deseada que 
fue 2,5 μg/ml. La concentración final de DMSO nunca fue 
superior al 0,1%. 

Camptotecina (Sigma): Es un agente citotóxico
que se une irreversiblemente al complejo DNA-topoisomerasa 
I, produciendo un complejo ternario que evita la religación del 
DNA (Hertzberg et al. 1989). Causa daño al DNA induciendo la 
formación de roturas de simple hebra y apoptosis (Ciccia and 
Elledge 2010), se usa como agente anticancerígeno. Este 
compuesto se diluyó en DMSO a la concentración 50 mM y fue 
almacenado a -20ºC hasta su utilización. 

Cis-platino (cis-diaminoplatino (II) dicloruro,
Sigma): es un potente agente antineoplásico que induce 
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aductos dentro de una hebra de DNA, es decir, 
entrecruzamientos (Siddik 2003; Huang et al. 2005; Ciccia and 
Elledge 2010). Se preparo diluyendo en DMSO a una 
concentración de 50 mM y se guardo a -20ºC hasta su 
utilización. 

Metil metano sulfonato (MMS Sigma): Es un
agente alquilante del DNA que transfiere grupos metilo a las 
bases nitrogenadas (Chang et al. 2002), preferentemente 
7meG, pero también 3meA y 3meG. También produce el 
bloqueo de la progresión de las horquillas de replicación 
(Longhese et al. 2003). Estás lesiones pueden evolucionar por 
procesos metabólicos a otras como sitios abásicos (AP) y en 
algunas ocasiones a DSB (Lundin et al. 2005). Este compuesto 
se diluyó en agua a una concentración 100 veces la deseada, 
finalmente se diluye en el medio de cultivo a la concentración 
final indicada en cada ensayo. 

Phleomicina (de Streptomyces verticillus; Sigma):
Es un glicopéptido radiomimético, estructuralmente 
relacionado al antibiótico bleomicina. La phleomicina 
bloquea la entrada en fase-S del ciclo celular y produce daño 
en el DNA por DSB (He et al. 1996; Nakada et al. 2003). 
Este compuesto se disolvió en agua a una concentración de 
25 mg/ml y conservado a -20ºC hasta su utilización. 

Hidroxiurea (Sigma): Es un inhibidor específico de
la síntesis de DNA y un agente antineoplásico específico de 
fase-S (Szekeres et al. 1997; Chang et al. 2002). El mecanismo 
de acción de hidroxiurea involucra la inhibición de la enzima 
ribonucleótido reductasa (RNR) (Szekeres et al. 1997), 
causando una reducción de los niveles de dNTPs lo que 
interfiere con la progresión de la horquilla de replicación 
(Soriano-Carot et al. 2012). En todos los casos la cantidad de 
hidroxiurea necesaria se pesó y se disolvió directamente en el 
medio de cultivo. 

Nocodazol (metil [5-(2-tienil-carbonil)-1H-
benzimidazol-2-yl]]-carbamato; Sigma): Es una agente 
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antitumoral que produce la disrupción de microtúbulos y la 
función del huso en la mitosis, debido a su unión a β-tubulina 
evita la formación de uno de los dos puentes disulfuro entre 
moléculas. probablemente porque su unión directa a tubulina 
causa cambios de conformación con está prolina (Lee et al. 
1980). Arresta el ciclo celular en la transición G2-M. El 
nocodazol fue disuelto en el solvente DMSO a una 
concentración de 1 mg/ml y se conservo a -20ºC hasta su 
utilización.  

5-Fluorouracilo (5-FU) (Sigma): Es un
antimetabolito que se une de forma irreversible a la enzima 
timidilato sintasa, esencial para la síntesis de nucleótidos de 
timina, bloqueando así su biosíntesis (Elstein et al. 1997; 
Peters et al. 2002). Como consecuencia los niveles celulares 
de dTTP se agotan, inhibiendo la replicación del DNA y la 
transcripción génica, provocando la parada del ciclo celular en 
la fase S (Wadler et al. 1998; Takeda et al. 1999). En células 
humanas induce la apoptosis dependiente de p53 (Takeda et 
al. 1999; De Angelis et al. 2006). El 5-FU se disolvió en DMSO 
a una concentración 100 veces a la que se deseó finalmente y 
se guardo a -20ºC hasta su utilización. Las dosis 
correspondientes de trabajo se indican en cada experimento. 
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3. Inmunodetección de proteínas.

A. Extractos proteicos. 

Tras el tratamiento correspondiente indicado en cada 
ensayo, a partir de 5 ml. de cultivo, se recogieron las células 
por centrifugación de 5 minutos a 3000 rpm. Posteriormente, 
resuspendimos el sedimento celular en 150 μl de tampón de 
carga de proteínas Laemmli 2X (diluido con agua a partir de 
5X: 7.5% SDS, 0,1 M DTT, 10 mM EDTA, 30% sacarosa, 
0,01% de azul de bromofenol, 0,3 M Tris llevado a pH 6,8 con 
HCl) (Laemmli 1970). Las muestras se incubaron a 95ºC 
durante 10 minutos para producir la lisis celular. Posteriormente 
se centrifugaron y se almacenaron para su uso posterior a -
80ºC. Se cargaron en el gel de electroforesis cantidades 
equivalente de proteína para cada muestra. 

B. Electroforesis. 

La separación de proteínas por electroforesis se llevó a 
cabo en condiciones desnaturalizantes en geles discontinuos 
de poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE) utilizando el sistema 
“MiniProtean tetracell” (BioRad). Se utilizaron geles al 10% 
para anticuerpo anti-P-eIF2α. Para la polimerización se utilizó 
como catalizador el ión persulfato (S2O8

-) que se añade en 
forma de persulfato amónico (APS, 50 μl al 10%) y como 
iniciador TEMED (N,N,N,N'-tetrametilnediamina) (5 μl). La 
electroforesis se realizo a diferencia de potencial constante de 
80 V en tampón de electroforesis SDS-PAGE (Glicina 192 mM, 
SDS 0.1% pH 8.3 con Tris Base). En todos los casos se 
utilizaron marcador preteñido de peso molecular: 
“PageRuler™” (10-170 kDa, de Fermentas). 

C. Transferencia a membrana. 

La transferencia a membrana de Polivinildenofluoruro 
(PVDF) se realizo mediante transferencia en semiseco con el 
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equipo “Trans-Blot semidry” (BioRad). Para ello se montó el 
sándwich sobre el ánodo de platino, colocamos papel de filtro 
extra grueso (BioRad), sobre él la membrana, sobre ella el gel 
y finalmente otro papel de filtro. Todo se embebió con tampón 
de transferencia semiseco (48 mM Tris, 39 mM glicina, 20% 
metanol, 10% SDS pH 9.2) antes de la colocación en el 
sistema de transferencia. Se transfirió a amperaje constante de 
150 mA (2,5 mA/cm2) durante 30-40 minutos. 

 
D. Tinción de membrana con “Direct Blue 71”. 

 
Para confirmar la carga uniforme de las muestras en el 

gel, teñimos la membrana tras la transferencia, siguiendo el 
protocolo publicado en (Walker et al. 2002). (Una vez concluyo 
la transferencia sumergimos la membrana en 50 ml de solución 
de trabajo (0,008% (p/v) de DB71) durante 5 minutos en 
agitación. Se retiró la solución. Hicimos lavados de la 
membrana 2 o 3 veces con solución de lavado (40% etanol, 
10% ácido acético glacial, agua milliQ hasta 1l) durante unos 
minutos. Escaneamos y desteñimos totalmente la membrana 
aplicando solución de desteñido (50% etanol absoluto, 15% 
bicarbonato sódico 1 M, ajustando volumen agua milliQ a 1 l). 

 
E. Inmunodetección de proteínas transferidas a 

membrana. 
 
La membrana se bloqueo, sumergiéndola en solución 

TBS-T (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl con Tween20 al 
0.1%) con leche en polvo desnatada (Sveltesse®, Nestlé) al 
1%, durante 1 h en agitación. La inmunodetección (Harlow 
1988) comenzó con la incubación de la membrana con el 
anticuerpo primario durante toda la noche en agitación a 4ºC 
(Tabla 4). La membrana se sometió a 3 lavados de 5 minutos 
cada uno con TBS-T, en agitación a temperatura ambiente. 
Posteriormente se incubó con el anticuerpo secundario 
correspondiente 45-60 minutos en agitación a temperatura 
ambiente (Tabla 4) (Anti-IgG de conejo, conjugado con 
peroxidasa, BioRad) diluido 1:10000 en TBS-T. Se elimina el 
exceso de anticuerpo con tres lavados de 5 minutos cada uno 
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con TBS-T. La detección de proteínas se hizo mediante un 
sistema de quimioluminiscencia “ECL Plus o ECL prime 
Western Blotting Detection System” (GE Healthcare- 
Amersham Biosciences) siguiendo protocolo del fabricante. 
Tras su secado la membrana se coloco en un Hypercassette 
(GE Healthcare) y se sometió a análisis autoradiográfico con 
una película fotográfica (Fuji Medical X-Ray Film 100NIF Super 
RX). En la figuras se muestra resultados de un experimento 
representativo de al menos dos independientes por duplicado, 
siendo los resultados esencialmente similares. Las películas 
así como las membranas teñidas son escaneadas, estás 
imágenes digitalizadas en formato tif son analizadas con el 
“software” ImageJ, utilizando la herramienta “Analyze gel” para 
determinar la densitometría en unidades arbitrarias, obteniendo 
la densidad o intensidad de la banda en relación a la intensidad 
de proteína total y la muestra de referencia, la cuál es la cepa 
control sin tratar o el tiempo 0 según se indica en cada 
experimento, teniendo un valor de 1, la ausencia de banda se 
indica con valor 0. 

Tabla 4: anticuerpos usados en inmunodetección. 

Nombre Descripción Dilución Origen 
Anti Fosfo- 
eIF2α 
 (PeIF2α) 

Anticuerpo policlonal 
de conejo que 
reconoce la serina 51 
fosforilada de la 
subunidad α del factor 
2 eucariótico de 
iniciación de la 
traducción (eIF2). 

1:2000  
TBS-T 

Cell 
Signalling  
Technology 

Anti IgG de 
conejo 

Anticuerpo conjugado 
a peroxidasa de 
rábano 

1:10000 
TBS-T 

BioRad 
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4. Aislamiento de tRNA y análisis por “Northern Blot”.

A. Aislamiento de tRNA. 

Los RNA de bajo peso molecular, como el caso de los 
tRNA, se extrajeron recogiendo 40 ml del cultivo celular en 
YPD líquido. Para mantener constante el pH del medio se 
añadió tampón succinato. Los precipitados fueron 
resuspendidos en 1 ml de solución ACE (0,3 M Acetato sódico, 
100 mM Na-EDTA (Na-Ácido etilendiaminotetraacético) pH 4,5) 
y transferidos a un tubo especial resistente al homogenizador 
celular tipo “BeadBeater”. En dicho tubo, previamente 
añadimos un volumen aproximado de 1 ml de bolas de vidrio 
lavadas con ácido. Las muestras fueron homogeneizadas a 
máxima velocidad en tres ciclos de 2 minutos de agitación y 10 
de reposo. 

Las células lisadas (aproximadamente 500-700 μl) 
fueron transferidas a un nuevo tubo para su extracción dos 
veces con fenol ácido. Recuperamos el sobrenadante y lo 
diluimos en 1 volumen de etanol al 70%. Utilizamos el “Kit 
RNAeasy” (Quiagen®). Para RNA de bajo peso molecular, se 
cargo el volumen recuperado de células lisadas en la columna 
del “kit”, centrifugamos y recogimos el líquido filtrado (“Flow 
Through”), posteriormente se precipitó con 2,5 volúmenes de 
etanol absoluto, dejamos reposar en hielo de 1 a 2 horas. 
Luego se concentro durante 30 minutos en centrifuga de 4ºC 
(centrifuga con termostato). Se resuspendió el precipitado en 
500 μl de ACE y añadimos etanol absoluto dejando precipitar 
toda la noche a –20ºC. Resuspendimos el tRNA en 20 μl de 
ACE10 (10 mM acetato sódico, 1 mM Na-EDTA, pH 4.5). El 
tRNA fue cuantificado utilizando el espectrofotómetro para 
muestras de 1 μl (NanoDrop™ 1000). 
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B. Electroforesis y transferencia de membrana del 
tRNA. 

 
Los tRNA se separaron mediante electroforesis en gel 

continuo de poliacrilamida (14% acrilamida/bisacrilamida 29:1, 
urea 8 M, AcNa 0,1 M, TBE 0,25X, pH 4.5, 60 μl 10% APS, 6 μl 
TEMED) utilizando el tampón de electroforesis acetato sódico 
0,1 M pH 5. La electroforesis se llevó a cabo en cámara a 4ºC.  

 
Mediante la medida de concentración de las muestras 

fue determinado el volumen de muestra a cargar en cada 
pocillo (normalmente el correspondiente a 10-15 ng), se 
prepararon las muestras, se incubaron 10 minutos a 65ºC y 
luego se dejaron en hielo 5 minutos y se añadió un volumen 
igual de tampón de carga (0,1 M acetato sódico pH 5, 8 M urea, 
0,05% azul de bromofenol (BFB), 0,05% XC (“Xylene 
Cyanole”)). La electroforesis se realizó a voltaje constante de 
90 V.  

 
Los tRNA se transfirieron a una membrana de nylon N-

Hybond N+ (GE Healthcare) utilizando como disolución de 
transferencia TBE 1X (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA pH 8), 
en semiseco (“Trans-Blot semidry” BioRad®). Posteriormente, 
el tRNA se entrecruzo covalentemente con la membrana 
mediante luz ultravioleta utilizando el transiluminador 
Stratalinker® 1800 de Stratagene®, que emite 0,12 Julios a 
una longitud de onda de 254 nm. La membrana se puede 
almacenar a –20ºC. 

 
C. Marcaje de la sonda y detección de tRNA. 

 
Marcamos la sonda con oligonucleótidos marcados en 

extremo 3’ con dioxigenina y  enzima TdT (deoxinucleotidil 
transferasa terminal) (Roche™), siguiendo las indicaciones del 
fabricante. Introdujimos en un tubo 1 μl de oligo (100 pmoles) y 
9 μl de agua “milliQ” estéril. En el control 5 μl de oligo control 
(vial Kit) y completamos hasta 10 μl con agua “milliQ” estéril. 
Añadimos a cada tubo los reactivos del kit en los volúmenes 
indicados (tampón de reacción 5X: Solución CoCl2, di-
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deoxinucleótidos unidos a dioxigenina (DIG-ddUTP) y enzima 
transferasa terminal). Se centrifugó y mezcló posteriormente 
incubando a 37ºC durante 15 minutos. Se paró la reacción en 
hielo añadiendo 2 μl EDTA 0,2M pH 8. 

Para la hibridación se utilizo “DIG High Prime DNA 
Labelling and Detection Started Kit II” (Roche®). La membrana 
se prehibridó en 10ml de solución de hibridación (“DIG Easy 
Hyb”) a 47ºC durante 30 minutos. La hibridación se realizó 
durante toda la noche a 47ºC con la misma solución a la que 
añadimos 4 μl de la sonda marcada, previamente 
desnaturalizada (95ºC durante 10 minutos). Posteriormente a la 
hibridación, se realizaron tres lavados con 10 ml de solución de 
lavado 2X SSC (NaCl 0,9 M, citrato sódico 0,09 M) 0,1%(v/v) 
SDS). Un primer lavado rápido a temperatura ambiente y luego 
dos a temperatura de hibridación durante 15 minutos. La 
membrana se equilibro durante 5 minutos en tampón de ácido 
maleico (0,1 M ácido maleico, 0,15 M NaCl, pH 7,5 ajustado 
con NaOH). Posteriormente se incubo 30 minutos en la 
solución de bloqueo en tampón maleico a 25ºC. La membrana 
se incubo con solución del anticuerpo secundario (1:10000 anti 
DIG-AP en tampón maleico) durante 30 minutos. Tras la 
incubación se lavo con solución de lavado (0,1 M ácido 
maleico, 0,15 M NaCl, pH 7,5 ajustado con NaOH, 0,3% 
Tween20) 2 veces durante 15 minutos. Posteriormente la 
membrana  se equilibro con tampón de detección (0,1M NaCl, 
0,1 M Tris-HCl, pH 9,5) durante 5 minutos. 

La detección se realizo exponiendo la membrana a 0,1 
ml de solución CSPD del kit durante 5 minutos. Tras su secado 
se coloco en un Hypercassette (GE Healthcare) y se 
sometieron a análisis autorradiográfico con una película 
fotográfica (Fuji Medical X-Ray Film 100NIF Super RX). 
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5. Transformación de bacterias y levaduras.

A. Preparación de células competentes de bacteria. 

La células bacterianas empleadas en está tesis 
pertenecen a la cepa de Escherichia coli DH5α (F'Ф80d 
lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 relA1 endA1 
hsdR17(rK-mK+) phoA supE44 λ-1 thi-1). 

Para la preparación de células competentes utilizamos el 
método descrito en (Taylor et al. 1993). Para un cultivo crecido 
en 200 ml de medio SOB (2% Bapto-triptona, 0,5% extracto de 
levadura, 10 mM NaCl, 3 mM KCl, 10 mM MgCl2 y 10 mM 
MgSO4) en agitación hasta fase exponencial (DO650=0,4-0,8). 
Enfriamos el cultivo unos minutos en hielo, se vertió en tubos 
“Sorvall” (Thermo Scientific®) estériles concentrando las 
células en centrifuga “Beckman” refrigerada (4 ºC) a 5000 rpm 
durante 5 minutos. Resuspendimos las células, manteniendo la 
cadena de temperatura, en 10 ml de TB frío (500 ml; 2,42g 
PIPES, 8 ml CaCl2 1 M, 28 ml de KCl 3 M, 20 ml MnCl2 1 M y 
344 ml agua “milliQ” estéril) en cada tubo. Dejamos reposar 10 
minutos en hielo y volvimos a centrifugar 5 minutos a 5000 rpm 
(4ºC). Las células fueron resuspendidas en 4 ml TB frío. Se une 
todo en un tubo, se añadió 0,750 ml de DMSO, agitando al 
mismo tiempo. Dejamos en hielo 10 minutos y se separo en 
alícuotas de 100 μl congelamos rápidamente y se almacenaron 
a -80ºC hasta su utilización. 

B. Purificación de plásmidos. 

El plásmido p180 fue purificado de una cepa de 
Escherichia coli mediante “Quiagen® Plasmid Midi Kit” 
siguiendo protocolo del fabricante. La cepa, propia del 
laboratorio, fue crecida en medio LB con antibiótico.  

Para transformar 2 cepas defectivas en control de daño 
al DNA con la cepa inducible FRS2 bajo el plásmido GAL1 

64 



____________________________________________Materiales y métodos 

(Codifica subunidad α de la fenilalanil-tRNA sintetasa) se 
purifico dicho plásmido. El primer paso fue aislar el DNA de 
dicho mutante, utilizamos el protocolo de extracción de DNA 
para miniprep de 40 ml descrito en (Amberg et al. 2005). El 
DNA purificado se concentro y se uso para transformar células 
de E. coli, como se describe a continuación. Posteriormente se 
purifico con “Quiagen® Plasmid Midi Kit” siguiendo protocolo 
del fabricante. 

Una vez purificado el plásmido, cuantificamos la 
concentración y pureza con el espectrofotómetro Nanodrop y 
fue separado en alícuotas de 50 μl para almacenaje a -20ºC 
hasta su utilización.  

C. Transformación en bacteria. 

La transformación de bacterias se uso un protocolo 
estándar por choque térmico como se describe en (Hanahan 
1983; Amberg et al. 2005). Se mezclaron el DNA de interés con 
100 μl de bacterias en glicerol al 15%. Después de incubar 20 
minutos en hielo, a la mezcla se le sometió a un choque 
térmico a 42ºC durante 4 minutos, dejando reposar 10 minutos 
en hielo, se le añade 1 ml de LB y se deja recuperar una hora a 
37ºC. Después se sembraron las células en placas selectivas 
de LB-agar con ampicilina (100 μg/ml) y dejando crecer un día 
a 37ºC.  

D. Transformación en levadura. 

Transformación de distintas cepas (tabla 3) de levaduras 
con el plásmido p180 y la cepa BY4741 y los mutantes gcn2Δ, 
mec1Δ y mec1Δtel1Δ con el plásmido purificado pGal1-FRS2, 
utilizando “S cerevisiae Direct Transformation Kit” (Wako™) 
siguiendo el protocolo del fabricante, el cuál tiene una eficiencia 
de transformación de 5x103 transformantes por μg de plásmido. 
Se sembraron en placas de SD-agar con sus respectivas 
auxotrofias y como agente selectivo ausencia de uracilo. 
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6. Ensayos enzimáticos.

A. Determinación del contenido celular de ATP. 

Para la determinación del contenido de ATP, las células 
de levadura se homogeneizaron mezclando 250 μl de cultivo 
con 50 μl de ácido perclórico (11,6 M) reposar 5 minutos en 
hielo, se centrifugó a 4000 rpm durante 5 minutos. Se recogió 
200 μl de muestra que se neutralizó con 1 volumen de 
KOH/KHCO3 0,4 M y se centrifugó a 4000 rpm durante 5 
minutos, y la cantidad de ATP se determinó en el sobrenadante 
como se describe en (Wilson et al. 1976) utilizando un 
luminómetro para microplaca de 96 pocillos “Glomax” 
(Promega). 

B. Ensayo de actividad β-Galactosidasa. 

Para valorar la expresión del factor de transcripción 
Gcn4p, en respuesta a tratamiento con MMS, se utilizó la 
técnica del gen reportero β-galactosidasa (Miller 1972; Serrano 
et al. 1973; Serebriiskii and Golemis 2000). En este caso el 
método de detección usado ha sido el del orto-nitrofenil-β-
galactopiranósido (ONPG, Merck). Las cepas transformadas 
con plásmido p180, reportero de actividad GCN4-lacZ, se 
crecieron en medio mínimo suplementado con las auxotrofias 
correspondiente en cada caso, hasta la mitad de la fase 
exponencial y tratados dos horas con 0,02% de MMS llevando 
en paralelo un control sin tratamiento del mismo cultivo.  

Tomamos 2 ml de cultivo y lo centrifugamos durante 1 
minuto. Resuspendimos las células en 100 μl de solución 
GTED20 (Glicerol 20%, Tris-HCl 10 mM pH 7.6, EDTA 1 mM y 
Ditiotreitol (DTT) 1 mM). Se permeabilizaron las células 
añadiendo 6 μl de TET (Tolueno, Etanol y Tritón X-100 al 10% 
en proporciones 1:4:1, respectivamente) y agitando con 
“vortex” durante 3 minutos. La reacción se llevó a cabo con 10 
μl de estas células a las que se añade 190 μl de “buffer-Z” 
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(Fosfato sódico 0,1 M pH 7, KCl 10 mM, SO4Mg 1 mM y 
β−mercaptoetanol 50 mM) y 40 μl de ONPG 13,3 mM. 
Cuantificamos los ensayos mediante unidad internacional de 
actividad enzimática que se obtiene a partir de la actividad 
específica arbitraria, que se definen del siguiente modo: 

 (1000 x A420 x Vr) / (t x p x Vc x A660) 

Donde A420 es la absorbancia a 420 nm (el coeficiente 
de extinción del ONPG a 420 nm es 4,5 unidades de 
absorbancia por mM y por cm de paso de luz), Vr el volumen 
final de reacción, t el tiempo de reacción en minutos, p el paso 
de luz en las condiciones de medida, Vc el volumen 
equivalente de cultivo utilizado en ml y A660 la turbidez del 
cultivo. En nuestro caso que analizamos las muestras en lector 
para microplaca “multiSkan FC” (Thermo scientific®) Vr toma 
un valor de 0,34 y p de 0,5, aplicando estas correcciones 
quedando la formula: 

(680 x A420) / (t x Vc x A660)  

En unidades de nmol por minuto y por mg de proteína 
total. 
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RESULTADOS 

1. Resultados previos.

Previamente se identificaron dos genes importantes para 
la tolerancia a la acidificación celular por ácido acético, LEU2 y 
GCN2. LEU2 anula el requerimiento de leucina en cepas 
auxotrofas y disminuye la sensibilidad a ácido acético. El 
análisis de sensibilidad a ácido de los componentes de la ruta 
GCN, indica que la quinasa Gcn2p se requiere para la 
tolerancia a ácido en cepas auxotrofas para leucina, pero sin 
embargo no se requiere Gcn4p (Hueso et al. 2012). Además la 
sobreexpresión de GLC7’, que codifica la proteína truncada de 
la fosfatasa 1 con fenotipo dominante negativo, permite un 
incremento de la fosforilación de eIF2α y un aumento de 
crecimiento en presencia de estrés ácido intracelular (Hueso et 
al. 2012). Se observa que el ácido acético no produce un ayuno 
de aminoácidos, indicando que el agotamiento de aminoácidos 
no es la causa de la activación de Gcn2p durante el estrés 
ácido, además la activación de Gcn2p se requiere para el 
transporte de aminoácidos (Hueso et al. 2012). La cepa 
auxotrofa para leucina y con una mutación en el sitio de 
fosforilación de Sui2p/eIF2α (S51A) (Dever et al. 1992) es muy 
sensible al ácido acético siendo aliviada por suplementación 
del medio con un exceso de leucina (Hueso et al. 2012). 

2. LEU2 restaura la sensibilidad del mutante nulo
gcn2Δ a ácido acético. 

Dado los resultados previos quisimos comprobar el 
fenotipo de sensibilidad a ácido acético en el cuál esta 
implicado Gcn2p mediante crecimiento en medio sólido. El 
mutante nulo gcn2Δ es más sensible a ácido acético que la 
cepa control y este fenotipo se revierte por la expresión de 
LEU2. Efectivamente en la figura 09 observamos que gcn2Δ es 
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más sensible a ácido acético que la cepa control y este fenotipo 
es revertido por transformación con el gen LEU2 para corregir 
la auxotrofia de leucina. 

Figura 09: Tolerancia al ácido conferida por la sobreexpresión de LEU2 en medio 
sólido. 
Cepas BY4741 (Wt) y gcn2Δ sin y transformadas con el plásmido pUN100 que 
contiene el gen LEU2. Cultivos de una noche en medio SD (suplementado con 
adenina, metionina, histidina y leucina) se diluyeron 1/20 y 1/100 y detectados en 
placas YPD como control y en placas que contenían 40 mM de ácido acético (pH 
4,0). El crecimiento se registró después de 2 días. Se muestra experimento 
representativo de tres independientes con resultados similares.

Para caracterizar con detalle el fenotipo de sensibilidad y 
rescate por LEU2 analizamos el comportamiento de estás 
cepas en condiciones control y tratadas con 40 y 50 mM de 
ácido acético monitorizando el crecimiento mediante la 
plataforma Bioscreen C® (Thermo Labsystems®). Observamos 
que la fase de adaptación (“lag”) se incrementa en el mutante 
gcn2Δ con respecto de la cepa control (BY4741) en 
condiciones de tratamiento con ácido acético, en ambas cepas 
transformada con LEU2 muestran una fase “lag” más corta con 
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respecto a las cepas sin transformar, llegando la cepa mutante 
a valores similares a la cepa control (Figura 10 A-B). 
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Figura 10: Tolerancia al ácido conferida por la sobreexpresión de LEU2 en medio 
líquido.  
A. Experimento de crecimiento en medio líquido monitorizado con Bioscreen C®. 
Representación semilogaritmica del crecimiento en medio YPD como control sin 
ácido (cuadrado fucsia), y tratado con 40 mM (triángulo verde) y 50 mM (circulo azul) 
de ácido acético (pH 4). Cultivos de BY4741 (Wt; leu2Δ) y gcn2Δ transformadas con 
el plásmido pUN100 que contiene el gen LEU2 (indicado como + LEU2). Se 
muestran datos de un experimento representativo de 2 independientes con 3 
replicas. 
B. Tabla con parámetros de crecimiento obtenidos: fase de latencia o “lag” (h), tasa 
de crecimiento (h-1) y rendimiento (DO) calculados como se indica en materiales y 
métodos del experimento representativo representado en A. 

En la figura 10 se observa la sensibilidad del mutante 
gcn2Δ a acético tanto por incremento de fase de latencia como 
una menor pendiente en la recta correspondiente a la fase 
exponencial de crecimiento. Así calculando la tasa de 
crecimiento se observa que disminuye con el tratamiento con 
acético en todas las cepas excepto en el mutante expresando 
LEU2, aunque este presenta un menor valor en condición sin 
acético. En cuanto al rendimiento, en la cepa control aumenta 
al expresarse LEU2 tanto sin como con tratamiento con 
acético, mientras que el mutante gcn2Δ que presenta un mayor 
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rendimiento que la cepa control no se ve aumentado con la 
expresión de LEU2. En conjunto nos indica que la sensibilidad 
a ácido acético que presenta gcn2Δ se ve revertida por la 
expresión del gen LEU2, teniendo efecto en la fase de 
adaptación y exponencial de crecimiento.  
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3. La acidificación no implica estrés energético.

En la acidificación intracelular por ácidos débiles, los 
protones se secretan al exterior mediante la H+-ATPasa de la 
membrana plasmática codificada por el gen esencial PMA1 
(Serrano 1978; Serrano 1989), con el consiguiente consumo de 
ATP. El retraso en el crecimiento que se observa en respuesta 
a la acidificación intracelular puede deberse a un efecto por 
estrés energético y no por el efecto directo de la acidificación. 
En tal caso, disminuyen los niveles de ATP en la célula en 
estas condiciones. Para analizar si la acidificación intracelular 
por ácido acético afecta al contenido de ATP de la célula 
medimos el contenido en ATP en células en condiciones sin 
estrés y con 50 mM de ácido acético a distintos tiempos. 
Después de la incubación de la cepa silvestre hasta 2 horas 
con 50 mM de ácido acético no se ha observado diferencias en 
los niveles de ATP en comparación a la condición control 
(Figura 11A), pero sí se observa una reducción del crecimiento 
del 50% a partir de una hora (Figura 11B). 

Por lo tanto, estos resultados indican que el estrés acido 
no provoca un estrés energético en la célula y el defecto en el 
crecimiento se debe a un efecto distinto a la caída de los 
niveles de ATP celulares. 
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Figura 11: Medición consumo ATP en condiciones de estrés ácido.  
A) Medición de niveles de ATP en pmol/μg de peso fresco con desviación estándar
de la media de tres experimentos independientes con tres replicas cada uno de 
muestras a distintos tiempos de crecimiento de la cepa silvestre BY4741 en 
condiciones control y con 50 mM de ácido acético. B) Representación del 
crecimiento de los cultivos anteriores mediante densidad óptica medida a λ=660 nm 
frente a tiempo. 
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4. Caracterización de mutantes de la ruta GCN en
respuesta a ácido acético. 

Como el mutante gcn2Δ presenta sensibilidad a acético 
quisimos saber sí los adaptadores de tRNA Gcn1p y Gcn20p, 
así como Gcn3p, que codifica para la subunidad α de eIF2B, 
presentan está sensibilidad a ácido acético, lo que indicaría 
una posible implicación de tRNA descargados. Para esta 
caracterización monitorizamos el crecimiento de los mutantes 
nulos en comparación a la cepa silvestre con diferentes dosis 
de ácido acético durante 48 horas. Como se muestra en la 
figura 12, observamos un defecto de crecimiento dependiente 
de la dosis de acético en todas las cepas. La inhibición del 
crecimiento más clara se da a 100 mM de ácido acético, En 
está dosis la cepa silvestre inicia el crecimiento exponencial 
antes que el resto de mutantes, y los mutantes gcn1Δ y gcn2Δ 
no inician el crecimiento antes de las cuarenta horas, gcn3Δ y 
gcn20Δ comienzan a crecer un poco antes de las cuarenta 
horas (Figura 12). Este dato indica que estas proteínas 
participan en la respuesta a acidificación intracelular. 

A la dosis de 50 mM no se observan apenas diferencias 
en el crecimiento entre los mutantes y la cepa silvestre, y 
curiosamente a 25 mM los mutantes gcn1Δ, gcn2Δ y gcn20Δ 
crecieron ligeramente mejor que la cepa silvestre y que gcn3Δ 
(Figura 12). Es posible que en está dosis más baja la 
acidificación sea menor y no se requieran estás proteínas para 
su respuesta. En conjunto estos datos indican que la 
sensibilidad a ácido acético fue dependiente de la dosis, y que 
Gcn1p, Gcn2p y Gcn20p se requirieren para la respuesta a 
altas dosis de ácido acético. 
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Figura 12: Sensibilidad a estrés ácido de los mutantes de la ruta GCN. 
Crecimiento en medio líquido de la cepa control (BY4741) y los mutantes de la ruta 
GCN: gcn2Δ, gcn1Δ, gcn20Δ y gcn3Δ en YPD sin acético (círculo negro) y en YPD 
suplementado con ácido acético a 25 mM (circulo blanco), 50mM (triángulo invertido 
negro) y 100 mM (triángulo). D.O. es la absorbancia medida mediante la plataforma 
Bioscreen C® frente a tiempo. Se muestra un experimento representativo de dos 
independientes con tres replicas con resultados similares. 

79 



Resultados____________________________________________________ 

5. Gcn2p es activado por la acidificación intracelular
sin ayuno de aminoácidos. 

La acidificación intracelular inhibe la absorción de 
aminoácidos y Gcn2p es importante para la tolerancia al estrés 
por ácido y para la activación de varios transportadores (datos 
previos), por lo tanto era lógico probar si la acidificación 
intracelular activa a la quinasa Gcn2p. Para ello, detectamos la 
activación de Gcn2p, analizando el estado de fosforilación de 
su principal sustrato, eIF2α, mediante inmunodetección con un 
anticuerpo especifico para la forma fosforilada en la serina 51 
(Goossens et al. 2001). El nivel de la fosforilación de eIF2α 
aumenta después de 30-180 minutos de incubación con ácido 
acético (Figura 13A), lo que sugiere que Gcn2p ha sido 
activado por la acidificación intracelular. Este aumento de la 
fosforilación de eIF2α depende de Gcn2p y de las proteínas 
adaptadoras Gcn1p y, en menor medida, Gcn20p, ya que en 
dichos mutantes nulos se pierde la fosforilación total o 
parcialmente (Figura 13B). 

Estos datos sugieren que podría estar ocurriendo un 
ayuno de aminoácidos a consecuencia del estrés ácido, ayuno 
que activaría a Gcn2p. Sin embargo, como se ha descrito en el 
apartado 1 de este capítulo, no se produce ayuno de 
aminoácidos y por lo tanto, puede no ser la causa de la 
activación de Gcn2p durante el estrés ácido (Hueso et al. 
2012). 
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Figura 13: El estrés ácido intracelular activa Gcn2p. 
(A) La activación de Gcn2p por acidificación intracelular se midió mediante la 
fosforilación de eIF2α en diferentes momentos después de la adición de 60 mM de 
ácido acético (pH 4,0) a las células en crecimiento de la cepa BY4741 (panel 
superior). Un control de carga de proteínas formado por  dos bandas representativas 
de la tinción de membrana con colorante Direct Blue 71 se muestra en el panel 
inferior. (B) Inducción por ácido acético de la fosforilación de eIF2α depende de 
Gcn1p, Gcn2p y Gcn20p, se observa niveles de fosforilación en los distintos 
mutantes en comparación a la cepa control BY4741. La duración de la incubación 
con 60 mM de ácido acético fue de 3 h, un control de carga de proteínas se muestra 
como en (A). (- = control sin ácido acético). Se muestra la intensidad relativa en 
unidades arbitrarias, de la banda P-eIF2α con respecto a proteína total y como 
referencia muestra BY4741 sin acético (tiempo 0 en A y – en B) obtenidos con el 
“software ImageJ”. En la figuras se muestra resultados de un experimento 
representativo de al menos tres independientes, siendo esencialmente similares. 
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6. La acidificación intracelular induce la acumulación
de tRNA descargados y los mutantes haploinsuficientes de 
algunas aminoacil-tRNA sintetasas son hipersensibles a 
ácido acético. 

En el apartado anterior se ha visto que la activación de 
Gcn2p en respuesta a ácido acético depende de las proteínas 
adaptadoras de tRNA Gcn1p y, en menor medida, de Gcn20p, 
pero está respuesta ocurre sin ayuno de aminoácidos. En 
condiciones de ayuno de aminoácidos se produce una 
acumulación de tRNA descargados que junto a estás proteínas 
adaptadoras activan a Gcn2p. Estos datos sugieren que es 
importante probar sí durante la acidificación intracelular se 
produce una acumulación de tRNA descargados. Sí esto ocurre 
indicara que de algún modo el estrés ácido interfiere en la 
carga de tRNA. Como una primera aproximación, nosotros 
específicamente detectamos mediante hibridación las formas 
cargadas y/o descargadas de tRNAleu de la cepa silvestre 
(BY4741, mediante análisis Northern en condiciones control y 
tratadas con 60 mM de ácido acético a pH 4 durante 1 hora). El 
estrés ácido desencadena la descarga del tRNAleu y disminuyen 
los niveles de tRNAleu cargado (Figura 14). Como la leucina no 
se agota, esto puede ser explicado sí las aminoacil-tRNA 
sintetasas son inhibidas no sólo por el agotamiento de 
aminoácidos (Hinnebusch 2005), sino también por la 
acidificación intracelular. 
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Figura 14: El ácido acético induce la acumulación de tRNAleu descargados. 
La cepa silvestre BY4741 fue tratada con 60 mM de ácido acético (pH 4,0) durante 1 
h y en paralelo sin tratamiento y las formas del tRNA cargada (leu-tRNAleu) y no 
cargadas (tRNAleu) fueron detectados por análisis de transferencia Northern con 
sondas de oligonucleótidos específicos. 

Aunque los resultados previos sugieren que la inhibición 
del transporte de aminoácidos puede ser la principal causa de 
inhibición del crecimiento por ácido acético en las cepas 
auxotroficas, la inhibición de aminoacil-tRNA sintetasas 
también podría contribuir al efecto del ácido. Para probar esta 
posibilidad, se determinó la concentración de ácido acético que 
produce una inhibición del crecimiento del 50% (IC50) en cepas 
diploides haploinsuficientes para diferentes aminoacil-tRNA 
sintetasas (Hueso et al. 2012). La razón de usar este tipo de 
mutantes es que las mutaciones nulas de sintetasas citosólicas 
de levadura son letales, mientras que las mutaciones nulas de 
sintetasas mitocondriales de levadura son viables. Mediante el 
uso de cepas haploinsuficientes diploides, se podría comparar 
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todos los mutantes de las sintetasas con una reducción del 
50% de la dosis génica (Hueso et al. 2012). 

Para ello se llevaron a cabo cultivos de todas las cepas 
haploinsuficientes en condiciones control así como con 25, 50, 
75 y 100 mM de ácido acético, monitorizando el crecimiento 
durante 3-4 días con la plataforma Bioscreen®. Obteniendo la 
concentración de acético que inhibe un 50% el crecimiento 
como se describe en la sección de ensayos en medio líquido 
de materiales y métodos. Los resultados que se muestran en la 
tabla 5 y en la figura 15 indican que aproximadamente un tercio 
de los mutantes de las aminoacil-tRNA sintetasas son más 
sensibles a ácido acético que la cepa silvestre, con 
reducciones en valores de la IC50 del ácido acético de 5 al 20%. 

El hecho de que al reducir un 50% la dosis génica de 
muchos aminoacil-tRNA sintetasas aumenta la sensibilidad al 
ácido apoya la hipótesis de que la inhibición por ácido de estas 
enzimas importantes contribuye a la inhibición de crecimiento 
de la levadura.  
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Tabla 5: Valor de dosis inhibitoria del crecimiento al 50% por ácido 
acético (IC50 en mM) en mutantes haploinsuficientes para diferentes 
aminoacil-tRNA sintetasas de levadura con el error estándar (EE). 

Estos datos se observan gráficamente en la figura 15 
siguiente donde se representa el índice fenotípico, el cuál se 
calcula como el logaritmo en base 2 de la relación entre el valor 
de concentración de ácido acético que produce una inhibición 
del crecimiento del 50% de la cepa y de la cepa silvestre.  
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índice fenotípico
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Figura 15: Representación gráfica del índice fenotípico en respuesta a ácido acético 
de mutantes haploinsuficientes para diferentes aminoacil-tRNA sintetasas de 
levadura en comparación a la cepa silvestre. 
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DISCUSIÓN 
En resultados previos del grupo se identificaron dos 

genes importantes para la tolerancia a estrés por acidificación 
intracelular causada por ácidos débiles permeables: LEU2, 
implicado en la biosíntesis de leucina, y GLC7’, que codifica 
una proteína fosfatasa 1 truncada que tiene un fenotipo 
dominante negativo, reduciendo la actividad del tipo silvestre 
Glc7p y aumentando el nivel de la fosforilación de eIF2α. Se ha 
observado que la sobreexpresión de GLC7’ mejoraba el 
crecimiento en condiciones de estrés ácido (Hueso et al. 2012). 
La expresión de LEU2 revierte el requerimiento de leucina en 
cepas auxotrofas, indicando que el estrés ácido intracelular 
inhibe la absorción de leucina por la célula. Por lo tanto, la 
limitación del crecimiento por acidificación intracelular se debe 
en gran parte a limitación del transporte de leucina. La relación 
directa de GLC7’ con GCN2 nos llevo a encaminar la 
investigación para determinar el papel de Gcn2p en la 
tolerancia a estrés ácido intracelular. Previamente se había 
observado la sensibilidad de mutantes en diversos 
componentes de la ruta a ácido acético, indicando que están 
implicados en la respuesta a estrés ácido intracelular en cepas 
auxotrofas para leucina. Nosotros corroboramos la sensibilidad 
estos mutantes a estrés ácido intracelular (Figura 10) y la 
tolerancia conferida por LEU2 (Figura 09 y 10). 

Gcn2p es una proteína quinasa conservadas en todos 
los eucariotas que forma parte de una vía de respuesta a 
estrés activado por ayuno de aminoácidos, el ayuno de purina, 
la limitación de la glucosa, altos niveles de salinidad, daño en el 
DNA y, en el caso de las plantas, reacción a herida 
(Hinnebusch and Natarajan 2002) y el tratamiento con 
fitohormonas ácido salicílico, metil-Jasmonato u el precursor de 
etileno ACC (Lageix et al. 2008). El mecanismo de esta vía 
implica un único control de la traducción, donde Gcn2p es 
activado por los tRNA descargados y fosforila eIF2α. Este 
causa la inhibición de la síntesis de proteínas en general, y la 
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traducción selectiva del mRNA de Gcn4p, factor de 
transcripción tipo bZIP (“Basic leucine Zipper”), en levadura. El 
mRNA de este factor contiene pequeños marcos de lectura 
abierta en 5´ de sus regiones codificantes que se traducen 
ineficazmente en condiciones normales (Hinnebusch 2005; 
Wek et al. 2006). eIF2α y Gcn4p son los únicos efectores 
conocidos de la señalización por Gcn2p en la levadura 
(Natarajan et al. 2001; Hinnebusch 2005) por lo que ha sido 
una sorpresa al descubrir que Gcn2p se activa por estrés ácido 
intracelular y que es necesario para la tolerancia a este estrés, 
independientemente de Gcn4p (datos previos). Además, el 
estrés ácido intracelular no activa la traducción de Gcn4p, 
medido por la expresión de la fusión GCN4-lacZ (Mueller and 
Hinnebusch 1986; Hinnebusch 2005) (G. Hueso, Murguía JR y 
R. Serrano, trabajo no publicado). La fosforilación de eIF2α se 
requiere para la tolerancia a ácido (Hueso et al. 2012), y para 
esta fosforilación se requiere Gcn2p, Gcn1p y en menor 
medida Gcn20p (Figura 13). Por lo tanto el papel de la ruta 
Gcn2p/eIF2α en estrés ácido podría revelar una nueva diana 
de esta importante respuesta traduccional al estrés. 

El significado fisiológico de la activación de Gcn2p por 
estrés ácido intracelular puede explicarse por la inhibición del 
transporte de aminoácidos a pH acido intracelular y por la 
activación del transporte de aminoácidos por Gcn2p. El 
transporte de aminoácidos en la levadura opera por un 
mecanismo de simporte de H+ (Serrano 1991) y la acidificación 
intracelular reduce la fuerza motriz del gradiente electroquímico 
de protones, inhibiendo la absorción de aminoácidos. Además 
no se ha observado diferencias en los niveles de ATP en 
condiciones de acidificación intracelular (Figura 11A). La 
activación de Gcn2p podría contrarrestar parcialmente esta 
inhibición y en el caso de la cepa mutante leu2Δ, esto podría 
mejorar la absorción de leucina y el crecimiento celular bajo 
estrés ácido. (Hueso et al. 2012) 

La activación de Gcn2p por el estrés ácido intracelular 
correlaciona con la acumulación de tRNAleu descargados 
(Figura 14) Un mecanismo obvio comenzaría con la inhibición 
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de la absorción de leucina seguido por el agotamiento celular 
de leucina, la inhibición de leucil-tRNA sintetasa y la unión de 
tRNAleu descargado al dominio regulador similar a HisRS 
(histidil-tRNA sintetasa de levadura) de Gcn2p (Hinnebusch 
2005). Sin embargo, la determinación del contenido de 
aminoácidos intracelulares indica que no hay ayuno de leucina 
y que la concentración de leucina, como de la mayoría de los 
aminoácidos, aumenta en condiciones de estrés ácido (datos 
previos) (Hueso et al. 2012). Una posible explicación sería que 
los tRNA descargados no se acumulan debido a la carencia de 
aminoácidos, sino como consecuencia de la inhibición de 
aminoacil-tRNA sintetasas a pH intracelular bajo. La actividad 
de estas enzimas tiene un pH óptimo en 7,5-8,0, con una caída 
dramática a valores de pH más ácido. Por ejemplo, a pH 6, la 
velocidad de reacción es sólo 8-9% de la óptima (Mitra and 
Mehler 1967; De Lorenzo and Ames 1970). La importancia de 
estas enzimas esenciales como dianas de estrés ácido 
intracelular es apoyada por nuestra observación de que la 
reducción del 50% de la dosis génica de muchas aminoacil-
tRNA sintetasas aumenta la sensibilidad a ácido de las células 
(Tabla 5; Figura 15). 

La inhibición de la aminoacil-tRNA sintetasas bajo 
condiciones de estrés tales como la acidificación intracelular 
puede explicar la activación de Gcn2p por tRNA descargados 
sin ayuno de aminoácidos. Por ejemplo, en el caso de estrés 
por NaCl (Goossens et al. 2001; Zaborske et al. 2009), algunas 
aminoacil-tRNA sintetasas pueden ser inhibidas por altos 
niveles intracelulares de Na+, como se observo para varias 
enzimas intracelulares (Ludovico et al. 2002). Otra posibilidad 
es que las condiciones de estrés causen la acidificación 
intracelular, como se demuestra en el caso del choque térmico 
por calor (Weitzel et al. 1987), no investigado durante el estrés 
salino por NaCl. La inhibición de las aminoacil-tRNA sintetasas 
y la activación de Gcn2p por la acidificación intracelular y otros 
tipos de estrés pueden ser de relevancia general para las 
plantas y los animales, porque la vía Gcn2p/eIF2α está 
conservada en los eucariotas (Hinnebusch and Natarajan 2002; 
Lageix et al. 2008). Así recientemente se ha descrito el papel 
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fundamental del control traduccional a través de la fosforilación 
de eIF2α en la diferenciación de promastigote a amastigote en 
Leishmania spp.. Este proceso de diferenciación es inducido 
por la señalización del estrés debido a alta temperatura junto a 
una caída del pH (Cloutier et al. 2012). 

Nosotros proponemos un modelo de la implicación de 
Gcn2p en la homeostasis del pH en levadura en el cual la 
acidificación intracelular inhibe las aminoacil-tRNA sintetasas y 
el transporte de aminoácidos. Esto produce un acumulo de 
tRNA descargados que activa a Gcn2p y fosforila eIF2α, lo que 
provoca la traducción selectiva de una proteína desconocida 
(X) distinta de Gcn4p que activa el transporte de aminoácidos 
(Figura 16). 

Figura 16: Modelo propuesto del papel de Gcn2p en la homeostasis de pH. 
Abreviaturas: AcH: ácido acético, Ac- : acetato, pHi: pH intracelular, pHv: pH 
vacuolar, pHe: pH extracelular, aaTRS: aminoacil-tRNA sintetasa, tRNA*: tRNA 
descargados, aa: aminoácidos. 
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RESULTADOS: 

1. Activación de Gcn2p en respuesta a diferentes
agentes genotóxicos. 

La quinasa Gcn2p regula la traducción en respuesta a 
ayuno de aminoácidos y también regula la transición G1-S en 
respuesta al daño al DNA en levadura (Menacho-Marquez et al. 
2007; Tvegard et al. 2007; Krohn et al. 2008). Quisimos evaluar 
la respuesta de Gcn2p a diversos agentes que producen 
lesiones en el DNA, para poder determinar si la respuesta de 
Gcn2p al daño al DNA es general o por el contrario es 
específica de un determinado tipo de lesión en el DNA. Para 
ello, analizamos el nivel de fosforilación de eIF2α en la cepa 
silvestre BY4741 en respuesta a distintos tratamientos 
mediante inmunodetección con un anticuerpo que reconoce la 
serina 51 fosforilada de eIF2α, la diana de fosforilación de 
Gcn2p. 

Hicimos tratamientos a cultivos celulares en fase 
exponencial de crecimiento durante 1 y 2 horas a las dosis 
indicadas para cada agente genotóxico. Observamos 
diferencias significativas en los niveles de fosforilación de 
eIF2α en comparación con el control sin tratamiento, en 
respuesta a 5-Fluorouracilo, β-lapachona, Hidroxiurea, Metil 
metano sulfonato (MMS) y Phleomicina. El tratamiento con 
otros agentes como Camptotecina, Nocodazol y cis-Platino no 
incrementaron la fosforilación de eIf2α de forma aparente 
(Figura 17). 
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Figura 17: Fosforilación de eIF2α en respuesta a distintos genotóxicos. 
Inmunodetección de fosforilación de eIF2α en cultivos de células silvestre BY4741, 
tratados durante una hora con: Camptotecina (cPT; 0,5 mM), Nocodazol (Noc; 
10μg/ml), Fluorouracilo (5-FU; 40 μM), Cis-platino (Cis-P; 0,5 mM), β-lapachona (β-
lap; 20 μg/ml) MMS (0,01%), Hidroxiurea (HU; 0,2 M), Phleomicina (Phleo; 2,5 
μg/ml). Como control de carga de proteínas se muestra una banda representativa de 
la membrana teñida con DB71 y en la parte inferior la intensidad relativa de la banda 
PeIF2α en relación a proteína total y como referencia el control sin tratar expresado 
en unidades arbitrarias, analizado con el “software ImageJ”. En la figura se muestra 
resultado de un experimento representativo de dos independientes, siendo 
esencialmente similares. 

El aumento de la fosforilación de eIF2α en respuesta a 
lesionantes del DNA dependía estrictamente de la 
concentración de los mismos (Figura 18). En conjunto, estos 
resultados indican que el estrés genotóxico activa de forma 
robusta la fosforilación de eIF2α, sustrato de Gcn2p. Dicha 
activación depende de la dosis y del tiempo de tratamiento con 
el agente lesionante, y muestra una cierta especificidad, ya que 
no todos los agentes lesionantes la inducen. 
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Figura 18: Genotóxicos del DNA a distintas dosis activan Gcn2p.  
Inmunodetección de fosforilación de eIF2α en cultivos celulares en fase exponencial 
de crecimiento de la cepa silvestre BY4741 (0), tratados durante una hora (1) con 
distintas dosis de Phleomicina, Hidroxiurea (HU), Fluorouracilo (5-FU), MMS y β-
lapachona o con mismo volumen de agua (Control). Se muestra un experimento de 
dos independiente con resultados similares. Control de carga de proteínas: Banda 
representativa de la tinción de membrana con Direct blue 71, en la parte inferior 
intensidad relativa de la banda PeIF2α en relación a proteína total y como referencia 
el control sin tratar a tiempo 0 expresado en unidades arbitrarias (I R), analizado con 
el “software ImageJ”, y el valor de inducción con respecto a tiempo 0. 
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2. Caracterización genética de los diferentes mutantes
gcn en respuesta a MMS. 

Para confirmar que el incremento en la fosforilación de 
eIF2α se debe a la activación de la ruta GCN, llevamos a cabo 
una caracterización genética utilizando cepas mutantes nulas 
de diferentes componentes de la ruta GCN en el fondo genético 
BY4741. Utilizamos el agente genotóxico MMS porque había 
dado una respuesta más estable y robusta en comparación a 
los otros agentes utilizados. Además el fenotipo de activación 
de Gcn2p en respuesta a MMS está descrito previamente. 
(Menacho-Marquez et al. 2007; Krohn et al. 2008). 

Realizamos el análisis del estado de fosforilación de 
eIF2α y de la viabilidad celular en respuesta al tratamiento 
durante 2 horas con dosis crecientes de MMS, comparando los 
mutantes nulos de los componentes de la ruta con su fondo 
genético BY4741. En la cepa silvestre se observa un 
incremento del nivel de fosforilación de eIF2α en función de la 
dosis de MMS. El tratamiento con MMS no induce la 
fosforilación de eIF2α en gcn2Δ (Figura 19A), lo que indica que 
es dependiente de Gcn2p. Por otro lado, analizando la 
supervivencia celular a MMS, el mutante nulo gcn2Δ muestra 
más sensibilidad que la cepa silvestre sobre todo a las dosis 
más elevadas de MMS (Figura 19B). Estos resultados indican 
que la activación de Gcn2p se requiere para la supervivencia 
celular en presencia del agente MMS. 

96 



____________________________________________________Resultados 

Figura 19: Efecto del MMS en el mutante gcn2Δ. 
A. Inmunodetección de P-eIF2α en cultivos celulares de BY4741 y gcn2Δ tratados 
durante 2 horas con MMS a 0-0,02-0,04-0,08%. Control de carga de proteínas: Dos 
bandas representativas mediante tinción de membrana con colorante Direct Blue 71. 
En la parte inferior se indica el valor de intensidad relativa de la banda PeIF2α en 
relación a proteína total y el tiempo 0 de la cepa control como referencia expresado 
en unidades arbitrarias. Estos valores se han obtenido con el “software ImageJ” 
como se indica en materiales y métodos. B. Ensayo clonogénico de viabilidad por 
crecimiento en placa YPD de células BY4741 y gcn2Δ, tras dos horas de tratamiento 
con MMS. Los resultados se presentan como el porcentaje de crecimiento en 
presencia de MMS respecto al control sin tratar (Barras de error= desviación 
estándar de la media, n=3, *P<0,05) 

De forma similar a lo observado en el mutante gcn2Δ, no 
detectamos fosforilación de eIF2α en respuesta a MMS en el 
mutante gcn1Δ (Figura 20A). Por lo tanto, Gcn1p es necesario 
para la fosforilación de eIF2α en respuesta a MMS. 
Sorprendentemente el mutante gcn1Δ, muestra una mayor 
supervivencia en comparación a la cepa silvestre, en especial, 
en las dos dosis más bajas utilizadas de MMS (Figura 20B). 
Por lo tanto, Gcn1p, de alguna manera, contribuye en la 
toxicidad de MMS. 
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Figura 20: Efecto del MMS en el mutante gcn1Δ. 
A. Inmunodetección de PeIF2α en cultivos celulares de BY4741 y gcn1Δ tratados 
durante 2 horas con MMS a 0-0,02-0,04-0,08%. Control de carga de proteínas: Dos 
bandas representativas mediante tinción de membrana con colorante Direct Blue 71. 
En la parte inferior se indica el valor de intensidad relativa de la banda PeIF2α en 
relación a proteína total y el tiempo 0 de la cepa control como referencia expresado 
en unidades arbitrarias, sí no hay señal se indica con 0. Estos valores se han 
obtenido con el “software ImageJ” como se indica en materiales y métodos. B. 
Ensayo clonogénico de viabilidad por crecimiento en placa YPD de células BY4741 y 
gcn1Δ, tras dos horas de tratamiento con MMS. Los resultados se presentan como 
el porcentaje de crecimiento en presencia de MMS respecto al control sin tratar 
(Barra error=desviación estándar de la media, n=3, *P<0,05). 

Analizamos también el papel de Gcn20p en la respuesta 
a MMS, ya que las proteínas Gcn1p y Gcn20p se requieren 
para la activación de Gcn2p en células sometidas a ayuno de 
aminoácidos (Hinnebusch 2005). Estudiamos la fosforilación de 
eIF2α en respuesta a MMS en el mutante nulo gcn20Δ. Como 
se observa en la figura 21 el tratamiento con MMS induce la 
fosforilación de eIF2α, aunque es menor que la observada en la 
cepa silvestre (Figura 21A). Esto indica que la fosforilación de 
eIF2α en respuesta a MMS es parcialmente dependiente de 
Gcn20p. Por otro lado, el mutante nulo gcn20Δ presenta un 
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patrón de supervivencia celular frente a MMS similar al de la 
cepa silvestre (Figura 21B). Por lo tanto, Gcn20p no se 
requiere para la supervivencia celular en respuesta a MMS. 

Figura 21: Efecto del MMS en el mutante gcn20Δ. 
A. Inmunodetección de PeIF2α en cultivos celulares de BY4741 y gcn20Δ tratados 
durante 2 horas con MMS a 0-0,02-0,04-0,08%. Control de carga de proteínas: Dos 
bandas representativas mediante tinción de membrana con colorante Direct Blue 71. 
En la parte inferior se indica el valor de intensidad relativa de la banda PeIF2α en 
relación a proteína total y el tiempo 0 de la cepa control como referencia expresado 
en unidades arbitrarias. Obtenido con el “software ImageJ” como se indica en 
materiales y métodos. B. Ensayo clonogénico de viabilidad por crecimiento en placa 
YPD de células BY4741 y gcn20Δ tras dos horas de tratamiento con MMS. Los 
resultados se presentan como el porcentaje de crecimiento en presencia de MMS 
respecto al control sin tratar (Barra error= desviación estándar de la media, n=3, 
*P<0,05).

La fosforilación de eIF2α en respuesta a MMS, se 
modifica levemente en el mutante gcn3Δ con respecto a la 
cepa control (Figura 22A). Este hecho indica que Gcn3p no se 
requiere para la activación de Gcn2p por MMS. Además en el 
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ensayo de viabilidad, gcn3Δ muestra un patrón de 
supervivencia celular similar al mostrado por la cepa silvestre 
en respuesta a MMS. Solo se observan ligeras diferencias a las 
dosis más altas donde gcn3Δ es ligeramente más tolerante 
(Figura 22B). Esto indica que Gcn3p no está implicado en la 
toxicidad por MMS a las dosis ensayadas. Sin embargo está 
descrito que la mutación nula gcn3Δ aumenta la resistencia a 
0,1 % de MMS. (Menacho-Marquez et al. 2007). 
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Figura 22: Efecto del MMS en el mutante gcn3Δ. 
A. Inmunodetección de PeIF2α en cultivos celulares de BY4741 y gcn3Δ tratados 
durante 2 horas con MMS a 0-0,02-0,04-0,08%. Control de carga de proteínas: Dos 
bandas representativas mediante tinción de membrana con colorante Direct Blue 71. 
En la parte inferior se indica el valor de intensidad relativa de la banda PeIF2α en 
relación a proteína total y el tiempo 0 la cepa control como referencia expresado en 
unidades arbitrarias. Obtenido con el “software ImageJ” como se indica en 
materiales y métodos. B. Ensayo clonogénico de viabilidad por crecimiento en placa 
YPD de células BY4741 y gcn3Δ, tras dos horas de tratamiento con MMS. Los 
resultados se presentan como el porcentaje de crecimiento en presencia de MMS 
respecto al control sin tratar (Barra error= desviación estándar de la media, n=3). 

 
 
En el mutante nulo gcn4Δ, el tratamiento con MMS 

incrementa la fosforilación de eIF2α de manera similar o 
superior a la cepa silvestre (Figura 23A). Al estudiar la 
supervivencia celular a distintas dosis de MMS el mutante nulo 
gcn4Δ no manifiesta diferencias con el patrón de supervivencia 
de la cepa silvestre (Figura 23B). Estos resultados indican que 
Gcn4p no participa en la toxicidad de MMS. 
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Figura 23: Efecto del MMS en el mutante gcn4Δ. 
A. Inmunodetección de PeIF2α en cultivos celulares de BY4741 y gcn4Δ tratados 
durante 2 horas con MMS a 0-0,02-0,04-0,08%. Control de carga de proteínas: Dos 
bandas representativas mediante tinción de membrana con colorante Direct Blue 71. 
En la parte inferior se indica el valor de intensidad o densidad relativa de la banda 
PeIF2α en relación a proteína total y el tiempo 0 de la cepa control como referencia 
expresado en unidades arbitrarias. Obtenido con el “software ImageJ” como se 
indica en materiales y métodos. B. Ensayo clonogénico de viabilidad por crecimiento 
en placa YPD de células BY4741 y gcn4Δ, tras dos horas de tratamiento con MMS. 
Los resultados se presentan como el porcentaje de crecimiento en presencia de 
MMS respecto al control sin tratar (Barras de error= desviación estándar de la media, 
n=3). 

Determinamos el crecimiento de todos los mutantes y la 
cepa silvestre en las concentraciones de MMS usadas durante 
tres días, mediante la plataforma Bioscreen C®. Los cultivos se 
realizaron como se indica en el apartado correspondiente de 
materiales y métodos. Realizando los ajustes correspondientes 
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se obtienen las curvas de crecimiento representando 
absorbancia o densidad óptica (DO) frente a tiempo.  

Observamos que la proliferación celular de todos los 
mutantes, así como la de la cepa silvestre se ve afectada de 
modo dependiente de la dosis de MMS siguiendo el mismo 
patrón, mostrando un retraso en el crecimiento o incluso 
inhibición del mismo a las mayores dosis ensayadas. 
Únicamente el mutante gcn2Δ muestra pequeñas diferencias 
(Figura 24).  
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Figura 24: Crecimiento de mutantes gcn en distintas dosis de MMS. 
Curvas de crecimiento de mutantes gcn1Δ, gcn2Δ, gcn3Δ, gcn4Δ, gcn20Δ en 
comparación al fondo silvestre BY4741 (WT) crecidos en medio líquido en 
microplaca de 100 pocillos con 0%, 0,01%, 0,02%, 0,04% y 0,08% de MMS en YPD 
y analizado mediante Bioscreen C®. Se muestra la representación gráfica de 
densidad óptica (OD) frente a tiempo tras los ajustes correspondientes. 
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3. La supervivencia a MMS es independiente de
fosforilación de la ser51 en eIF2α. 

Quisimos comprobar si la citotoxicidad del MMS está 
mediada por el control traduccional, y por lo tanto del nivel de 
fosforilación de eIF2α. Para ello analizamos la respuesta a 
MMS en el mutante de eIF2α, sui2Δ S51A. En dicho mutante la 
serina 51 que es la diana de fosforilación de Gcn2p se ha 
sustituido por una alanina (Hueso et al. 2012). En el mutante 
sui2Δ S51A, realizamos un análisis del nivel de fosforilación de 
eIF2α sin y con tratamiento con MMS así como de la viabilidad 
celular en respuesta a diferentes dosis de MMS. 

Como era de esperar, no se detecta fosforilación de 
eIF2α en el mutante sui2Δ S51A tras 2h de tratamiento con 
0,02% de MMS, pero si en la cepa silvestre (Figura 25A). Al 
analizar la supervivencia celular de estás cepas en respuesta a 
tratamiento durante 2 horas con un rango de concentraciones 
de MMS se observa que no existen diferencias importantes 
entre el mutante de SUI2 y su cepa silvestre (Figura 25B). Por 
lo tanto, la fosforilación de eIF2 no se requiere para la 
supervivencia celular al tratamiento con MMS. Dado que Gcn2p 
sí que se requiere para la supervivencia frente a MMS, la 
función de Gcn2p en relación a la toxicidad de MMS es 
independiente del control traduccional. 
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Figura 25: Caracterización mutante Sui2Δ S51A en respuesta a MMS. 
A. Nivel de fosforilación de eIF2α en cepa silvestre que expresa SUI2 normalmente y 
mutante por la sustitución de serina 51 por alanina. Se muestran cultivos en fase 
exponencial (T0) y tras 2 horas de tratamiento con 0,02% de MMS. Control de carga 
de proteínas se muestra banda representativa de la tinción de membrana con 
colorante DB71. En la parte inferior se indica el valor de intensidad relativa de la 
banda PeIF2α en relación a proteína total y el tiempo 0 de la cepa control como 
referencia expresado en unidades arbitrarias. La ausencia de banda se indica con 
valor 0. La densitometría se ha analizado con el  “software ImageJ” como se indica 
en materiales y métodos. B. Supervivencia celular relativa de las mismas cepas a 
diferentes dosis de MMS mediante ensayo clonogénico de viabilidad. Cultivos 
celulares en fase exponencial fueron tratados en cada dosis durante dos horas y 
sembrados por triplicado en placas YPD, analizados por conteo de colonias a los 
tres días. (n=3, barras de error= desviación estándar, * P<0,05). 

107 



Resultados____________________________________________________ 

4. Papel de las rutas de señalización y/o reparación del
daño al DNA celular en la activación de Gcn2p por MMS. 

MMS es un agente alquilante que produce alquilación de 
ambos tipos de bases nitrogenadas produciendo 
desapareamiento de bases y bloqueo de la maquinaria de 
replicación (Lundin et al. 2005). Ha quedado patente que la 
quinasa Gcn2p está implicada en la respuesta al daño al DNA 
por MMS. Ello sugiere que de alguna manera estará 
interconectada con las rutas de señalización y/o reparación del 
daño en el DNA. Así que nos planteamos explorar está 
hipótesis midiendo el nivel de fosforilación de eIF2α en 
respuesta a MMS en una serie de mutantes nulos de proteínas 
implicadas en estos procesos. 

Comenzamos explorando genes que expresan proteínas 
de las rutas de control del ciclo celular en respuesta a daño en 
el DNA. Para esto objetivo se uso una serie de mutantes 
disponibles en el fondo genético W303, y se usó como cepa 
control la cepa W303.1a defectiva en SML1, dado que la 
mutación sml1Δ suprime la letalidad del mutante nulo de MEC1 
(Corda et al. 2005). Se realizaron cultivos celulares en paralelo 
de cada mutante y la cepa control hasta la fase exponencial de 
crecimiento, donde separamos en dos condiciones y 
recogiendo muestras tras tratamiento durante 2 horas con 
0,02% de MMS y sin tratamiento para analizar el nivel de 
fosforilación de eIF2α.  

En la figura 26 se observa que la cepa control responde 
a MMS aumentando la fosforilación de eIF2α. En la 
cuantificación relativa con respecto a la cepa control sin tratar, 
se observa que la mayor parte de los mutantes presentan un 
nivel de fosforilación menor que la cepa control, aunque con el 
tratamiento con MMS el incremento fosforilación es similar o 
superior que el mostrado en la cepa control. 

108 



____________________________________________________Resultados 

Figura 26: Análisis nivel fosforilación eIF2α en mutantes de proteínas de control de 
daño al DNA: 
Las distintas cepas en fase exponencial tratadas con 0,02% MMS (+) y sin tratar (-) 
durante dos horas se analizaron por inmunodetección con anticuerpo que reconoce 
P-eIF2α. Control de carga de proteínas: Tinción de membrana con colorante Direct 
Blue 71, mostrando una banda representativa. En la parte inferior se indica el valor 
de intensidad relativa de la banda PeIF2α en relación a proteína total y la cepa 
control sin tratamiento como referencia expresado en unidades arbitrarias (IR), 
obtenido con el software ImageJ y el valor de inducción con respecto a sin tratar. La 
figura muestra un experimento representativo de al menos 2 independientes cada 
uno en duplicado. Los resultados obtenidos fueron esencialmente similares. 

 Excepto en los mutantes xrs2Δ, tel1Δ y el triple mutante 
mrxΔ, que presentaron un defecto en la fosforilación en 
respuesta a MMS además de presentar un mayor nivel de 
fosforilación sin tratar con respecto al control (Figura 26). Esto 
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último sugiere una cierta activación de Gcn2p que puede estar 
causada por la proteína ausente del mutante. Dado que la 
deficiencia en respuesta a MMS se observa en el mutante 
xrs2Δ y el triple mutante mrxΔ, y no en los simples mutantes de 
los otros componentes del complejo indica que la deficiencia se 
debe, de alguna manera, a la pérdida de la proteína Xrs2p. 

Hemos visto que Xrs2p se requiere en la activación de 
Gcn2p por MMS. Posteriormente quisimos determinar sí esta 
respuesta esta mediada por el control traduccional. Para este 
objetivo transformamos la cepa control W303 y los distintos 
mutantes del complejo MRX con el plásmido reportero p180, 
(Tabla 2 y 3) que lleva la región reguladora del mRNA de 
GCN4 unida al gen bacteriano lacZ, que codifica para la 
enzima β-galactosidasa, estando bajo el control de dicha región 
reguladora. Sí el factor de transcripción Gcn4p es traducido 
selectivamente se puede detectar indirectamente mediante la 
actividad β-galactosidasa. Dada la variabilidad en el nivel basal 
de PeIF2α observado, que pensamos que se puede atribuir al 
diferente comportamiento de estas cepas en crecimiento y a 
efecto del la proteína ausente, nos centramos en el complejo 
MRX que muestra un defecto más claro. De modo que sí 
dichos mutantes presentan una mayor actividad que la cepa 
control indicaría que tienen una mayor traducción de Gcn4p o 
está aumenta. 

Recogimos muestras de cultivos celulares simultáneos 
de los distintos mutantes del complejo MRX y la cepa control 
en fase exponencial de crecimiento y analizamos el nivel de 
fosforilación de eIF2α tras dos horas sin tratamiento. 
Observamos que todos los mutantes muestran niveles de 
fosforilación similar o superior a la cepa control en estás 
condiciones. En especial, en la cuantificación relativa se 
observa el mayor nivel de fosforilación en el simple mutante 
nulo xrs2Δ y el triple mrxΔ y más leve en el mre11Δ (Figura 
27A).  

En paralelo recogimos muestras de cultivos tras 2 horas 
sin tratar y 2h con 0,02% de MMS y analizamos la actividad β-
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galactosidasa, como se describe en el apartado 
correspondiente de materiales y métodos. Observamos en 
estas condiciones que hay una actividad baja, siendo en todos 
los mutantes menor que la actividad percibida en la cepa 
control (Figura 27B), y siendo el valor entre la mitad y un tercio 
del valor de la cepa control, en los mutantes xrs2Δ y mrxΔ. 
Resultados esencialmente similares se observa en la actividad 
de los mutantes y la cepa control tras 2 horas de tratamiento 
con MMS, aumentando las diferencias entre xrs2Δ y el triple 
mutante mrxΔ con respecto a la cepa control, ya que ambos 
presentan menor actividad que sin tratar, casi la mitad, esto 
correlaciona con el defecto de fosforilación en respuesta a 
MMS observado anteriormente. Mientras que la cepa control y 
los otros dos mutantes simples presentan valores ligeramente 
superiores en comparación a valores sin tratar (Figura 27C). 
Esto sugiere que, en estos mutantes que presentan una mayor 
fosforilación de eIF2α en condiciones normales, no correlaciona 
con una mayor traducción selectiva de Gcn4p pudiendo ocurrir 
una activación constitutiva de Gcn2p. Además con el 
tratamiento de MMS disminuye tanto la traducción de Gcn4p 
como la fosforilación de eIF2α, indicando que de algún modo 
Gcn2p no puede responder a MMS. 
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Figura 27: Análisis del papel del complejo MRX en la fosforilación de eIF2 y en 
actividad β-Galactosidasa dependiente de la traducción de GCN4. 
A. Nivel de fosforilación de eIF2α en cepa control W303 y mutantes del complejo 
MRX transformados con plásmido p180 en fase exponencial de crecimiento. En la 
parte inferior se indica el valor de intensidad relativa de la banda PeIF2α en relación 
a proteína total y la cepa control como referencia expresado en unidades arbitrarias. 
Obtenido con el “software ImageJ” como se indica en materiales y métodos. La 
figura muestra un experimento representativo de al menos 2 independientes cada 
uno en duplicado. Los resultados obtenidos fueron esencialmente similares. 
B. actividad β-Galactosidasa en estas cepas en las mismas condiciones que A.  
C. actividad β-Galactosidasa en estas cepas tratadas con 0,02% MMS durante 2 
horas. La actividad se muestra en unidades de actividad enzimática (nmol por 
minuto y por mg de proteína) de 3 medidas independientes y el error estándar.  
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5. Papel de las rutas de reparación del daño en el DNA
celular en la activación de Gcn2p por MMS. 

Con el objetivo de explorar sí las rutas de reparación del 
DNA median de alguna manera la activación de Gcn2p en 
respuesta a MMS, exploramos el estatus de fosforilación de 
eIF2α en una serie de mutantes nulos de proteínas de 
reparación del DNA en el fondo genético BY4741. Estos 
mutantes son defectivos en las diferentes rutas de reparación 
de daño al DNA, acumulando lesiones en el DNA. 

En la cepa silvestre se produce un aumento de 
fosforilación de eIF2α como consecuencia del tratamiento con 
0,02% MMS en el medio durante 2 horas (Figura 28). En 
general, observamos un aumento de fosforilación de eIF2α en 
los mutantes como consecuencia del tratamiento con MMS, de 
forma similar al observado en la cepa silvestre o en algunos 
casos más leve como rad6Δ, rad1Δ, rad50Δ y rad51Δ, aunque 
estos presentan mayor fosforilación en condiciones sin MMS. 
Únicamente el mutante mag1Δ presenta un defecto en la 
fosforilación en respuesta a MMS en comparación a la cepa 
silvestre (Figura 28). MAG1 codifica una 3-metiladenina DNA 
glicosilasa, la cuál es una proteína necesaria para la reparación 
de lesiones en el DNA causados por agentes alquilantes, como 
el caso de MMS. Este hecho sugiere que en la activación de 
Gcn2p en respuesta a MMS se requiere la proteína de 
reparación Mag1p. Además está activación se ve parcialmente 
afectada cuando faltan componentes de reparación del DNA 
mediante recombinación homóloga (Rad50p-51p), NER 
(Rad1p) y PRR (Rad6p) que reparan DSB (RH) y sitios AP 
(NER y PRR). Los sitios AP se producen indirectamente por 
MMS al eliminar los productos de la alquilación por Mag1p y 
pueden evolucionar a otro tipo de lesiones. En conjunto, estos 
datos sugieren una conexión funcional de Gcn2p con la 
maquinaria de reparación del DNA. 
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Figura 28: Análisis de proteínas de reparación en respuesta a 0,02% de MMS en 
relación a fosforilación de eIF2α. 
Las distintas cepas en fase exponencial fueron tratadas con 0% (–) y 0,02% MMS 
(+) durante dos horas, se recogieron muestras y realizamos inmunodetección con 
anticuerpo que reconoce PeIF2α (Ser51). Como control de carga se muestra banda 
representativa de la tinción de membrana con colorante Direct Blue 71. En la parte 
inferior se indica el valor de intensidad relativa de la banda PeIF2α en relación a 
proteína total y la cepa control con 0% MMS como referencia expresado en unidades 
arbitrarias (I R) obtenido con el “software ImageJ” como se indica en materiales y 
métodos. El valor de inducción es la relación entre el valor con MMS y sin tratar. La 
figura muestra un experimento representativo de al menos 2 independientes cada 
uno en duplicado. Los resultados obtenidos fueron esencialmente similares. 
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6. Análisis de traducción selectiva de Gcn4p en los
mutantes de las rutas de reparación del DNA. 

Analizamos sí las proteínas de reparación del DNA 
median de alguna manera la traducción selectiva de GCN4 en 
respuesta a MMS. Para ello, transformamos los mutantes nulos 
anteriores con el plásmido p180 (Tabla 2), que lleva la región 
reguladora del mRNA de Gcn4p controlando el gen bacteriano 
lacZ, el cual codifica para la enzima β-galactosidasa, como se 
indica en el apartado correspondiente de materiales y métodos. 

Crecimos estos mutantes hasta la fase exponencial de 
crecimiento, recogimos muestras que procesamos como se 
indica en el apartado correspondiente de materiales y métodos 
para analizar la actividad β-galactosidasa. Observamos que en 
general, los valores de actividad β-galactosidasa son bajos, en 
condiciones control la mayor parte de mutantes presentan una 
menor actividad que la mostrada por la cepa silvestre, los 
mutantes rad50Δ y rad6Δ muestran una actividad similar a la 
cepa silvestre mientras que los mutantes rad51Δ y rad52Δ 
tienen una mayor actividad en comparación a la cepa silvestre 
(Figura 29) estos datos correlacionan con mayor fosforilación 
de eIF2α en condiciones control observadas en la figura 28. 
Esto indica que la pérdida de Rad51p y Rad52p produce una 
mayor respuesta traduccional mediada por Gcn2p, aumentando 
la traducción selectiva. Por lo tanto parece existir una conexión 
entre Gcn2p y el grupo epistático RAD52 (del que entre otras 
proteínas forma parte Rad50p, Rad51p y Rad52p), esta 
implicado en reparación de daño en el DNA mediante 
recombinación homóloga. 
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Figura 29: Actividad β-Galactosidasa en mutantes de rutas de reparación del DNA. 
Cultivos en fase exponencial se recogieron muestras y se evaluó actividad β-
galactosidasa. La actividad se muestra en unidades de actividad enzimática (nmol 
por minuto y por mg de proteína) de 2 experimentos independientes con error 
estándar. 
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7. Análisis de la implicación de tRNA descargados en
la activación de Gcn2p en respuesta a MMS. 

Previamente hemos descrito que el tratamiento con 
MMS induce la activación de Gcn2p causando un incremento 
en la fosforilación de eIF2α, dependiente de Gcn1p y de 
Gcn20p. Estos datos sugieren que, de alguna manera, el 
tratamiento con MMS produce el acumulo de tRNA 
descargados en ausencia de ayuno de nutrientes, aunque no 
sabemos que tRNA o tRNAs en particular para llevar a cabo 
una medición directa de este acumulo. Una posibilidad de que 
se produzca esa situación sería que las aminoacil-tRNA 
sintetasas se ven inhibidas en condiciones de estrés 
genotóxico, de forma similar a lo descrito para la activación de 
Gcn2p por estrés acido. Por ejemplo, el MMS podría alquilar 
los tRNAs y evitar su carga con aminoácidos catalizada por las 
sintetasas. Para abordar esta hipótesis realizamos un rastreo 
utilizando la colección de mutantes haploinsuficientes en las 
aminoacil-tRNA sintetasas mediante cultivos simultáneos con 
distintas dosis de MMS utilizando la plataforma Bioscreen C®. 
Utilizamos como cepa de referencia una cepa isogénica que 
expresa URA10, es decir, una cepa diploide que expresa a 
niveles normales todas las aminoacil-tRNA sintetasas. La razón 
de usar mutantes haploinsuficientes es, como se ha 
mencionado anteriormente en la parte de estrés acido, que las 
mutaciones nulas de sintetasas citosólicas de levadura son 
letales (las mutaciones nulas de sintetasas mitocondriales de 
levadura son viables). Mediante el uso de cepas 
haploinsuficientes diploides, se podría comparar todos los 
mutantes de las sintetasas con una reducción del 50% de la 
dosis génica (Hueso et al. 2012). 

Se evaluó la sensibilidad a MMS monitorizando el 
crecimiento de cada mutante y la cepa de referencia a las 
siguientes dosis: 0, 0,1, 0,2, 0,4 y 0,8 mg/ml de MMS 
simultáneamente por triplicado durante al menos tres días. Las 
lecturas obtenidas se procesaron como se ha detallado en el 
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apartado correspondiente de materiales y métodos. Obteniendo 
las curvas de crecimiento para cada cepa y condición, 
posteriormente la curva de porcentaje de crecimiento frente a 
dosis para cada cepa, y el valor de IC50 de cada cepa utilizando 
el “software SigmaPlot10” (“systat software, Inc.”) utilizando 
como parámetro de crecimiento la absorbancia para un tiempo 
fijo de 50 horas. Las cepas más sensibles a MMS tienen una 
IC50 menor que la cepa silvestre (IC50= 0,22), y las más 
tolerantes mayor valor en comparación a la cepa silvestre, 
existiendo varios mutantes que presentan un valor de IC50 muy 
similar al de está (Tabla 6). 

Tabla 6: Valor de dosis inhibitoria al 50% por MMS (IC50 en mg ml-1) en 
mutantes haploinsuficientes para diferentes aminoacil-tRNA sintetasas 
de levadura con el error estándar (EE). Error estándar de dos a cuatro 
experimentos independientes con tres replicas cada uno.  

118 



____________________________________________________Resultados 

Calculamos el índice fenotípico como el logaritmo en 
base 2 de la relación del valor de cada cepa con la cepa 
isogénica de referencia y tomamos como significativamente 
más sensibles valores superiores a -0,4, lo que significa 1,4 
veces más sensible que la cepa silvestre isogénica. Siguiendo 
este criterio seleccionamos nueve mutantes haploinsuficientes 
de las aminoacil-tRNA sintetasas que son más sensibles a 
MMS: GRS1, SLM5, FRS2, MSD1, YER087W, GUS1, MSM1, 
YHR020W y MST1 (Tabla 8). En conjunto, estos datos 
sugieren que existen ciertas aminoacil-tRNA sintetasas que de 
alguna manera se ve más afectadas por MMS que otras. 

Tabla 7: Descripción de los mutantes haploinsuficientes en aminoacil-
tRNA sintetasas más sensibles a MMS. 

Descripción cepas más sensibles a MMS Clase 

MST1 treonil-tRNA sintetasa mitocondrial II 
YHR020W desconocida similar a prolil-tRNA 

sintetasa citoplasmática 
II 

YER087W similar a  aminoacil-tRNA sintetasa  
mitocondrial 

II 

FRS2 subunidad alfa fenilalanil-tRNA sintetasa 
citoplasmática 

II 

MSM1 metionil-tRNA sintetasa mitocondrial I 
GRS1 glicil -tRNA sintetasa citoplasmática/ 

mitocondrial 
II 

GUS1 glutamil-tRNA sintetasa citoplasmática I 
MSD1 aspartil-tRNA sintetasa mitocondrial II 
SLM5 asparaginil-tRNA sintetasa mitocondrial II 

Dado que los mutantes de las aminoacil-tRNA sintetasas 
mitocondriales sí son viables, ensayamos los genes 
seleccionados anteriormente analizando la sensibilidad a MMS 
en el fondo genético BY4741. Observamos que los mutantes 
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haploides nulos tienen valores de IC50
 superiores a los 

obtenidos en sus respectivos mutantes diploides 
haploinsuficientes (tabla 8 y tabla 6) La cepa control BY4741 
presenta una  IC50 en respuesta a MMS de 0,234, observando 
ligeras diferencias en los mutantes, msm1Δ es ligeramente 
más tolerante (0,259), yer087w igual a la cepa control (0,235) y 
los otros 3 mutantes ligeramente más sensibles, aunque las 
diferencias no son significativas entre estos mutantes y la cepa 
control (tabla 8). Por lo tanto, la ausencia de estás enzimas no 
aumenta la sensibilidad a MMS, estos datos son consistentes 
con la hipótesis del efecto inhibidor sobre las aminoacil-tRNA 
sintetasas de MMS, ya que en ausencia de estás enzimas el 
MMS no tienen efecto tóxico en comparación al control.  

Tabla 8: IC50 en respuesta a MMS en aminoacil-tRNA sintetasas 
mitocondriales seleccionadas. 
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8. Caracterización de los mutantes haploinsuficientes
en aminoacil-tRNA sintetasas seleccionados en el rastreo 
con MMS. 

Posteriormente, caracterizamos la respuesta de los 
mutantes haploinsuficientes en aminoacil-tRNA sintetasas más 
sensibles a MMS. Por un lado quisimos ver sí la sensibilidad a 
MMS, determinada como un defecto en el crecimiento en los 
cultivos celulares, correlaciona con una variación de la 
supervivencia celular a diferentes dosis de MMS. Para ello 
realizamos ensayos clonogénicos en placa, según el protocolo 
descrito en materiales y métodos. Los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 30. 

Figura 30: Viabilidad de mutantes haploinsuficientes en aminoacil-tRNA sintetasas 
más sensibles a MMS. 
Ensayo por conteo en placa de colonias crecidas a partir de cultivos en fase 
exponencial tratados durante 2 horas a las concentraciones de MMS indicadas y 
sembradas en placa de YPD. Analizado a los tres días de crecimiento. Se 
representa el % relativo con respecto a 0% MMS de 9 mutantes más sensibles y la 
cepa isogénica, promedio de 3 experimentos con error estándar, *P<0,05. WT= cepa 
isogénica, URA10.  
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Observamos ligeras diferencias de disminución de 
viabilidad en comparación con la cepa control en cada 
concentración de MMS, en concreto, MST1 y GRS1 a 0,05% y 
SLM5 a 0,1%, ninguna cepa mutante muestra diferencias 
significativas en todas las dosis de MMS en comparación con la 
cepa control, excepto MSM1 que parece más resistente. Por lo 
tanto, el tratamiento con MMS no afecta significativamente a la 
supervivencia celular, por lo que el defecto de crecimiento no 
conlleva una disminución diferencial de la supervivencia 
celular. 

Posteriormente realizamos una caracterización 
bioquímica mediante análisis del nivel de fosforilación de eIF2α 
en estos mutantes haploinsuficientes en comparación a la cepa 
control. Como estos mutantes han mostrado un 
comportamiento similar entre sí tanto el retraso en crecimiento 
como en viabilidad, decidimos ver la respuesta a una dosis más 
alta de MMS, así que analizamos la fosforilación tras dos horas 
de tratamiento con 0,1% de MMS. Tanto los mutantes como la 
cepa silvestre isogénica muestran fosforilación de eIF2α, y solo 
el mutante haploinsuficiente en FRS2 exhibe un mayor nivel de 
fosforilación en comparación a la cepa silvestre (Figura 31). 
FRS2 codifica la subunidad α de la aminoacil-tRNA sintetasa 
de fenilalanina (Phe), que junto a la subunidad β son 
necesarias para la correcta actividad. Esto indica que una 
reducción a la mitad de la dosis génica de esta subunidad 
conlleva un incremento en la activación de Gcn2p en respuesta 
a MMS, y sugiere que Frs2p, de alguna manera, se ve afectada 
especialmente por MMS. 

122 



____________________________________________________Resultados 

Figura 31: Análisis nivel fosforilación eIF2α en mutantes haploinsuficientes en TRS 
en respuesta 0,1% MMS durante 2 horas. 
Se muestra banda de P-eIF2α en respuesta a 0,1% de MMS durante dos horas de 
estos mutantes en comparación a la cepa isogénica URA10. Debajo, control de 
carga de proteínas: Banda representativa mediante tinción de membrana con 
colorante Direct Blue 71. En la parte inferior se indica el valor de Intensidad relativa 
de la banda PeIF2α en relación a proteína total y la cepa isogénica como referencia 
expresado en unidades arbitrarias. Obtenido con el software ImageJ como se indica 
en materiales y métodos. La figura muestra un experimento representativo de al 
menos 2 independientes cada uno en duplicado. Los resultados obtenidos fueron 
esencialmente similares. 

Para corroborar este resultado realizamos un curso 
temporal con este mutante y analizamos el nivel de 
fosforilación de eIF2α con 0,1% de MMS a distintos tiempos. La 
respuesta es dependiente del tiempo, incrementándose la 
fosforilación en función del mismo, siendo ligeramente mayor la 
fosforilación en el mutante de FRS2 que en la cepa control, 
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aunque ambos muestran un pico entre 1,5 y 2 horas (Figura 
32). 

En conjunto, estos datos indican que el tratamiento con 
MMS interfiere selectivamente la función de un grupo de 
aminoacil tRNA sintetasas. El hecho de que en la cepa 
haploinsuficiente FRS2 la activación de gcn2p por MMS se vea 
incrementada, sugiere que su inhibición contribuye 
mayoritariamente a la activación de la ruta GCN por MMS. 

Figura 32: Curso temporal de fosforilación de eIF2α en mutante haploinsuficiente en 
FRS2 tratado con 0,1% de MMS. 
Comparación del nivel de fosforilación de eIF2α en cultivos de la cepa silvestre 
isogénica URA10 y el mutante haploinsuficiente en FRS2 en fase exponencial 
tratado con 0,1% de MMS y recogido a los tiempos indicados. En la parte inferior 
banda representativa de control de carga de proteína mediante tinción de membrana 
con colorante Direct Blue 71 y el valor de Intensidad relativa de la banda PeIF2α en 
relación a proteína total y el tiempo 0 como referencia expresado en unidades 
arbitrarias. Obtenido con el software ImageJ como se indica en materiales y 
métodos. 
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9. Caracterización de respuesta a MMS en cepas que
sobreexpresan las diferentes aminoacil-tRNA sintetasas. 

Si efectivamente la inhibición de la actividad aminoacil-
tRNA sintetasa media las respuestas celulares a MMS, y mas 
concretamente la activación de Gcn2p, entonces la ganancia 
de función de estas proteínas debería aliviar la toxicidad de 
MMS. 

Para ello cuantificamos la viabilidad de una set de cepas 
que sobreexpeesan las diferentes aminoacil tRNA sintetasas 
bajo regulación del promotor de GAL1. Estas cepas pertenecen 
a la colección comercial de open biosystems (“yeast ORF 
Collection”, cuya relación está descrita en la tabla 3 y se 
describe en (Gelperin et al. 2005)). Como no disponemos de un 
mutante de sobreexpresión de la cepa isogénica usada 
anteriormente, utilizamos como referencia tres cepas que han 
mostrado un comportamiento similar a la cepa isogénica en los 
ensayos de pérdida parcial de función, estas son: DED81, ILS1 
y KRS1 ya que en la colección no tiene una cepa control con el 
plásmido vacío. Realizamos ensayos creciendo cultivos de 
estas cepas en medio YPRafinosa, y subcultivando, tras lavado 
en YPGalactosa durante al menos 6 horas, para inducir la 
expresión. Analizamos el crecimiento mediante monitorización 
con la plataforma Bioscreen C® en YPD e YPGalactosa sin y 
con 0,02% de MMS, observamos que en todas las cepas hay 
un retraso en el crecimiento y el rendimiento de cultivo en 
YPGalactosa en comparación a YPD, y en ambos medios 
observamos un gran retraso en el arranque de cultivo, sin 
detectar diferencias claras entre cepas (datos no mostrados). 
Este resultado sugiere que no se detecta un fenotipo de alivio 
de toxicidad a MMS. 

Analizamos la fosforilación de eIF2α en el mutante de 
ganancia de función de FRS2, para ver sí se mantiene el 
incremento observado en la pérdida parcial de función. 
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Observamos que al sobreexpresar FRS2 en YPGalactosa 
existe una importante fosforilación de eIF2α independiente de 
MMS y el tiempo, además de mostrar otras bandas con alto 
nivel de fosforilación, situadas aproximadamente a 58 y 77 KDa 
que coinciden con el tamaño de proteína esperado, de Frs2p 
nativa y sobreexpresada, que lleva un “tag” de 19 KDa, 
respectivamente (Figura 33). Este resultado inesperado sugiere 
dos posibilidades, o existe un exceso de proteínas que provoca 
la unión inespecífica del anticuerpo u otra posibilidad es que 
Frs2p sea un nuevo sustrato de Gcn2p. 

Figura 33: Análisis de fosforilación de eIF2α inducida por MMS en el mutante de 
sobreexpresión de FRS2. 
Comparación del nivel de fosforilación de eIF2α en cultivos en fase exponencial 
tratados con 0,02% de MMS a tiempos 0, 1, 2 y 3h del mutante pGAL1-FRS2 en 
comparación a sin tratar, en medio YPRafinosa y medio inductor YPGalactosa. En la 
parte inferior control de carga de proteínas mediante tinción de membrana con 
colorante Direct Blue 71. 

Los resultados de crecimiento sugirieren que el 
incremento de expresión constitutivo de aminoacil-tRNA 
sintetasas enmascara el efecto de MMS. Por ello decidimos 
evaluar el fenotipo de crecimiento y fosforilación de eIF2α 
transformando con pGAL1-FRS2 cepas defectivas en 
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señalización del daño en el DNA como mec1Δ y el doble 
mutante mec1Δtel1Δ. El simple mutante tel1Δ no lo pudimos 
transformar con pGAL1-FRS2, ya que resulto inviable. 
Analizamos la sensibilidad a distintas dosis de MMS por 
ensayo de crecimiento en medio sólido, no observamos 
diferencias en la sensibilidad entre los mutantes sin y 
transformados con pGAL1-FRS2, en ambos medios. El doble 
mutante fue mucho mas sensible que el simple en todas las 
condiciones (Figura 34A). Este resultado sugiere que la 
sobreexpresión de FRS2 no afecta diferencialmente la 
supervivencia a MMS en las condiciones ensayadas. 

Analizamos el crecimiento mediante la plataforma 
Bioscreen C®, observando que ambas cepas crecen peor en 
YPGalactosa en comparación a YPD. En el mutante mec1Δ 
observamos un crecimiento similar sin y con pGAL1-FRS2 en 
YPD con independencia de MMS, excepto un ligero defecto de 
crecimiento de mec1Δ::pGAL1-FRS2 a 0,002% de MMS en 
relación a mec1Δ. En YPGalactosa observamos un defecto de 
crecimiento al expresar FRS2 sin MMS, pero a 0,0002% de 
MMS crece mejor que mec1Δ, y se igualan entre sí a 0,002% 
MMS (Figura 34B). Este resultado indica que el crecimiento de 
mec1Δ se ve afectado por la expresión de pGAL1-FRS2 siendo 
más tolerante a dosis pequeñas de MMS y por lo tanto, alivia la 
sensibilidad a MMS. 

Por otro lado el doble mutante mec1Δtel1Δ muestra un 
fuerte retraso en el crecimiento que es más acusado con la 
transformación con pGAL1-FRS2 en condiciones sin MMS 
igualándose a 0,002% donde la transformación mejora el 
crecimiento. A mayor dosis de MMS en YPD, así como en 
YPGalactosa el crecimiento es inhibido completamente con 
independencia de MMS y la transformación o no con pGAL1-
FRS2 (Figura 34B). Este resultado indica que el doble mutante 
es hipersensible independientemente de la sobreexpresión de 
FRS2. En conjunto estos resultados sugieren un fenotipo de 
epistasia con Tel1p. 
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Figura 34: Caracterización crecimiento sobreexpresando FRS2 en mutantes 
defectivos en señalización de daño al DNA. 
Los mutantes mec1Δ y mec1Δtel1Δ fueron transformados con pGAL1-FRS2 y 
crecidos en YPD e YPGAL, y tratados con 0-0,0002%-0,002%-0,02% de MMS. 
Como control se usaron cepas sin transformar. A. Análisis del crecimiento en placa 
en medios y condiciones indicadas, imágenes tomadas tras 3 días de crecimiento. B. 
Monitorización del crecimiento mediante plataforma Bioscreen C® se muestran 
gráficas de densidad óptica frente a tiempo en estás condiciones (No se muestran 
gráficas a 0,02% de MMS porque se inhibió completamente el crecimiento). 

Realizamos análisis del nivel de fosforilación de eIF2α 
en estas cepas comparando los mutantes sin transformar y 
transformados con pGAL1-FRS2, crecidos en medio YPD y 
medio inductor YPGalactosa y tratadas con distintas 
concentraciones de MMS durante 2 horas. En el mutante 
mec1Δ con FRS2 observamos un ligero incremento de la 
fosforilación de eIF2α a 0,02% de MMS en YPD, mientras que 
cuando crecen en YPGalactosa ocurre una disminución de la 
fosforilación al expresar FRS2 comparando tanto con la cepa 
sin transformar como transformada crecidas en YPD, en todos 
los casos fue independiente de la dosis de MMS (Figura 35 
superior). Este resultado sugiere que en el mutante mec1Δ la 
activación de Gcn2p disminuye con la sobreexpresión de 
FRS2. 

Por otro lado el doble mutante mec1Δtel1Δ muestra una 
fosforilación que aumenta con la concentración de MMS en 
YPD. En YPGalactosa sin transformar la fosforilación disminuye 
un poco al aumentar la dosis de MMS y transformada muestra 
una alta fosforilación independientemente de MMS y se 
reproducen las bandas inespecíficas vistas anteriormente 
(Figura 35 inferior). Este resultado sugiere que la ausencia de 
Tel1p provoca un gran aumento de fosforilación de eIF2α, 
apoyando el fenotipo de epistasia. 
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Figura 35: Análisis de nivel de fosforilación en mutantes deficientes en señalización 
de daño al DNA sobreexpresando FRS2.  
-: sin transformar y +: transformado con pGAL1-FRS2. En la parte superior 
mostramos el mutante mec1Δ crecido en YPD e YPGAL hasta fase exponencial y 
tratados con 0, 0,002 y 0,02% MMS durante 2h e inmunodetección con anticuerpo P-
eIF2α. En la parte inferior mutante mec1Δtel1Δ crecido y tratado en las mismas 
condiciones anteriores. Control de carga de proteínas mediante tinción de 
membrana con colorante Direct Blue 71 mostrando una banda representativa. 

Con el objetivo de determinar la naturaleza de las 
bandas de fosforilación observadas previamente analizamos el 
nivel de fosforilación de eIF2α en el mutante gcn2Δ 
sobreexpresando FRS2. Transformamos el mutante gcn2Δ y su 
cepa silvestre con pGAL1-FRS2, analizamos el nivel de 
fosforilación de eIF2α en estas cepas crecidas en YPD y medio 
inductor YPGalactosa, realizando distintos tratamientos de 
MMS. Observamos que en la cepa silvestre BY4741 se 
produce un incremento de fosforilación de eIF2α con el 
aumento de dosis de MMS en YPD, sin y con la 
transformación, siendo mayor la intensidad. En YPGalactosa 
observamos la fosforilación de eIF2α al sobreexpresar FRS2 
sin variar con la dosis y apareciendo las bandas inespecíficas a 
58 y 77 KDa aproximadamente. En el mutante gcn2Δ no 
observamos la fosforilación de eIF2α pero las bandas 
inespecíficas aparecen cuando se sobreexpresa FRS2, pero 
con menor intensidad mostrando una serie de bandas más 
pequeñas, un doblete entre 70 y 100 y un triplete entre 50 y 
70KDa (Figura 36). Este resultado indica que Frs2p no es 
sustrato de Gcn2p y las bandas son un efecto inespecífico 
debido al exceso de proteína. 
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Figura 36: Fosforilación eIF2α en BY4741 y gcn2Δ sobreexpresando FRS2.  
Análisis de nivel de fosforilación de células crecidas en YPD o YPGalactosa en fase 
exponencial y tratamientos con 0, 0,002 y 0,02% de MMS durante dos horas. -: Cepa 
sin transformar, +: cepa transformada con pGAL1-FRS2. Bajo de cada imagen se 
muestra el control de carga de proteínas mediante banda representativa de tinción 
de membrana con colorante Direct Blue 71. Parte superior cepa silvestre BY4741 y 
parte inferior mutante gcn2Δ. 
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DISCUSIÓN 
La activación de los mecanismos de señalización y/o 

reparación del daño en el DNA son fundamentales para el 
mantenimiento de la estabilidad genómica en las células. En 
este capítulo de la tesis se muestra una conexión funcional 
entre la quinasa Gcn2p y la estabilidad genómica. Los 
resultados obtenidos indican que Gcn2p es activada en 
respuesta a estrés genotóxico (Figura 17). Dicha activación 
depende de la dosis y del tiempo de tratamiento con el agente 
lesionante del DNA, y muestra una cierta especificidad, ya que 
no todos los agentes lesionantes la inducen (Figura 18). La 
caracterización genética de los mutantes de la ruta GCN en 
respuesta a MMS indica que la activación de Gcn2p se 
requiere para la supervivencia celular en presencia de MMS 
(Figura 19B), y Gcn1p, de alguna manera, contribuye en la 
toxicidad de MMS (Figura 20B). Además, la fosforilación de 
eIF2α en respuesta a MMS depende de Gcn2p, Gcn1p y 
parcialmente a Gcn20p (Figuras 19A-20A-21A). Por otro lado, 
utilizando un mutante de eIF2α (sui2Δ S51A) incapaz de ser 
fosforilado, se ha observado que la fosforilación de eIF2α no se 
requiere para la supervivencia celular al tratamiento con MMS y 
por lo tanto, indica que está función de Gcn2p es independiente 
del control traduccional (Figura 25). Se ha analizado la 
conexión de la respuesta de Gcn2p a MMS con la ruta de 
señalización y/o reparación de daño al DNA y vemos que la 
activación de Gcn2p requiere las proteínas Tel1p, Xrs2p 
(Figura 26) y Mag1p (Figura 28) en respuesta a MMS. 
Posteriormente quisimos determinar sí esta respuesta a MMS 
esta mediada por el control traduccional mediante el reportero 
GCN4-lacZ. Los resultados obtenidos indican que la 
fosforilación de eIF2α no produce una traducción selectiva de 
Gcn4p en los mutantes del complejo MRX (Figura 27). Sin 
embargo, la pérdida de Rad51p y Rad52p si produce una 
respuesta traduccional mediada por Gcn2p, aumentando la 
traducción selectiva de Gcn4p en comparación a la cepa 
silvestre (Figura 29). Se ha determinado la implicación de los 
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tRNA descargados en la activación de Gcn2p en respuesta a 
MMS, en la cuál hay ciertas aminoacil-tRNA sintetasas más 
sensibles a MMS (tablas 6 y 7). La fosforilación de eIF2α es 
mayor en el mutante haploinsuficiente de FRS2 (Figura 31 y 
32), pero Frs2p no es un sustrato de Gcn2p (Figura 36), como 
sugería la sobreexpresión (Figuras 33 y 35). Por último, los 
datos indican un fenotipo de espistasia entre Gcn2p y Tel1p en 
respuesta a MMS (Figuras 26, 28, 34 y 35). 

Existen evidencias previas en nuestro grupo que 
demostraron que la quinasa Gcn2p también regula el control de 
transición G1-S en respuesta al daño al DNA en levadura de 
gemación (Menacho-Marquez et al. 2007), y también se ha 
descrito que GCN2 participa en la parada en G1, 
cooperativamente con PERK, en respuesta a estrés en el 
retículo endoplasmático en mamíferos (Hamanaka et al. 2005). 

En este capítulo se describe como Gcn2p es inducida 
por distintas lesiones en el DNA, en concreto: la alquilación de 
bases nitrogenadas producidas por MMS, depirimidinación del 
DNA producido por 5-FU, inhibición de la síntesis de 
ribonucleótidos por HU y oxidación de bases por especies 
reactivas de oxígeno generadas por β-lapachona. Por lo tanto, 
existe especificidad por ciertas lesiones, encajando con 
trabajos publicados en Schizzosaccharomices pombe. Uno de 
ellos, describe el control de transición G1-S dependiente de 
Gcn2p en respuesta a tratamiento con luz UV-C (Tvegard et al. 
2007; Bøe et al. 2012) y también en respuesta a MMS o 
peróxido de Hidrógeno (Martín et al. 2013), pero no a otros 
agentes lesionantes como tratamiento PUVA (Psoraleno con 
luz UV-A o cercana) o a radiación ionizante (Krohn et al. 2008). 
Entonces, ¿Por qué Gcn2p se activa en respuesta a unos 
genotóxicos y no a otros? Los genotóxicos mencionados que 
activan Gcn2p tienen en común que dificultan o impiden la 
replicación normal del DNA y por lo tanto generan estrés 
replicativo. Esto sugiere una especificidad de la respuesta de 
Gcn2p a daño en el DNA relacionada con el control en la 
transición G1-S del ciclo celular y/o la replicación del DNA. 
Además datos en diversos organismos apoya la naturaleza 
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fundamental de esta función de “checkpoint” de Gcn2p 
(Tvegard et al. 2007). 

Existe una activación clara de Gcn2p en respuesta a 
MMS que depende de las proteínas adaptadoras de tRNA 
Gcn1p y Gcn20p que unidos a Gcn2p la desplazan al 
ribosoma. Este resultado sugiere que también depende de 
tRNA descargado. Sin embargo, su misión no parece ser 
control traduccional como se ha observado en el análisis 
genético, ya que no observamos diferencias entre el mutante 
de eIF2α y su control en respuesta a MMS. La activación de 
Gcn2p en respuesta a MMS se da en ausencia de ayuno de 
nutrientes (Natarajan et al. 2001). Por lo tanto, de alguna 
manera se generan tRNA descargados en respuesta a MMS. 
Una posibilidad seria la inhibición de aminoacil-tRNA sintetasas 
como se ha observado en la respuesta de Gcn2p a estrés 
acido. El dato de que Gcn2p se requiere para la supervivencia 
celular a MMS independientemente de la fosforilación de eIF2α 
y de Gcn1p, sugiere que Gcn2p puede tener al menos otra 
diana diferente a eIF2α, que contribuye a la supervivencia 
celular. Esta hipótesis se ha propuesto en trabajos previos con 
S. pombe (Grallert and Boye 2007). De acuerdo con esta 
hipótesis, recientemente se ha descrito en mamíferos que la 
metionil-tRNA sintetasa es fosforilada por Gcn2p tras 
tratamiento UV liberándose el supresor tumoral AIMP3/p18 
(aminoacyl-tRNA synthetase-interacting multifunctional protein-
3) que se transloca al núcleo (Kwon et al. 2011). ¿Que posibles
candidatos a ser sustratos de gcn2p? el análisis en “yeast 
fitness database” (FitDB) para buscar posibles candidatos 
mediante la herramienta “cofitness interaction” (Hillenmeyer et 
al. 2008; Hillenmeyer et al. 2010) sugiere que un posible 
candidato a efector de Gcn2p podría ser TGS1, que tiene 
función de RNA metiltransferasa y que se ha definido una 
posible interacción genética con GCN2 (Costanzo et al. 2010), 
y con GCN1 (Wilmes et al. 2008). Otros posibles efectores son 
IPL1, TRS31, SPC3, pues entre otros tienen mayor coeficiente 
de correlación en relación a GCN2, aunque habría que 
corroborarlo experimentalmente. 
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Alternativamente la fosforilación de eIF2α podría tener 
otra función diferente al control traduccional, probablemente 
relacionado con replicación del DNA y/o estabilidad genómica. 
Esta posibilidad esta apoyada por el hecho de que el mutante 
gcn1Δ es tolerante a MMS. Gcn1p recluta a Gcn2p llevándola a 
la vecindad del ribosoma. ¿Qué proteína es la nueva “Gcn1” de 
respuesta a daño al DNA?, dicha proteína se uniría a Gcn2p y 
lo llevaría al lugar donde ejerce está nueva función., i.e. las 
lesiones en el DNA genómico. Está nueva función en relación a 
la toxicidad de MMS, seria independiente de la fosforilación 
como se ha demostrado en nuestros resultados. En este 
sentido, un ejemplo reciente de funciones de Gcn2p 
independiente del control traduccional implica a la sulfiredoxina 
Srx1p, crucial para la defensa y la tolerancia a estrés oxidativo 
y para el incremento de la esperanza de vida replicativa en 
respuesta a restricción calórica (Molin et al. 2011). 

En el rastreo de fosforilación de eIF2α en mutantes de 
las rutas de señalización y/o reparación observamos una 
relación de Gcn2p con dos rutas de reparación de roturas de 
doble banda (DSB), tanto por recombinación homóloga a través 
del grupo epistático RAD52 y por el complejo MRX. Gcn2p 
podría participar en la señalización del daño al DNA a través 
del complejo MRX que recluta a Tel1p, y además podría 
regular la traducción de algún mRNA necesario para la 
reparación por recombinación homóloga. Esta función puede 
depender de la fase de ciclo celular ya que, el control por CDK 
de la eliminación o reparación de DSB ocurre a través del 
balance entre NHEJ y HR (Finn et al. 2011), En organismos 
procariotas donde están conservados los factores de iniciación 
de la traducción, denominándose IF (Kyrpides and Woese 
1998), se ha descrito recientemente que la reparación de la 
inserción de transposones en el DNA de Escherichia coli ocurre 
vía replicación en la cuál está implicada el primosoma PriA y la 
maquinaria de la recombinación homóloga (Jang et al. 2012). 
En está función está implicado IF2, homólogo de eIF2, 
formando parte en los mecanismos de adaptación tras daño en 
el DNA y reparación de roturas de doble cadena, y por lo tanto, 
en el mantenimiento de la estabilidad genómica (Madison et al. 

137 



Discusión_____________________________________________________ 

2012). Por lo tanto, estos datos en bacteria son consistentes 
con nuestras observaciones en S. cerevisiae. 

En el presente capitulo se ha descrito un nuevo papel de 
las aminoacil-tRNA sintetasas relacionado con la estabilidad 
genómica, ya que existe inhibición de diversas aminoacil-tRNA 
sintetasas en respuesta a MMS. Entre estos mutantes 
haploinsuficientes más sensibles a MMS están enriquecidas las 
aminoacil-tRNA sintetasas mitocondriales. Esto indica que, de 
algún modo, la mitocondria se ve afectada por MMS. Por otro 
lado parece existir una mayor especificidad por las enzimas de 
clase II, (Tabla 7) estás son especificas de los aminoácidos: 
glicina (Gly), alanina (Ala), prolina (Pro), serina (Ser), treonina 
(Thr), histidina (His), aspartato (Asp), asparagina (Asn), lisina 
(Lys) y fenilalanina (Phe), las cuales contienen tres motivos de 
secuencias típicas altamente conservadas, son dímericas o 
tetramericas y aminoacilan el grupo hidroxilo en posición 3’ 
terminal del tRNA mensajero apropiado. Esta inhibición por 
MMS conllevaría la acumulación de tRNA descargados y la 
activación de Gcn2p, en ausencia de ayuno de nutrientes.  

Este mecanismo en el cuál se inhiben las aminoacil-
tRNA sintetasa se ha descrito con diversos agentes 
genotóxicos utilizados como antitumorales, como el caso de la 
inhibición de isoleucil-tRNA sintetasa (ILS1) en respuesta a 
reveromicina en levadura (Miyamoto et al. 2002) o la inhibición 
de treonil-tRNA sintetasa en respuesta a borrelidina, 
provocando arresto en fase S y apoptosis, a través de 
activación de Gcn2p, en células con leucemia linfática aguda 
(Habibi et al. 2012). Estos ejemplos ponen en relevancia que 
los aminoacil-tRNA sintetasas son buenos candidatos como 
diana antitumoral dado el papel relevante que tiene Gcn2p en 
la biología del cáncer. Además en los última década se han 
descrito la implicación de estás enzimas en otras funciones 
celulares diferentes a la canónica y su relación con 
enfermedades infecciosas entre otras (Park et al. 2008; Dewan 
et al. 2013). Así se ha propuesto el desarrollo de nuevas 
terapias, frente a distintos virus siendo la diana las aminoacil-
tRNA sintetasas del organismo hospedador (Dewan et al. 
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2013). Un ejemplo de estás terapias son los llamados “Trojan 
Horse AARS inhibitors”, que son un nuevo tipo de antibiótico 
derivados de moléculas naturales que con diversos 
mecanismos inhiben selectivamente la diana del patógeno 
(Dewan et al. 2013).  

Las distintas quinasas de eIF2 en mamíferos pueden 
ejercen dos papeles opuestos en la biología del tumor, por un 
lado promover la supervivencia o por otro la inducción de 
apoptosis. Así una buena estrategia, en algunos casos, es el 
uso de inhibidores del transporte de nutrientes como un nuevo 
grupo de agentes antitumorales, debido a que se bloquea la 
progresión del ciclo celular en fase G1 mediante la activación 
de Gcn2p (Munn et al. 2005). La citotoxicidad de algunos 
agentes antineoplásicos como doxorubicina, etopósido y 
vorinostato requieren la activación total de las quinasas GCN2 
y/o PERK para la hiperfosforilación de eIF2 provocando muerte 
celular (Lou et al. 2010; Peidis et al. 2010a; Peidis et al. 
2010b), aunque se desconoce el mecanismo concreto por el 
cuál aumenta está toxicidad. En el microambiente de un tumor 
se produce un bajo flujo sanguíneo que produce agotamiento 
de nutrientes e hipoxia, que activa a GCN2 y el factor de 
transcripción ATF4, que regula genes de tolerancia al estrés 
oxidativo y la toma de nutrientes, claves para la supervivencia 
de distintos tipos de tumores (Wek et al. 2006; Ye et al. 2010). 
Por otro lado, se ha visto que algunos agentes 
quimioterapéuticos estimulan este microambiente, que parece 
dependiente del ayuno de asparragina, el cual genera 
resistencia a la quimioterapia (Richards and Kilberg 2006). 
Consistente con esto recientemente se ha definido a 
asparragina como el efector clave de la homeostasis de 
nutrientes dependiente de ATF4 en tumores (Ye et al. 2010). 
De hecho, la enzima L-asparraginasa, que cataliza la 
biodegradación de asparragina (Asn) es un agente 
quimioterapéutico usado en el tratamiento de leucemia linfática 
aguda infantil (Cooney and Handschumacher 1970; Ertel et al. 
1979; Richards and Kilberg 2006). Por lo tanto, para mejorar la 
efectividad de estos genotóxicos se podrían combinar con la 
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inhibición de algún componente de la ruta GCN2/PERK-ATF4 
(Moreno-Torres and Murguia 2011). 

Alternativamente, Gcn2p media la inducción de 
apoptosis en respuesta a algún tratamiento, como se ha 
observado recientemente en respuesta a salicilato de sodio en 
fibroblastos embrionarios de ratón (Gentz et al. 2013). También 
se ha descrito que cambios en control traduccional de 
proteínas mitocondriales, por lo tanto implicadas en el 
metabolismo energético, son señalizados por la activación de 
las quinasas AMPK y GCN2 induciendo la autofagia en células 
de carcinoma colorrectal (Martínez-Reyes et al. 2012). 

El mecanismo ultimo a través del cual MMS activa 
Gcn2p aun se desconoce. La subunidad α de la fenilalanil-
tRNA sintetasa citosólica, Frs2p parece tener un papel en la 
activación por MMS, ya que en el mutante haploinsuficiente 
observamos un mayor nivel de fosforilación de eIF2α en 
comparación a la cepa isogénica y el resto de cepas 
haploinsuficientes en TRS más sensibles a MMS. 

En los ensayos con cepas haploinsuficientes y de 
sobreexpresión no pudimos ensayar la fenilalanil-tRNA 
sintetasa completa, ya que las cepas de ambas subunidades 
tienen el mismo marcador imposibilitando obtener el doble 
mutante. Se podría ensayar bioquímicamente la pérdida de 
función mediante la utilización del análogo de fenilalanina 
Ocratoxina A que inhibe la fenilalanil-tRNA sintetasa (Konrad 
and Roschenthaler 1977; Roth et al. 1989). Está aminoacil-
tRNA sintetasa es de las más complejas de todas, y forma un 
tetrámero de Frs1p y Frs2p para estar activa, por lo tanto, 
ambas subunidades son necesarias para la actividad catalítica 
de la enzima. El hecho de que el haploinsuficiente FRS1 no es 
sensible sugiere que la diana es la subunidad FRS2. ¿Que 
consecuencias tendría esta inhibición? Por un lado la 
activación de Gcn2p y por otro lado la parada selectiva de la 
síntesis de proteínas ricas en fenilalanina. Esta hipótesis se 
esta explorando en el laboratorio.  
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La observación de nuevas bandas de fosforilación 
distintas a eIF2α al sobreexpresar FRS2 podía sugerir que 
Frs2p es un nuevo sustrato de Gcn2p lo cuál podría ser 
apoyado por el hecho que Gcn2p y Frs2p tienen en común un 
motivo compartido típico denominado tipo II de las aminoacil-
tRNA y biotin sintetasas, este motivo está situado en la región 
similar a histidil-tRNA sintetasa (HisRS) de Gcn2p (Figura 03). 
Pero finalmente, al transformar el mutante gcn2Δ con la 
sobreexpresión de FRS2 indica que estas bandas de 
fosforilación no se deben exclusivamente a Gcn2p. 

 
Por lo tanto, nuestros resultados indican que Frs2p 

puede ejecutar un rol como mediador clave en la señalización 
de daño por MMS o pudiendo ser un marcador de pronóstico 
para terapias con agentes alquilantes. Está idea no es 
descabellada ya que se ha identificado la interacción en 
humanos mediante HPLC-MS, entre FARSA (ortólogo de 
Frs2p) y la quinasa de eIF2 PKR (también denominada 
EIF2AK2) (Li et al. 2011). Además el producto del gen FARSA 
se ha demostrado que se expresa selectivamente en tumores, 
en células en una fase determinada de ciclo y de forma 
dependiente de la diferenciación por lo tanto, es el primer 
miembro de la familia de genes para aminoacil-tRNA sintetasa 
que muestra este tipo de expresión regulada (Sen et al. 1997). 

 
El modelo que proponemos para el papel de Gcn2p en 

respuesta a estrés genotóxico en células de levadura conlleva 
una activación de Gcn2p en respuesta a la acumulación de 
tRNA descargados provocado por la inhibición de distintas 
aminoacil-tRNA-sintetasas por MMS, aunque no sabemos sí 
está inhibición ocurre por metilación directa o una acción 
indirecta sobre estas. En está respuesta parece tener un papel 
destacado la proteína Frs2p, subunidad α de la fenilalanil-tRNA 
sintetasa, actuando de algún modo, en la señalización de este 
daño. La activación de Gcn2p conlleva la consecuente 
fosforilación de eIF2α, indicando que funciona como 
señalización de daño por MMS, pero está fosforilación no es 
indispensable para la supervivencia celular. La respuesta a 
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MMS esta mediada por dos vías distintas implicadas en la 
reparación de DSB, una a través del complejo MRX y otra del 
grupo epistático RAD52, en concreto Rad51p. Está 
señalización de daño media la modulación de las respuestas a 
daño al DNA, ya que Gcn2p regula el control en la transición 
G1-S en respuesta al daño al DNA (Hamanaka et al. 2005; 
Menacho-Marquez et al. 2007; Tvegard et al. 2007; Krohn et al. 
2008). Gcn2p participa de alguna manera a través de otras 
proteínas en la reparación de daño, y en otras respuestas 
celulares a daño en el DNA (Figura 37). 

Figura 37: Modelo propuesto del papel de Gcn2p en estrés genotóxico. 
Abreviaturas usadas: aaTRS= aminoacil-tRNA sintetasa. MRX= complejo Mre11p-
Rad50p-Xrs2p. tRNA*= tRNA descargados.  
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1º. La sensibilidad de diversos componentes de la 
ruta GCN a estrés ácido indica que la ruta esta implicada 
en la respuesta a estrés ácido en cepas auxotrofas para 
leucina. El gen GCN2 es necesario para la tolerancia a 
estrés ácido intracelular. 

2º. La expresión de LEU2 en el mutante gcn2Δ 
auxótrofo para leucina suprime el requerimiento de 
leucina, indicando que el estrés ácido intracelular inhibe 
la absorción de leucina por la célula. Por lo tanto, la 
limitación del crecimiento por acidificación intracelular se 
debe en parte a la limitación del transporte de leucina. 

3º. La acidificación intracelular conferida por ácido 
acético no conlleva un estrés energético en la célula por 
lo que el defecto de crecimiento observado se debe a 
otras causas. 

4º. La activación de Gcn2p por estrés ácido 
intracelular correlaciona con la acumulación de leucil-
tRNA descargado en condiciones de estrés ácido. Esta 
acumulación podría deberse a la inhibición de la 
actividad la leucil-tRNA sintetasa, ya que los niveles de 
leucina no se agotan. 

5º. Un tercio de los mutantes haploinsuficientes en 
aminoacil-tRNA sintetasas se ven más afectados por la 
acidificación intracelular, indicando que se produce una 
inhibición de estás enzimas pudiendo ser la causa del 
defecto en crecimiento. 

6º. La activación de Gcn2p por estrés ácido induce la 
fosforilación de eIF2α que promueve la traducción de 
una proteína desconocida que está implicada en la 
activación del transporte de aminoácidos. 

7º. Gcn2p es un regulador clave en respuesta a 
estrés genotóxico, y más específicamente en respuesta 
a lesionantes del DNA que generan estrés replicativo. 

145 



Conclusiones__________________________________________________ 

8º. La activación de Gcn2p y consecuente 
fosforilación de eIF2α en respuesta al agente alquilante 
MMS depende de las proteínas Gcn1p y Gcn20p 
sugiriendo la implicación de la acumulación de tRNA 
descargados. 

9º. La fosforilación de eIF2α en respuesta a MMS no 
se requiere para la supervivencia celular, indicando que 
la supervivencia es independiente del control 
traduccional. 

10º. La activación de la quinasa Gcn2p por MMS es 
dependiente de las quinasas del control de daño al DNA 
Tel1p y Xrs2p y la proteína de reparación Mag1p, por lo 
tanto, Gcn2p está conectado funcionalmente con la 
maquinaria de control y/o reparación de daño en el DNA. 

11º. La conexión funcional de Gcn2p con el grupo 
epistático RAD52 implicado en reparación de DSB por 
recombinación homóloga ocurre de modo dependiente 
del control traduccional. Mientras que la conexión con 
señalización de daño mediada por el complejo MRX es 
independiente del mismo. 

12º. Diferentes aminoacil-tRNA sintetasas son 
inhibidas en respuesta a MMS sugiriendo una inhibición 
en su actividad y la consecuente acumulación de tRNA 
descargados. 

13º. Parece existir una mayor activación de Gcn2p en 
el mutante de la subunidad alfa de la fenilalanil-tRNA 
sintetasa (FRS2) indicando que de algún modo se ve 
especialmente afectada por el MMS sugiriendo un rol en 
la señalización por este daño. 

14º. Frs2p no actúa como un nuevo sustrato de Gcn2p 
en respuesta a MMS, pero sí tiene un papel importante 
en está respuesta. 
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