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1. RESUMEN 

El proteosoma es un complejo proteico dependiente de ATP, que se encuentra en células 

eucariotas y se encarga de degradar proteínas mal plegadas o dañadas, las cuales se 

encuentran marcadas con una cadena de poliubiquitina. 

El proteosoma 26S (llamado así por su coeficiente de sedimentación) se compone de 

dos complejos denominados: partícula central 20S y partícula reguladora 19S, que a su 

vez se componen de diversas subunidades. Estos complejos se localizan en el núcleo, 

cuando existen fuentes de carbono en el medio y la célula se encuentra dividiéndose 

activamente. Por el contrario, cuando hay ausencia de fuentes de carbono en el medio y 

la célula se encuentra en un estado quiescente, el proteosoma 26S se desensambla en 

los complejos 19S y 20S. Estos complejos son exportados juntos hacia el citoplasma, 

donde forman agregados proteicos insolubles, no asociados a membrana, llamados 

gránulos almacenadores de proteosoma (PSGs por sus siglas en inglés). 

El cambio de localización celular del proteosoma 26S y de los complejos proteosomales 

19S y 20S es reversible, según la disponibilidad de fuentes de carbono en el medio. Los 

complejos regresan al núcleo cuando hay presencia de fuentes de carbono. A este 

proceso se le ha llamado dinámica proteosomal. 

Actualmente no se conocen todos los mecanismos, ni las proteínas involucradas en la 

dinámica proteosomal. 

En este proyecto, demostramos que los extremos carboxilo terminal de las subunidades 

α5 (Pup2) y α7 (Pre10) son indispensables para la correcta localización del proteosoma, 

durante la dinámica proteosomal, que ocurre por disponibilidad de fuentes de carbono 

en el medio, siendo indispensables para que los complejos proteosomales puedan salir 

del núcleo y agregarse en PSGs durante la fase estacionaria. 

De igual manera, demostramos que los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10, son indispensables 

para la correcta agregación del complejo 20S en PSGs, durante la fase estacionaria, sin 

afectar la agregación del complejo 19S en PSGs. Este fenómeno ocurre de manera 

distinta en las cepas  BY4741 y BY4742. 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. INTRODUCCIÓN  

2.1 Proteosoma: estructura y función 

El proteosoma es un complejo proteico multicatalítico dependiente de ATP, que actúa 

como proteasa y forma parte del sistema ubiquitina-proteosoma (UPS, por sus siglas en 

inglés), siendo la vía principal de degradación de proteínas citosólicas y nucleares en 

células eucariotas (Ravid et al., 2008; Finley, 2009; Livneh et al., 2016). 

El proteosoma 26S está conformado por dos complejos, caracterizados por sus 

coeficientes de sedimentación, que son denominados: partícula central “20S” y partícula 

reguladora “19S”. Estos complejos se componen de varias subunidades, son 

ensamblados de manera independiente y cumplen funciones distintas, al conformar el 

proteosoma 26S, que es el que tiene la actividad de degradar proteínas ubiquinadas 

(Hochstrasser, 1996; Baumeister  et al., 1998). 

El marcaje de ubiquitina es un proceso dependiente de energía mediado por tres enzimas 

(E1, E2 y E3) (Hershko & Ciechanover, 1998) (figura 1). La ubiquitinación ocurre entre el 

extremo carboxilo terminal de la ubiquitina, en el residuo G76 y un residuo de lisina de la 

proteína blanco a degradar. A la ubiquitina se le pueden agregar más ubiquitinas para 

formar una cadena de poliubiquitina, por enlaces peptídicos entre los residuos K48 y G76 

de ubiquitinas adyacentes. 

La unión de poliubiquitina en proteínas blanco, generado por enlaces en el residuo 48 de 

lisina, es el principal marcaje para degradación de proteínas por el proteosoma (Finley 

et al., 1987; Chau et al., 1989), requiriendo un mínimo de cuatro ubiquitinas unidas a la 

proteína blanco para que sea reconocida y degradada por el proteosoma (Thrower et al., 

2000). 

Las proteínas ubiquitinadas, blancos a degradación, son reconocidas por el complejo 

19S, los cuales remueven este marcaje de ubiquitina, las desdoblan y degradan en 

pequeños péptidos (Yao, 2002; Peth et al., 2010; Rosenzweig et al., 2012). 

Posteriormente son translocadas al 20S que tiene la actividad catalítica, en un proceso 

dependiente de ATP que ocurre en el 19S, donde estas proteínas pasan a través de un 

poro central hacia la cámara catalítica del complejo 20S (Rabl et al., 2008). 

Las proteínas translocadas hacia el complejo 20S son degradadas por las subunidades 

β1, β2 y β5, que en su forma activa tienen un residuo de treonina catalítico N-terminal, 

que les confiere tres distintos tipos de actividad: β1 similar a caspasa, β2 similar a tripsina 

y β3 similar a quimotripsina. Interacciones alostéricas entre los tres sitios activos dan 

como resultado un mecanismo denominado mordida-masticar (bite-chew en inglés) por 

el cual los sustratos, que se encuentran en el sitio activo del complejo 20S, son 

degradados (Heinemeyer et al., 1997; Dick et al., 1998; Kisselev et al., 1999) 

En levadura las proteínas que son degradadas principalmente son proteínas de vida 

corta, en su mayoría asociadas a progresión de ciclo celular, mientras que las proteínas 

de vida larga no son degradadas por proteosoma. 



En la figura 1 se muestra un panorama general del funcionamiento del UPS. 

 

Figura 1. Panorama general de la vía de degradación de proteínas mediadas por ubiquitina, a través del sistema 

ubiquitina-proteosoma (UPS, por las siglas en inglés de “Ubiquitine-Proteasome System”).  

En a) se muestra el proceso de ubiquitinación, mediado por las enzimas E1, E2 y E3 en un proceso dependiente de 

ATP, las cuales son reconocidas y degradadas por el proteosoma 26S. b) Se muestra el proteosoma 26S compuesto de 

sus dos complejos 19S RP (Regulatory particle por sus siglas en inglés) en azul y 20S CP (Core particle por sus siglas 

en inglés) en verde, la vía de entrada de sustrato desde el 19S hacia el centro catalítico del 20S se encuentra marcado 

en color amarillo. Los sitios catalíticos de la unidad CP se representan como puntos morados. 

Imagen tomada de Tomko & Hochstrasser, 2013. 

 

 

2.1.1 Complejo 19S estructura y función 

El complejo 19S proteosomal forma parte de una antigua superfamilia de proteasas 
dependiente de ATP, caracterizadas por un anillo ATPasa AAA+ (Sauer & Baker, 2011), 
que actúa regulando la función proteolítica proteosomal, participando en los procesos de: 
identificación, unión, desubiquitinación, desdoblamiento y translocación de los sustratos 
al sitio catalítico. 

El 19S se encuentra cubriendo al complejo 20S en su porción superior e inferior y se 
conforma de un total 19 subunidades, las cuales se encuentran formando dos 
subcomplejos: la base y la tapa (Rosenzweig et al., 2008). 

La base del complejo 19S consiste en seis subunidades reguladoras de la familia de las 
AAA+ ATPasas, denominadas Rtp1-Rtp6 y cuatro subunidades reguladoras no 
ATPasas, denominadas Rpn1, Rpn2, Rpn10 y Rpn13 (Glickman et al., 1998; Livneh et 
al., 2016). Las subunidades Rtp1-Rtp6 son AAA ATPasas parálogas que forman un anillo 
heterohexamérico, el cual se encuentra en contacto directo con la superficie del anillo α 
del complejo 20S y ejerce la fuerza de desdoblamiento dependiente de ATP necesaria 
para la translocación de los sustratos, hacia el interior de la cámara del complejo 20S 
(Tomko et al., 2010). 

Se han asociado algunas funciones específicas a ciertas subunidades de la base del 
complejo 19S siendo: 



• Rpn10 y Rpn13 funcionan como receptores de poliubiquitina, uniéndose 
directamente con la ubiquitina que se encuentra en la proteína marcada, blanco a 
degradar (Fu et al., 1998; Husnjak et al., 2008). 

• Rpn1 tiene contactos con la superficie externa del anillo de ATPasa y tiene la 
función de servir como plataforma de carga para los sustratos que van a entrar 
(Shi et al., 2016) 

La tapa del complejo 19S está compuesta de nueve subunidades: Rpn3, Rpn5-9, Rpn11, 
Rpn12 y Rpn15, que forman una estructura con forma de herradura, la cual tiene la 
función de desubiquitinar los sustratos entrantes y de mantener unidos a los complejos 
19S y 20S (Tomko & Hochstrasser, 2013). La subunidad Rpn11 es la que se encarga de 

desubiquitinar los sustratos a degradar, junto con otras enzimas desubiquitinantes 
(Verma et al., 2002). 

 

2.1.2 Ensamblado del complejo 19S 

El proceso de ensamblado del complejo 19S comienza con el ensamblado de la base, 
que es mediado por las chaperonas Hsm3, Nas2, Nas6 y Rpn14, las cuales ordenan a 
las subunidades en un anillo e inhiben su actividad catalítica (ATPasa), ensamblándolas 
en un orden desconocido (Funakoshi et al., 2009). 

El proceso de ensamblado de la tapa inicia con la formación de dos módulos, compuestos 
de las subunidades Rpn5-6, Rpn8-9, Rpn11 (Sharon et al., 2006; Estrin et al., 2013) y 
otro módulo que consiste de las subunidades Rpn3, Rpn7 y Sem1 (Sharon et al., 2006; 
Fukunaga et al., 2010; Tomko & Hochstrasser, 2014) estos son unidos por Rpn3 y Rpn5 
para que finalmente Rpn12 complete el ensamblado de la tapa, uniéndola con la base 
(Tomko et al., 2015). 

En levaduras también se encuentra Adc17, una chaperona inducida por estrés que 
facilita el armado de 19S en diferentes condiciones de estrés (Hanssum et al., 2014) y 
Hsp90 que puede estar involucrado en la integridad de la tapa (Imai et al., 2003). 

 

2.1.3 Complejo 20S estructura y función 

El complejo 20S está compuesto por cuatro anillos apilados axialmente, que forman una 

estructura en forma de barril, cada uno de los anillos se conforma por siete subunidades 

α externas y siete subunidades β internas, que se encuentran altamente conservadas 

entre levaduras y mamíferos y están codificadas por 14 genes distintos (Tomko & 

Hochstrasser, 2013; Livneh et al.,  2016; Marshall & Vierstra, 2019). 

Las subunidades α son las encargadas de regular la entrada de sustratos al sitio 

catalítico, bloquear la entrada de sustratos no ubiquinados y organizar la salida de los 

productos, formando una tapa con sus extremos amino terminal (Smith et al., 2007), en 

un proceso mediado por el extremo amino terminal de la subunidad α3, el cual es 



modulado por la unión de reguladores de proteosoma como lo son: complejo 19S, PA28, 

PA200, ECM29 y PI3 (Smith et al., 2007). 

Las subunidades β se localizan internamente, están delimitadas por los dos anillos α 

superior e inferiormente y son sintetizadas como pro-péptidos, de las cuales β1, β2 y β5 

son las que presentan la actividad catalítica del complejo 20S (Arendt et al., 1997).  

 

2.1.4 Ensamblado del complejo 20S 

El ensamblado del complejo 20S empieza con la formación de un anillo α, que es 
regulado y dirigido por dos complejos heterodiméricos chaperonas denominados 
Pba1/Pba2 y Pba3/Pba4 (Stadtmueller et al., 2012). El proceso inicia con la interacción 
de las proteínas α5 y α7 con el complejo Pba1/Pba2, para luego incorporar las demás 
subunidades. 

El complejo Pba3/Pba4 interviene previniendo la incorporación de subunidades α 
incorrectas, la dimerización espontánea de las subunidades α y la formación de un anillo 
completo; se encuentra unido a la porción interna del anillo hasta que se completa la 
formación del anillo α heptamérico (Hirano et al., 2005; Kusmierczyk et al., 2008; 
Stadtmueller et al., 2012). 

Una vez ensamblado el anillo α heptamérico, sirve como base para iniciar el ensamble 
de las subunidades β, que inicia con la incorporación de la subunidad β2 al anillo α, 
seguido de β3, que separa al complejo chaperona Pba3/Pba4 del anillo α; luego se 
agregan las demás subunidades hasta integrarse, por último, la subunidad β6 (Murata et 
al., 2009). Este proceso es mediado y regulado por la chaperona Ump1, una proteína 
citosólica y nuclear que evita la dimerización de precursores con grupos de subunidades 
β incompletas y previene la actividad prematura de las subunidades catalíticas (Ramos 
et al., 1998) 

Al finalizar el ensamblado del anillo β se obtiene como resultado un complejo proteico 
compuesto de un anillo α y un anillo β con subunidades inmaduras, el cual recibe el 
nombre de mitad de proteosoma (half-proteosome en inglés). Ump1 genera un punto de 
control para evitar la unión prematura de estos half-proteosome, permitiendo su 
dimerización cuando están correctamente ensamblados (Li et al., 2007; Murata et al., 
2009). 

Al final del proceso de ensamblado las chaperonas Pba1/ba2 y Ump1 son degradadas 

por el 20S, gracias a su actividad proteolítica de proteínas no ubiquinadas independiente 

del complejo 19S (Ramos et al., 1998). Cuando el complejo 20S madura, ocurren 

cambios conformacionales en las colas amino terminales de los anillos α externos, 

cerrando el poro central del anillo y manteniendo al 20S en estado latente (Groll et al., 

2000) 

 

 



2.1.5 Ensamblado del proteosoma 26S 

En células eucariotas el ensamblado del proteosoma 26S es un proceso complejo que 

involucra la participación intrínseca de los complejos 19S y 20S, y la participación de las 

proteínas chaperonas involucradas en su ensamblaje; pudiendo ocurrir en las 

configuraciones RP-CP 26S o RP-CP-RP 30S (Tomko & Hochstrasser, 2013; Livneh et 

al., 2016; Marshall & Vierstra, 2019). 

Algunos autores proponen que el ensamblaje de los complejos 19S y 20S ocurre por 
acoplamiento de extremos carboxilo terminal de varias subunidades Rpt (del anillo del 
complejo 19S), en espacios formados entre subunidades α de complejos 20S adyacentes 
y que, la unión de ATP al anillo del 19S es suficiente para estabilizar la interacción entre 
el anillo ATPasa del 19S y el anillo alfa del 20S (Smith et al., 2005; Liu et al., 2006; Smith 
et al., 2007). 

Actualmente se sabe que la chaperona Hsp90 está involucrada en la unión de los 
complejos 19S y 20S, sin conocer el mecanismo involucrado (Imai et al., 2003) y que la 
proteína Ecm29 funge como un punto de control del ensamblaje del 26S (Lehmann et 
al., 2010), además de que Ecm29 desensambla al proteosoma 26S en los complejos 19S 
y 20S, bajo condiciones de estrés oxidativo (Wang et al., 2010)   

 

2.2 Regulación del proteosoma 

La regulación el proteosoma ocurre a distintos niveles, incluyendo: síntesis, velocidad de 

ensamblado/desarmado, modificaciones postraduccionales, regulación de su actividad 

proteolítica, cambios conformacionales, localización subcelular, reclutamiento a distintos 

organelos y degradación (Livneh et al., 2016). 

 

2.2.1 Síntesis 

Con respecto a la síntesis, las subunidades que componen a los complejos inmaduros 

tardan 30 minutos en ser sintetizados en cepas silvestres de levadura, que se encuentran 

en división activa (Marguerat et al., 2012) y es el segundo complejo proteico más 

abundante, con una vida media de dos semanas (Marguerat et al., 2012) 

El principal factor de transcripción de los genes proteosomales es Rpn4 (subunidad no 

integral del proteosoma) (Xie & Varshavsky, 2001; Ju et al., 2010), sus niveles 

correlacionan con la actividad del proteosoma (Xie & Varshavsky, 2001) y es transcrito 

en situaciones de estrés (oxidativo, resistencia a drogas, choque térmico) uniéndose río 

arriba de los genes proteosomales, para inducir su expresión. 

Algunos estudios han demostrado que la inhibición del proteosoma con la subsecuente 

deglucosilación, ubiquitinización y degradación parcial, genera la translocación del factor 

de transcripción Nrf1 al núcleo, con la formación de novo de subunidades proteosomales 

(Tomko & Hochstrasser, 2013; Livneh et al., 2016; Marshall & Vierstra, 2019). 



2.2.2 Modificaciones postraduccionales 

En levadura se han reportado más de 345 modificaciones postraduccionales en el 

proteosoma 26S, sin embargo, se desconoce la mayoría de los mecanismos 

involucrados por los cuales esas modificaciones ejercen su efecto en el proteosoma, así 

como también el efecto de estas modificaciones (Tomko & Hochstrasser, 2013; Livneh 

et al., 2016; Marshall & Vierstra, 2019). 

Algunas de los efectos que ejercen ciertas modificaciones postraduccionales en el 

proteosoma de levadura son: 

• Acetilación de N-terminal de las subunidades por N-acetiltransferasas, regulan la 

localización de proteosoma durante el envejecimiento (Van Deventer et al., 2015). 

• Ubiquitinización del proteosoma como marcaje para su degradación en lisosomas, 

regulación de su actividad proteolítica y de la especificidad de unión a sustrato. 

• Fosforilación por proteína cinasa A (PKA) que aumenta el armado del 26S y su 

actividad proteolítica. 

 

2.2.3 Degradación de proteosoma 

Bajo diversos mecanismos el UPS puede degradar sus propias subunidades 

disfuncionales, pero cuando su capacidad es sobrepasada, estas son transportadas 

hacia Depósitos de Proteínas Insolubles (IPOD, por las siglas en inglés de Insoluble 

Protein Deposit).  

Estos IPOD se encuentran adyacentes a la estructura pre-autofagosomal y fungen como 

depósitos de proteínas mal plegadas, donde se localizan las proteínas, cuando se 

sobrepasan los mecanismos involucrados para degradarlas. 

Este proceso ocurre con subunidades proteosomales mal plegadas, comprometidas 

estructuralmente o no ensambladas en sus respectivos complejos; es mediado por 

Hsp42 (Peters et al., 2015; Peters et al., 2016; Lee et al., 2018) donde, las subunidades 

proteosomales que se encuentran en los IPOD son ubiquitinadas para posteriormente 

ser degradadas por autofagia selectiva, en un proceso denominado proteofagia, que es 

mediado por Cue5 y Atg8 (Marshall et al., 2015; Cohen-Kaplan et al., 2016). 

Además de la degradación de subunidades proteosomales por el UPS y por proteofagia, 

puede ocurrir degradación del proteosoma por autofagia inespecífica, cuando el 

proteosoma se encuentra inactivo y hay ausencia de aminoácidos esenciales en el medio 

(Marshall et al., 2015; Cohen-Kaplan et al., 2016). 

 

 

 

 
 



2.3 Ubicación celular del proteosoma y dinámica proteosomal 

Estudios realizados mediante fusiones de proteínas reporteras fluorescentes han 

aportado información acerca de la localización celular de las subunidades del 

proteosoma en levadura (Enenkel et al., 1998; Lehmann et al., 2002; Isono et al., 2007), 

demostrando que su localización es nuclear o citoplasmática, según la fase de 

crecimiento en el que se encuentren, dependiendo de la disponibilidad de fuentes de 

carbono en el medio (Laporte et al., 2008). 

En células que se encuentran en fase exponencial (dividiéndose activamente), en un 

medio rico en fuentes de carbono fermentables y no fermentables, el 80% del 

proteosoma se encuentra en el núcleo (Russell et al., 1999; Laporte et al., 2008), pero 

UPS se reorganiza cuando existe un agotamiento gradual de glucosa, con una 

disminución secundaria de ATP durante la fase estacionaria (Gray et al., 2004), 

cambiando de localización. 

Durante el proceso de entrada hacia G0 por depleción de nutrientes, el proteosoma 26S 

es desarmado en los complejos 19S y 20S (Bajorek et al., 2003) que salen del núcleo 

hacia el citoplasma, donde forman unas estructuras llamados gránulos almacenadores 

de proteosoma (Proteasome storage granules PSGs por sus siglas en inglés). 

Estos gránulos almacenadores de proteosoma son agregados proteicos móviles 

citoplasmáticos (en menor medida perinucleares inmóviles), no solubles y no asociados 

a membranas, en los que solamente se encuentran los complejos 19S, 20S inactivos y 

armados (Bajorek, 2003) y la proteína reguladora del 20S Blm10 (figura 2) (Laporte et 

al., 2008). 

Este proceso de cambio de localización o re-localización de las subunidades desde el 

núcleo hacia los gránulos almacenadores de proteosoma ocurre rápidamente, iniciando 

a las 4 horas de depleción de fuentes de carbono y es reversible, pudiendo volver al 

núcleo cuando hay fuentes de carbono fermentables o no fermentables en el medio 

(Laporte et al., 2008). 

La re-localización de subunidades proteosomales hacia el núcleo, no ocurre por síntesis 

y ensamblado de nuevas subunidades, sino que se trata de los complejos previamente 

formados agregados en los PSGs, los que vuelven a localizarse en el núcleo (figura 3), 

tomando 15 minutos aproximadamente desde que hay fuentes de carbono disponibles, 

para que la mayoría de los proteosomas se encuentren nuevamente en el núcleo 

(Laporte et al., 2008). 

 

 



 

Figura 2. Dinámica de localización proteosomal en S. cerevisiae.  

La localización del proteosoma es distinta durante el ciclo celular, dependiendo de la disponibilidad de fuentes de 

carbono fermentables y no fermentables que se encuentren en el medio, siendo predominantemente nuclear cuando 

hay fuentes de carbono disponibles (la célula se encuentra dividiéndose activamente) y citoplasmática, en PSGs, 

cuando no hay fuentes de carbono en el medio (la célula se encuentre en fase estacionaria). 

En la imagen se muestra el cambio de localización proteosomal (Subunidad Pre6 del 20S CP fusionada a GFP) con 

respecto a la disponibilidad de fuentes de carbono, observando como ocurre la dinámica proteosomal, pasando de 

localización nuclear a gránulos almacenadores de proteosoma, siendo este un proceso gradual. 

Imagen tomada y modificada de Laporte et al., 2008. 
 
 

A este proceso de agregación y desagregación del proteosoma, con cambio de 

localización celular, que depende de la disponibilidad de fuentes de carbono 

fermentables y no fermentables en el medio, se le ha denominado dinámica proteosomal 

y se cree que, la agregación de subunidades en PSGs, sirve para evitar que las 

subunidades proteosomales sean degradadas, cuando las condiciones del medio no son 

favorables, para posteriormente ser incorporadas al núcleo al haber fuentes de carbono, 

permitiendo evitar reponer grandes cantidades de proteosoma y evitando un retraso en 

la re-entrada al ciclo celular (Marshall & Vierstra, 2018). 



 

Figura 3. Re-localización del proteosoma hacia el núcleo en cuando se suspenden células en medio con fuentes 

de carbono. 

En la imagen se muestra la re-localización del proteosoma al núcleo de células en fase estacionaria al re-suspender en 

medio con fuentes de carbono. 

Arriba se muestran células en fase estacionaria re-suspendidas en agua durante 15 o 120 minutos, donde la localización 
del proteosoma sigue siendo granular (PSGs); en medio se muestran células en fase estacionaria que fueron re-

suspendidas durante 15 o 120 minutos en medio YPD fresco, donde se ve que la localización del proteosoma es en su 

mayoría nuclear desde los 15 minutos posteriores a re-suspender en medio con fuentes de carbono; abajo se muestran 

células en fase estacionaria re-suspendidas en medio YPD con cicloheximida (para inhibir la síntesis de proteínas), 

donde también hay localización del proteosoma es en su mayoría nuclear desde los 15 minutos, lo que sugiere que la 

re-localización de la señal hacia el núcleo no depende de síntesis de nuevas subunidades. 

Imagen tomada y modificada de Laporte et al., 2008. 

 

 

 



2.4 Factores involucrados en la dinámica proteosomal. 

 

2.4.1 pH intracelular 

Como se ha comentado previamente, los PSGs se forman en condiciones de ausencia 

de fuentes de carbono (Laporte et al. 2008), que se acompaña de una caída rápida en el 

pH citosólico (pHi) (Martínez & Kane, 2008; Dechant et al., 2010). 

En un estudio realizado por Peters y colaboradores (2013) se identificó que algunos 

genes que regulan el pH intracelular (pHi), incluyendo varias subunidades del complejo 

V-ATPasa, una bomba de protones vacuolar que regula el pH vacuolar y citosólico (pHi), 

bombeado protones hacia el interior del organelo (Dechant et al., 2010), están 

involucrados en la localización proteosomal.  

En particular, estos autores demostraron que en la ausencia del gen VMA2, que codifica 

para una subunidad de la ATPasa vacuolar, la formación de PSGs ocurre antes con 

respecto a su control y que al restablecer la fuente de carbono la re-localización del 

proteosoma se retrasa (Dechant et al., 2010). 

 

          2.4.2 Efecto de la acetilación de subunidades proteosomales. 

Van Deventer y colaboradores (2015) valoraron la relación de localización de proteosoma 

con respecto a la edad replicativa celular, definida como el número de células hijas 

producidas por una célula madre (Mortimer et al., 1959; Kaeberlein, 2010) y las N-

acetiltransferasas NatA, NatB y NatC, acetiltransferasas N-terminal encargadas de 

acetilar los extremos amino terminal de diversas proteínas, siendo NatA, NatB y NatC los 

principales complejos proteicos que llevan a cabo esta función en levadura (Starheim et 

al., 2012). 

Encontraron que, la formación de gránulos está inversamente relacionada a la edad 

replicativa celular y que hay un enriquecimiento nuclear proteosomal, que correlaciona 

positivamente con la edad replicativa (Marshall & Vierstra, 2019) y que en la ausencia de 

subunidades que conforman a ciertas acetiltransferasas N-terminal, se encuentra un 

enriquecimiento nuclear de proteosoma, cuando las células se encuentran en fase 

estacionaria, con distintos grados de formación de gránulos almacenadores de 

proteosoma. 

Puntualmente, la deleción de las subunidades Nat3 de NatB y Mak3 de NatC tienen un 

fenotipo con mayor localización nuclear proteosomal, con un comportamiento variable, 

donde en ausencia de Mak3 (NatC) no se ve muy afectada la formación de gránulos 

almacenadores de proteosoma, mientras que la ausencia de Nat3 (NatB) se disminuye 

considerablemente la formación de gránulos almacenadores de proteosoma, además de 

que, en la ausencia de Nat3, el enriquecimiento nuclear de proteosoma correlaciona 

positivamente con la edad replicativa celular (Van Deventer et al., 2015). 



2.4.3 Blm10 

Blm10 es una proteína que cubre el anillo α del CP como un domo, uniendose 

preferencialmente al complejo 20S pre-activado, en el cual los anillos α se encuentran 

desordenados (Lehmann et al., 2008), formando diversas estructuras (Blm10-CP, Blm10-

CP-Blm10 o Blm10-CP-RP) (Schmidt et al., 2005) y funge como regulador la función 

catalítica intrínseca del complejo 20S, según la estructura que forme al unirse con el 20S 

(Sadre-Bazzaz et al., 2010). 

Cuando se Blm10 se une al 20S, formando el complejo Blm10-CP-Blm10, el complejo 

20S proteosomal se comporta como una enzima latente, con anillos α cerrados y cuando 

se une formando el complejo Blm10-CP, el 20S tiene una actividad aumentada de corte 

o escisión hacia péptidos cromogénicos (Schmidt et al., 2005). 

La presencia de Blm10 es importante para importar al 20S al núcleo (Weberrus et al., 

2013), para que el 20S se agregue en gránulos almacenadores de proteosoma en fase 

estacionaria y que el complejo 20S re-localice al núcleo en la re-suspensión en fuentes 

de carbono de células estacionarias (figura 4), además se ha encontrado que Blm10 

confiere resistencia contra daño de DNA y estrés proteotóxico, y contribuye a un mejor 

fitness celular, durante el envejecimiento (Doherty et al., 2012). 

 

 

 

 



 

Figura 4. Blm10 es indispensable para la agregación del 20S en gránulos almacenadores de proteosoma y para 

la re-localización nuclear del 20S en la re-suspención en fuentes de carbono de células estacionarias.  

En la ausencia del gen BLM10 se ve afectada la lozalicación del complejo 20S. 

En a) se muestra a la izquierda una comparación de localización proteosomal (subunidad del 20S CP Pre2 fusionado 

a GFP) de células en fase estacionaria, entre las cepas con el gen BLM10 (cepa silvestre) y sin el gen BLM10 (blm10Δ), 
donde se observa que en la cepa blm10Δ hay pérdida de agregación de Pre2 en PSGs. 

A la derecha se observa la comparación de la señal del 20S CP proteosomal con la histona H2A (proteína nuclear) 

fusionada a una proteína reportera, para co-localizar señal con núcleo, donde se observa que la señal del 20S 

proteosomal es dispersa en el citoplasma concierto grado de localización nuclear.  

En b) se muestra la importancia de BLM10 para la r nuclear del proteosoma al re-suspender células estacionarias en 

medio con fuentes de carbono, donde se observa un retraso en la re-localización del 20S con respecto a su control. 

Imagen tomada y modificada de Weberruss et al., 2013. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2.5 Importación nuclear del proteosoma. 

El importe nuclear de distintos compuestos celulares ocurre a través del complejo del 

poro nuclear, el cual está compuesto por nucleoporinas, las cuales en su mayoría tienen 

repetidos ricos en Fenilalanina-Glicina (Görlich & Kutay, 1999; Rout et al., 2000; Christie 

et al., 2016; Schmidt & Görlich, 2016; Schwartz, 2016), que permiten la formación de una 

malla de dominios de proteína intrínsecamente desordenados, con propiedades similares 

a hidrogel (Frey et al., 2006). 

Las proteínas con masa de hasta 40kDa pasan por el poro nuclear por difusión, pero 

proteínas más grandes y complejos RNA-proteína, requieren receptores de transporte 

nuclear específicos, que median su interacción con los repetidos de FG y usan el 

gradiente de Ran-GTP a través de la envoltura nuclear (Moore & Blobel, 1993). 

Actualmente se propone que los complejos 19S y 20S se importan separados al núcleo, 

para luego ser ensamblados en el proteosoma 26S, aunque existe evidencia de que el 

proteosoma 26S puede ensamblarse en el citoplasma y ser importado hacia el núcleo, 

sin saber el mecanismo por el cual sucede esto (Pack et al., 2014). 

El importe nuclear de los complejos 19S y 20S ocurre por una vía canónica que incluye 

a importina-αβ, una carioferina, que se une a los complejos proteosomales en el 

citoplasma, reconociendo sus secuencias de localización nuclear (NLS por sus siglas en 

inglés), aprovechando el gradiente de Ran-GTP (Tanaka et al., 1990). 

En un modelo propuesto por Tanaka et al. 1990, se contempla que las importación del 

complejo 20S es mediado por subunidades α que contienen señales de localización 

nuclear y que pueden existir dos configuraciones: competentes e incompetentes a la 

importación, según la accesibilidad de sus NLS; donde αβ-importina tiene preferencia 

por NLS de complejos inmaduros (Groll et al., 2000; Lehmann et al., 2002; Chen y 

Madura, 2014), en los cuales se encuentra la proteína chaperona Ump1 (Groll et al., 

2000; Hoefer et al., 2006). 

Se sabe que el complejo 19S es importado al núcleo mediante NLS en las subunidades 

de la base Rpt2 y Rpn2 (Wendler et al., 2004; Isono et al., 2007), donde Rpn2 se une a 

αβ-importina para mediar la importación (Savulescu et al., 2011). También se sabe que 

Blm10 se asocia a Rpn2 y puede mediar la importación del 20S CP maduro, cuando las 

células que se encuentran en fase estacionaria vuelven a entrar al ciclo celular 

activamente y se dividen (Weberruss et al., 2013). 

Otra proteína involucrada en la localización nuclear del proteosoma es Sts1, esta 

proteína contiene NLS y se asocia transitoriamente con la tapa del 19S RP (Chen et al., 

2011; Pack et al., 2014). También se sabe que Sts1, una proteína de la envoltura nuclear, 

está involucrada en la localización nuclear del proteosoma, uniéndose preferencialmente 

al proteosoma 26S (Chen et al., 2011; Budenholzer et al., 2020) 



El transporte de los proteosomas desde el citoplasma hacia el núcleo es mediado por 

Arc3, una proteína involucrada en la polimerización de actina, ocurriendo en 

Schizosaccharomyces Pombe (Cabrera et al., 2010). 

 

2.6 Transporte proteosomal en citoplasma. 

Actualmente se desconoce el mecanismo por el cual se transporta el proteosoma hacia 

los gránulos almacenadores en el citoplasma, pero se sabe que hay una asociación 

transitoria de la chaperona Hsp42 con las subunidades del proteosoma, cuando estas se 

encuentran fuera del núcleo (Ben-Aroya et al., 2010; Peters et al., 2015). 

Hsp42 es una chaperona involucrada en marcar y transportar proteínas hacia IPODs 

(Specht et al., 2011), esta proteína co-localiza con el proteosoma durante la dinámica 

proteosomal, al inicio de la deprivación de fuentes de carbono, en la periferia nuclear, 

para separarse posteriormente; igualmente se asocia transitoriamente durante el 

proceso de re-loalización de las subunidades proteosomales hacia al núcleo, cuando las 

células vuelven a un medio con fuentes de carbono (Ben-Aroya et al., 2010; Peters et al., 

2015). 

Además de co-localizar con Hsp42, los PSGs co-localizan con otras proteínas de IPODs, 

para luego diferenciarse en PSGs, lo que sugiere una asociación transitoria de los IPODs 

con los PSGs que se forman al inicio del estrés por deprivación de fuentes de carbono 

(denominados PSGs tempranos), actuando como un punto de control, debido a que, la 

agregación de las subunidades proteosomales en los PSGs requiere que estas se 

encuentren estructuralmente íntegras, pudiendo terminar en los IPODs en caso contrario 

(Peters et al., 2016). 

 

2.7 Regiones de baja complejidad 

 
Las regiones de baja complejidad (“LCR” por sus siglas en inglés) son residuos de 
aminoácidos en secuencia que pueden estar compuestas de un solo aminoácido repetido 
o de motivos cortos con poca diversidad en su contenido de aminoácidos. Son 
abundantes en diversas proteínas, siendo más prevalentes en complejos proteicos 
(Coletta, 2010), encontrándose en células procariotas (Moxon et al., 1994) y eucariotas 
(Golding, 1999; Marcotte et al., 1999). 
 
Se cree que surgen de eventos de deslizamiento durante la replicación mitótica y por 
recombinación en la división meiótica (Ellegren, 2004), aumentando la variación en 
poblaciones de especies, facilitando su adaptación y funcionalidad (Verstrepen et al., 
2005; Kashi & King, 2006), aunque también se encuentran implicados en ciertas 
patologías (Gatchel & Zoghbi, 2005). 
 
Los LCR se encuentran agrupados, espaciados irregularmente o con una presencia 
periódica (DePristo et al., 2006), ubicándose tanto en regiones centrales de la secuencia 



lineal de la proteína o en los extremos amino y carboxilo terminal. La mayoría de estos 
LCR no forman estructuras proteicas bien definidas y son móviles, lo que se cree 
favorece la unión con diferentes blancos (Dyson & Wright, 2005). 
 
Un análisis de ontología genética sugiere que las funciones biológicas que llevan a cabo 
los LCR dependen en parte de su ubicación en la secuencia lineal de la proteína, siendo 
los LCR terminales, los más involucrados en respuestas de estrés celular, traducción y 
procesos de transporte de proteínas; y los LCR, centrales, involucrados en procesos de 
transcripción y su regulación, con una alta prevalencia en proteínas con función cinasa 
(Coletta, 2010). 
 
Se ha encontrado que los LCR de algunas proteínas con una dinámica de agregación 
citoplasmática reversible en gránulos insolubles (similares a los PSGs) son 
indispensables para que ocurra este fenómeno de agregación y desagregación, siendo 
puntualmente ciertas modificaciones postraduccionales dentro de estas regiones de baja 
complejidad las que actúan como señal para la agregación y desagregación proteica 
reversibles (Grignaschi et al., 2018; Höhfeld, 2017). 
 
 
2.8 Proteínas Zds1 y Zds2 
 
ZDS1 y ZDS2 son dos genes parálogos ubicados en el cromosoma XIII, las cuales tienen 

un alto porcentaje de similitud entre sus secuencias (llegando a ser aproximadamente 

90% de similitud) y con algunos dominios, ubicados en sus extremos carboxilo terminal, 

que cumplen las mismas funciones (Calabria et al., 2012).  

Se sabe que están involucrados en la progresión del ciclo celular, llevando a cabo las 

siguientes funciones: regulación del crecimiento polarizado (Yasutis et al., 2010), 

mantenimiento de Cdc55 en el citoplasma (Yasutis et al., 2010), regulación de 

señalización de la GTPasa Rho1 junto con Cdc55 (Jonasson et al., 2016), salida de 

mitosis por regulación de la localización de Cdc14 y exportación nuclear de mRNA por 

unión a Dbp5 y Gfd1 (Estruch et al., 2005). 

Dentro de los fenotipos observados en mutantes con deleción de ambos genes se 

encuentran: defectos en el crecimiento y morfología anormal en la presencia de calcio 

(Mizunuma et al., 1998), sensibilidad a estrés osmótico (Yakura et al., 2006) y defectos 

morfológicos en la gemación con retraso de progresión del ciclo celular (Yu et al., 1996)  

Se sabe que la fracción completa de Zds1 se localiza en el citoplasma, aunque ciertos 

dominios pueden localizar en el núcleo (Yakura et al., 2006). 

Recientemente se identificó mediante capturas por afinidad y análisis por espectrometría 

de masas (affinity capture-MS) que existe una interacción física de la proteína Zds2 con 

la subunidad Pre10 proteosomal y con Blm10 (Gavin et al., 2002).  

 



 
2.9 Saccharomyes cerevisiae 

Saccharomyces cerevisae es un organismo unicelular eucarionte de 5μm de diámetro, 

conocido por la capacidad que tiene de fermentar azúcares en etanol y dióxido de 

carbono, puede encontrarse como un organismo unicelular formando colonias 

heterogéneas, las cuales pueden tener una función cooperativa con respecto a los 

nutrientes y condiciones adversas que pueda existir en su medio (Campbell et al., 2016). 

Presenta un conjunto haploide de 16 cromosomas, con una secuencia total de DNA 

cromosómico de 12,052kb, la cual contiene 5,773 o 5,726 genes codificantes de 

proteínas, cada cromosoma contiene 200-2,200kb y los genes representan el 72% de la 

secuencia total de DNA (Kellis et al., 2004). Además de DNA cromosomal presenta otros 

tipos de elementos genéticos, con diversas funciones y patrones de herencia, los cuales 

son: DNA Mitocondrial, plásmidos, virus dsRNA, RNA de cadena simple codificantes de 

RNA polimerasa dependiente de RNA y Elementos Ty (Sherman, 2002). 

Tiene dos tipos de división: Mitótica y meiótica, la división mitótica se presenta en células 

haploides y en células diploides, la división meiótica se presenta en células diploides 

cuando hay pocos nutrientes generando cuatro células haploides (Duina et al., 2014); 

pudiendo volverse haploides dependiendo de la cantidad de fuentes de carbono 

disponibles en el medio, pasando de diploides a haploides cuando hay pocos nutrientes 

(Sherman, 2002). 

Las células haploides tienen dos tipos de apareamiento (Mating-type) denominados a y 

α (MAT-a y MAT- α), estos Mating-type se encuentran en el locus MAT, localizado en el 

brazo derecho del cromosoma III, que contiene uno de los dos alelos no homólogos de 

cada Mating-type, definiendo así los sexos Mating-Type MAT-a y MAT-α, según el alelo 

que se encuentre presente.  

Con respecto a su crecimiento las células haploides se duplican en un promedio de 90 

minutos en medio YPD o 140 minutos en medio sintético durante la fase exponencial, 

alcanzando una densidad promedio en YPD de 2x108 células/ml (Duina et al., 2014). 

S. cerevisiae se usa como sistema modelo en estudios biológicos debido a ciertas 

propiedades que presenta como son: crecimiento rápido, células dispersas, facilidad de 

replicar y aislar mutantes, un sistema genético bien definido, un sistema de 

transformación de DNA versátil y eficiente preservación a 4ºC o a -80ºC por periodos 

prolongados, entre otros (Duina et al., 2014). 

Debido a todas las características nombradas S. cerevisiae se ha utilizado como modelo 

para el estudio del proteosoma, razón por la cual  se decidió usar como modelo para el 

estudio del papel de los extremos carboxilo terminal y los genes ZDS1 y ZDS2 en la 

dinámica proteosomal. 

 



3. ANTECEDENTES DEL LABORATORIO. 

Por los antecedentes previamente descritos de la dinámica proteosomal, decidimos 

trabajar con las subunidades proteosomales del complejo 20S que tienen extremos 

carboxilo terminal largos, móviles que no cristalizan, dentro de estos se encuentran las 

subunidades alfa: Pup2, Pre6, Pre9 y Pre10 del complejo proteosomal 20S. 

La subunidad Pre10 es la que tiene el extremo carboxilo terminal más largo y además 

muestra un LCR, lo que nos hizo contemplar la posibilidad de que probablemente este 

extremo juega algún papel en la dinámica, por lo que se decidió hacer las deleciones de 

estos extremos carboxilo terminal, dejando el último residuo de aminoácido que cristaliza 

y 3 residuos extra para no alterar su correcto plegamiento (figura 5) 

 

 

Figura 5. Extremos carboxilo terminal de subunidades del complejo 20S usadas en este proyecto 

En la primera imagen se muestra la estructura por cristalografìa del complejo 20S proteosomal, donde se observan los 

extremos carboxilo terminal de las subunidades Pup2, Pre9, Pre6 y Pre10 como ramificaciones sobresalientes. A la 

derecha su muestran las subunidades del 20S cuyos extremos carboxilo terminal no cristalizan, donde se muestra la 

secuencia de residuos de aminoácidos de interés en este proyecto; en azul se indica el último residuo encontrado en la 

estructura de la proteína y en rojo se indica el residuo donde se realizaron los cortes de los extremos carboxilo terminal, 

dejando 3 residuos para no alterar la estructura de las subunidades. En naranja se muestran secuencias que son 

potenciales segmentos de agregación en la subunidad α7. 

 

Se valoró la localización de estas subunidades sin extremo carboxilo terminal, en las 

fases de crecimiento exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de re-suspensión de 

células estacionarias en medio con fuente de carbono, para determinar su localización, 

observando una disminución en la formación de PSGs, en las cepas Pre10 sin extremo 

carboxilo y Pup2 sin extremo carboxilo terminal, durante la fase estacionaria, 

predominando una localización nuclear, sin encontrar diferencias con respecto a sus 

cepas control con extremos carboxilo terminal completo, por lo que se decidió trabajar 

con estas subunidades (cepas y experimetos realizados por Maria José Blanco, alumna 

de licenciatura de Investigación biomédica básica de la UNAM). 

 

 



Con respecto a los genes ZDS1 y ZDS2: 

Como se ha comentado previamente, los genes ZDS1 y ZDS2 están involucrados, entre 

otras funciones, en la regulación del ciclo celular; además, se sabe que existe una 

interacción física de Zds2 con la subunidad Pre10 del complejo 20S y con Blm10.  

Por lo tanto, se decidió trabajar con estos genes para observar si se encuentran 

implicadas en la regulación de la dinámica proteosomal. 

Debido a que ZDS1 y ZDS2 son genes parálogos, sin un fenotipo característico que los 

haga diferentes, se decidió trabajar con ambos genes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. Preguntas de investigación. 

• ¿Qué papel tienen los extremos carboxilo terminal de las subunidades alfa Pup2, 

Pre6, Pre9 y Pre10 del complejo 20S del proteosoma, en la dinámica 

proteosomal? 

• ¿Qué papel tienen las proteínas Zds1 y Zds2 en la dinámica proteosomal? 

• ¿Qué funciones biológicas están afectadas en las células que presentan una 

dinámica proteosomal alterada? 

 

5. Hipótesis. 

La formación de gránulos almacenadores de proteosoma es mediada por el 

reclutamiento de proteínas mediante el extremo carboxilo terminal de algunas 

subunidades proteosomales. 

Los extremos carboxilo terminal de las subunidades proteosomales son indispensables 

para que ocurra una adecuada dinámica proteosomal. 

Las proteínas Zds1 y Zds2 están involucradas en la dinámica proteosomal, por medio de 

interacción con la subunidad Pre10. 

 

6. Objetivo general. 

Elucidar los mecanismos involucrados en los procesos de localización proteosomal 

durante la dinámica proteosomal. 

 

7. Objetivos específicos. 

• Determinar la función del extremo carboxilo terminal de las subunidades Pup2, 
Pre6, Pre9 y Pre10 en la dinámica proteosomal. 

• Explorar si Zds1 y Zds2 están involucradas en la dinámica proteosomal. 

• Identificar qué funciones biológicas están afectadas en las células que no pueden 
formar gránulos del proteosoma. 

 
 
 

 

 

 

 



8. Materiales y métodos. 

8.1 Construcción de cepas transformantes para valorar el papel de los extremos carboxilo 

terminal de subunidades del 20S 

Las mutantes se hicieron mediante un abordaje de doble recombinación homóloga, para 

esto, se usaron productos de PCR obtenidos con desoxioligonucleótidos que contienen 

secuencias homólogas al gen blanco y a porciones específicas de los vectores usados 

(plásmidos)  

 

           8.1.1 PCR para fusión de γ-GFP y m-Cherry a subunidades proteosomales 

Las PCR para las fusiones genómicas de γ-GFP y m-Cherry a las diversas subunidades 
proteosomales, se hicieron usando Phusion DNA polimerasa (Thermo Scientific), 
siguiendo las especificaciones del proveedor. 
Para las fusiones se usaron desoxioligonucleótidos específicos para cada subunidad y 
como templado los plásmidos GFPgamma-SpHis5 y mCH14. 
En las fusiones a γ-GFP se utilizó el plásmido GFPgamma-SpHis5 y para las fusiones a 
m-Chery el plásmido mCh14.  
Se usó el siguiente protocolo: 
 
Reactivo 
 

Volumen 
(20 μL 
final) 

H2O 13.4 μL 

Buffer 5x 4 μL 

dNTPs (10μM) 0.4 μL 

Desoxioligonucleótido Forward (10μM) 0.5 μL 

Desoxioligonucleótido Reverse (10μM) 0.5 μL 

DNA templado (GFPgamma-SpHis5) 
(50ng/ml) 

1 μL 

Phusion DNA polimerasa (0.625U) 0.2 μL 

 
Las combinaciones de desoxioligonucleótidos utilizados para fusión de γ-GFP y m-
Cherry a cada subunidad se muestran a continuación en la tabla 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Tabla 1.  Desoxioligonucleótidos usados para generar cepas con fusión a proteínas reporteras. 

Pup1::γ-GFP (β2) Pup1F 
Pup1R 

Pup2::γ-GFP(α5) Pup2CompF 
Pup2R 

Pup2ΔC::γ-GFP(α5)  Pup2IncompF 
Pup2R 

Pre6::γ-GFP(α4) Pre6CompF 
Pre6R 

Pre6ΔC::γ-GFP(α4)  Pre6IncompF 
Pre6R 

Pre9::γ-GFP (α3) Pre9CompF 
Pre9R 

Pre9ΔC::γ-GFP (α3) Pre9IncompF 
Pre9R 

Pre10::γ-GFP (α7)  Pre10CompF 
Pre10R 

Pre10ΔC::γ-GFP (α7) Pre10IncompF 
Pre10R 

Rpn1::γ-GFP Rpn1F 
Rpn1R 

Rpn5::γ-GFP  Rpn5F 
Rpn5R 

Pup1::m-Cherry (β2) Pup1F 
Pup1R 

Pre9::m-Cherry (β2) Pre9CompF 
Pre9R 

Rpn1::m-Cherry (β2) Rpn1F 
Rpn1R 

Rpn5::m-Cherry (β2) Rpn5F 
Rpn5R 

Desoxioligonucleótidos usados en las reacciones de PCR para generar las distintas transformantes de subunidades 

fusionadas a γ-GFP con y sin extremos carboxilo terminal completos y fusión a mCherry con extremo carboxilo 

terminal completo. 

A la izquierda se muestra las cepas y a la derecha la combinación de desoxioligonucleótidos usados.  

 
Se hicieron PCR independientes con los desoxioligonucleótidos y los plásmidos 
correspondientes, colocando todos los componentes en el orden indicado en la tabla. Al 
final se colocó la enzima y se pusieron las mezclas en termociclador, con las siguientes 
condiciones. 
 
 

  
 
 
 
 
 
 

Evento Temperatura Duración 

1.- Desnaturalización 
inicial 

98 ºC 1 minuto 

2.- Desnaturalización 98 ºC 10 segundos 

3.- Alineamiento de 
primers 

55 ºC / 72ºC 30 segundos 

4.- Extensión 72 ºC 1 minuto 

5.- Extensión final 72 ºC 5 minutos 

6.- Hold 10 ºC Indefinido 



La temperatura de alineación usada para fusionar γ-GFP es de 55ºC y para fusionar m-
Cherry es de 72ºC. 
Se realizaron 35 ciclos en total, del evento 2 al evento 4 (Desnaturalización-Extensión). 
Todas las reacciones de PCR se hicieron usando el termociclador ̈ C1000 Touch Thermal 
Cycler¨ de Bio-Rad. 
 

En la figura 6, se muestran las electroforesis de los productos de PCR usados para 

realizar transformaciones. 

 
8.1.2 PCR para deleción de extremo carboxilo terminal de subunidades Pup2 (α5) 

y Pre10 (α7). 
 
Las PCR para obtener las deleciones genómicas del extremo carboxilo terminal de las 
subunidades proteosomales Pup2 (α5) y Pre10 (α7), se hicieron usando Pfu DNA 
polimerasa (Thermo Scientific), siguiendo las especificaciones del proveedor. 
Para las deleciones del extremo carboxilo terminal se usaron desoxioligonucleótidos 
específicos por cada subunidad y como templado los plásmidos pAG25 y pUG6, usando 
el siguiente protocolo. 
 
Reactivo Volumen 

(25 μL 
final) 

H2O 19.8 μL 

Buffer 10x con MgSO4 2.5 μL 

dNTPs (10μM) 0.5 μL 

Desoxioligonucleótido Forward (10μM) 0.5 μL 

Desoxioligonucleótido Reverse (10μM) 0.5 μL 

DNA templado (pAG25/pUG6) (50ng/ml) 1 μL 

Pfu DNA polimerasa (0.625U) 0.25 μL 

 
 
Las combinaciones de desoxioligonucleótidos utilizados para deleciones de extremo 
carboxilo terminal se muestran a continuación en la tabla 2. 
 
Tabla 2 Desoxioligonucleótidos usados en las reacciones de PCR para generar las distintas transformantes de 

subunidades del 20S sin extremo carboxilo terminal. 

Pup2ΔC (α5)  Pup2Cter 
Pup2R 

Pre6ΔC (α4)  Pre6Cter 
Pre6R 

Pre9ΔC (α3)  Pre9Cter 
Pre9R 

Pre10ΔC (α7)  Pre10Cter 
Pre10R 

A la izquierda se muestran las cepas y a la derecha la combinación de desoxioligonucleótidos usados. 

 

 



Se hicieron PCR independientes con los desoxioligonucleótidos y los plásmidos 
correspondientes, colocando todos los componentes en el orden indicado en la tabla. Al 
final se colocó la enzima y se pusieron las mezclas en termociclador, con las siguientes 
condiciones. 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Se realizaron 35 ciclos en total, del evento 2 al evento 4 (Desnaturalización-Extensión). 
Todas las reacciones de PCR se hicieron usando el termociclador ̈ C1000 Touch Thermal 
Cycler¨ de Bio-Rad. 
 
En la figura 6, se muestran las electroforesis de los productos de PCR usados para 

realizar transformaciones. 

 

 

 

 

Evento Temperatura Duración  

1.- 
Desnaturalización 
inicial 

95 ºC 5 minutos  

2.- 
Desnaturalización 

95 ºC 30 
segundos 

 

3.- Alineamiento 
de primers 

55 ºC 30 
segundos 

 

4.- Extensión 72 ºC 4 minutos  

5.- Extensión final 72 ºC 5 minutos  

6.- Hold 10 ºC Indefinido  



 

Figura 6. Productos de PCR usados para crear las cepas con fusión a proteínas reporteras y deleción de 

extremos carboxilo terminal. 

En a) se muestran los productos de PCR, amplificados a partir de los plásmidos pAG25 y pUG6, que se usaron para 

generar la deleción de extremos carboxilo terminal de Pre10 y Pup2, sin fusión a γ-GFP. En b) se muestran los 

productos de PCR, amplificados a partir del plásmido GFPgamma-SpHis5, usados para la fusión de γ-GFP a 

subunidades proteosomales. En c) se muestran los productos de PCR amplificados, a partir del plásmido mCH14, 

usados para fusionar mCherry a subunidades proteosomales. 

En la sección 8.1.3 se indican los pesos esperados. 

 

 

 

 

 



           8.1.3 transformación de células para generar cepas con fusión de γ-GFP y m-

Cherry a subunidades proteosomales y deleción de extremo carboxilo terminal de 

subunidades Pup2 (α5) y Pre10 (α7) 

Para la fusión de γ-GFP, a las subunidades de los complejos proteosomales 19S y 20S, 

se usó el producto de PCR obtenido de la amplificación del plásmido γ-GFP-SpHis5 y los 

desoxioligonucleótidos específicos de cada gen. Estas cepas, tienen como marcador de 

selección la auxotrofía del aminoácido Histidina, que presenta la cepa BY4742. 

Para la fusión de mCherry, a las subunidades de los complejos proteosomales 19S y 20S, 

se usó el producto de PCR obtenido de la amplificación del plásmido mCh14 y los 

desoxioligonucleótidos específicos de cada gen. Estas cepas, tienen como marcador de 

selección la resistencia al antibiótico neurseotricina (CloNat). 

Las transformantes genómicas con fusión a γ-GFP y mCherry, fusionan una secuencia 

de residuos de aminoácidos que funciona como un puente, seguido por el marco de 

lectura que codifica para la proteína reportera fluorescente, en el extremo 3’ del gen que 

codifica cada subunidad proteosomal, conservando el promotor del gen blanco, e 

insertando el terminador del gen de selección, proveniente del vector (figura 7). 

Las cepas construidas con deleción de extremo carboxilo terminal, generan la deleción 

del extremo carboxilo terminal e insertan un gen de selección, que brinda resistencia a 

antibiótico (proveniente del plásmido), siendo, en el vector pAG25 el gen NAT1 (que 

confiere resistencia al antibiótico Nourseotricina ¨clonNAT¨) y en el vector pUG6, el gen 

KanMX (que confiere resistencia al antibiótico G418). 

Las electroforesis de los productos de PCR usados para transformar, se hicieron en gel 
de agarosa 0.8%, colocando 5 μL de producto más 1 μL de buffer de carga 6X. 
Se corrieron en buffer de corrida SB 1x, a 160V durante 40 minutos y posteriormente se 
tiñeron durante 10 minutos con bromuro de etidio 1X, para verificar los siguientes pesos 
esperados: 
 

• Fusión de γ-GFP a subunidades, con plásmido GFPgamma-SpHis5: 2356 
nucleótidos. 

• Fusión de m-Cherry a subunidades, con plásmido mCh14: 2040 nucleótidos. 

• Deleción de extremo carboxilo terminal de subunidad α7 (Pre10): plásmido pAG25 
1354 nucleótidos y plásmido pUG6 1617 nucleótidos. 

• Deleción de extremo carboxilo terminal de subunidad α5 (Pup2): plásmido pAG25 
1351 nucleótidos y plásmido pUG6 1614 nucleótidos. 

 
Las transformantes se hicieron a partir de células competentes preparadas bajo el 
siguiente protocolo: 
1.- Preparar cultivo en 10 ml de YPD durante toda la noche. 
2.- Al día siguiente medir densidad óptica de cultivo y hacer ajuste para colocar 0.2 
unidades de densidad óptica en un volumen final de 50 ml de YPD. 
3.- Colocar cultivo y YPD nuevo en matraz estéril de 250ml y se deja a 30ºC constantes 
en movimiento. 



4.- Medir densidad óptica para preparar células, la cual debe ser entre 0.5 y < 0.7 
unidades de densidad óptica. 
5.- Cuando el cultivo este entre 0.5 y < 0.7 unidades de densidad óptica se coloca el 
cultivo en tubo de centrífuga de 50 ml estéril y se centrifuga a 1500rpm por 5 minutos. 
6.- Se decanta YPD y se hace lavado con 5ml de H2O estéril, se centrifuga a 1500 rpm 
por 5 minutos. 
7.- Se decanta y se re-suspende en 5ml de SORB, se centrifuga 5 minutos a 1500rpm, 
se decanta y se vuelve a centrifugar 1 minutos a 1500rpm y se retira restante con pipeta. 
8.- Se agregan 360 μL de SORB y 40 μL de DNA de esperma de salmón (previamente 
hervido), se re-suspende y se hacen alícuotas de 20 μL. 
9.- Se guardan alícuotas a - 80ºC 
 
Se procedió a transformar las células competentes con productos de PCR, mediante 
choque térmico, bajo el siguiente protocolo: 
 
1.- Colocar en tubo de centrífuga de 1.5ml estéril 20 μL de células competentes y 10 μL 
de producto de PCR y se re-suspende. 
2.- Agregar 100 μL de Plate Mixture, re-suspender y dejar a temperatura ambiente 
durante 30 minutos. Posteriormente agregar 10 μL de DMSO 
3.- Choque térmico a 42ºC durante 15 minutos, sin movimiento (para el choque térmico 
se usó el agitador térmico Thermo Shaker Incubator BSTH-103 de BioLab). 
4.- Lavar con 500 μL de H2O destilada estéril y centrifugar a 14,000rpm durante 1 minuto. 
5.- Se decanta sobrenadante y se retira sobrante con pipeta. Agregar 500 μL de YPD y 
colocar en incubadora a 30ºC durante 4 horas. 
6.- Centrifugar 1 minuto a 14,000rpm decantar y re-suspender en YPD restante. 
7.- Colocar células en medio sólido y plaquear con perlas de vidrio estériles hasta secar. 
Posteriormente dejar en incubadora a 30ºC para que crezcan colonias. 
 
 
 
 

 



 

 

 

Figura 7. Esquema que muestra el resultado de doble evento de recombinación homóloga, en las transformantes 

con fusión a γ-GFP con extremos carboxilo terminal completos e incompletos. 

Todas las cepas con fusión a γ-GFP se construyeron a partir de un amplificado, obtenido mediante PCR, usando el 
plásmido γ-GFP-SpHis5 como DNA molde y los desoxioligonucleótidos específicos a cada subunidad; estos 

contienen secuencias que flanquean al gen blanco (subunidad proteosomal) y secuencias que flanquean el segmento a 

amplificar del vector (plásmido). 

El PCR amplificado se introduce en células competentes y se inserta gracias a un evento de doble recombinación 

homóloga. 

Las cepas construidas conservan el promotor del gen codificante de cada subunidad, pero usan el terminador del 

marcador de auxotrofía de histidina (proveniente del plásmido). 



Arriba, en a), se muestra el esquema de las cepas construidas, de subunidades con extremos carboxilo terminal 

completos fusionados a γ-GFP, donde se encuentra en gris el gen que codifica cada subunidad ± 1 Kilobase, en azul 

el inserto, que se compone de γ-GFP en verde, terminador en rojo y en naranja el gen SpHis5; en amarillo se muestran 

los sitios de unión de los desoxioligonucleótidos usados para confirmar las cepas. 

Abajo en b), se observa el esquema de las cepas construidas, de subunidades con deleción de extremos carboxilo 
terminal y fusión a γ-GFP, en estas cepas el desoxioligonucleótido con el que se amplifica el plásmido contiene el 

codón de paro, seguido de la secuencia del gen codificante de γ-GFP, dentro del mismo marco de lectura. Además de 

resaltar los mismos elementos que en el esquema a), se muestra con morado el codón de inicio y el sitio donde ocurre 

el corte del extremo carboxilo terminal, para que pueda usarse como referencia con respecto al desoxioligonucleótido 

GFPR, que se usó posteriormente para confirmar y secuenciar dicho corte. 
 

 

8.2 Construcción de cepas transformantes para valorar el papel de los genes ZDS1, 

ZDS2 y BLM10 en la dinámica proteosomal. 

 

Las mutantes se hicieron mediante un abordaje de doble recombinación homóloga, para 

esto, se usaron productos de PCR obtenidos con desoxioligonucleótidos que contienen 

secuencias homólogas al gen blanco (ZDS1, ZDS2 y BLM10) y a porciones específicas 

de los vectores (plásmidos pAG26 y pUG6) usados para hacer las deleciones. 

8.2.1 PCR para deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 
 
Las PCR para deleciones genómica de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 se hicieron con 
Pfu DNA polimerasa (Thermo Scientific), siguiendo las especificaciones del proveedor, 
usando desoxioligonucleótidos específicos por cada subunidad y como templado los 
plásmidos pAG25 y pUG6, usando el siguiente protocolo. 
 
Reactivo Volumen 

(25 μL 
final) 

H2O 19.8 μL 

Buffer 10x con MgSO4 2.5 μL 

dNTPs (10μM) 0.5 μL 

Desoxioligonucleótido Forward (10μM) 0.5 μL 

Desoxioligonucleótido Reverse (10μM) 0.5 μL 

DNA templado (pAG25/pUG6) (50ng/ml) 1 μL 

Pfu DNA polimerasa (0.625U) 0.25 μL 

 
Las combinaciones de desoxioligonucleótidos utilizados para deleciones de los genes 
ZDS1, ZDS2 y BLM10 se muestran enseguida en la tabla 3. 
 
 
 
 
  
 



Tabla 3 Desoxioligonucleótidos usados en las reacciones de PCR para generar las distintas transformantes con 

deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10. 

ZDS1 Zds1F 
Zds1R 

ZDS2 Zds2F 
Zds2R 

BLM10 Blm10F 
Blm10R 

A la izquierda se muestran las cepas y a la derecha la combinación de desoxiologonuclétidos usados.  
 

 

Se hicieron PCR independientes con los desoxioligonucleótidos y los plásmidos 
correspondientes, colocando todos los componentes en el orden indicado en la tabla. Al 
final se colocó la enzima y se pusieron las mezclas en termociclador, con las siguientes 
condiciones. 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Se realizaron 35 ciclos en total, del evento 2 al evento 4 (Desnaturalización-Extensión). 
Todas las reacciones de PCR se hicieron usando el termociclador ̈ C1000 Touch Thermal 
Cycler¨ de Bio-Rad. 
En la figura 8 se muestran las electroforesis de los productos de PCR usados para 

realizar transformaciones 

 

 

Evento Temperatura Duración 

1.- 
Desnaturalización 
inicial 

95 ºC 5 minutos 

2.- 
Desnaturalización 

95 ºC 30 
segundos 

3.- Alineamiento 
de primers 

50 ºC 30 
segundos 

4.- Extensión 72 ºC 4 minutos 

5.- Extensión final 72 ºC 5 minutos 

6.- Hold 10 ºC Indefinido 



 

Figura 8. Productos de PCR usados para crear las cepas con deleción de genes ZDS1, ZDS2 y BLM10. 

En a) se muestran los productos de PCR, amplificados a partir del plásmido pAG25, para deleción de genes ZDS1, 

ZDS2 y BLM10. En b) se muestran los productos de PCR a amplificados usando el plásmido pUG6 para deleción de 

genes ZDS1, ZDS2 y BLM10. 

En la sección 8.2.2 se indican los pesos esperados. 
 

 

           8.2.2 transformación de células para generar cepas con fusión de γ-GFP y m-

Cherry a subunidades proteosomales y deleción de extremo carboxilo terminal de 

subunidades Pup2 (α5) y Pre10 (α7) 

 

Las transformantes genómicas obtenidas contienen la deleción del gen correspondiente 

e inserción de un gen de selección, con el promotor y terminador del gen insertado; este 

gen de selección brinda resistencia a antibiótico (proveniente del plásmido), siendo, en 

el vector pAG25 el gen NAT1 (que confiere resistencia al antibiótico Nourseotricina 

¨clonNAT¨) y en el vector pUG6, el gen KanMX (que confiere resistencia al antibiótico 

G418) (figura 9). 

Las electroforesis de los productos de PCR usados para transformar, se hicieron en gel 
de agarosa 0.8%, colocando 5 μL de producto más 1 μL de buffer de carga 6X. 
Se corrieron en buffer de corrida SB 1x, a 160V durante 40 minutos y posteriormente se 
tiñeron durante 10 minutos con bromuro de etidio 1X, para verificar los siguientes pesos 
esperados: 

• Cepas Δzds1: plásmido pAG25 1407 nucleótidos y plásmido pUG6 1712 
nucleótidos. 

• Cepas Δzds2: plásmido pAG25 1407 nucleótidos y plásmido pUG6 1712 
nucleótidos. 

• Cepas Δblm10: plásmido pAG25 1407 nucleótidos y plásmido pUG6 1712 
nucleótidos. 

Las transformantes se hicieron mediante evento de doble recombinación en células 

competentes usando los productos de PCR obtenidos para transformar; la preparación 



de células competentes y la transformación por choque térmico se siguió con el mismo 

protocolo indicado en el apartado 8.1.3. 

 

 

                                  

Figura 9. Esquema de resultado de doble evento de recombinación homóloga, en transformantes genómicas, 

para obtener deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 con producto de PCR amplificados a partir de los 

plásmidos pAG25 y pUG6. 

Se muestra una representación gráfica de cómo se construyeron las cepas con deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y 

BLM10. 

Las transformantes se generan a partir de un amplificado obtenido con desoxioligonucleótidos, que contienen 

secuencias que flanquean el gen blanco (genes ZDS1, ZDS2 y BLM10) y secuencias que flanquean el segmento a 

amplificar del vector (plásmido pAG25 o pUG6). 

El PCR obtenido se introduce en células competentes y se inserta por evento de doble recombinación homóloga. 

En las cepas resultantes se pierde el gen correspondiente y se inserta un gen que confiere resistencia a antibiótico, con 
el promotor y terminador del gen insertado. 

En la imagen se muestra el esquema de las cepas construidas, donde se encuentra en gris el gen correspondiente ± 1 

Kilobase, en azul el inserto, que se compone de promotor/terminador en naranja y gen insertado que da resistencia a 

antibiótico en café; en amarillo se muestran los sitios de unión de los desoxioligonucleótidos usados para confirmar 

las cepas. Igualmente se usaron desoxioligonucleótidos dentro del promotor (Tefpromtest) y terminador (TefTerm) 

para confirmar. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8.3 Confirmación de cepas transformantes mediante PCR de confirmación. 

La confirmación de cepas se hizo a partir de las colonias transformantes obtenidas, 

mediante PCR, usando como templado una muestra de colonia directamente, o producto 

de extracción de DNA genómico. 

La extracción de DNA genómico, a partir de cultivos, se realizó conforme al siguiente 

protocolo: 

1.- Preparar cultivo durante toda la noche en 5 ml de YPD en rotor con movimiento 
constante y temperatura constante de 30°C. 
2.- Colocar los 5 ml de cultivo en tuvo de centrífuga y centrifugar 2000rpm por 5 minutos. 
3.- Decantar y quitar sobrenadante con pipeta y re-suspender en 500 μL de agua 
destilada estéril. 
4.- Pasar muestra en agua a tubo de centrífuga de 1.5ml, membretando cada muestra y 
centrifugar a 14000rpm por 1 minuto. 
5.- Vortexear tubo para disolver pellet. 
6.- Agregar 200 μL de buffer QTP. 
7.- Agregar 50 μL de microperlas estériles y colocar 100 μL de Fenol más 100 μL de 
Cloroformo, en campana de extracción. 
8.- Sellar herméticamente los tubos con Parafilm y vortexear por 4 minutos. 
9.- Agregar 200 μL de buffer TE 1X y centrifugar a 14000rpm por 1 minuto. 
10.- Recuperar la fase líquida, en nuevo tubo de centrífuga de 1.5ml, con pipeta, sin tocar 
la fase sólida. 
11.- Agregar 1 ml de etanol absoluto a -20°C, mezclar por inversión y centrifugar a 
14000rpm por 1 minuto. 
12.- Decantar sobrenadante, centrifugar rápido (spin) y quitar sobrenadante con pipeta. 
13.- Re-suspender pellet en 400 μL de buffer TE 1X, sin tocar pellet directamente con 
punta. 
14.- Agregar 3 μL de RNAsa a concentración de 10mg/ml e incubar 5 minutos a 37°C. 
15.- Agregar 20 μL de acetato de amonio a concentración 4M y 1 ml de etanol absoluto 
a -20°C, mezclar por inversión. 
16.- Centrifugar a 14000 rpm por 1 minuto y decantar, volver a centrifugar rápido(spin) y 
quitar sobrenadante con pipeta. 
17.- Dejar secar pellet contuvo abierto colocándolo horizontalmente, posteriormente re-
suspender pellet en 100 μL de agua destilada estéril y almacenar a -20°C. 
 

Para hacer las PCR de confirmación, se diseñaron los siguientes desoxioligonucleótidos: 

• Desoxioligonucleótido A: Se une a secuencia genómica, externa al gen blanco, 

ubicada rio arriba del gen blanco. 

• Desoxioligonucleótido D: Se une a secuencia genómica, externa al gen blanco, 

ubicada rio abajo del gen blanco. 

• Desoxioligonucleótido C: Se une a secuencia no modificada del gen blanco, 

ubicada río arriba del sitio de interés modificado.  



• Desoxioligonucleótido GFP-R: Se une a secuencia del gen que codifica la proteína 

γ-GFP, en cepas con fusión a γ-GFP. 

• Desoxioligonucleótido TefpromTest: Se une a secuencia del promotor del gen de 

resistencia insertado de los plásmidos pAG25 y pUG6 en cepas con deleción de 

extremo carboxilo terminal y deleción de genes ZDS1, ZDS2 y BLM10  

• Desoxioligonucleótido Tefterm: Se une a secuencia del terminador del gen de 

resistencia insertado de los plásmidos pAG25 y pUG6 en cepas con deleción de 

deleción de genes ZDS1, ZDS2 y BLM10. 

           8.3.1 PCR de confirmación de cepas transformantes 
 
Las PCR que se hicieron para confirmar las diferentes transformantes, se realizaron 
usando la enzima DreamTaq DNA polimerasa de Thermo Fisher, siguiendo las 
instrucciones de proveedor, usando los siguientes protocolos según el origen del DNA 
templado (colonia o DNA genómico extraído). 
 

• PCR de confirmación con templado de colonia. 
 
Reactivo Volumen 

(24 μL 
final) 

H2O 19.8 μL 

Buffer 10X 2.5 μL 

dNTPs (10μM) 0.5 μL 

Desoxioligonucleótido C correspondiente 
(10μM) 

0.5 μL 

Desoxioligonucleótido GFP-R (10μM) 0.5 μL 

Colonia 

 
Se preparó la mezcla con reactivos y se tomó una pequeña muestra de colonia con una 
punta estéril de 10 μL, que se colocó en el tubo con la mezcla, luego se colocó en 
termociclador 5 minutos a 95°C, para desnaturalizar el DNA. Posterior a la 
desnaturalización se agregó 0.2 μL DreamTaq DNA polimerasa y se colocó en 
termociclador siguiendo siguiente programa. 
 

   
 
 
 
 
 
 
 

Se realizaron 35 ciclos en total del evento 1 al evento 3. 
 
 

Evento Temperatura Duración 

1.- 
Desnaturalización 

95 ºC 30 
segundos 

2.- Alineamiento 
de primers 

Según cepa. 30 
segundos 

3.- Extensión 72 ºC 4 minutos 

4.- Extensión final 72 ºC 5 minutos 

5.- Hold 10 ºC Indefinido 



• PCR de confirmación a partir de DNA genómico como templado. 
 
 
Reactivo Volumen 

(25 μL 
final) 

H2O 19.8 μL 

Buffer 10X 2.5 μL 

dNTPs (10μM) 0.5 μL 

Desoxioligonucleótido C correspondiente 
(10μM) 

0.5 μL 

Desoxioligonucleótido GFP-R (10μM) 0.5 μL 

DNA genómico. 1 μL 

DreamTaq DNA polimerasa 0.25 μL 

 
 
Se preparó la mezcla de reactivos y se colocó en termociclador, usando el siguiente 
programa: 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
a) Confirmación de fusiones genómicas de γ-GFP y m-Cherry a las subunidades 

proteosomales. 
 

Para confirmar las fusiones genómicas de γ-GFP a cada subunidad correspondiente se 
usaron los desoxioligonucleótidos: GFP-R (para γ-GFP) ó Tefpromtest (para m-Cherry), 
y los oligonucleóticos C correspondientes a cada subunidad, siguiendo los protocolos 
para preparar mezcla de reactivos según la cepa a confirmar y el origen del DNA 
templado (directo de colonia o producto de extracción de DNA genómico). 
Se usó el programa de termociclador según al origen del DNA templado, con una 
temperatura de alineamiento de primers (annealing) de 50°C para las fusiones a γ-GFP 
y de 55°C para las fusiones a m-Cherry. 
Las combinaciones de desoxioligonucleótidos para hacer las confirmaciones de cepas 
transformantes se muestran enseguida en la tabla 4. 
 
 
 

Evento Temperatura Duración 

1.- 
Desnaturalización 
inicial 

95 ºC 5 minutos 

2.- 
Desnaturalización 

95 ºC 30 
segundos 

3.- Alineamiento 
de primers 

Según cepa. 30 
segundos 

4.- Extensión 72 ºC 4 minutos 

5.- Extensión final 72 ºC 5 minutos 

6.- Hold 10 ºC Indefinido 



Tabla 4 Desoxioligonucleótidos usados en las reacciones de PCR para confirmar las distintas transformantes 

con subunidades fusionadas a γ-GFP y mCherry. 

Pup1::γ-GFP (β2) Pup1C 
GFP-R 

Pup2::γ-GFP(α5) Pup2C 
GFP-R 

Pup2ΔC::γ-GFP(α5) Pup2C 
GFP-R 

Pre6::γ-GFP(α4) Pre6C 
GFP-R 

Pre6ΔC::γ-GFP(α4) Pre6C 
GFP-R 

Pre9::γ-GFP (α3) Pre9C 
GFP-R 

Pre9ΔC::γ-GFP (α3) Pre9C 
GFP-R 

Pre10::γ-GFP (α7) Pre10C 
GFP-R 

Pre10ΔC::γ-GFP (α7) Pre10C 
GFP-R 

Rpn1::γ-GFP Rpn1C 
GFP-R 

Rpn5::γ-GFP Rpn5C 
GFP-R 

Pup1::m-Cherry (β2) Pup1C 
TefPromTest 

Pre9::m-Cherry (β2) Pre9C 
TefPromTest 

Rpn1::m-Cherry (β2) Rpn1C 
TefPromTest 

Rpn5::m-Cherry (β2) Rpn5C 
TefPromTest 

A la izquierda se muestran las cepas y a la derecha la combinación de desoxioligonucleótidos usados.  

 
 

b) Confirmación de deleción de extremo carboxilo terminal de las subunidades 
proteosomales del complejo 20S 
 

Para confirmar las deleciones de los extremos carboxilo terminal de las subunidades se 
usaron los desoxioligonucleótidos Tefpromtest y los oligonucleóticos C correspondientes 
a cada subunidad, siguiendo los protocolos para preparar mezcla de reactivos según el 
origen del DNA templado. 
Se usó el programa de termociclador correspondiente según origen del DNA templado, 
con una temperatura de alineamiento de primers (annealing) de 56°C. 
Las combinaciones de desoxioligonucleótidos para hacer las confirmaciones de cepas 
transformantes se muestran en seguida en la tabla 5 
 
 
  

 
 
 



Tabla 5 Desoxioligonucleótidos usados en las reacciones de PCR para confirmar las distintas transformantes 

con deleción de extremo carboxilo terminal. 

Pup2ΔC(α5) Pup2C 
Tefpromtest 

Pre6ΔC(α4) Pre6C 
Tefpromtest 

Pre9ΔC(α3) Pre9C 
Tefpromtest 

Pre10ΔC(α7) Pre10C 
TefPromTest 

A la izquierda se muestran las cepas y a la derecha la combinación de desoxioligonucleótidos usados.  

 
 

c) Confirmación de deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10. 
 
Para confirmar las deleciones de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 se usaron los 
desoxioligonucleótidos A correspondiente/Tefpromtest y los oligonucleóticos D 
correspondiente/Tefterm, siguiendo los protocolos para preparar mezcla de reactivos 
según el origen del DNA templado. 
Se usó el programa de termociclador correspondiente según el origen del templado, con 
una temperatura de alineamiento de primers (annealing) de 56°C. 
Las combinaciones de desoxioligonucleótidos para hacer las confirmaciones de cepas 
transformantes se muestran en seguida en la tabla 6 
 

Tabla 6 Desoxioligonucleótidos usados en las reacciones de PCR para confirmar las distintas transformantes 

con deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10. 

Δzds1 Zds2A 
TEfPromTest               Zds2A 
        +                    o       Zds2D 
Zds2D 
TefTerm 

Δzds2 Zds2A 
TEfPromTest               Zds2A 
        +                    o       Zds2D 
Zds2D 
TefTerm 

Δblm10 Blm10A 
TEfPromTest               Blm10A 
        +                    o       Blm10D 
Blm10D 
TefTerm 

Para confirmar se amplificaron los extremos recombinantes con los oligos A + TEfprontest y D + Tefter, o 

amplificando todo el inserto con los desoxioligonucleótidos A + D 

A la izquierda se muestran las cepas y a la derecha la combinación de desoxioligonucleótidos usados.  

 
 
 
 
 
 
 
 



 8.3.2 Electroforesis de productos de PCR de confirmación y secuenciación 

Se hicieron electroforesis de DNA de productos de PCR para confirmar cepas, en gel de 
agarosa al 0.8%, %, colocando 5 μL de producto más 1 μL de buffer de carga 6X. 
Se corrieron en buffer de corrida SB 1x, a 160V durante 40 minutos y posteriormente se 
tiñeron durante 10 minutos con bromuro de etidio 1X, para verificar los siguientes pesos 
esperados: 
 

a) Confirmación de fusiones a proteínas reporteras 
 

Pup1::γ-GFP (β2): Pup1C/GFP-R peso esperado 562 pares de base. 
Pup2::γ-GFP(α5): Pup2C/GFP-R peso esperado 715 pares de base. 
Pup2ΔC::γ-GFP(α5): Pup2C/GFP-R peso esperado 688 pares de base. 
Pre6::γ-GFP(α4): Pre6C/GFP-R peso esperado 654 pares de base. 
Pre6ΔC::γ-GFP(α4): Pre6C/GFP-R peso esperado 630 pares de base. 
Pre9::γ-GFP (α3): Pre9C/GFP-R peso esperado 702 pares de base. 
Pre9ΔC::γ-GFP (α3): Pre9C/GFP-R peso esperado 666 pares de base. 
Pre10::γ-GFP (α7): Pre10C/GFP-R peso esperado 749 pares de base. 
Pre10ΔC::γ-GFP (α7): Pre10C/GFP-R peso esperado 638 pares de base. 
Rpn1::γ-GFP: Rpn1C/GFP-R peso esperado 1052 pares de base. 
Rpn5::γ-GFP: Rpn5C/GFP-R peso esperado 1052 pares de base. 
Pup1::m-Cherry (β2): Pup1C/TefpromTestpeso esperado 1173 pares de base. 
Pre9::m-Cherry (β2): Pre9C/TefpromTest peso esperado 1313 pares de base. 
Rpn1::m-Cherry (β2): Rpn1C/TefpromTest peso esperado 1663 pares de base. 
Rpn5::m-Cherry (β2): Rpn5C/TefpromTest peso esperado 1663 pares de base. 
 

b) Confirmación de deleción de extremos carboxilo terminal. 
 
Pup2ΔC(α5): Pup2C/Tefpromtest peso esperado 613 pares de base. 
Pre6ΔC(α4): Pre6C/Tefpromtest peso esperado 555 pares de base. 
Pre9ΔC(α3): Pre9C/Tefpromtest peso esperado 591 pares de base 
Pre10ΔC(α7): Pre10C/Tefpromtest peso esperado con plásmido pAG25 563 nucleótidos, 
con plásmido pUG6 589 pares de base. 
 

c) Confirmación de deleción de genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 
 
 
Δzds1: Zds1A/Tefpromtest peso esperado 650 pares de base. 

   Zds1D/Tefterm peso esperado 492 pares de base. 
Δzds2: Zds2A/Tefpromtest peso esperado 653 pares de base. 
          Zds2D/ Tefterm peso esperado 512 pares de base. 
Δblm10: Blm10A/Tefpromtest peso esperado 711 pares de base. 

     BLM10D/ Tefterm peso esperado 511 pares de base. 
 

En las figuras 10 y 11 se muestran las electroforesis de los productos de PCR de 

confirmación de las cepas construidas, en geles de agarosa. 



 

Figura 10. Productos de PCR de confirmación de cepas con fusión de γ-GFP a subunidades proteosomales en 

distintas cepas, deleciones de extremos carboxilo terminal y deleción de genes ZDS1, ZDS2 y BLM10. 

En a) se muestran PCR de confirmación de fusión de γ-GFP a subunidades proteosomales, usando 

desoxioligonucleótidos C y GFPR. En b) se muestran a la izquierda PCR de confirmación de fusión de Pre10 a γ-GFP 

con deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BL10; a la derecha PCR de confirmación de deleción de extremos carboxilo 

terminal de Pre10 y Pup2 con subunidades fusionadas a γ-GFP. 

En la sección 8.3.2 se muestran los pesos esperados. 

 
 

  

 

 

 

 



 

Figura 11. Productos de PCR de confirmación de cepas con fusión a γ-GFP en cepas con deleción de los genes 

ZDS1, ZDS2 y BLM1O y confirmación de fondo genético BY4741, BY4742 en distintas cepas .  

En a) se muestran PCR de confirmación de fusión de  γ-GFP a Pre10 en las diversas cepas. 

b) Se muetran PCR de confirmación de deleción de los genes ZDS1 y ZDS2 usando Desoxioligonuclótidos  A y 

TefpromTest; y usando desoxioligonucleótido D y  TefTerm, para verificar que hubo evento de doble recombinación. 

c)  Se muestra PCR de confirmacíon de fondos genéticos BY4742 y BY4741, usando los desoxioligonuclótidos para 

amplificar el gen Mat-a de BY4742 y Mat-a de BY4741. 
En la sección 8.3.2 se muestran los pesos esperados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 



8.4 Secuenciación de producto de PCR de confirmación de cepas  

Se secuenció el DNA de los PCR de confirmación, que se encontraron dentro del peso 

esperado, para asegurarse que las secuencias estaban conservadas, que los cortes en 

los extremos carboxilo terminal eran los esperados y que la deleción de los genes ZDS1, 

ZDS2 y BLM10 ocurrieron adecuadamente. 

Para secuenciar, se hicieron purificaciones por columna de los productos de PCR o 

purificación por columna a partir de banda de peso esperado, en gel de agarosa de bajo 

punto de fusión, siguiendo los siguientes procotocolos:  

a) Purificación de DNA 

 
La purificación de DNA se hizo utilizando kit GeneJet Purificatin Kit de Thermo Scientific, 
siguiendo las instrucciones del proveedor, llevando a cabo el siguiente protocolo. 
 
1.- Colocar en tubo de centrífuga de 1.5 ml un volumen 1:1 de Binding buffer/producto 
de PCR y mezclar (se debe verificar coloración de la mezcla, si se observa de color 
naranja/violeta el pH no es óptimo, por lo que se debe agregar 10 μL de acetato de sodio 
3M pH 5.2 hasta que cambie a color amarillo). 
2.- Si el fragmento de DNA es menor a 500 pares de base colocar una relación 1:2 de 
isopropanol al100%. 
3.-Transferir muestra a columna de purificación y centrifugar a 14000rpm por 1 minuto. 
4.- Agregar 700 μL de Wash buffer, previamente diluido con etanol absoluto como 
indicado por proveedor. 
5.- Centrifugar a 14000rpm por 1 minuto y decantar sobrenadante, posteriormente 
centrifugar un minuto adicional. 
6.- Transferir columna a tubo de centrífuga de 1.5 ml y agregar 30 μL de agua destilada 
estéril, centrifugar a 14000 rpm por un minuto y almacenar a -20°C 
 

b) Purificación de DNA en gel de agarosa. 
 
La extracción de DNA en gel de agarosa se hizo utilizando el kit GeneJET Gel Extraction 
Kit de Thermo Scientific, siguiendo las especificaciones de proveedor, llevando a cabo el 
siguiente protocolo: 
 
1.- Se realizó electroforesis de DNA a extraer, en gel de agarosa de bajo punto de fusión 
a 0.8%, corriendo a un voltaje no mayor a 120V en buffer SB 1X. 
2.- Se corta banda que se encuentra dentro de peso esperado y se coloca en tubo de 
centrífuga de 1.5ml previamente pesado. 
3.- Pesar banda cortada en tubo de centrífuga y colocar Binding buffer en relación 1:1 
p/v. 
4.- Incubar mezcla a 60°C por 10 minutos, hasta que se disuelva y mezclar por inversión. 
Se debe verificar si se observa de color naranja/violeta el pH no es óptimo, por lo que se 
debe agregar 10 μL de acetato de sodio 3M pH 5.2 hasta que cambie a color amarillo. 



5.- Si el fragmento es menor a 500 pares de bases, colocar un volumen 1:1 de 
isopropanol al 100% y mezclar. 
6.- Transferir mezcla a columna, centrifugar a 14000 rpm por un minuto y decantar 
sobrenadante.  
7.- Agregar 100 μL de Binding buffer, centrifugar a 14000 rpm por un minuto y decantar 
sobrenadante. 
8.- Agregar 700 μL de Wash buffer, previamente diluido con etanol absoluto como 
indicado por proveedor. 
9.- Centrifugar a 14000rpm por 1 minuto y decantar sobrenadante, posteriormente 
centrifugar un minuto adicional. 
10.- Transferir columna a tubo de centrífuga de 1.5 ml y agregar 50 μL de agua destilada 
estéril, centrifugar a 14000 rpm por un minuto y almacenar a -20°C 
 

El DNA purificado se secuenció utilizando el método de Sanger, en la Unidad de Biología 

Molecular del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM. 

La secuenciación se realizó utilizando los oligonucleótidos antisentido correspondientes 

a cada PCR de confirmación (GFP-R, TefpromTest) y se valoró: 

• En cepas con fusiones de γ-GFP a cada subunidad: se corroboró que la secuencia 

de γ-GFP y la secuencia puente estuvieran dentro del marco de lectura, así como 

que no hubiera mutaciones puntuales introducidas ni en la secuencia de γ-GFP, 

el puente, ni el extremo carboxilo terminal de cada subunidad. 

• En cepas con deleción del extremo carboxilo terminal de subunidades del 20S: se 

corroboró que se hiciera la deleción de extremo carboxilo terminal, en el último 

residuo de aminoácido correspondiente a cada subunidad y que no hubiera 

mutaciones puntuales introducidas en los extremos carboxilos terminales. 

• En las cepas con deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10: se corroboró que 

se estuviera la deleción e inserción esperada. 

 

8.5 Crioconservación de las cepas transformantes. 

Se realizaron gliceroles de cepas transformantes confirmadas y secuenciadas para poder 

almacenar a -80°C, colocando cultivos en medio con marcador de selección 

correspondiente a cada cepa y glicerol 80%. 

 

 

 

 

 



8.6 Fotografías con microscopio de epifluorescencia. 

Se observaron en microscopio de epifluorescencia las diversas contruidas, con fusión a 

proteínas reporteras, para poder valorar el papel de los extremos carboxilo terminal de 

Pup2 / Pre10, y el papel de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 en la dinámica proteosomal. 

Las cepas se valoraron a partir de una muestra de colonia por cada cepa colocada en 

cultivo YPD líquido, tomando muestras en diferentes tiempos.  

Abajo se enlistan las condiciones observadas y la preparación de las cepas para poder 

ver en microscopio de epifluorescencia.  

8.6.1 Preparación de muestras a observar en microscopio de epifluorescencia  

Se observaron muestras de las cepas, a partir de un cultivo YPD líquido, tomando 

muestras en distintos tiempos, para poder valora la dinámica proteosomal que ocurre 

en diferentes condiciones de crecimiento: 

• Fase exponencial (día 1) 

Estas muestras contienen células en fase exponencial, en un medio que es rico 

en fuentes de carbono. 

Para preparar las muestras se colocaron pre-cultivos en medio YPD líquido, a 

partir de colonias individuales (sembradas en medio selectivo sólido) de cada 

cepa, bajo condiciones de esterilidad. Estos se dejaron en movimiento y 

temperatura constante de 30ºC, durante una noche y al día siguiente, se midió la 

densidad óptica para colocar 0.5 unidades de densidad óptica (DO) en un volumen 

final de 10 ml de YPD nuevo.  

Las muestras usadas para ver en microscopio de epifluorescencia en fase 

exponencial se tomaron a partir de los cultivos nuevos, a las 4 horas; se tiñeron 

las células con tinción de ácidos nucleicos (Hoechst) y se fijaron con formaldehído 

(FS-PBS). 

 

• Fase estacionaria (día 6)  

Después de tomar muestra en el primer día (fase exponencial), se dejaron crecer 

los cultivos (en movimiento y temperatura constante de 30ºC) y se volvieron a 

tomar muestras en el sexto día. 

Estas muestras contienen células en fase estacionaria, en un medio que es 

carente de fuentes de carbono. 

• Re-suspensión de células estacionarias (día 6) en medio con fuentes de carbono 

(YPD) 

Además de tomar las muestras de células en fase estacionaria en el sexto día, se 

colocaron muestras de estos mismos cultivos en medio YPD líquido nuevo y se 

dejaron durante 20 minutos, para posteriormente preparar las muestras. 



Se tomaron fotos con células vivas y células fijadas con formaldehído (FS-PBS), sin 

encontrar diferencias en la señal emitida por las proteínas reporteras, por lo que se 

decidió trabajar con células fijadas con formaldehído (FS-PBS).  

 

8.6.2 Fijación de muestras con FS-PBS 

Las muestras que se tomaron para observar las células en las diferentes condiciones de 

crecimiento se fijaron con FS-PBS, conforme al siguiente protocolo: 

1.- Tomar muestra a fijar: para la fase exponencial (día 1) se tomaron 500μL de cultivo 

(previamente ajustado a 0.5 DO en 10 ml de YPD nuevo), a las 4 horas de haber sido 

colocado; para la fase estacionaria (día 6), se midió densidad óptica y se ajustó para 

tomar una muestra con 0.68 DO en 1 ml de volumen final: para la re-suspensión de 

células estacionarias en fuentes de carbono se tomaron 0.68 DO del cultivo en el sexto 

día, se centrifugaron y se colocaron en 1 ml de medio con fuentes de carbono (YPD 

líquido nuevo). 

2.- Centrifugar a 14000rpm por un minuto y decantar sobrenadante. 
3.- Realizar dos lavados con 1 ml de buffer PBS 1X. Después de segundo lavado quitar 
sobrenadante con punta. 
4.- Agregar 100 μL de FS-PBS, mezclar y dejar 30 minutos a temperatura ambiente. 
5.- Realizar dos lavados con 1 ml de buffer PBS 1X. 
6.- Agregar 1 ml de buffer PBS 1X y almacenar a 4°C 
 

Las células fijadas se almacenaron a 4ºC y se observaron en un tiempo no mayor a una 

semana, desde su fijación. 

8.6.3 Tinción de ácidos nucleicos 

Se hicieron tinciones con Hoechst para hacer co-localización de la señal de γ-GFP con 

el núcleo, conforme al siguiente protocolo: 

1.- Tomar 500 μL de células vivas en fase exponencial, 0.68 DO de células vivas en 
fase estacionaria o 400 μL de células fijadas. 
2.- Agregar 600 μL de mismo cultivo en células vivas o buffer PBS 1X, según sea el 
caso. 
4.- Para teñir células en fase exponencial y células re-suspendidas en medio YPD con 
fuente de carbono, en fase estacionaria, se agregan 4.28 μL de Hoechst a 
concentración de 10mg/ml. 
Para teñir células en fase estacionaria se agregan 2.14 μL de Hoechst a concentración 
de 10mg/ml. 
5.- Para teñir células en fase exponencial y células re-suspendidas en medio YPD con 
fuente de carbono, en fase estacionaria, se dejaron las muestras reposando 10 
minutos. 
Para las fotografías en fase estacionaria se dejaron reposando overnight a 4°C, 
protegiendo muestras de la luz. 



6.- Centrifugar a 14000rpm por un minuto y decantar sobrenadante. 
7.- Realizar lavado con 1 ml del mismo medio de cultivo en células vivas o con 1 ml 
buffer PBS 1X según sea el caso. 
8.- Centrifugar a 14000 rpm por un minuto, retirar sobrenadante con punta y colocar 
10μL de medio o buffer PBS 1X, según sea el caso. 
 
 
8.7 Análisis de fotografías obtenidas en microscopio de epifluorescencia. 

Se observaron las muestras de células vivas y fijadas en microscopio de 

epifluorescencia, usando filtros para Hoechst y γ-GFP. 

Las muestras se prepararon tomando 7μl, que se colocaron sobre un portaobjetos y se 

dejaron reposar por aproximadamente 2 minutos para que se asentaran las células. 

Posteriormente se cubrió la muestra con un cubreobjetos y se observó bajo el 

microscopio de epifluorescencia.  

Para tomar las imágenes se usaron los siguientes tiempos de exposición: 

100-200 milisegundos para campo claro, 2-10 milisegundos para tinción de ácidos 

nucleicos y 100-300 milisegundos para γ-GFP. 

  

Se hizo una valoración visual comparativa de las señales obtenidas de Hoechst y γ-GFP 

en células vivas y fijadas, sin observar diferencias significativas, por lo que se trabajó con 

células fijadas con FS-PBS (figura 12). 

El análisis de las fotografías (en microscopio de epifluorescencia) se hizo a partir de 

células fijadas, con 3 réplicas independientes obtenidas de diferentes colonias, contando 

un total de 200 células por cada réplica. Las células se cuantificaron si cumplían las 

siguientes condiciones: 

• En campo claro la célula se observaba con membrana íntegra. 

• Las células con membrana íntegra en campo claro presentaban tinción de núcleo 

con Hoechst. 

• Las células que se observan bien en campo claro y con adecuada tinción nuclear 

muestran señal de γ-GFP. 

• La señal emitida de Hoechst no se observa con el filtro de γ-GFP y viceversa. 

• La señal de γ-GFP que se analiza se tomó en el mismo plano de enfoque con el 

que se tomó imagen de Hoescht. 

• La célula no se mueve y se puede analizar la señal de los 3 campos. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figura 12. Preparación de muestras para observar la dinámica proteosomal de las cepas con fusión a proteínas 

reporteras. 

Para evaluar la dinámica proteosomal en las diferentes cepas, se colocaron pre-cultivos, durante toda la noche, de 

colonias independientes a una temperatura de 30ºC, al día siguiente se midió densidad óptica y se ajustó para tener 

0.5 DO en 10 ml de volumen final en YPD nuevo. A partir de este nuevo cultivo se tomaron las muestras (primer día, 
sexto día y re-suspensión de células estacionarias, del sexto día, en medio con fuentes de carbono) que se fijaron con 

FS-PBS y tiñeron con Hoechst. Las células fijadas y teñidas se observaron en el microscopio de epifluorescencia, para 

ver la localización de la señal de las distintas subunidades fusionadas a proteínas reporteras. 

 
 
8.8 Estudio de viabilidad de las cepas: silvestre-α, Pup2ΔC, Pre6ΔC, Pre9ΔC y Pre10ΔC 

en la cepa BY4742. 

El estudio de viabilidad se hizo con la finalidad de observar si la deleción de los extremos 

carboxilo terminal de las subunidades del complejo 20S afecta la viabilidad de las células. 

Para realizar el estudio de viabilidad, se colocaron cultivos en 10 ml YPD líquido que se 

dejaron en movimiento y temperatura constante de 30ºC. Se tomaron muestras de estos 

cultivos cada cuatro días, durante 60 días y se hicieron goteos por diluciones seriadas 

de suspensiones celulares, en medio sólido YPD, los cuales se dejaron dos días en 

incubadora a 30°C.. 

Para hacer los goteos de las suspensiones celulares se tomó 1 DO de cada muestra y 

se hicieron diluciones seriadas 1:10 (1DO, 1 x 10-1 DO, 1 x 10-2 DO, 1 x 10-3 DO y 1 x 10-

4 DO). 



Las densidades ópticas se midieron usando el espectofotómetro ¨WPA CO8000 Cell 
Density Meter´´ de Biochrom, colocando diluciones en agua, con un volumen final de 1 
ml, tomando como rango aceptable una densidad óptica medida de 0.1 – 0.8 DO. 
La densidad óptica real se calculó multiplicando la densidad óptica medida por el factor 
de dilución.  
 
 
8.9 Ensayo de crecimiento por diluciones seriadas de las cepas: silvestre-α, Pup2ΔC, 

Pre6ΔC, Pre9ΔC y Pre10ΔC en medios que inducen diferentes tipos de estrés, en la 

cepa BY4742. 

 

Con la finalidad de valorar si hay una respuesta alterada bajo ciertas circunstancias de 

estrés, se realizaron ensayos de crecimiento por diluciones seriadas de las cepas sin 

extremo carboxilo terminal de subunidades del 20S, induciendo los siguientes tipos de 

estrés: oxidativo, osmótico, de retículo endoplásmico y térmico. 

Los ensayos de crecimiento se hicieron en dos condiciones de estrés que llamamos 

crónico y agudo, según el tiempo que se indujo estrés. 

El estrés crónico se indujo con goteos de suspensiones celulares por diluciones seriadas 

en medio sólido YPD con distintas sustancias, según el tipo de estrés. 

El estrés agudo se indujo colocando las sustancias que inducen estrés directamente en 

una muestra de cultivo, donde se dejó durante 3 horas, para posteriormente hacer los 

goteos de suspensiones celulares por diluciones seriadas, en medio YPD sólido. 

Estos ensayos de crecimientos por diluciones seriadas en diferentes tipos de estrés se 

realizaron de la siguiente manera: 

• Goteos por diluciones seriadas para inducir estrés crónico. 

 

Se colocaron pre-cultivos de colonias individuales en YPD líquido, durante toda 

la noche, se midió densidad óptica y se hicieron goteos de suspensiones 

celulares en medios sólidos de YPD preparados con los siguientes compuestos: 

-Estrés oxidativo: H2O2 (4mM, 5mM, 6mM, 7mM) y Terbutilhidroperóxido (0.25mM, 

0.5mM, 0.75mM). 

-Estrés de retículo endoplásmico: Tunicamicina (0.5µg/ml, 0.75µg/ml, 1µg/ml, 

1.25µg/ml y 1.5µg/ml). 

-Estrés osmótico: Sorbitol (1M) y NaCl (0.5M, 0.7M, 0.9M, 1.1M). 

Los goteos de las suspensiones celulares se realizaron a partir de 1 DO con 

diluciones seriadas 1:10 (1DO, 1 x 10-1 DO, 1 x 10-2 DO, 1 x 10-3 DO y 1 x 10-4 

DO). 



• Goteos por diluciones seriadas induciendo estrés agudo. 

 

Las condiciones valoradas de estrés agudo fueron: estrés oxidativo y estrés por 

choque térmico, bajo las siguientes condiciones: 

 

-Estrés oxidativo: Se colocaron pre-cultivos de colonias individuales en YPD 

líquido, durante toda la noche, se midió densidad óptica y se colocó 1 DO en el 

volumen necesario para tener una concentración final de: H2O2 7mM, 

Terbutilhidroperóxido 0.75mM y Paraquat 1mM. 

Se dejaron durante 3 horas y posteriormente se hicieron goteos en YPD sólido. 

-Estrés por choque térmico: Se colocaron pre-cultivos de colonias individuales en 

YPD líquido, durante toda la noche, luego se tomó 1 ml por cada cultivo y se 

indujo estrés por choque térmico a 37ºC, 42ºC y 50ºC. 

Se dejaron durante 3 horas y posteriormente se hicieron goteos en YPD sólido. 

 

Todos los ensayos se hicieron con diluciones seriadas 1:10, colocando 1DO, 1 x 10-1 

DO, 1 x 10-2 DO, 1 x 10-3 DO y 1 x 10-4 DO; las cajas de medio sólido con los goteos se 

dejaron a 30ºC por dos días y se tomaron fotografías. 

En la figura 13 se muestra un esquema del ensayo de crecimiento por diluciones seriadas 

con inducción de estrés que se usó 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 13. Ensayos de crecimiento por diluciones seriadas de cepas sin extremo carboxilo terminal de 

subunidades del complejo 20S, con diferentes condiciones de estrés. 

Se colocaron pre-cultivos en YPD toda la noche y se tomaron dos consideraciones según el tipo de estrés a inducir. 

Estrés crónico: se midió densidad óptica y se ajustó para tener diluciones seriadas a partir de 1 DO, colocando gotas 

de cada suspensión celular sobre el medio de cultivo sólido con los diferentes compuestos usados para inducir estrés. 

Posteriormente se dejaron incubando durante 24 horas a 30ºC. 

Estrés agudo: se tomaron muestras a partir de pre-cultivos y se colocaron las diferentes sustancias usadas para inducir 

estrés directamente en los cultivos, estos se dejaron induciendo durante 3 horas, luego se midió densidad óptica para 

tener diluciones seriadas 1:10 a partir de 1DO y colocar las gotas de suspensiones celulares en medios sólidos YPD. 

Las suspensiones en medios sólidos se dejaron incubando durante 48 horas a 30ºC. 

Para el estrés térmico se tomaron la muestra de los pre-cultivos y se colocaron a las diferentes temperaturas 
mencionadas durante 3 horas, posteriormente se hicieron diluciones seriadas 1:10 a partir de 1DO en medio sólido 

YPD y se dejaron 48 horas a 30 º C. 

 

8.10 Curvas de crecimiento de las cepas: silvestre-α, Δzds1, Δzds2, Δblm10 y Pre10ΔC, 

en la cepa BY4742. 

Las curvas de crecimiento se hicieron con la finalidad de observar si en las cepas Δzds1, 

Δzds2, Δblm10 y Pre10ΔC se encuentra alterado el tiempo de duplicación de las células 

cuando después de estar bajo diferentes tipos de estrés por deprivación de nutrientes, 

vuelven a encontrarse con condiciones favorables. 

Para realizar las curvas de crecimiento se colocaron pre-cultivos individuales, durante 

toda la noche, en 5ml de medio sintético completo, tomando en total 5 colonias por cada 

cepa a partir de medio sólido. 

Al día siguiente se midió la densidad óptica de cada pre-cultivo y se ajustaron densidades 

ópticas para tener 1 DO en 200 μl de volumen final, que se colocaron en placas de 96 

pozos. 

Las células se centrifugaron, se les quitó el sobrenadante y se re-suspendieron en los 

siguientes medios: sintético completo (+C+N), sintético sin fuente de carbono (-C), 

sintético sin fuente de nitrógeno (-N) y sintético sin fuente de carbono / sin fuente de 



nitrógeno (-C-N); con la finalidad de inducir estrés, en un volumen final de 200 μl, 

dejándolos durante 24 horas. 

Luego de cumplir 24 horas en los distintos medios, se centrifugaron las placas, se retiró 

medio y se re-suspendieron en medio sintético completo, ajustando densidad óptica para 

colocar 0.1 DO en un volumen final de 200 μl que se colocaron en placas honeycomb y 

se dejaron en crecinómetro, donde se dejaron crecer a 30ºC, tomando mediciones de 

densidad óptica cada 15 minutos durante 24 horas (figura 14). 

 

 

Figura 14. Curvas de crecimiento. 

Se colocaron pre-cultivos en medio sintético completo, tomando colonias independientes de cada cepa, después se 

midió la densidad óptica de los cultivos y se colocó el volumen necesario para tener 1 DO en cada pozo de la placa, 

para posteriormente centrifugar y retirar el sobrenadante del medio de cultivo. 

Se suspendieron las células, sin sobrenadante, en los distintos medios inductores de estrés y se dejaron durante 24 

horas en incubadora a 30ºC. Después de 24 horas se midieron densidades óticas y se ajustaron para colocar 0.1 DO en 

medio sintético completo y se colocaron en crecinómetro, midiendo densidad óptica cada 15 minutos durante 24 horas, 

a temperatura constante de 30ºC. 

 

 

 

 

 

 

 



9. Resultados. 

9.1 Función de los extremos carboxilo terminal en la localización celular del proteosoma 

durante la dinámica proteosomal. 

9.1.1 La deleción del extremo carboxilo terminal de las subunidades Pup2 y Pre10 

afecta la localización del proteosoma en fase estacionaria 

Con los antecedentes previos que observamos en el laboratorio, en donde la deleción de 

los extremos carboxilo terminal de las subunidades Pup2 y Pre10 afectan la localización 

proteosomal, decidimos valorar el efecto que tiene la deleción de los extremos carboxilo 

terminal de diversas subunidades del complejo 20S proteosomal, en la dinámica 

proteosomal. 

Para valorar esto, se usaron las cepas con extremo carboxilo terminal completo e 

incompleto fusionadas a γ-GFP, las cuales se dejaron crecer en un cultivo del cual se 

tomaron muestras en las fases de crecimiento exponencial, estacionaria y re-suspención 

de células estacionarias en medio nuevo con fuentes de carbono; para luego ser fijadas, 

teñidas con tinción de ácidos nucleicos y ser observadas en microscopio de 

epifluorescencia. 

Primero se valoraron las cepas con extremos carboxilo terminal completos, de las cuales 

se observó que, la localización de la señal de las subunidades proteosomales del 

complejo 20S, es nuclear en fase exponencial, granular en fase estacionaria y nuclear a 

los 20 minutos de re-suspensión en medio con fuentes de carbono (YPD), presentando 

una cantidad variable de PSGs en fase estacionaria (figuras 15 y 16). 

 

Las cepas Pre9::γ-GFP y Pre10::γ-GFP tienen una mayor formación de PSGs en fase 

estacionaria (95% y 92% respectivamente; figuras 15,19 y 21), sin embargo, la cepa 

Pup1::γ-GFP fue la que menor formación de PSGs presentó en fase estacionaria (57%) 

con una señal importante nuclear (22%) (figuras 15 y 25). 

Estas cepas presentaron señal predominantemente nuclear en fase exponencial y a los 

20 minutos de re-suspensión en fuentes de carbono (figura 15), hallazgos similares a los 

reportados previamente por Laporte et al., 2008. 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
Figura 15. Dinámica proteosomal de subunidades del complejo 20S proteosomal con extremos carboxilo 

terminal completos. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de cepas Pup1::γ-GFP (β2), Pup2::γ-GFP (α5), Pre6::γ-

GFP(α4), Pre9::γ-GFP (α3) y Pre10::γ-GFP (α7)) con extremo carboxilo terminal completo.  

Se observa el cambio de localización de las subunidades de los complejos 20S marcados, durante la dinámica 

proteosomal, que ocurre en un cultivo durante las fases exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de re-suspender 

en medio con fuentes de carbono. 



En todas las cepas se observa una localización predominantemente nuclear en fase exponencial, granular en fase 

estacionaria y nuclear a los 20 minutos de re-suspensión en medio con fuentes de carbono, sin embargo, las cepas 

Pup1::γ-GFP (β2) y Rpn1::γ-GFP muestran una menor formación de PSGs, en comparación con las demás 

subunidades del complejo 20S. 
 

 

De igual manera se observó que la localización de las subunidades proteosomales Rpn1 

y Rpn5 del complejo 19S es variable. 

En la cepa Rpn1::γ-GFP (base), durante la fase estacionaria, hay una menor formación 

de PSGs (25%) y la señal se localiza principalmente tanto en núcleo como en PSGs 

(36%), seguido de una localización nuclear (33%) una cantidad importante de señal 

nuclear, siendo esta cepa, la única que presentaba menor localización de señal 

exclusivamente en PSGs y mayor localización en núcleo (figuras 16 y 23) 

La cepa Rpn5::γ-GFP mostró señal predominantemente en PSGs (94%) en fase 

estacionaria (figuras 16 y 27) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Figura 16.  Dinámica proteosomal de subunidades del complejo 19S proteosomal. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de cepas Rpn1::γ-GFP (base) y Rpn5::γ-GFP (base). 

En la imagen se observa el cambio de localización de las subunidades de los complejos 19S marcados, durante la 
dinámica proteosomal, que ocurre en un cultivo durante las fases: exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de re-

suspender en medio con fuentes de carbono. 

En la cepa Rpn1::γ-GFP (base) se observa que en fase estacionaria, la señal se está principalmente en el núcleo, con 

una menor formación de PSGs en comparación con la cepa Rpn5::γ-GFP (tapa), que muestra localización 

predominante en PSGs durante la fase estacionaria (con flecha roja se muestra la localización nuclear que presenta 

Rpn1). 

Ambas cepas presentan localización predominantemente nuclear en fase exponencial y a los 20 minutos de re-

suspensión en medio con fuentes de carbono. 

 

 

Una vez que observamos los fenotipos de localización proteosomal de los complejos 19S 

y 20S, se procedió comprobar el fenotipo que tienen las cepas sin extremo carboxilo 

terminal del complejo 20S ((Pup2, Pre6, Pre9 y Pre10) fusionados a γ-GFP, durante la 

dinámica proteosomal. 

Para valorar esto, se tomaron muestras de las cepas sin extremos carboxilo terminal, 

marcadas con γ-GFP, bajo las mismas condiciones que las cepas con extremos carboxilo 

terminal completo y se visualizaron células fijadas y teñidas en fase exponencial, 

estacionaria y re-suspensión de células estacionarias en medio con fuentes de carbono. 

Se encontró que la señal de las cepas Pre6ΔC::γ-GFP(α4) y Pre9ΔC::γ-GFP (α3) es 

similar a lo que se observa en sus respectivos controles con extremos carboxilo terminal 

completos (figura 15), por el contrario, las cepas Pup2ΔC::γ-GFP(α5) y Pre10ΔC::γ-GFP 



(α7) muestran una señal predominantemente nuclear, con poca formación de gránulos 

almacenadores de proteosoma, en fase estacionaria (figura 17). 

 

 

 

 
 
Figura 17.  La deleción del extremo carboxilo terminal de las subunidades Pup2 y Pre10 afecta su localización 

en fase estacionaria. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de cepas Pup2ΔC::γ-GFP(α5), Pre6ΔC::γ-GFP(α4),  

Pre9ΔC::γ-GFP (α3)  y Pre10ΔC::γ-GFP (α7). 

En la imagen se observa que, en fase estacionaria las cepas Pre6ΔC::γ-GFP(α4) y Pre9ΔC::γ-GFP (α3) muestran un 

fenotipo similar a sus respectivos controles (cepas con extremo carboxilo terminal completo figura 15), con una señal 
principalmente  PSGs en fase estacionaria, sin embargo, las cepas Pup2ΔC::γ-GFP(α5) y Pre10ΔC::γ-GFP (α7) 

muestran un fenotipo distinto a sus respectivos controles (cepas con extremo carboxilo terminal completo (figura 15), 

con señal principalmente nuclear y menor formación de PSGs en fase estacionaria (se muestra la localización nuclear 

con flechas rojas). 

Todas las cepas presentan localización de la señal predominantemente nuclear en fase exponencial y a los 20 minutos 

de re-suspensión en medio con fuentes de carbono. 
 
 

 
 
 

 



 

Al ver el efecto que produce la deleción de los extremos carboxilo terminal de Pup2 y 

Pre10 decidimos valorar el fenotipo de localización de subunidades de ambos complejos, 

en ausencia de los extremos carboxilo de estas subunidades, enfocándonos en el estudio 

de la subunidad Pre10, considerando el antecedente de que su extremo carboxilo 

terminal presenta una región de baja complejidad con residuos de aminoácidos 

fosforilables (figura 5). 

 

Primero se cuantificó el grado de afectación de formación de gránulos almacenadores 

de proteosoma, en ausencia del extremo carboxilo terminal de Pre10, mediante un 

análisis cuantitativo de la señal en las cepas Pre10 con extremo carboxilo terminal 

completo e incompleto, fusionadas γ-GFP, en las fases exponencial, estacionaria y en 

re-suspensión de células estacionarias en fuentes de carbono. 

 

Se encontró que en fase estacionaria, la cepa Pre10ΔC::γ-GFP presenta un 67 % de 

células con señal exclusivamente nuclear, un 16 % con señal mixta (nuclear y en PSGs) 

y solo un 10 % muestra señal exclusivamente en gránulos almacenadores de 

proteosoma. Esto contrasta significativamente con el 92 % de localización granular que 

se observa en fase estacionaria cuando el extremo carboxilo terminal de Pre10 está 

completo (figuras 18 y 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
  

 
Figura 18. La deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10 afecta su localización, siendo 

predominantemente nuclear en fase estacionaria. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de las cepas en las que la subunidad Pre10 (α7) y 

Pre10ΔC::γ-GFP. 

Se muestran células representativas, donde, a diferencia de la cepa control (Pre10::γ-GFP (α7)), la cepa sin extremo 

carboxilo terminal (Pre10ΔC::γ-GFP (α7)) muestra un fenotipo con localización de la señal predominantemente 

nuclear durante la fase estacionaria (con flechas rojas se indica la diferencia de señal de ambas cepas).  

Ambas muestran señal predominantemente nuclear en fase exponencial y re-suspensión en medio con fuentes de 

carbono. 

 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 



 
 

Figura 19.  Grado de afectación de localización de la señal de la subunidad Pre10 en la deleción de su extremo 

carboxilo termina. 

Cuantificación de la localización de la subunidad Pre10 con y sin extremo carboxilo terminal. 

Arriba se muestra la diferencia en porcentajes de localización en fases exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de 

reposición de glucosa (YPD) de células estacionarias, con desviaciones estándar.  
Abajo se muestra, a la izquierda la comparación gráfica, de la diferencia de porcentajes de localización de la señal en 

fase estacionaria; a la derecha se muestran los porcentajes de localización en fase estacionaria, de ambas cepas. 

La cuantificación se hizo a partir de 3 réplicas de colonias independientes, cuantificando un total de 200 células por 

cada réplica. 

 

 

 

 



Al encontrar que la deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10 afecta su 

localización en fase estacionaria, se decidió observar si también se ve afectada la 

localización de otras subunidades proteosomales de ambos complejos (19S y 20S). 

 

Para valorar esto, se analizaron las cepas con subunidades del 19S y del 20S fusionadas 

a γ-GFP, donde existe deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10 (Pre10ΔC), bajo 

las mismas condiciones, en fase exponencial, fase estacionaria y a los 20 minutos de re-

suspensión de células estacionarias en medio nuevo (figuras 20-27). 
 

Se encontró que la deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10 altera la localización 

de las subunidades proteosomales tanto del complejo 20S (Pup1 (β2), Pre9 (α3)) como 

del complejo 19S (Rpn1(base) y Rpn5 (tapa)), de forma variable, con un porcentaje de 

localización distinto a sus respectivos controles (cepas con subunidad fusionada a γ-

GFP, con extremo carboxilo terminal completo de Pre10). 

 

Este cambio en la localización se observó en la fase estacionaria, sin encontrar 

diferencias importantes en la fase exponencial y a los 20 minutos de re-suspensión en 

medio con fuentes de carbono (YPD) 

 

En las cepas Pre9::γ-GFP Pre10ΔC (figuras 20 y 21) y Rpn1::γ-GFP Pre10ΔC  (figuras 

22 y 23) predominó más la localización nuclear en fase estacionaria, con respecto a sus 

controles, de igual manera en ambas la localización de la señal en fases exponencial y 

a los 20 minutos de re-suspensión de células estacionarias en fuentes con carbono fue 

principalmente nuclear. 

 

Al comparar la localización de Pre9 en las cepas Pre9::γ-GFP y Pre9::γ-GFP Pre10ΔC 

encontramos que la señal de esta subunidad, en fase estacionaria, cambia de ser 

exclusivamente en PSGs (95%) en la cepa control, a localizarse en el núcleo (66%) con 

menor formación de PSGs (21%) en la cepa con deleción de extremo carboxilo terminal 

de Pre10 (figura 21). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figura 20.  La localización de Pre9 es predominantemente nuclear con poca formación de PSGs, en la deleción 

del extremo carboxilo terminal de Pre10 , durante la fase estacionaria. Esta frase no se entiende 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescenciade las cepas Pre9::γ-GFP y Pre9::γ-GFP Pre10ΔC. 

Se observa que durante la fase estacionaria la señal de la cepa sin extremo carboxilo terminal de Pre10 es 

predominantemente nuclear, a diferencia de su control (con flechas rojas se indica la diferencia de localización de la 

señal de ambas cepas en fase estacionaria), este fenotipo es similar a la localización del proteosoma de la cepa 

Pre10ΔC::γ-GFP, en fase estacionaria. 

En fase exponencial y re-suspensión en medio con fuentes de carbono la señal se encuentra predominantemente 

nuclear en ambas cepas. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Figura 21.  Grado de afectación de localización de la señal de la subunidad Pre9 en la deleción del extremo 

carboxilo terminal de Pre10. 

Cuantificación de la localización de la subunidad Pre9 (α3) en las cepas Pre9::γ-GFP y Pre9::γ-GFP Pre10ΔC. 

Arriba se muestra la diferencia en porcentajes de localización en fases exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de 

reposición de glucosa (YPD) de células estacionarias, en ambas cepas, con desviaciones estándar. 

Abajo se muestra, a la izquierda la comparación gráfica, de la diferencia de porcentajes de localización de la señal en 

fase estacionaria; a la derecha se muestran los porcentajes de localización en fase estacionaria, de ambas cepas. 
La cuantificación se hizo a partir de 3 réplicas de colonias independientes, cuantificando un total de 200 células por 

cada réplica. 

 
 
 
 
 



En la cepas Rpn1::γ-GFP y Rpn1::γ-GFP Pre10ΔC encontramos que la señal de Rpn1, 

en fase estacionaria, se vuelve predominantemente nuclear en la cepa sin el extremo 

carboxilo terminal de Pre10 con un 80% de señal exclusivamente nuclear y 11% nuclear 

con formación de PSGs, siendo solamente 3% la señal encontrada exclusivamente en 

PSGs (figura 23). 

Esto contrasta con la cepa control, que, aunque ya tenía un grado importante de señal 

nuclear (33% exclusivamente nuclear), seguía presentando señal en PSGs tanto 

exclusiva en gránulos (25%), como nuclear y granular (36% nuclear con formación de 

PSGs); para pasar a ser casi en su totalidad nuclear en la cepa sin extremo carboxilo 

terminal de Pre10 (figura 23). 

 

 

Figura 22.  La localización de Rpn1 es predominantemente nuclear con casi nula formación de PSGs, en la 

deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10, durante la fase estacionaria. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de las cepas Rpn1::γ-GFP y Rpn1::γ-GFP Pre10ΔC. 
Se observa que durante la fase estacionaria la señal de Rpn1 sin el extremo carboxilo terminal de Pre10 es 

predominantemente nuclear, sin embargo, la cepa control también presenta un alto porcentaje de localización nuclear 

en fase estacionaria, con formación de PSGs (con flechas rojas se indica la diferencia de señal de ambas cepas).  

En fase exponencial y re-suspensión en medio con fuentes de carbono la señal se encuentra predominantemente 

nuclear en ambas cepas. 

 



 

 
 

Figura 23.  Grado de afectación de localización de la señal de la subunidad Rpn1 en la deleción del extremo 

carboxilo terminal de Pre10. 

Cuantificación de la localización de la subunidad Rpn1 en las cepas Rpn1::γ-GFP y Rpn1::γ-GFP Pre10ΔC. 

Arriba se muestra la diferencia en porcentajes de localización en fases exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de 

reposición de glucosa (YPD) de células estacionarias de ambas cepas, con desviaciones estándar.  

Abajo se muestra, a la izquierda la comparación gráfica, de la diferencia de porcentajes de localización de la señal en 
fase estacionaria; a la derecha se muestran los porcentajes de localización en fase estacionaria, donde se muestra que 

la señal de Rpn1 en la cepa control tiene un porcentaje nuclear importante (33% nuclear y 36% nuclear y granular), 

sin embargo, en la deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10 se observa un aumento de señal nuclear de Rpn1 

siendo casi completamente nuclear (80%).  La cuantificación se hizo a partir de 3 réplicas de colonias independientes, 

cuantificando un total de 200 células por cada réplica. 

 



En las cepas Pup1::γ-GFP Pre10ΔC (figuras 24 y 25) y Rpn5::γ-GFP Pre10ΔC (figuras 

26 y 27) se encontró más variación de localización de señal en fase estacionaria, siendo 

Rpn5::γ-GFP Pre10ΔC la cepa que presentó una mayor formación de gránulos 

almacenadores de proteosoma de todas las cepas con las que se trabajó de ambos 

complejos. 

 

La señal de la subunidad Pup1 en las cepas Pup1::γ-GFP y Pup1::γ-GFP Pre10ΔC fue 

diversa tanto en la cepa control como en la cepa sin extremo carboxilo terminal de Pre10, 

sin embargo presentó un cambio de localización de señal en fase estacionaria, pasando 

de ser: 22% nuclear, 57% granular, 13 dispersa y 7% nuclear y granular en la cepa control 

a ser 50% nuclear,  16% granular, 7% dispersa y 27% nuclear y granular (figura 25). De 

estas cepas la cepa Pup1::γ-GFP Pre10ΔC mostró un porcentaje importante de señal en 

PSGs, ya sea exclusivamente granular o granular y nuclear, sin embargo, hubo un 

aumento de localización nuclear (exclusiva nuclear y con formación de PSGs), con 

respecto a su control (figuras 24 y 25). 

 

 

 

 

 

 



 
 
Figura 24.  Durante la fase estacionaria la localización de Pup1 es predominantemente nuclear o nuclear con 

PSGs en la deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10,. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de las cepas Pup1::γ-GFP y  Pup1::γ-GFP Pre10ΔC  

Se observa que durante la fase estacionaria la señal de Pup1 es predominantemente nuclear y nuclear con formación 
de PSGs, a diferencia de su control (con flechas rojas se indica la diferencia de señal de ambas cepas, en fase 

estacionaria). En ambas cepas en fase exponencial y re-suspensión en medio con fuentes de carbono la señal es 

predominantemente nuclear. 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 



 
 

Figura 25.  Grado de afectación de localización de la señal de la subunidad Pup1 en la deleción del extremo 

carboxilo terminal de Pre10. 

Cuantificación de la localización de la subunidad Pup1 (β2) en las cepas Pup1::γ-GFP y Pup1::γ-GFP Pre10ΔC. 

Arriba se muestra la diferencia en porcentajes de localización en fases exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de 

reposición de glucosa (YPD) de células estacionarias, con desviaciones estándar.  
Abajo se muestra, a la izquierda la comparación gráfica, de la diferencia de porcentajes de localización de la señal en 

fase estacionaria; a la derecha se muestran los porcentajes de localización en fase estacionaria, donde se muestra que 

la señal de la cepa Pup1 sin extremo carboxilo terminal es predominantemente nuclear y nuclear con formación de 

PSGs. La cuantificación se hizo a partir de 3 réplicas de colonias independientes, cuantificando un total de 200 células 

por cada réplica. 

 
 
 
 



Con respecto a la cepa Rpn5::γ-GFP Pre10ΔC se encontró que la señal de Rpn5, durante 
la fase estacionaria, fue la que tuvo mayor presencia en PSGs (figuras 26 y 27), en 
comparación a las demás cepas (Pup1::γ-GFP Pre10ΔC, Pre9::γ-GFP Pre10ΔC, 
Pre10ΔC::γ-GFP y Rpn1::γ-GFP Pre10ΔC) (figuras 18-25), pasando de ser mayormente 
exclusiva en PSGs (94% en cepa control), a ser principalmente nuclear y granular (41%), 
seguido de exclusiva en PSGs (32%), nuclear (19%) y por último dispersa (8%) (figura 
27). 
 

 

 

 

 

 

Figura 26.  Durante la fase estacionaria, la localización de Rpn5 es predominantemente nuclear con formación 

de PSGs en la deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10,. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de las cepas Rpn5::γ-GFP) y  Rpn5::γ-GFP Pre10ΔC. 

Se observa que la señal de Rpn5 durante la fase estacionaria se distribuye casi equitativamente en gránulos 

almacenadores (principalmente perinucleares) y núcleo, señal que es diferente a la observada en la cepa control, siendo 
la subunidad que presenta mayor formación de PSGs con señal nuclear o sin señal nuclear. La cepa Rpn5::γ-GFP 

Pre10ΔC muestra mayor formación de gránulos almacenadores de proteosoma en comparación con la cepa 

Pre10ΔC::γ-GFP (con flechas rojas se indica la diferencia de señal de ambas cepas, en fase estacionaria). 

En fase exponencial y re-suspensión en medio con fuentes de carbono la señal se encuentra predominantemente 

nuclear en ambas cepas.  



 
 

 

Figura 27.  Grado de afectación de localización de la señal de la subunidad Rpn5 en la deleción del extremo 

carboxilo terminal de Pre10. 

Cuantificación de la localización de la subunidad Rpn5 en las cepas Rpn5::γ-GFP y Rpn5::γ-GFP Pre10ΔC. 

Arriba se muestra la diferencia en porcentajes de localización en fases exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de 

reposición de glucosa (YPD) de células estacionarias, con desviaciones estándar. 

Abajo se muestra, a la izquierda la comparación gráfica, de la diferencia de porcentajes de localización de la señal en 

fase estacionaria; a la derecha se muestran los porcentajes de localización en fase estacionaria, donde se muestra que 

la señal de la cepa Rpn5 sin extremo carboxilo terminal es predominantemente nuclear con PSGs (41%), seguido de 

granular (32%) y nuclear (19%). De todas las cepas esta es la que permite una mayor formación de gránulos 

almacenadores de proteosoma y la que presenta mayor porcentaje de localización en ambos compartimentos. La 
cuantificación se hizo a partir de 3 réplicas de colonias independientes, cuantificando un total de 200 células por cada 

réplica. 

 

 



Como se observa en las figuras previas, el tipo de localización nuclear durante la fase 
estacionaria de las subunidades proteosomales con deleción del extremo carboxilo 
terminal de Pre10 es variable, sin embargo, todas presentaron un enriquecimiento de 
localización nuclear, en comparación con sus respectivos controles (con el extremo 
carboxilo terminal de Pre10 completo).  
 
Los fenotipos observados muestran un comportamiento similar a la cepa          
Pre10ΔC::γ-GFP (α7) donde, aunque no presentan el mismo porcentaje de localización 
en fase estacionaria, la señal de cada subunidad tiende a encontrarse en el núcleo, 
asociado a un grado variable de formación de PSGs, el cual es menor en comparación 
a sus controles. Refrasear este párrafo. 
 
La diferencia en los porcentajes de localización de las subunidades de los complejos 19S 
y 20S con respecto a la cepa Pre10ΔC::γ-GFP, nos hizo contemplar la posibilidad de que 
Pre10 no se ensambla en su complejo o que el complejo 20S no se ensambla con el 
complejo 19S, para formar al proteosoma 26S, debido a esto, se decidió valorar la 
localización de las subunidades del 19S y 20S con respecto a Pre10ΔC::γ-GFP, para ver 
si estos co-localizan durante la dinámica proteosomal. 
 
Para poder observar la co-localización de los complejos 19S y 20S con la subunidad 
Pre10ΔC fusionada a γ-GFP, se generaron las cepas Pre9::mCherry Pre10ΔC::γ-GFP y 
Rpn5::mCherry Pre10ΔC::γ-GFP, que se observaron en microscopio confocal, bajo las 
mismas condiciones, en fase exponencial, estacionaria y re-suspensión de células 
estacionarias en medio con fuentes de carbono. 
 
Se observó que existe una co-localización importante entre la señal de las subunidades 
Pre9 (20S) y Rpn5 (19S) con Pre10ΔC::γ-GFP, tanto en núcleo, como en PSGs, lo que 
apoya la idea de que Pre10ΔC se ensambla en el complejo 20S y que el complejo 20S 
se ensambla con el 19S y de igual manera se encuentra junto al 19S en los PSGs (figura 
28). 



 

 

 

Figura 28. La señal de la subunidad Pre10ΔC co-localiza con las subunidades Rpn5 y Pre9 de los complejos 

19S y 20S, durante la dinámica proteosomal. 

Fotografías tomadas en microscopio confocal, de cepas con Pre9 y Rpn5 (complejos 20S y 19S respectivamente) 

fusionadas a mCherry y Pre10 sin extremo carboxilo terminal fusionado a γ-GFP. 

Se observa que la señal de los complejos 19S y 20S (mCherry) tiene una co-localización importante tanto en núcleo 

como en gránulos (co-localización de la señal indicado con flechas azules). Aunque no explica la diferencia de 
porcentajes, implica que Pre10 sin extremo carboxilo terminal se encuentra co-localizando con ambos complejos, 

durante la dinámica proteosomal. 

 



Como se mencionó anteriormente, la eliminación del extremo carboxilo terminal de Pup2 

produce una disminución significativa de formación de PSGs con un enriquecimiento 

nuclear de la señal de Pup2, durante la fase estacionaria (figura 17), este fenotipo se 

observa de igual manera en varias subunidades de ambos complejos (19S y 20S), 

afectando su localización durante la dinámica proteosomal en una manera similar al 

efecto que produce la deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10 (anexo 13.6, 

figura 51). 

De igual manera este fenotipo de localización en fase estacionaria, que ocurre en 

ausencia del extremo carboxilo terminal de Pre10 no depende de la cepa usada BY4741 

o BY4742, ya que en ambas cepas se muestra un fenotipo similar de localización durante 

la dinámica proteosomal (anexo 13.7, figura 52). 

 

9.2 Identificación de repercusiones biológicas en la deleción de los extremos carboxilo 

terminal de las subunidades Pup2, Pre6, Pre9 y Pre10. 

 

9.2.1 La cepa Pre10ΔC muestra una mayor viabilidad con respecto a la cepa 

silvestre. 

 

En un intento por buscar que repercusiones biológicas de la deleción de los extremos 

carboxilo terminal de las subunidades Pup2, Pre6, Pre9 y Pre10, se buscó valorar si está 

comprometida la viabilidad de las células sin extremos carboxilo terminal (Pup2ΔC, 

Pre6ΔC, Pre9ΔC y Pre10ΔC). 

Para esto, se realizó un ensayo de viabilidad cualitativo, en el cual se tomaron muestras 

a lo largo de varios días, a partir de un cultivo en YPD que se dejó crecer hasta 52 días, 

realizando goteos de suspensiones celulares con diluciones seriadas, en medios sólidos, 

de muestras tomadas en distintos días.  

Se encontró que, en los goteos de suspensiones celulares por diluciones seriadas a partir 

del cultivo líquido, las cepas Pup2ΔC, Pre6ΔC y Pre9ΔC pierden viabilidad a partir del 

día 25 en comparación con la cepa silvestre, por el contrario, la cepa Pre10ΔC continúa 

siendo viable al menos hasta el día 52, creciendo aún más que la cepa silvestre (figura 

29). 

 

 



 

Figura 29.  Las cepas Pup2ΔC, Pre6ΔC y Pre9ΔC tienen una menor viabilidad, mientras que Pre10ΔC muestra 

una mayor viabilidad, con respecto a la cepa silvestre.. 

Se muestran las fotos obtenidas de los goteos de suspensiones celulares por diluciones seriadas que se hicieron a partir 

de las muestras obtenidas en los distintos días indicados arriba de cada imagen, los cuales tomaron en condiciones de 

esterilidad y se dejaron crecer en incubadora a 30ºC durante 2 días. Se observa que las cepas Pup2ΔC, Pre6ΔC y 

Pre9ΔC tienen una viabilidad disminuida con respecto a la cepa silvestre (Wild type), dejando de crecer a partir del 
día 25, también se observa que la cepa Pre10ΔC sigue siendo viable, creciendo más que la cepa silvestre al día 49.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9.2.2 La cepa Pre9ΔC muestra mayor resistencia a estrés oxidativo inducido con 

peróxido de hidrógeno. 

 

Para poder evaluar si la ausencia, de los extremos carboxilo terminal de las proteínas 

Pup2, Pre6, Pre9 y Pre10, compromete la respuesta de las células ante situaciones de 

estrés; se analizó la supervivencia de las cepas sin extremo carboxilo terminal (Pup2ΔC, 

Pre6ΔC, Pre9ΔC y Pre10ΔC) en medios de cultivo con distintos compuestos químicos, 

que inducen dos tipos de estrés que definimos como: crónico (figuras 30-32) y agudo 

(figuras 33-34). 

 

 

a) Estrés crónico 

 

Para valorar estrés crónico se hicieron goteos por diluciones seriadas de suspensiones 

celulares (a partir de cultivos en fase exponencial) en medios sólidos YPD, preparados 

con distintos estresores que se usaron para inducir estrés de retículo endoplásmico, 

estrés oxidativo y estrés osmótico. 

Al evaluar el impacto del estrés de retículo endoplásmico (tunicamicina, figura 30) y del 

estrés osmótico (cloruro de sodio y sorbitol, figura 31), se observó que no hay ninguna 

diferencia entre las cepas analizadas y la cepa silvestre.  

En presencia de terbutil hidroperóxido, un inductor de estrés oxidativo, las cepas sin 

extremo carboxilo terminal no mostraron diferencias significativas con respecto a la cepa 

silvestre. Sin embargo, en presencia de H2O2 se observó que la cepa Pre9ΔC es más 

resistente que la cepa silvestre (figura 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 30. No existen diferencias cualitativas significativas de viabilidad, de las cepas sin extremo carboxilo 

terminal, con respecto a la cepa silvestre, en estrés de retículo endoplásmico inducido por tunicamicina. 

Goteos de suspensiones celulares en diluciones seriadas 1:10 a partir de 1 DO, de pre-cultivos en medio YPD. 

Los goteos de suspensiones celulares se hicieron en medio YPD sólido con DMSO (como control negativo) y medios 

YPD sólidos con distintas concentraciones de tunicamicina (0.5µg/ml, 0.75µg/ml, 1µg/ml, 1.25µg/ml y 1.5µg/ml) y 

se dejaron en incubadora a 30ºC durante 2 días. Se observa que todas las cepas analizadas se comportan de manera 
similar a la cepa silvestre (Wild Type).  

Imágenes representativas de 3 réplicas independientes. 

 

 

 



 

 

 

Figura 31.  No existen diferencias cualitativas significativas de viabilidad de las cepas sin extremo carboxilo 

terminal, con respecto a la cepa silvestre, en estrés osmótico inducido por NaCl y Sorbitol. 

Goteos de suspensiones celulares en diluciones seriadas 1:10 a partir de 1 DO, de pre-cultivos en medio YPD. 

Los goteos de suspensiones celulares se hicieron en medio YPD sólido con NaCl a distintas concentraciones (0.5M, 

0.7M, 0.9M y 1.1M) y YPD sólido con Sorbitol (1M), estas suspensiones se dejaron en incubadora a 30ºC durante 2 

días. Se observa que todas las cepas analizadas se comportan de manera similar a la cepa silvestre (Wild Type). 

Imágenes representativas de 3 réplicas independientes. 

 
 

 

 



 

 

 
 

Figura 32. La cepa Pre9ΔC muestra mayor resistencia a estrés oxidativo inducido con peróxido de hidrógeno. 

Goteos de suspensiones celulares en diluciones seriadas 1:10 a partir de 1 DO, de pre-cultivos en medio YPD. 

Los goteos de suspensiones celulares se hicieron en medio YPD sólido con H2O2 a distintas concentraciones (5mM, 

6mM y 7mM) y Terbutil hidroperóxido a distintas concentraciones (0.25mM, 0.5mm y 0.75mM), estas suspensiones 

se dejaron en incubadora a 30ºC durante 2 días. Se observa que en los crecimientos evaluados en presencia de H2O2 

la cepa Pre9ΔC es más resistente que la cepa silvestre siendo evidente a partir de la concentración 6mM. El resto de 

las cepas se comportan como la silvestre. Al inducir el estrés oxidativo con terbutil hidroperóxido a 0.25mM, 0.5mm 

y 0.75mM no se observan diferencias entre ninguna de las cepas analizadas.   

Imágenes representativas de 3 réplicas independientes. 

 
 
 

 

 

 



b) Estrés agudo. 

A continuación, se evaluó el efecto de un estrés agudo sobre las cepas que carecen del 

extremo carboxilo de las proteínas Pup2, Pre6, Pre9 y Pre10.  

En primer lugar, se evaluó el efecto del estrés oxidante (figura 33), observándose que no 

hay diferencias entre las distintas cepas con respecto a la silvestre al usar H2O2, paraquat 

o terbutil-hidroperóxido, tampoco se encontraron diferencias con respecto a la cepa 

silvestre en inducción de estrés agudo por choque térmico a 37ºC, 42ºC y 50ºC (figura 

34). 

De igual manera se analizó si la presencia de un estrés oxidante agudo (3 horas con 

H2O2) modificaba la localización de la subunidad Pre10 con y sin su extremo carboxilo 

terminal completo, tanto en fase exponencial como estacionaria, sin encontrar diferencias 

en la localización nuclear de Pre10 y Pre10ΔC (anexo 13.8, figura 53). 

 

 

 

Figura 33.  No existen diferencias cualitativas significativas de viabilidad, de las cepas sin extremo carboxilo 

terminal, con respecto a la cepa silvestre, en estrés oxidativo agudo. 

Se tomaron muestras a partir de cultivos con 1 DO de células, en fase exponencial, que se pusieron a crecer durante 

tres horas en presencia de paraquat 1mM, H2O2 7mM y terbutil hidroperóxido 0.75 mM. 

Posterior a las 3 horas se hicieron los goteos de suspensiones celulares en diluciones seriadas 1:10, en medio sólido 

YPD, y se dejaron en incubadora a 30ºC por dos días. No se observan diferencias significativas entre las cepas 
Pup2ΔC, Pre6ΔC, Pre9ΔC, Pre10::γ-GFP y  Pre10ΔC con respecto a la cepa silvestre en ninguna de las condiciones 

de estrés oxidativo agudo evaluadas.  

Imágenes representativas de 3 réplicas independientes. 

 

 



 

Figura 34.  No existen diferencias cualitativas significativas de viabilidad, de las cepas sin extremo carboxilo 

terminal, con respecto a la cepa silvestre, en estrés por choque térmico. 

Se tomaron muestras a partir de cultivos con 1 DO de células en fase exponencial, de las cepas indicadas, las cuales 

se pusieron a crecer durante tres horas a 37ºC, 42 C y 50 ºC, después de las 3 horas se hicieron los goteos de 

suspensiones celulares en diluciones seriadas 1:10, en medio sólido YPD y se dejaron en incubadora a 30ºC por dos 

días. En estas condiciones no se observó ninguna diferencia entre las cepas Pup2ΔC, Pre6ΔC, Pre9ΔC y Pre10ΔC con 

respecto a la cepa silvestre.  

Imágenes representativas de 3 réplicas independientes. 

 

 
 

9.3 Función de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 en la localización del proteosoma 

durante la dinámica proteosomal. 

Como se comentó previamente, no existe mucha información acerca de los mecanismos 

involucrados en el cambio de localización del proteosoma, que ocurre durante la 

dinámica proteosomal por falta de fuentes de carbono en el medio. Se sabe que la 

proteína Blm10 está involucrada tanto en la regulación (Schmidt et al., 2005; Fehlker et 

al., 2003; Lehmann et al., 2008), e importación nuclear del complejo 20S (Weberruss et 

al., 2013), como en su correcta localización en PSGs durante la fase estacionaria 

(Weberruss et al., 2013). 

Recientemente se identificó que existe una interacción física de Zds2 con Pre10 y Blm10 

(Gavin et al., 2002). Se sabe que Zds2 tiene un parálogo que es Zds1, que se localiza 

tanto en citoplasma como en el núcleo (Yakura, 2005) y se sabe que ambas cumplen 

funciones similares (involucrados en ciclo celular y exporte de RNA mensajero del 

núcleo), sin existir un fenotipo asociado a cada gen. Debido a que no se han encontrado 

otras proteínas involucradas en la correcta localización del proteosoma en la dinámica 



proteosomal y basados en el antecedente mencionado, decidimos evaluar si los genes 

ZDS1 y ZDS2 tienen algún papel en la dinámica proteosomal. 

Para valorar esto se construyeron cepas en las que se fusionó γ-GFP a subunidades del 

29S y 20S, en donde se eliminaron los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10; estas se dejaron 

crecer en cultivos de la misma manera que los otros experimentos, tomando muestras 

en las fases de crecimiento exponencial, estacionaria y re-suspención en medio nuevo 

con fuentes de carbono de células estacionarias.  

 

9.3.1 La deleción del gen ZDS1 afecta la localización del complejo 20S, pero no 
la localización del complejo 19S, en el fondo BY4742 

 

Se observó que la señal de Pre10, en la cepa Pre10::γ-GFP Δzds1, se encuentra alterada 

durante la fase estacionaria, encontrando una señal principalmente dispersa en  el 

citoplasma (67%), con menor señal en PSGs (17% granular y 2% nuclear y granular) y 

exclusivamente nuclear (14%), contrastando con la señal predominantemente granular 

(92%) de la cepa control (figuras 35 y 36). 

También se observó un retraso en la re-localización nuclear cuando las células 

estacionarias se re-suspenden en medio con fuentes de carbono, observando menos del 

50% de la señal en el núcleo a los 20 minutos, a diferencia de la cepa control, donde la 

señal se encuentra casi en su totalidad nuclear (figuras 35 y 36). Esta re-localización se 

observó completamente nuclear a las 2 horas de re-suspender en medio con fuentes de 

carbono, sin descartar si la señal observada puede deberse a síntesis de nuevas 

subunidades (anexo 13.9). 

 

 

 



 
 
Figura 35. La deleción de ZDS1 afecta la localización de Pre10 en fase estacionaria y a los 20 minutos de re-

suspención de células estacionarias en medio con fuentes de carbono. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de las cepas Pre10::γ-GFP y Pre10::γ-GFP Δzds1, en cepa 

BY4742. 

Se observa que en ausencia de ZDS1 la señal de Pre10, durante la fase estacionaria, se localiza de forma difusa en el 

citoplasma, con muy poca localización nuclear y granular, además, hay un retardo en la re-localización de la señal 
proteosomal hacia el núcleo, sin encontrar re-localización de la señal de Pre10 en el núcleo, a los 20 minutos de re-

suspender en medio con fuentes de carbono (con flechas rojas se muestra la localización dispersa en el citoplasma de 

Pre10 en la cepa Δzds1, tanto en fase estacionaria como a los 20 de minutos de re-suspensión en medio con fuentes de 

carbono). 

 

 
 



 
 

Figura 36.  Grado de afectación de localización de la señal de la subunidad Pre10 en la deleción del gen ZDS1. 

Cuantificación de la localización de la subunidad Pre10 en las cepas Pre10::γ-GFP y Pre10::γ-GFP Δzds1, en cepa 

BY4742. 

Arriba se muestra la diferencia en porcentajes de localización en fases exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de 

reposición de glucosa (YPD) de células estacionarias, con desviaciones estándar. 

Abajo se muestra, a la izquierda la comparación gráfica, de la diferencia de porcentajes de localización de la señal en 

fase estacionaria; a la derecha se muestran los porcentajes de localización en fase estacionaria, donde se muestra que 

la señal de la cepa Pre10::γ-GFP Δzds1, en fase estacionaria, es principalmente dispersa en el citoplasma (67%) con 

menor localización nuclear (14%) y en PSGs (17%). También se observa que la señal de Pre10 a los 20 minutos de 

re-suspensión en medio con fuentes de carbono sigue siendo principalmente dispersa en citoplasma. 

La cuantificación se hizo a partir de 3 réplicas de colonias independientes, cuantificando un total de 200 células por 
cada réplica. 

 
 
 



Al ver el efecto de la deleción del gen ZDS1 en la localización de Pre10, decidimos 

valorar, si también se ve afectada la localización de otras subunidades de ambos 

complejos 

 

Se encontró que la deleción del gen ZDS1 afecta la localización del complejo 20S durante 

la fase estacionaria, ya que, en la cepa Pre9::γ-GFP Δzds1 la señal de Pre9 es 

principalmente difusa en el citoplasma (figura 37), a diferencia de su control (figuras 15 

y 20), donde se observa principalmente en PSGs. 

 

 

 
Figura 37.  La deleción del gen ZDS1 afecta la localización del complejo 20S en fase estacionaria. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de las cepas Pre9::γ-GFP Δzds1 y Pre10::γ-GFP Δzds1, en 
cepa BY4742. Se observa que en ausencia de ZDS1 la señal de Pre9 y Pre10 (subunidades del complejo 20S) se ven 

afectadas de manera similar durante la fase estacionaria, encontrando que la localización de ambas subunidades es 

difusa en el citoplasma (con flechas rojas se muestra la señal dispersa en el citoplasma de Pre9 y Pre10 en la cepa 

Δzds1). 

 

 

A continuación, se analizó el efecto de la ausencia de ZDS1 sobre la localización de la 

subunidad Rpn5, del complejo 19S (figura 38), encontrando que la localización de Rpn5 

no ve alterada con respecto a su control, al eliminar al gen ZDS1, lo que indica que la 

deleción del gen ZDS1 afecta solamente la localización del complejo 20S. 

 

 

 



 
Figura 38.  La deleción de ZDS1 no afecta la localización del complejo 19S. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de la cepa Rpn5::γ-GFP Δzds1, en cepa BY4742. 

Se observa que en ausencia del gen ZDS1 la señal de Rpn5, durante la fase estacionaria, se localiza en gránulos 

almacenadores de proteosoma mientras que en la fase exponencial presenta una localización nuclear, mostrando un 

comportamiento similar al observado en cepa control donde no hay deleción de ZDS1. 
 

Estos hallazgos sugieren que el gen ZDS1 es importante para la correcta agregación del 

complejo 20S en PSGs durante la fase estacionaria y la re-localización hacia el núcleo 

en re-suspensión en medio con fuentes de carbono, pero no está implicado en la correcta 

agregación y re-localización del complejo 19S.   

 

 

 

9.3.2 La deleción del gen ZDS2 no afecta la localización de los complejos 19S y 

20S, en la cepa BY4742. 

 

A continuación, evaluamos el efecto de la ausencia del gen ZDS2 en la dinámica de las 

subunidades de los complejos 19S y 20S; para valorar esto se construyeron las cepas 

respectivas y se tomaron muestras bajo las mismas condiciones, en las fases de 

crecimiento exponencial, estacionaria y re-suspención en medio nuevo con fuentes de 

carbono de células estacionarias. 

Se encontró que al eliminar el gen ZDS2 (cepa BY4742), la subunidad Pre10 del 

complejo 20S se comporta de manera similar a su cepa control, formando PSGs en fase 

estacionaria, que re-localizan al núcleo al re-suspender las células estacionarias en 

medio con fuentes de carbono (figuras 39 y 40). 
 



 

 
Figura 39.  La deleción del gen ZDS2 no afecta la localización de Pre10. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de las cepas Pre10::γ-GFP y Pre10::γ-GFP Δzds2, en cepa 

BY4742. 

Se observa que en ausencia de ZDS2, la señal de Pre10 muestra un fenotipo similar a su control, en las fases 

exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de re-suspensión de células estacionarias en medio con fuentes de 

carbono. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Figura 40.  Porcentajes de localización de la señal de la subunidad Pre10 en la deleción del gen ZDS2. 

Cuantificación de la localización de la subunidad Pre10 en las cepas Pre10::γ-GFP y Pre10::γ-GFP Δzds2, en cepa 

BY4742. 
Arriba se muestra los porcentajes de localización en fases exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de reposición 

de glucosa (YPD) de células estacionarias, con desviaciones estándar. 

Abajo se muestra, a la izquierda la comparación gráfica de los porcentajes de localización de la señal en fase 

estacionaria; a la derecha se muestran los porcentajes de localización en fase estacionaria, donde se muestra que la 

señal de la cepa Pre10::γ-GFP Δzds2 es similar a la cepa control. En fase exponencial y re-suspensión de células 

estacionarias en medio con fuentes de carbono la localización es similar a la cepa control. 

La cuantificación se hizo a partir de 3 réplicas de colonias independientes, cuantificando un total de 200 células por 

cada réplica. 
 



También se valoró la localización del complejo 19S (Rpn5) en la deleción del gen ZDS2, 
encontrando que tampoco se ve afectada la dinámica proteosomal (figura 41), de igual 
manera que lo encontrado en la deleción del gen ZDS1 (figura 38). 
 

 
 

Figura 41.  La deleción del gen ZDS2 no afecta la localización del complejo 19S. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de la cepa Rpn5::γ-GFP Δzds2, en cepa BY4742. 

Se observa que en ausencia del gen ZDS2, la señal de Rpn5 se localiza de manera similar a la cepa control, durante 

las fases exponencial y estacionaria. 

 
 

  

9.3.3 La deleción del gen BLM10 no afecta la localización de los complejos 19S y 

20S, en el fondo BY4742. 

 

Al realizar la toma de muestras, en fases exponencial, estacionaria y re-suspensión, bajo 

las mismas condiciones, se encontró que la localización de en la delación del gen BLM10 

no se encuentra alterada, mostrando una dinámica de localización similar a la cepa 

control (figuras 42 y 43). 

Este hallazgo es contrario a lo reportado previamente por Weberruss et al., 2013, que 

demostró que la deleción de este gen altera la localización de las subunidades del 20S, 

siendo principalmente dispersas en el citoplasma, con cierto grado de enriquecimiento 

nuclear, en fase estacionaria. 

 

 



 
Figura 42.  La deleción del gen BLM10 (en cepa BY4742) no afecta la localización del complejo 20S. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de la cepa Pre10::γ-GFP Δblm10, en cepa BY4742. 

Se observa que en ausencia del gen BLM10, la señal de Pre10, se localiza de manera similar a la cepa control, durante 

las fases exponencial, estacionaria y en la re-suspensión de células estacionarias en medio con fuentes de carbono. 

Este fenotipo de localización similar a la cepa silvestre (Wild type) es contrario a lo reportado previamente, en donde, 

la ausencia de Blm10 tiene un fenotipo en donde la localización del complejo 20S, durante la fase estacionaria, es 

dispersa en el citoplasma con cierto grado de localización nuclear. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

Figura 43.  Porcentajes de localización de la señal de la subunidad Pre10 en la deleción del gen BLM10. 

Cuantificación de la localización de la subunidad Pre10 en las cepas Pre10::γ-GFP y Pre10::γ-GFP Δblm10, en cepa 

BY4742. Arriba se muestra los porcentajes de localización en fases exponencial, estacionaria y a los 20 minutos de 

reposición de glucosa (YPD) de células estacionarias, con desviaciones estándar. 

Abajo se muestra, a la izquierda la comparación gráfica de los porcentajes de localización de la señal en fase 

estacionaria; a la derecha se muestran los porcentajes de localización en fase estacionaria, donde se muestra que la 

señal de la cepa Pre10::γ-GFP Δblm10 es similar a la cepa control. 

En fase exponencial y re-suspensión de células estacionarias en medio con fuentes de carbono la localización es similar 
a la cepa control. La cuantificación se hizo a partir de 3 réplicas de colonias independientes, cuantificando un total de 

200 células por cada réplica. 

 

 

 

 



Esto es cierto también con respecto al complejo 19S, ya que la deleción del gen BLM10 

no afecta la localización de este complejo (figura 44). 
 

 
 
Figura 44.  La deleción del gen BLM10 no afecta la localización del complejo 19S. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de la cepa Rpn5::γ-GFP Δblm10, en cepa BY4742. 

Se observa que en ausencia del gen ZDS2 la señal de Rpn5 se localiza de manera similar a la cepa control, durante las 

fases exponencial y estacionaria. 

 
 

 

9.3.4 La localización del complejo 20S, en la deleción de los genes ZDS2 y 

BLM10, es distinta en las cepas BY4741 y BY4742. 

 

Debido a que los resultados obtenidos de localización de Pre10, en ausencia del gen 

BLM10, son contradictorios con respecto a lo reportado previamente por otros autores 

(Weberruss et al., 2013), se decidió verificar si la localización proteosomal en la deleción 

de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 depende de la cepa BY4741 o BY4742; ya que en 

este proyecto se usó la cepa BY4742, a diferencia de los trabajos previos de otros 

autores, que usaron la cepa BY4741. 

 

La diferencia que existe entre las cepas BY4741 y BY4742 radica en los marcadores de 

auxotrofía y el sexo, siendo el genotipo de la cepa BY4741 MAT-a his3Δ1 leu2Δ0 

met15Δ0 ura3Δ0; y de la cepa BY4742 MAT-α his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0. 

 

 



Para valorar la diferencia de localización en ambas cepas, se generaron las cepas 

correspondientes con Pre10 fusionada a γ-GFP y deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y 

BLM10, en las cepas BY4741 y BY4742, de las cuales se analizó la localización de las 

subunidades en fase estacionaria, fase exponencial y después de restablecer la fuente 

de carbono, bajo las mismas condiciones de los experimentos previos. 

 

Se encontró que la distribución de Pre10 en la cepa Δzds1 del fondo genético BY4741 

es similar al encontrado en la cepa BY4742, con una localización predominantemente 

dispersa en el citoplasma en fase estacionaria (figura 45), sin embargo, el 

comportamiento de Pre10 en las cepas carentes de los genes ZDS2 y BLM10 en la cepa 

BY4741 es distinto a la cepa BY4742. 

 

La deleción del gen ZDS2 en la cepa BY4741, produce un fenotipo donde, en la fase 

estacionaria, no se forman PSGs y en cambio, la señal de Pre10 se observa difusa en 

todo el citoplasma celular, de manera similar a lo que se observa al eliminar al gen ZDS1 

tanto en la cepa BY4741 como en la cepa BY4742 (figura 45), contrario a la cepa BY4742 

donde es similar a la cepa control (figuras 39 y 40). 

 

La localización de la subunidad Pre10 en la cepa Δblm10 BY4741, muestra un fenotipo 

como el reportado previamente por Weberruss et al., 2013, donde la señal en fase 

estacionaria es predominantemente dispersa en el citoplasma con un grado de 

enriquecimiento nuclear (figura 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Figura 45. La localización del complejo 20S es distinta, en la deleción de los genes ZDS2 y BLM10, en las cepas 

BY4741 y BY4742. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de las cepas Pre10::γ-GFP Δzds1, Pre10::γ-GFP Δzds2 y 
Pre10::γ-GFP Δblm10, en las cepas BY4741 (imágenes superiores) y BY4742 (imágenes inferiores). 

Se observa que la señal de Pre10 se comporta diferente según el fondo genético (se muestra con flechas las diferencias 

de localización de Pre10, en fase estacionaria, en los fondos genéticos BY4741 y BY4742). 

La deleción del gen ZDS1 muestra un fenotipo similar en ambos fondos genéticos (figuras 35 y 36), en donde la señal 

de Pre10 es principalmente dispersa en el citoplasma, sin embargo, la deleción de los genes ZDS2 y BLM10 produce 

fenotipos distintos entre los fondos genéticos. 

En la cepa BY4742 la señal de Pre10 con deleción de ZDS2, se localiza de manera similar a la cepa silvestre ( figuras 

39 y 40), durante la fase estacionaria; por el contrario, en la cepa BY4741, la señal se localiza de similar a la cepa con 

deleción del gen ZDS1. 

La deleción del gen BLM10, en la cepa BY4741, muestra una localización dispersa en el citoplasma, con leve señal 

nuclear, durante la fase estacionaria. Esta localización es similar a lo reportado previamente por otros autores, sin 
embargo, en la cepa BY4742 el fenotipo es similar a la cepa silvestre (figuras 42 y 43).  

 
 

9.4 Pre10ΔC muestra un crecimiento más lento en comparación a la cepa silvestre, 

posterior a la inducción de estrés por ausencia de fuentes de carbono y fuentes de 

nitrógeno. 

Se cree que la formación de PSGs sirve para proteger al proteosoma de la degradación 

de proteínas que ocurre por autofagia inespecífica, cuando las condiciones del medio no 

son favorables, apoyándose en el hecho de que la formación de PSGs inicia a las 4 horas 

posteriores de encontrase en estrés por deprivación de fuentes de carbono, mientras que 

la autofagia inespecífica comienza a las 8 horas.  

Marshall & Vierstra, 2018 demostraron que las células que pueden formar gránulos 

almacenadores de proteosoma ¨PSGs’’ crecen más rápido (tienen un tiempo de 

duplicación menor) cuando vuelven a estar en un medio favorable, después de 



encontrarse en condiciones que inducen formación de PSGs (estrés por falta de fuentes 

de carbono) y autofagia inespecífica (estrés por falta de fuentes de nitrógeno). 

Estos autores proponen que los PSGs son necesarios para proteger al proteosoma de 

degradación inespecífica y sirven para tener un reservorio de proteosomas disponibles, 

para que las células puedan reintegrarse eficazmente al ciclo celular, cuando las 

condiciones del medio son favorables. 

Tomando en cuenta estos antecedentes, se hicieron curvas de crecimiento de las cepas: 

silvestre (Wild type), Pre10ΔC, Δzds1, Δzds2 y Δblm10, con la finalidad de valorar si la 

marcada disminución de PSGs (en estrés por deprivación de fuentes de carbono) tiene 

repercusiones en el crecimiento de las células al volver a haber condiciones favorables 

en el medio, después distintos tipos de estrés. 

Las curvas de crecimiento se realizaron induciendo estrés en los medios: sintético sin 

fuente de carbono (-C), sintético sin fuente de nitrógeno (-N) y sintético sin fuente de 

carbono y sin fuente de nitrógeno (-C-N); usando como control medio sintético completo 

(+C+N). 

Se usaron estos medios para inducir estrés por deprivación de fuentes de carbono (que 

induce la formación de PSGs) y estrés por deprivación de fuentes de nitrógeno (que 

induce autofagia inespecífica), en los cuales se dejaron inducir células en fase 

exponencial durante 24 horas, para posteriormente cambiar a medio sintético completo 

y dejar crecer durante 24 horas en crecinómetro. 

Se encontró que todas las cepas alcanzaron el máximo de densidad óptica a las 24 horas 

en todas las condiciones (+C+N, -C, -N y -C-N) y que el crecimiento posterior a la 

inducción de estrés por deprivación de fuentes de carbono y fuentes de nitrógeno es 

diferente  

En inducción en medio mínimo sin fuente de nitrógeno (-N) todas las cepas mostraron 

un retraso en el crecimiento comparadas con el medio completo (+C), como lo reportado 

previamente (Marshall & Vierstra, 2018). 

En inducción por ausencia de fuentes de carbono con o sin fuentes de nitrógeno (medio 

mínimo sin fuente de carbono (-C) y mínimo sin fuente de carbono y sin fuente de 

nitrógeno (-C-N)) el crecimiento fue más rápido, en comparación a la inducción de estrés 

por ausencia de fuentes de nitrógeno (medio sin fuente de nitrógeno (-N)) (figura 46).  

 



 

 

 

 



 
 

Figura 46.  Las cepas: silvestre (Wild type), Pre10ΔC, Δzds1, Δzds2 y Δblm10, muestran un retraso de 

crecimiento posterior a estrés por deprivación de fuentes de nitrógeno. 

Curvas de crecimiento de cepas: silvestre (Wild type), Pre10ΔC, Δzds1, Δzds2 y Δblm10. 

Las curvas de crecimiento se hicieron posterior a inducir estrés por: ausencia de fuentes de carbono (-C), ausencia de 

fuentes de nitrógeno (-N) y ambos (-C-N), además de un control sin estrés por ausencia de carbono ni nitrógeno (medio 

completo +C+N). 

Para inducir los distintos tipos de estrés, se tomaron células a partir de pre-cultivos en fase exponencial, que se 

colocaron en los distintos medios para inducir estrés y se dejaron durante 24 horas a 30ºC. Después de dejar induciendo 

se realizaron lavados y se midió densidad óptica para tener 0.1DO en 200 μl de volumen final de medio sintético 

completo y se dejaron en crecinómetro 24 horas a 30ºC, midiendo DO cada 15 miniutos. 

En todas las cepas se observa un retraso en el crecimiento cuando hay estrés por deprivación de fuentes de nitrógeno 

y un mejor crecimiento después de inducir estrés por ausencia de fuentes de carbono, en comparación a las cepas que 
no se les indujo ningún tipo de estrés (cepas que siempre estuvieron en medio mínimo completo). 

Resultados representativos de réplicas independientes de 10 colonias por cepa, se muestran réplicas de 5 colonias. 
 
 

También se observa que todas las cepas crecen más lento en comparación con la Wild 

type en condiciones sin fuentes de nitrógeno (- N) y sin fuente de nitrógeno y carbono    

(-C-N), siendo Pre10ΔC la que más retraso en el crecimiento presenta (Figura 46); esta 

última cepa crece más lento en comparación a todas las demás cepas, en cada una de 

las condiciones evaluadas (figura 47). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 47.  La cepa Pre10ΔC muestra un crecimiento más lento en comparación a la cepa silvestre, posterior a 

la inducción de estrés por ausencia de fuentes de carbono y fuentes de nitrógeno. 

Curvas de crecimiento de las cepas: Wild type-α (rojo), Pre10ΔC (verde), Δzds1 (morado), Δzds2 (azul) y Δblm10 

(negro). 

Representación gráfica de curvas de crecimiento, en las distintas condiciones de estrés, en la cual se observa que la 

cepa Pre10ΔC tiene un crecimiento más lento en todas las condiciones, en comparación con todas las cepas. 

 

 

 

 
 



10. Discusión. 

 

10.1 Los extremos carboxilo terminal de las subunidades proteosomales Pup2 y Pre10 

son necesarios para que ocurra una adecuada dinámica protesomal. 

 

Con los resultados obtenidos podemos inferir que la ausencia de los extremos carboxilo 

terminal de las subunidades proteosomales Pre9 y Pre6 no repercuten en la dinámica 

proteosomal, ya que muestran un fenotipo similar a la cepa silvestre con extremo 

carboxilo terminal completo. 

Por el contrario, los extremos carboxilo de las subunidades Pup2 y Pre10 tienen un papel 

evidente en la dinámica proteosomal, debido a que en su ausencia se encuentra 

comprometida la formación de gránulos almacenadores de proteosoma ‘’PSGs’’ de los 

complejos 19S y 20S, durante la fase estacionaria, en donde, la localización de estas 

subunidades de los complejos  19S y 20S es principalmente en el núcleo y la cantidad 

de gránulos de almacenamiento de proteosoma es menor para cada subunidad, con 

respecto a sus respectivos controles. 

Esto implica que los extremos carboxilo terminal de Pup2 y Pre10 tienen un papel 

importante en la localización de ambos complejos proteosomales, durante la dinámica 

proteosomal. 

La disminución de formación de gránulos almacenadores de proteosoma, durante la fase 

estacionaria en la ausencia de los extremos carboxilo de Pre10 y Pup2, podría implicar 

que se ve afectada la salida de estas subunidades del núcleo hacia el citosol y por 

consecuencia, su posterior agregación en gránulos almacenadores, con un grado 

variable de formación de gránulos almacenadores entre subunidades. 

La diferencia de localización de subunidades del 19S y 20S observada en ausencia del 

extremo carboxilo de Pre10 podría explicarse por diversos motivos: la dificultad de 

ensamblado de las subunidades en sus respectivos complejos, degradación de Pre10 o 

diferencias en concentración de subunidades que se encuentren o no ensambladas  

En las figuras 55-57 del anexo 13.10 se muestran la comparación gráfica en las 3 

condiciones de crecimiento, de todas las cepas usadas en este proyecto. 

Las imágenes de las cepas Pre10ΔC-GFP y Pre9-mCherry o Rpn5-mCherry muestran 

que las señales en su mayoría co-localizan tanto en la fase exponencial como 

estacionaria, lo que podría implicar que en ausencia del extremo carboxilo terminal de 

Pre10, al menos cierto porcentaje de subunidades ya ensambladas en el 26S permanece 

en el núcleo y algunas subunidades que se encuentran solo en el 19S y 20S sin estar 

ensamblado en el 26S se están agregando en PGSs. 

 



Esta co-localización de Pre10ΔC con las subunidades Pre9 y Rpn5 sugiere que 

independientemente de la configuración del proteosoma (26S o separado en 19S mas 

20S) estas subunidades se ensamblan en sus respectivos complejos y el destino de los 

complejos 19S y 20S en cierta medida es el mismo.  

Con lo anterior podemos inferir que la deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10 

no afecta la estabilidad de los complejos, lo cual se apoya también en el hecho de que, 

aunque tiene un efecto en la velocidad de crecimiento de las células, estas no detienen 

su crecimiento y presentan una viabilidad similar a la cepa silvestre. 

Con los resultados obtenidos podemos inferir que la localización predominantemente 

nuclear de subunidades de ambos complejos, que se observa en la ausencia del extremo 

carboxilo terminal de Pre10, puede deberse a: i) un impedimento total de la salida del 

núcleo al citoplasma; o ii) un impedimento parcial de la salida del núcleo, con presencia 

de salida del proteosoma en menor medida. 

De cualquier manera, esto implica la ausencia del extremo carboxilo terminal de Pre10 

dificulta la salida del proteosoma, ya sea total o parcial, del núcleo y favorece la formación 

de gránulos almacenadores de proteosoma (ya sea que se conformen de 26S o 19S más 

20S). 

Otra alternativa es que la ausencia del extremo carboxilo terminal de Pre10 impide la 

salida del proteosoma del núcleo y los gránulos almacenadores de proteosoma que se 

encuentran en el citosol están constituidos de complejos 19S y 20S que no se importaron 

al núcleo y que no se ensamblaron en el 26S. 

Se sabe que en la fase estacionaria el proteosoma 26S se desensambla en los complejos 

19S y 20S y estos migran hacia los gránulos almacenadores de proteosoma, 

encontrándose en estos gránulos solamente los complejos 19S y 20S separados, junto 

con la proteína reguladora del 20S Blm10. 

Además, se sabe que el factor desencadenante de la formación de gránulos 

almacenadores de proteosoma es la deprivación de fuentes de carbono, siendo la 

disminución de pH intracelular secundaria a la depleción de ATP lo que induce este 

evento, cambiando la localización del proteosoma hacia gránulos a las 4 horas de 

iniciado el estrés.  

Actualmente no se tiene identificado qué proteínas intervienen en la regulación de la 

formación de gránulos almacenadores de proteosoma durante la deprivación de fuente 

de carbono, qué proteínas se encargan de separar al proteosoma 26S, exportar los 

complejos 19S y 20S y facilitar su agregación en gránulos almacenadores de 

proteosoma. 

Recientemente se descubrió una relación de la proteína Ecm29 con respecto a la 

regulación del proteosoma. Se sabe que Ecm29 se une a los complejos 19S, a través de 

Rpt5 (Lee et al., 2011) y al 20S gracias a una interacción con Pre10 (Wani et al., 2016). 



La unión de Ecm29 inhibe la función proteolítica dependiente de ubiquitina del 26S 

mediante dos mecanismos: cerrando los canales de entrada de sustratos encontrados 

en las porciones superiores e inferiores del 20S y por inhibición de la actividad ATPasa 

del 19S (De La Mota-Peynado et al., 2013). Funge además como punto de control para 

el adecuado ensamblado y funcionamiento del 26S, ayudando a la maduración completa 

del 20S de proteosomas 26S ya armados no funcionales (Lehmann et al., 2010). 

Bajo condiciones de estrés oxidativo Ecm29 desarma el 26S en 19S y 20S, haciendo a 

las células más resistentes a estrés oxidativo, por el papel del 20S en la degradación de 

proteínas oxidadas no dependiente de ubiquitina que es más efectiva en comparación 

con la capacidad de degradar proteínas oxidadas del proteosoma 26S (Wang et al., 2010; 

Wang et al., 2017). 

Se sabe que las modificaciones postraduccionales que ocurren en el extremo carboxilo 

de la subunidad proteosomal Pre10 del complejo 20S son necesarias para que Ecm29 

pueda unirse adecuadamente al proteosoma 26S y lo separe, siendo puntualmente la 

fosforilación de los residuos de aminoácidos S258, S263 y S264, ubicados dentro de la 

región de baja complejidad de su extremo carboxilo terminal.  

Estas modificaciones postraduccionales son indispensables para que Ecm29 se pueda 

unir al proteosoma (Wani et al., 2016). 

Una probabilidad que podría explicar el fenotipo nuclear observado en la deleción del 

extremo carboxilo terminal de Pre10, es que Ecm29 desensamble el proteosoma 26S en 

los complejos 19S y 20S durante la fase estacionaria, por lo tanto, estaría encargada de 

esta separación y de la salida de los complejos separados al citoplasma. 

Dicho de otra manera, Ecm29 sería responsable de la dinámica proteosomal en 

condiciones de depleción de fuentes de carbono, esto podría ocurrir debido a que, 

durante la fase estacionaria, se acumulan especies reactivas de oxígeno provenientes 

de la cadena de transporte de electrones, que se encuentra activa durante la respiración 

celular.  

Aunque en menor medida se puede importar y exportar el proteosoma 26S, de ser Ecm29 

la encargada de separar el proteosoma 26S durante la dinámica proteosomal, explicaría 

el hecho de que la señal del proteosoma es predominantemente nuclear y aún hay 

formación de gránulos almacenadores, esto podría considerarse en la dinámica de un 

cultivo con células que lleguen a fase estacionaria, pero no sabemos si lo mismo podría 

ocurrir durante la formación de gránulos en respuesta a un estrés agudo, por retiro súbito 

de fuentes de carbono. 

Con respecto a nuestros resultados, aún falta elucidar si en las cepas sin el extremo 

carboxilo terminal de Pre10 el 26S no se puede desensamblar en los dos complejos y si 

los gránulos almacenadores formados se componen de estos complejos separados o si 

en estos se encuentra el proteosoma 26S. 



También falta esclarecer si la señal observada de proteínas de los complejos 19S y 20S 

que se encuentran en el núcleo en fase estacionaria, provienen de proteosomas en 

conformación 26S y si estos son completamente funcionales para llevar a cabo su 

función de degradación de proteínas dependiente de ubiquitina. 

Aparentemente el efecto observado en la ausencia del extremo carboxilo terminal de 

Pre10, no es dependiente de la cepa BY4741 o BY4742. 

Aunque se puede deducir el mecanismo probable por el cual se encuentra una 

localización predominantemente nuclear del proteosoma en la deleción del extremo 

carboxilo terminal de Pre10, no hay una explicación tan evidente con el fenotipo similar 

observado en la deleción del extremo carboxilo terminal de Pup2. 

Probablemente Pup2 juegue un papel similar al de Pre10 interaccionando directamente 

con proteínas que regulan el ensamblaje/desensamblaje del proteosoma en sus 

complejos y por lo tanto en su salida del núcleo; pero otra posibilidad sería que su 

extremo carboxilo terminal es indispensable desde el punto de vista estructural, 

provocando un cambio estructural en el proteosoma 26S, que genera un efecto similar a 

la ausencia del extremo carboxilo terminal de Pre10. 

En la figura 48 se muestra un modelo propuesto para la dinámica proteosomal derivado 

de nuestros resultados en condiciones silvestres, en la figura 49 lo que proponemos 

estaría ocurriendo en ausencia del extremo carboxilo terminal de Pre10. 

  



 
Figura 48.  Dinámica proteosomal. 

Se muestra la dinámica proteosmal que ocurre en la cepa silvestre. 

Los complejos 19S y 20S son sintetizados en el citosol e importados al núcleo donde se ensamblan en el 26S. 

Cuando hay ausencia de fuentes de carbono y las células entran en fase estacionaria, el proteosoma 26S se desensambla 

en sus complejos 19S y 20S que son exportados al citoplasma y se agregan en PSGs. 

Estos complejos son nuevamente importados al núcleo cuando hay fuentes de carbono disponibles en el medio. 
Se muestra con flechas azul la dinámica de cambio de localización descrita. También se muestra una representación 

esquemática de los extremos carboxilo terminal de Pup2 (α5) y Pre10 (α7). 
 
 
 



 
 

Figura 49. Dinámica proteosomal en ausencia de los extremos carboxilo terminal de Pre10 y Pup2.  

La ausencia de los extremos carboxilo terminal de subunidades Pup2 (α5) y Pre10 (α7) alteran la salida del proteosoma 

desde el núcleo al citoplasma (línea roja), conllevando a una menor formación de PSGS, en la fase estacionaria, sin 

alterar la re-localización hacia el núcleo cuando hay fuentes de carbono en el medio (flecha azul). 

 

Dentro de las repercusiones biológicas que genera la ausencia del extremo carboxilo de 

Pre10, observamos un retraso en el crecimiento tanto en condiciones estándar de 

laboratorio como de estrés por deprivación de fuentes de carbono y de nitrógeno.  

Esto podría deberse a que hay una menor formación de PSGs (Marshall et al., 2018) 

(aunque no ocurre lo mismo con la cepa con deleción del gen ZDS1), sin embargo, la 

viabilidad de la cepa es similar o superior a la cepa silvestre, lo que podría implicar que 

aun cuando no se formen los gránulos almacenadores de proteosoma, la ausencia de 

este extremo carboxilo, no tiene un impacto desfavorable para la supervivencia de las 

células. 

Con respecto a la deleción de los extremos carboxilo terminal de las subunidades Pup2, 

Pre6 y Pre9, se observó que a pesar de que su ausencia no afecta la dinámica 

proteosomal, las cepas resultantes tienen una viabilidad disminuida en comparación con 

la cepa silvestre. 



También se encontró que la deleción del extremo carboxilo terminal de Pre9 confiere una 

mayor resistencia a estrés oxidativo inducido con peróxido, en comparación con la cepa 

silvestre. 

Este fenotipo observado exclusivamente en la cepa Pre9ΔC, podría implicar que este 

extremo carboxilo terminal se encuentra involucrado en la regulación de la actividad 

catalítica intrínseca que tiene el complejo 20S y podría sugerir una regulación a través 

de intermediarios o una regulación estructural, que podría permitir una mayor actividad 

del complejo 20S independiente del 19S que confiere una mayor resistencia a 

condiciones de estrés oxidativo. 

 

10.2 Los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 son necesarios para que ocurra una adecuada 

dinámica proteosomal, de manera distinta en las cepas BY4741 y BY4742. 

 

Con los resultados obtenidos en la deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10, 

podemos inferir que estos genes están involucrados en la dinámica proteosomal. 

La deleción del gen ZDS1 en la cepa BY4742 compromete la localización del complejo 

20S en gránulos almacenadores de proteosoma durante la fase estacionaria. En este 

caso se observa una señal difusa en todo el citoplasma, además que hay un retraso en 

la re-localización del 20S al núcleo al restablecer la fuente de carbono en el medio de 

cultivo.  

Con estos hallazgos se puede inferir que el papel del gen ZDS1 en la regulación del 

proteosoma es de permitir la adecuada formación de gránulos almacenadores de 

proteosoma y la re-localización de estas subunidades al núcleo, sin embargo, aún falta 

determinar si existe una re-localización retrasada del proteosoma o si la señal que se 

observa al restablecer la fuente de carbono es de subunidades sintetizadas de novo. 

También será importante evaluar si la señal difusa observada corresponde a la 

degradación del 20S o si la señal observada es del complejo ensamblado que no se 

agrega en PSGs.  

Este fenotipo de localización del complejo 20S predominantemente disperso en el 

citoplasma, que se observa en la mutante sin el gen ZDS1, ocurre en ambas cepas 

BY4742 y BY4741. 

El fenotipo en ausencia del gen ZDS1 podría indicar que la exportación nuclear del 

proteosoma no se ve comprometida, sino que se afecta la adecuada agregación del 20S 

en el citoplasma (hay una señal difusa en todo el citoplasma, con una menor formación 

de PSGs) y que es indispensable para la adecuada re-importación nuclear del complejo 

20S (posterior a estar en fase estacionaria y agregar fuentes de carbono). 

 



Por otro lado, la ausencia ZDS1 afecta exclusivamente la localización del complejo 20S 

y no la localización del complejo 19S, ya que la deleción de este gen no altera la 

localización de subunidades del 19S ni la formación adecuada de gránulos 

almacenadores de proteosoma. 

También la marcada diferencia de cantidad de gránulos almacenadores de proteosoma 

entre las cepas Pre10::γ-GFP Δzds1 y Rpn5::γ-GFP Δzds1, podría implicar que en estos 

gránulos almacenadores pueden encontrarse cantidades distintas de complejos 19S y 

20S o que los PSGs pueden estar conformados solamente de complejos 19S o 20S, sin 

encontrarse siempre juntos en cada PSGs. 

Con respecto al gen ZDS2, su deleción en la cepa BY4742 produce un fenotipo similar a 

la cepa silvestre tanto para el complejo 19S como para el complejo 20S, es decir, la 

formación de gránulos almacenadores de proteosoma en fase estacionaria no se afecta, 

sin embargo, en la ausencia del gen ZDS2 en la cepa BY4741 el complejo 20S muestra 

un fenotipo similar a la deleción del gen ZDS1, durante la fase estacionaria, donde la 

señal es predominantemente dispersa en el citoplasma. 

Este mismo fenómeno dependiente de fondo genético ocurre con BLM10, ya que su 

deleción en el fondo BY4742 produce un fenotipo similar a la cepa silvestre en cuanto a 

la dinámica de los complejos 19S y 20S, sin embargo, su deleción en la cepa BY4741 

produce que el complejo 20S se encuentre disperso en el citoplasma con un grado de 

enriquecimiento nuclear en fase estacionaria, similar a lo reportado previamente, en la 

cepa BY4741, por Weberruss et al. 2013. 

La cepa BY4741 es MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 y la cepa BY4742 es MATα 

his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0, siendo las únicas diferencias genómicas la presencia 

distinta de los genes MET15 / LYS2 y los genes de sexo a y α, esto sugiere que el sexo 

o la presencia de los genes MET15 o LYS2 juegan un papel en este fenotipo 

observado. 

En la figura 50 se muestra un esquema con el modelo propuesto basado en nuestros 

hallazgos. 



 
 
Figura 50. Modelo de la dinámica proteosomal en ausencia de los genes ZDS1 y ZDS2. 

La ausencia de los genes ZDS1 (en las cepas BY4741 y BY4742) y ZDS2 (en la cepa BY4741) afecta la localización 

del complejo 20S, durante la fase estacionaria, encontrándose disperso en el citoplasmta y formando una menor 

cantidad de PSGs del complejo 20S con una formación normal de PSGs de complejo 19S, además, la re-localización 

del 20S en la deleción del gen ZDS1 se ve alterada cuando vuelve a haber fuentes de carbono en el medio (flecha roja 

interrumpida).  

Esto sugiere que ZDS1 y ZDS2 (en fondo BY4741) son indispensables para que el complejo 20S pueda agregarse en 

PSGs y pueda volver a importarse al núcleo, pero no para que sea exportado en fase estacionaria e importado en fase 
exponencial (flechas azules). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11. Conclusiones. 

 Función de los extremos carboxilo 
terminal de Pup2, Pre6, Pre9 y 
Pre10 

Función de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 

Dinámica 
proteosomal 

• La deleción del extremo 
carboxilo terminal de las 
subunidades Pre10 (α7) y 
Pup2 (α5) afecta la dinámica 
protesomal, ya que impide 
parcialmente la salida de los 
complejos proteosomales 19S 
y 20S, del núcleo al 
citoplasma, durante la fase 
estacionaria. 
 
En la ausencia de estos 
extremos carboxilo terminal, 
también se disminuye la 
cantidad de PSGs formados, 
sin afectar la re-localización 
de ambos complejos hacia el 
núcleo, al restablecer las 
fuentes de carbono al medio. 
 
Estos hallazgos no dependen 
de la cepa usada BY4741 / 
BY4742. 
 

• La deleción de extremos 
carboxilo terminal de las 
subunidades Pre6 y Pre9 no 
afectan la localización del 
proteosoma durante la 
dinámica proteosomal. 

• La deleción del gen ZDS1 afecta la 
agregación del complejo 20S en PSGs 
durante la fase estacionaria y la re-
localización al núcleo al restablecer las 
fuentes de carbono en el medio, sin 
afectar la importación de ambos 
complejos durante fase exponencial y 
la exportación de ambos complejos 
durante fase estacionaria. 
 
Esto ocurre independiente del fondo 
genético BY4741 y BY4742. 

 

• La deleción del gen ZDS2 produce 
efectos distintos, según la cepa usada, 
encontrando que: en la cepa BY4741 
se afecta la formación de PGSs del 
complejo 20S en fase estacionaria y la 
relocalización al núcleo, y en la cepa 
BY4742, la dinámica proteosomal no se 
ve alterada. 
 

• La deleción del gen BLM10 produce 
alteraciones según la cepa usada, 
encontrando que: el complejo 20S 
presenta una localización nuclear y 
dispersa en fase estacionaria en la 
cepa BY4741, y en la cepa BY4742 la 
dinámica proteosomal no se ve 
alterada. 

Funciones 
biológicas 

• Las células sin extremo 
carboxilo terminal de la 
subunidad Pre10 muestran un 
crecimiento lento, después de 
estar bajo estrés por falta de 
nutrientes en el medio, en 
comparación con la cepa 
silvestre. 

• Las células sin extremo 
carboxilo terminal de la 
subunidad Pre10 muestran 
mayor viabilidad en tiempo 
con respecto a la cepa 
silvestre.  

• Las células sin extremo 
carboxilo terminal de la 
subunidad Pre9, muestran 
una mayor resistencia a 
estrés oxidativo, inducido con 
H2O2, en comparación con la 
cepa silvestre.  
 

 

 



12. Perspectivas. 

12.1 Función de los extremos carboxilo terminal de subunidades del complejo 20S en la 

dinámica proteosomal. 

• Evaluar si las modificaciones postraduccionales de fosforilación y 

desfosforilación en los residuos de aminoácidos S258, S263, S264, T278 y T279 

del extremo carboxilo terminal de Pre10 son necesarias para que se lleve a cabo 

la dinámica de agregación y desagregación proteosomal; mediante mutaciones 

con cambio de residuos de aminoácidos a residuos fosfomiméticos y no 

fosforilables. 

• Evaluar la localización proteosomal del 19S y 20S en la ausencia de Ecm29 para 

determinar si Ecm29 está involucrado en la dinámica protesomal; construyendo 

cepas en las que se elimine el gen ECM29 y las subunidades de los complejos 

proteosomales 19S y 20S se encuentren fusionadas con proteínas reporteras 

fluorescentes.  

• Evaluar si Pre10 y Ecm29 interactúan durante la dinámica proteosomal que 

ocurre en deprivación de fuentes de carbono. Esto se puede probar por 

diferentes estrategias experimentales para evaluar interacciones proteicas (por 

ejemplo: espectrometría de masas de captura por afinidad, espectrometría de 

masas con marcaje por isótopos, sistema de doble híbrido, ensayo de 

complementación de fragmentos de proteínas, entre otros). 

• Hacer un análisis cuantitativo del estudio de viabilidad con las cepas que no 

tienen extremo carboxilo terminal. 

• Valorar cuantitativamente el efecto de estrés oxidativo en las cepas sin extremo 

carboxilo terminal, para confirmar en qué grado la deleción del extremo carboxilo 

terminal de Pre9 favorece una mayor resistencia al estrés oxidativo. 

 

12.2 Papel de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 en la dinámica proteosomal. 

• Valorar qué funciones biológicas están afectadas en las cepas Δzds1 y Δzds2 en 

los fondos genéticos BY4741 y BY4742, mediante ensayos de viabilidad 

cualitativos y cuantitativos, curvas de crecimiento y viabilidad en diversas 

condiciones de estrés. 

• Cuantificar los fenotipos de localización de señal de las subunidades de los 

complejos 19S y 20S en las cepas sin los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 en el 

fondo genético BY4741 y realizar un a comparación cuantitativa entre la 

localización de estas subunidades entre los fondos genéticos BY4741 y BY4742. 

• Determinar si la señal nuclear observada del complejo 20S, después de 

restaurar las fuentes de carbono en el medio, en la cepa Δzds1 se debe a una 

verdadera re-localización retrasada o es debido a que ocurre síntesis de nuevas 

subunidades que son importadas al núcleo; mediante experimentos con cultivos 

en fase estacionaria que se re-suspendan en medio con fuente de carbono en 

presencia de cicloheximida, para inhibir la síntesis proteica. 



• Determinar si la diferencia en la agregación del complejo 20S, en ausencia del 

gen ZDS2, que ocurre en los fondos genéticos BY4741 y BY4742, depende de la 

auxotrofía, generando cepas que anulen la diferencia de auxotrofías entre los 

fondos genéticos BY4741 (MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0) y BY4742 

(MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0); mediante la introducción de un plásmido 

que contenga el gen en cuestión o mediante transformantes genómicas. 

• Determinar si la diferencia en la agregación del complejo 20S, en ausencia del 

gen BLM10, que ocurre en los fondos genéticos BY4741 y BY4742, depende de 

la auxotrofía, generando cepas que anulen la diferencia de auxotrofías entre los 

fondos genéticos BY4741 (MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0) y BY4742 

(MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0); mediante la introducción de un plásmido 

que contenga el gen en cuestión o mediante transformantes genómicas. 

• Evaluar si Pre10 interactúa con Zds1 y Zds2, durante la dinámica proteosomal 

que ocurre en deprivación de fuentes de carbono. Esto se puede probar por 

diferentes estrategias experimentales para evaluar interacciones proteicas (por 

ejemplo: espectrometría de masas de captura por afinidad, espectrometría de 

masas con marcaje por isótopos, sistema de doble híbrido, ensayo de 

complementación de fragmentos de proteínas, entre otros). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



13. Anexos. 
 
13.1 Preparación de medios y amortiguadores. 
 

• Medio de cultivo YPD líquido y sólido. 
Se coloca en agua destilada: extracto de levadura 1% p/v, peptona 2% p/v, dextrosa 
2% p/v y agar 2% p/v (si se prepara medio sólido), posteriormente se esteriliza por 
autoclave 120ºC por 20 minutos. 

• Medio de cultivo YPD con antibióticos Nourseotricina (CloNat) y G418 líquido y 
sólido. 

Se prepara YPD, al salir de autoclave se deja enfriar a temperatura ambiente y se 
colocan antibióticos respectivos, para una concentración final: Nourseotricina (CloNat): 
100 ng/μL y G418: 1 ng/μL 

• Medio de cultivo sintético sin Histidina líquido y sólido. 
Se coloca en agua destilada: base nitrogenada de levadura sin aminoácidos (yeast 
nitrogen base, YNB por sus siglas en inglés) 0.17% p/v, dextrosa 2% p/v, sulfato de 
amonio 0.5% p/v, agar 2% p/v (si se prepara medio sólido), posteriormente se esteriliza 
por autoclave 120ºC por 20 minutos. 
Al salir de autoclave, se deja enfriar a temperatura ambiente y se coloca volumen de 
Drop out 10x de aminoácidos sin Histidina y sin Uracilo para concentración final 1x; se 
coloca volumen de Uracilo 100x para concentración final 1x. 

• Medio de cultivo sintético sin Histidina y con antibióticos Nourseotricina (CloNat) 
y G418 líquido y sólido. 

Se prepara medio sintético sin Histidina como indicador, sin agregar sulfato de amonio 
y colocando: Glutamato monosódico a 0.1% y antibiótico para concentración final 
Nourseotricina (CloNat): 100 ng/μL, G418: 1 ng/μL. 

• Medio sintético completo. 
En agua destilada se colocan: YNB 0.17% p/v, dextrosa 2% p/v, sulfato de amonio 
0.5% p/v, posteriormente se esteriliza por autoclave 120ºC por 20 minutos. 
Al salir de autoclave, se deja enfriar a temperatura ambiente y se coloca volumen de 
aminoácidos para concentración final 1x: Histidina, Leucina, Lisina y Uracilo 

• Medio sintético sin fuente de carbono. 
En agua destilada se colocan: YNB 0.17% p/v, sulfato de amonio 0.5% p/v, 
posteriormente se esteriliza por autoclave 120ºC por 20 minutos.  

• Medio sintético sin fuente de nitrógeno. 
En agua destilada se colocan: YNB 0.17% p/v, dextrosa 2% p/v, después se esteriliza 
por autoclave 120ºC por 20 minutos.  

• Medio sintético sin fuente de carbono y nitrógeno. 
En agua destilada se coloca YNB 0.17% p/v, después se esteriliza por autoclave 120ºC 
por 20 minutos.  

• Preparación de gel de agarosa 0.8% 
En matraz estéril se coloca agarosa a 0.8% p/v en amortiguador SB 1x, se funde en 
microondas, se deja enfriar a temperatura ambiente y se coloca en la bandeja o porta 
geles de la cámara de electroforesis junto con el peine, para que se formen los pozos 
donde se cargaran las muestras. 
 



• Preparación de FS-PBS 
En PBS 1x se colocan: Formaldehído 4% v/v, Sacarosa 3.4% p/v. 

• Preparación de PBS 10X 
En agua destilada se colocan: NaCl 7.6% w/v, Na2HPO4•12H2O 2.5% w/v, 
NaH2PO4•H2O y se ajusta pH a 7.2 con NaOH y HCl. 

• Preparación de PBS 1X 
Se realiza dilución 1:10 de PBS 10X y agua destilada, se ajusta pH a 7.49 con NaOH y 
HCl y posteriormente se filtra para esterilizar. 

• Preparación de SORB 
En agua destilada se colocan reactivos para obtener una concentración final: LiOAc 
100mM, Tris pH 8.0 10mM, EDTA 1mM, sorbitol 1M. Posteriormente se filtra para 
esterilizar. 

• Preparación buffer QTP 
Se colocaron los siguientes reactivos, para preparar 50 ml, con una concentración final: 
Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100mM, Tris-Cl pH 8.0 10mM, Na2EDTA 1mM, aforar 
con agua destilada para el volumen necesario 
 
 
13.2 Plásmidos 
 

• pAG25 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

• pUG6 

 
 
 
 
 

• GFPgamma-SpHis5

 
 
 



 

• mCh14 
 

 
 
 
 
13.3 Secuencias de desoxioligonucleótidos. 
 

a) PUP1 
 
Pup1CompF 5´GTATTGTCAATATTTGTGACATACAAGAAGAACAAGTCGATATAACGGC

Tatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Pup1R 5´TGAACAATGATTTACTATACTAAAATATACTTAAGTTCTATGTTTTACTTg
gatggcggcgttagtatcg 3´. 

Pup1C 5´GGTAAAGATGCAGAATACTTGAGGA 3´. 

 
b) PUP2 

 
Pup2CompF 5´AAGAGAAAGAAGCTGCAGAAAGTCCAGAAGAAGCGGATGTTGAAATGT

CAatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Pup2IncompF 5´AAACTGCTGAATTGATAAAAGAGTTGAAAGAGAAAGAAGCTGCAGAAA
GTatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Pup2Cter 5´AAACTGCTGAATTGATAAAAGAGTTGAAAGAGAAAGAAGCTGCAGAAA
GTcagctgaagcttcgtacgc 3´. 

Pup2R 5´TTTCTTTCTTTGTTAGTGTGACGTTGGTATTTACCTTTATGTAACTATATg
gatggcggcgttagtatcg 3´. 

Pup2C 5´GCAGAACCATCTGGGACATTTTACC 3´. 

Pup2D 5´AGCAACAAATATCAGAAGATGGAAG 3´. 

 
 
 



 
c) PRE6 

 
Pre6CompF 5´AAGAAAAGCAAGAGCAGCAAGAGCAGGACAAAAAGAAAAAATCTAACC

ATatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Pre6IncompF 5´ACCAGTACGTCACCCAAATCGAACAAGAAAAGCAAGAGCAGCAAGAGC
AGatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Pre6Cter 5´ACCAGTACGTCACCCAAATCGAACAAGAAAAGCAAGAGCAGCAAGAGC
AGTAAcagctgaagcttcgtacgc 3´. 

Pre6R 5´TTATTGCTGTTATTTTATATAGGTTTTATGCCCAATATATATCGCCGTTTg
gatggcggcgttagtatcg 3´. 

Pre6C 5´GTGAGTTTTTGGAGAAGAATTACGA 3´. 

Pre6D 5´ ATGGAAAGAAAATTATGGGAAAAAG3´. 

 
 

d) PRE9 
 
Pre9CompF 5´CTGGTATTACCAAGAAGGATGAAGACGAAGAAGCTGATGAAGATATGA

AAatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Pre9IncompF 5´TCAAGCCTCAAGAGATAAAGGATATATTGGTAAAGACTGGTATTACCAA
Gatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Pre9Cter 5´TCAAGCCTCAAGAGATAAAGGATATATTGGTAAAGACTGGTATTACCAA
GTAAcagctgaagcttcgtacgc 3´. 

Pre9R 5´CTATGCGTACATATTTATATAAGCATGAAGTCAAACAATACTTTCCAACC
ggatggcggcgttagtatcg 3´. 

Pre9C 5´GGAAGGCTATTAGTGTTGGCGCTAA 3´. 

Pre9D 5´ATCGCTTTTGTTTATTTTTGAAGTG 3´. 

 
 

e) PRE10 
 
Pre10CompF 5´CTACGAATGCAAACGCTACCACTGACCAAGAGGGTGATATTCACCTAG

AAatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Pre10IncompF 5´TGCTACAGGAAGCTATCGATTTTGCCCAAAAAGAAATTAACGGCGATG
ATatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Pre10Cter 5´TGCTACAGGAAGCTATCGATTTTGCCCAAAAAGAAATTAACGGCGATG
ATTAGcagctgaagcttcgtacgc 3´. 

Pre10R 5´CATATTATTTCAACTCTTTGGTTCTTCTTAACGTATTATCAGAATGTCAC
ggatggcggcgttagtatcg 3´. 

Pre10C 5´ TGAATTGGAAAAATTAGTTGACCAT 3´. 

Pre10D 5´ TTGAATTATCTTTGACCTTTTGAGC 3´. 

 
f) RPN1 

 
Rpn1F 5´TTGAGGGCGTAGTAATTTTAAAGAAGAACCCTGACTATCGTGAAGAGG

AGatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Rpn1R 5´GGTTTTGAATTTTTCCTATTCTGGTTGATATTGCCCAAAAGCTATTCAGT
ggatggcggcgttagtatcg 3´. 

Rpn1C 5´ AGCGATGGGTATTGTTTCCGTTTCT 3´. 

 
 



 
 

g) RPN5 
 
Rpn5F 5´TAGGCCATTTAATTACAAAAGAGGAAATCATGCACGGTTTGCAAGCTAA

Aatcggtgacggtgctggttta 3´. 

Rpn5R 5´TAAAATCAAAACCGGATCTGAGATAATCCGACACTTACTCGAAAATCTC
Tggatggcggcgttagtatcg 3´. 

Rpn5C 5´ CAAGAGAGAATACCTAGAAGTTGCG 3´. 

 
     h) ZDS1 
 
Zds1F 5´TTGTGGGTTACATATTTTCAATTCAAAGGAGAATTTAGCTGTC

TTTTATAcagctgaagcttcgtacgc 3´. 

Zds1R 5´GTATGTACGTGTGATGTGTATATGTCTATGTATGCAGCGCTG
AAGCCTTTcataggccactagtggatc 3´. 

Zds1A 5´ CTATTATGGAATTCTATCGAGCGAC 3´. 

Zds1D 5´ AAAATTAACTGCGAAAAGATGTCAC 3´. 

 
     i) ZDS2 
 
Zds2F 5´CTTTACATTGATCACGTTTGCACTATAGACTGAATTTAAATTAGAATTTT

cagctgaagcttcgtacgc 3´. 

Zds2R 5´AAATATGTGGCCTTATATAGGTATCTATCAATCTTGTAAACAGTTATGAG
cataggccactagtggatc 3´. 

Zds2A 5´ ACTCAGAAATTTAGGCTGTGTATCG 3´. 

Zds2D 5´ TACTCTTGGACATTTCGTTTTTCTC 3´. 

 
      
     j) BLM10 
 
Blm10F 5´ATTGTTCGTTAGCTAGCTTTGCACATTAATTTTTCGATTTGTTACCGCCA

cagctgaagcttcgtacgc 3´. 

Blm10R 5´GATGTACATATATGTCTAGATATGTGCTTAATATCCTATACTAATATGAA
cataggccactagtggatc 3´. 

Blm10A 5´ ACGCAGAATAATCTATGAAACCAAC  3´. 

Blm10D 5´ ATCCGATCAGAAATGGTAAAACATA 3´. 

 

    k) Desoxioligonucleótidos que se unen a secuencias insertadas de los plásmidos 

 

GFPR 5´CTTTCAATTCGATTCTATTAAC 3´. 
mChR 5´ cgccgtcctcgaagttcatc 3´ 

TefPromTest 5´ CGGCGTGGGGACAATTCAA 3´ 
TefTerm 5´ CGCCTCGACATCATCTGCCCA 3´ 

 
 
 
 



13.4 Cepas para valorar el papel de los extremos carboxilo terminal de subunidades del 

20S 

a) Fusión genómica de proteína verde fluorescente (γ-GFP) a subunidades 

proteosomales en los fondos genéticos BY4741 y BY4742 

 
Pup1::γ-GFP (β2)  BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pup1-γGFP::SpHIS5  

Pup2::γ-GFP(α5) BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pup2-γGFP::SpHIS5  

Pre6::γ-GFP(α4) * BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre6-γGFP::SpHIS5  

Pre9::γ-GFP (α3) * BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre9-γGFP::SpHIS5  

Pre10::γ-GFP (α7) * BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre10-γGFP::SpHIS5  

Rpn1::γ-GFP BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Rpn1-γGFP::SpHIS5  

Rpn5::γ-GFP BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Rpn5-γGFP::SpHIS5  

Pup2ΔC::γ-GFP(β2) * BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pup2ΔC-γGFP::SpHIS5  

Pre6ΔC::γ-GFP(α4) * BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre62ΔC-γGFP::SpHIS5  

Pre9ΔC::γ-GFP (α3) * BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre9ΔC-γGFP::SpHIS5 

Pre10ΔC::γ-GFP (α7) * BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre10ΔC-γGFP::SpHIS5 

Pre10::γ-GFP (α7) BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Pre10-γGFP::SpHIS5 

Pre10ΔC::γ-GFP (α7) BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Pre10ΔC-γGFP::SpHIS5 

 

* Ya se contaba con estas cepas, las cuales fueron construidas en el laboratorio por 

Maria José Blanco, alumna de la licenciatura en investigación biomédica básica de la 

UNAM. 

 

a) Deleción de extremo carboxilo terminal de subunidades del 20S sin fusión a γ-

GFP 
Pup2ΔC (β2) * BY4742  MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pup2ΔC::NAT1 

Pre6ΔC (α4) * BY4742  MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre6ΔC::NAT1 

Pre9ΔC (α3) * BY4742  MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre9ΔC::NAT1 

Pre10ΔC (α7) * BY4742  MATαhis3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre10ΔC::NAT1 

 

 

* Ya se contaba con estas cepas, las cuales fueron construidas en el laboratorio por 

Maria José Blanco, alumna de la licenciatura en investigación biomédica básica de la 

UNAM. 

 

 

 

 

 

 



b) Deleción de extremo carboxilo terminal de Pre10 y Pup2, en cepas con γ-GFP 

fusionado a subunidades proteosomales del 19S y 20S. 

 
Pup1::γ-GFP Pre10ΔC BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pup1-γ-

GFP::SpHIS5 Pre10ΔC::NAT1 
 

Pre9::γ-GFP Pre10ΔC BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre9-γ-
GFP::SpHIS5 Pre10ΔC::KanMx 

 

Rpn1::γ-GFP Pre10ΔC BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Rpn1-γ-
GFP::SpHIS5 Pre10ΔC::NAT1 

 

Rpn5::γ-GFP Pre10ΔC BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Rpn5-γ-
GFP::SpHIS5 Pre10ΔC:: NAT1 

 

Pre9::γ-GFP Pup2ΔC BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre9-γ-
GFP::SpHIS5 Pup2ΔC::KanMx 

 

Rpn5::γ-GFP Pup2ΔC BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Rpn5-γ-
GFP::SpHIS5 Pup2ΔC::KanMx 

 

 

 

c)  Deleción de extremo carboxilo terminal de Pre10 fusionado a γ-GFP, en cepas 

con mCherry fusionado a subunidades proteosomales del 19S y 20S. 

 
Pre9::mCherry        
Pre10ΔC::γ-GFP 

BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre9-
mCherry::NAT1  Pre10ΔC-γGFP::SpHIS5 

 

Rpn5::mCherry  
Pre10ΔC::γ-GFP 

BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Rpn5-
mCherry::NAT1 Pre10ΔC-γGFP::SpHIS5 

 

 

 

13.5 Cepas para valorar el papel de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 en la dinámica 

proteosomal. 

a) Deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10  
Δzds1 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 

ura3Δ0 Δzds1::NAT1 
 

Δzds2 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 
ura3Δ0 Δzds2::NAT1 

 

Δblm10 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 
ura3Δ0 Δblm10::NAT1 

 

 

b) Deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 en cepas con γ-GFP fusionado a 

subunidades proteosomales del 19S y 20S, en los fondos genéticos BY4741 y 

BY4742  

 
Pre9::γ-GFP Δzds1 BY4742  MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre9-γGFP 

Δzds1::NAT1 
 

Pre10::γ-GFP Δzds1 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre10-γGFP 
Δzds1::NAT1 

 

Pre10::γ-GFP Δzds2 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre10-γGFP 
Δzds2::KanMx 

 



Pre10::γ-GFP Δblm10 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre10-γGFP 
Δblm10::KanMx 

 

Rpn1::γ-GFP Δzds1 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Δzds1::KanMx  

Rpn1::γ-GFP Δzds2 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Rpn1-γGFP 
Δzds1::KanMx 

 

Rpn1::γ-GFP Δblm10 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Rpn1-γGFP 
Δblm10::KanMx 

 

Rpn5::γ-GFP Δzds1 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Rpn5-γGFP 
Δzds1::KanMx 

 

Rpn5::γ-GFP Δzds2 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Rpn5-γGFP 
Δzds2::KanMx 

 

Rpn5::γ-GFP Δblm10 BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Pre10-γGFP 
Δzds1::KanMx 
 

 

Pre10::γ-GFP Δzds1 BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Pre10-γGFP 
Δzds1::KanMx 

 

Pre10::γ-GFP Δzds2 BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Pre10-γGFP 
Δzds2::KanMx 

 

Pre10::γ-GFP Δblm10 BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Pre10-γGFP 
Δblm10::KanMx 

 

 

13.6 Localización de los complejos 19S y 20S en deleción del extremo carboxilo 
terminal de Pup2. 
 
Se muestran las cepas Pre9 y Rpn5 con fusión a proteína reportera, con deleción del 
extremo carboxilo terminal de Pup2 donde se observa que presentan un cambio de 
localización, durante la fase estacionaria, similar a lo observado en la deleción del 
extremo carboxilo terminal de Pre10, donde hay una menos formación de gránulos 
almacenadores de proteosoma con una señal predominantemente nuclear (figura 51). 
 

 
Figura 51. Fotografías en microscopio de epifluorescencia de subunidad Pre9 y Rpn5 con deleción de los 

extremos carboxilo terminal de Pup2 y Pre10. 

Se observa que en la deleción del extremo carboxilo terminal de Pup2 hay un fenotipo similar al observado en la 

deleción del extremo carboxilo terminal de Pre10, durante la fase estacionaria. 



13.7 Localización de Pre10 con y sin extremo carboxilo terminal en fondo genético 
BY4741 
 
Por las diferencias de fenotipos encontrados entre los fondos genéticos BY4741 y 
BY4742 en las cepas con deleción de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10 se buscó 
valorar si se encontraba el mismo fenómeno en el fenotipo encontrado en las cepas sin 
extremo carboxilo terminal de Pre10. 
 
Para valorar esto, se generaron la mismas cepa Pre10::γ-GFP y Pre10ΔC::γ-GFP en el 

fondo genético BY4741, por ser el principal fondo genético usado en el estudio de la 

dinámica proteosomal. 

Se encontró un fenotipo similar en ambos fondos genéticos BY4742 y BY4741, por lo 

que se concluyó que la localización de la señal de Pre10 no depende del fondo genético 

(figura 52). 

 
Figura 52. Fotografías en microscopio de epifluorescencia de subunidad Pre10 (α7) con extremo carboxilo 

terminal completo e incompleto en fondo BY4741 

No se observan diferencias significativas de las cepas Pre10::γ-GFP y Pre10ΔC::γ-GFP entre los fondos genéticos 

BY4741 y BY4742  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



13.8 Localización de la señal de Pre10 con y sin extremo carboxilo terminal en estrés  
Oxidativo 
 
Se tomaron fotografías de las cepas Pre10::γ-GFP y Pre10ΔC::γ-GFP durante las fases 
exponencial y estacionaria posterior a inducir estrés oxidativo con H2O2 sin encontrar 
diferencias en la señal con respecto a las cepas sin inducción de estrés oxidativo 
(figura 53). 

 

Figura 53.  La inducción de estrés oxidativo agudo, con H2O2, no modifica la localización de la 

subunidad Pre10 con extremo carboxilo terminal completo e incompleto, durante la dinámica 

proteosomal. 

Fotografías tomadas por microscopía de epifluorescencia de las cepas Pre10::γ-GFP y Pre10ΔC::γ-GFP 

crecidas en medio con   H2O2. 

Las células se dejaron crecer en medio YPD líquido y se tomaron muestras en el día 1 y día 6, posterior a 

inducir 3 horas con H2O2, en ambas muestras. Las células se fijaron y tiñeron con tinción de ácidos nucleicos 

para observar en microscopio de epifluorescencia. 

No se observaron diferencias significativas de la señal de Pre10 en ambas cepas, durante las fases exponencial 

y estacionaria, con respecto a las mismas cepas sin inducción de estrés oxidativo agudo (figura 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



13.9 Re-localización nuclear de Pre10 a las 2 horas de re-suspensión en medio con 
fuentes de carbono en la deleción del gen ZDS1 
 
 
En la figura 54 se muestra el retraso de re-localización de la subunidad Pre10 hacia el 
núcleo al re-suspender células estacionarias en medio con fuentes de carbono, en la 
cepa Pre10::γ-GFP Δzds1 
 
 
 

 

 
 

Figura 54.  La deleción del gen ZDS1 retrasa la re-localización nuclear de Pre10 al re-suspender células 

estacionarias en medio con fuente de carbono. 

Se muestra la comparación de señal de Pre10 en la deleción del gen ZDS1 a los 20 minutos y 2 horas de re-

suspensión en medio con fuente de carbono, donde se observa que la señal a los 20 minutos sigue siendo 

dispersa en el citoplasma a diferencia de lo que ocurre con la cepa control (figuras 18 y 19) y que esta se 

encuentra predominantemente nuclear a las 2 horas de encontrarse en medio con fuente de carbono, sin saber 

si la señal nuclear es por síntesis e importación de nuevas subunidades o por una verdadera re-localización 

de Pre10 al núcleo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



13.10 Comparación gráfica de la dinámica proteosomal de las distintas cepas usadas 
 
En las figuras 55-57, se muestra una comparación de las gráficas de barras de las 
cepas usadas con fusión a γ-GFP, en la cepa BY4742. 
 

 
 

Figura 55.  Gráficas de barras en fase exponencial 

Se muestran las gráficas de barra de las cepas usadas para valorar la función del extremo carboxilo terminal 

de Pre10 y la función de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10. 

Se observa que la señal de todas las cepas en fase exponencial es predominantemente nuclear. 

 

 
 
 
 
 
 



 
Figura 56.  Gráficas de barras en fase estacionaria 

Se muestran las gráficas de barra de las cepas usadas para valorar la función del extremo carboxilo terminal 

de Pre10 y la función de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10. 

Se observa que la señal de las cepas control es predominantemente en PSGs, excepto Pup1 y Rpn1, que 

presentan importante señal nuclear; la señal de Pup1, Pre9 y Rpn1 sin extremo carboxilo terminal de Pre10 

es similar a la cepa Pre10ΔC::γ-GFP, con mayor localización nuclear y menor formación de PSGs, siendo la 

cepa Rpn1::γ-GFP Pre10ΔC la que menos PSGs presenta con mayor señal nuclear y Rpn5::γ-GFP Pre10ΔC 

la que menos señal exclusivamente nuclear presenta y forma más PSGs. 

Se observa que la señal de Pre10 en la cepa con deleción de ZDS1 es la única que se encuentra 

predominantemente dispersa en citoplasma. 

 
 
 
 



 
 

Figura 57.  Gráficas de barras en re-suspensíón de células estacionarias en medio con fuente de 

carbono. 

Se muestran las gráficas de barra de las cepas usadas para valorar la función del extremo carboxilo terminal 

de Pre10 y la función de los genes ZDS1, ZDS2 y BLM10. 

Se observa que la señal de todas las cepas re-localiza en el núcleo a los 20 minutos de re-suspender en medio 

con fuente de carbono, excepto la cepa Pre10::γ-GFP Δzds1, que muestra una importante señal dispersa en 

el citoplasma. 
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