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RESUMEN 
 

Durante la división celular por mitosis, se produce la auto-duplicación de cuatro orgánulos: 
el núcleo, la mitocondria, los plastos y los centros organizadores de microtúbulos (MTOCs) del 
huso. De forma interesante, los tres primeros disponen de su propio material genético, constituido 
por ADN. Distintos estudios realizados durante los últimos años sugieren que, de forma similar, 
los MTOCs del huso mitótico podrían también contar con un conjunto de ácidos nucleicos 
asociados. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con el núcleo, la mitocondria y los plastos, 
en el caso de los MTOCs del huso se ha propuesto que las moléculas de ácidos nucleicos 
asociadas a estas estructuras estarían constituidas por ARN. En base a lo anterior, durante esta 
Tesis Doctoral, hemos utilizado la levadura de gemación Saccharomyces cerevisiae como modelo 
para realizar el primer análisis sistemático global para la identificación de ARNs asociados a los 
MTOCs del huso, que en este organismo reciben el nombre de cuerpos polares del huso (SPBs). 
Los resultados de nuestras investigaciones demuestran la existencia de una población de ARNs 
enriquecidos en extractos de SPBs purificados de S. cerevisiae, entre los que se han identificado 
tanto ARNs mensajeros como ARNs antisentido. El estudio individualizado de un grupo 
seleccionado de estas moléculas de ARN nos ha permitido, además, confirmar tanto su asociación 
específica a los SPBs como su localización in vivo en estas estructuras. En conjunto, los datos 
obtenidos en esta Tesis Doctoral indican que los MTOCs del huso mitótico en S. cerevisiae actúan 
como plataformas a las que se asocian moléculas de ARN que participan en procesos esenciales 
como la autofagia, la segregación de los cromosomas o la actividad mitocondrial. Nuestros datos 
sugieren, además, que las células podrían estar utilizando los MTOCs del huso para distribuir 
asimétricamente estas moléculas de ARN durante la división celular, estableciendo así patrones 
diferenciales de expresión génica en la célula madre y en la hija, y regulando de este modo 
procesos que podrían ser importantes para el mantenimiento del tiempo de vida replicativo de las 
células. Los resultados de nuestras investigaciones podrán servir de punto de partida para 
desvelar nuevos mecanismos de regulación de las divisiones celulares asimétricas, que juegan un 
papel fundamental en el correcto control de procesos tan importantes como el desarrollo o el 
envejecimiento celular. 
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1.1. Ciclo celular. 
 

El ciclo celular es un proceso extremadamente regulado que consiste en un conjunto 
ordenado de sucesos que permiten la duplicación de una célula inicial para dar lugar a dos células 
hijas. Durante el ciclo celular deben coordinarse perfectamente los procesos de replicación del 
material genético, la duplicación de algunos orgánulos, el crecimiento de la célula y la división de 
su contenido. La correcta regulación del ciclo celular resulta crucial para garantizar la viabilidad de 
organismos unicelulares y para el normal desarrollo y crecimiento de los organismos pluricelulares. 
La levadura de gemación Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular de la familia de los 
ascomicetos cuyo genoma está secuenciado en su totalidad. Debido a la gran versatilidad de este 
organismo y al enorme grado de conservación evolutiva que muestra la maquinaria que controla 
el proceso de división celular, S. cerevisiae es un modelo idóneo para el estudio de los 
mecanismos de regulación del ciclo celular. El análisis de estos mecanismos de control es de 
enorme importancia, ya que los problemas durante el ciclo celular se asocian con la patología de 
distintas enfermedades y síndromes humanos, entre los que se encuentran el cáncer o distintos 
procesos neurodegenerativos, como el Alzheimer (Malumbres & Barbacid, 2009; Bakhoum & 
Compton, 2012; Yang et al., 2006; Bonda et al., 2010). 

 
En las células eucariotas, el ciclo celular se divide principalmente en dos etapas: la 

interfase, en la que tiene lugar la duplicación del material genético y los orgánulos; y la mitosis o 
fase M, en la cual tiene lugar la segregación del material genético y la división de la célula. A su 
vez, ambas fases presentan etapas bien diferenciadas. La interfase se divide en las fases G1, S y 
G2. Durante la fase S, o fase de síntesis, tiene lugar la replicación del ADN y la duplicación de los 
orgánulos. Las fases G1 y G2, por otro lado, son periodos de crecimiento celular. Durante G1 las 
células se preparan para poder iniciar la fase S, mientras que en G2 se verifica que las células 
están listas para su entrada en mitosis (Norbury & Nurse, 1992; Vermeulen et al., 2003). Sin 
embargo, cuando las condiciones no son favorables o en presencia de diferentes señales, algunas 
células paran su ciclo celular en G1, entrando en un periodo de no división denominado G0 
(Morgan, 2007). La mitosis, por otra parte, se divide en cuatro etapas: profase, metafase, anafase 
y telofase. En profase, el ADN se condensa dando lugar a los cromosomas, los cuales se unen al 
huso mitótico, un haz bipolar de microtúbulos (MTs) que son nucleados desde los centros 
organizadores de microtúbulos (MTOCs, del inglés Microtubule Organizing Centers). Durante esta 
fase, además, la envoltura nuclear se desensambla en la mayoría de los organismos eucarióticos. 
La levadura de gemación S. cerevisiae, sin embargo, presenta una mitosis cerrada, de forma que 
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la envoltura nuclear se mantiene durante todas las etapas de la división y la distribución del 
material genético ocurre en el interior del núcleo. A continuación, en metafase, los cromosomas 
se organizan en la zona central de la célula formando la denominado placa metafásica. Esta fase 
concluye con la degradación de las cohesinas, complejos de proteínas que mantienen unidas las 
dos copias de cada cromosoma (cromátidas hermanas). En anafase, gracias a la elongación del 
huso mitótico, las cromátidas hermanas se separan hacia polos opuestos de la célula. Finalmente, 
en telofase, se descondensan los cromosomas, se despolimeriza el huso mitótico y, en el caso de 
que la envoltura nuclear se haya desintegrado, esta se reorganiza de nuevo. Una vez finalizada la 
mitosis, el material citoplasmático se reparte entre las células resultantes, que se separan 
físicamente en un proceso denominado citocinesis (Güttinger et al., 2009; Walczak et al., 2010) 
(Figura I1). La progresión del ciclo celular se lleva a cabo gracias a la actividad de una familia de 
proteínas conocidas como quinasas dependientes de ciclina (CDKs), siendo Cdk1 o Cdc28 la 
única CDK de S. cerevisiae. La actividad y la especificidad de sustrato se modifica en base a su 
unión con subunidades reguladoras denominadas ciclinas, que se expresan diferencialmente en 
cada etapa del ciclo celular (Pines, 1995; Morgan, 1997). 
 

 
 

Figura I1. Fases del ciclo celular. 
El ciclo celular de divide principalmente en dos etapas, interfase y fase M, las cuales a su vez se subdividen en 
diferentes fases. La interfase se divide en G1, S y G2: la replicación del material genético ocurre durante fase S, 
y las fases G1 y G2 son etapas donde las células crecen y se preparan para entrar en las siguientes etapas del 
ciclo. Cuando las condiciones no son las adecuadas, algunas células detienen su ciclo celular en fase G1 
entrando en un periodo de no división denominado G0. La fase M también se divide en diferentes etapas. Así, 

MTOC
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Huso mitótico
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Cinetocoro
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en profase tiene lugar la condensación de cromosomas, desde los MTOCs de huso posicionados en polos 
opuestos de la célula se nuclean los MTs del huso, y empieza a desestructurarse la membrana nuclear. Durante 
la metafase, los cromosomas se unen al huso mitótico de forma que cada cromátida hermana se asocia a MTs 
que nuclean de polos opuestos de la célula. A continuación, en anafase, las cromátidas se desunen y se reparten 
equitativamente entre las dos células. En telofase, la membrana nuclear se ensambla de nuevo y los 
cromosomas empiezan a descondensarse. Finalmente, durante la citocinesis, se divide el citoplasma generando 
dos células hijas, las cuales pueden comenzar un nuevo ciclo celular. Basada en (Morgan, 2007). 
 

Durante el ciclo celular, es fundamental que el genoma, una vez duplicado, se reparta de 
manera equitativa entre las dos células resultantes, evitando así la generación de cariotipos 
aberrantes. Con este fin, las células presentan distintos mecanismos de vigilancia o checkpoints 
que aseguran que el ciclo avance solo cuando se den las condiciones idóneas, bloqueando o 
retrasando la progresión del ciclo cuando se detectan problemas que puedan comprometer la 
integridad del ADN o el correcto reparto de los cromosomas entre las células. En S. cerevisiae, los 
principales mecanismos de vigilancia son el checkpoint de daño al ADN o DDC (del inglés DNA 

Damage Checkpoint), el checkpoint de ensamblaje del huso mitótico o SAC (del inglés Spindle 

Assembly Checkpoint) y el checkpoint de posicionamiento del huso mitótico o SPOC (del inglés 
Spindle Position Checkpoint). El DDC se activa cuando la célula detecta daños en el ADN, y 
detiene o enlentece la progresión del ciclo celular para que la célula tenga tiempo de reparar estos 
problemas antes de entrar en mitosis (Harrison & Haber, 2006). Por otro lado, el SAC garantiza 
que se produzca la bi-orientación de los cromosomas, es decir, que cada cromátida hermana de 
un mismo cromosoma se una a MTs que emanen de distintos polos del huso mitótico, facilitando 
así el reparto equitativo del material genético (Lew & Burke, 2003; Musacchio & Salmon, 2007). 
Por último, el SPOC bloquea el ciclo celular en anafase en aquellas situaciones en las que el huso 
mitótico no se encuentre correctamente posicionado (Lew & Burke, 2003; Caydasi et al., 2012). 
De forma interesante, a pesar de ser activados por distintas señales y de actuar principalmente en 
distintas etapas del ciclo celular, la activación tanto del DDC, como del SAC y del SPOC, determina 
la inhibición de la ruta MEN (del inglés Mitotic Exit Network), una cascada de señalización iniciada 
por la GTPasa Tem1 que promueve la salida de mitosis en S. cerevisiae. La ruta MEN fomenta la 
liberación de la fosfatasa Cdc14 desde el nucléolo, donde se encuentra secuestrada durante la 
mayor parte del ciclo celular, al citoplasma. Cdc14 desfosforila los sustratos previamente 
fosforilados por la actividad CDK, desencadenando de este modo los eventos que facilitan la 
finalización del proceso de mitosis (Visintin et al., 1999; Shou et al., 1999; Stegmeier & Amon, 
2004; Valerio-Santiago & Monje-Casas, 2011; Baro et al., 2017). Específicamente, el DDC, el SAC 
y el SPOC promueven la activación del complejo Bfa1-Bub2, un regulador negativo que inhibe a 
la GTPasa Tem1 y la señalización de MEN (Hu et al., 2001; Geymonat et al., 2003; Stegmeier & 
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Amon, 2004; Matellán & Monje-Casas, 2020). Muchos de los componentes de la ruta MEN 
muestran un alto grado de conservación evolutiva. Así, la ruta homóloga a MEN en 
Schizosaccharomyces pombe se denomina ruta de inicio de la septación (SIN), mientras que la 
ruta Hippo es el ortólogo de MEN en Drosophila melanogaster o humanos (Sohrmann et al., 1998; 
Mardin et al., 2011; Hergovich & Hemmings, 2012) 
 
 

1.2. División celular asimétrica. 
 

Tras una división celular asimétrica, las células resultantes presentan un tamaño, 
contenido celular, función y/o capacidad para diferenciarse en un tipo celular diferentes. Durante 
estas divisiones, por otro lado, se produce una distribución preferente de uno o más componentes 
celulares hacia solo una de las células resultantes. Entre estos componentes pueden encontrarse 
factores de transcripción, histonas, cromosomas, agregados de proteínas, mitocondrias, ARNs 
mensajeros (ARNms), círculos de ADN ribosómico (ADNr) extracromosomales o MTOCs (Horvitz 
& Herskowitz, 1992). 
 

La división celular asimétrica ha sido especialmente estudiada en S. cerevisiae como 
modelo, junto con Caenorhabditis elegans y Drosophila. Durante el ciclo celular de S. cerevisiae, 
en la transición entre las fases G1-S, se origina una gemación en la membrana de la célula madre 
que, finalmente, dará lugar a la generación de novo de la célula hija (Amon, 1996). Tras la división 
de S. cerevisiae, la célula madre y la gema se diferencian en su tamaño, contenido y edad 
replicativa (Figura I2). El cuello de la gema está compuesto por filamentos de septinas y determina 
el sitio de citocinesis. Además, el anillo de septinas establece una separación entre los 
compartimentos de la célula madre e hija. Tanto este anillo de septinas como otras estructuras 
celulares permiten la distribución diferencial de distintas moléculas y orgánulos durante la división, 
actuando como barreras de difusión (como ocurre en el caso de las septinas) o facilitando su 
transporte selectivo (Barral et al., 2000; Castillon et al., 2003; Bi & Park, 2012; Luedeke et al., 
2005). Esta distribución diferencial permite, por ejemplo, que moléculas y orgánulos dañados sean 
retenidos preferentemente en la célula madre, mientras que los componentes de nueva síntesis y 
más funcionales son distribuidos hacia la célula hija (Denoth Lippuner et al., 2014). De este modo, 
se consigue que, mientras que la célula madre va envejeciéndose tras cada duplicación, las células 
hijas recién generadas conserven intacto su potencial replicativo (Henderson & Gottschling, 2008).  
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Figura I2. El ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae. 
La levadura de gemación S. cerevisiae presenta una división asimétrica. En la transición entre las fases G1-S 
aparece una gema debido al crecimiento polarizado de la célula madre. Durante la fase S, el ADN se replica y 
se produce la duplicación del MTOC (SPB). En la fase M se forma el huso mitótico el cual, tras su elongación, 
permite la correcta segregación de los cromosomas entre las células resultantes de la división. Por último, se 
produce la citocinesis o separación del citoplasma a través del cuello de gemación, originando dos células de 
diferente tamaño y distinto contenido. Adaptado de (Finn et al., 2012). 
 

La división celular asimétrica es un proceso esencial en S. cerevisiae, pero también lo es 
para numerosos organismos, tanto unicelulares como pluricelulares. En metazoos, el ejemplo 
clásico de división celular asimétrica es el de las células madre. El correcto establecimiento de 
asimetría durante la división de las células madre es esencial durante el desarrollo embrionario, 
para el mantenimiento de los tejidos animales adultos y durante el envejecimiento (Neumüller & 
Knoblich, 2009; Inaba & Yamashita, 2012; Li, 2013; Macara & Mili, 2008). Para garantizar que este 
tipo de división ocurra correctamente, se deben coordinar de forma muy precisa tres procesos 
fundamentales: el correcto posicionamiento del huso, de forma que garantice una segregación 
cromosómica equitativa entre las células resultantes de la división, la distribución diferencial de 
componentes celulares y/o moléculas entre estas células, y la citocinesis, que solo debe ocurrir 
cuando los eventos anteriores se han completado con éxito. La organización espacial de estos 
procesos se consigue mediante el establecimiento inicial de un eje de polaridad celular y el 
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posterior posicionamiento y orientación del huso mitótico a lo largo del dicho eje y perpendicular 
al sitio de división (Siller & Doe, 2009; Moore & Cooper, 2010).  

 
Debido a que cada división celular en S. cerevisiae es inherentemente asimétrica, este 

organismo supone un modelo óptimo para el estudio de las divisiones celulares asimétricas. Por 
otro lado, en base al nivel de conservación anteriormente mencionado de un gran número de los 
mecanismos que controlan el ciclo celular, los estudios en la levadura de gemación son 
fundamentales para poder entender mejor cómo se regulan procesos tan importantes como el 
desarrollo embrionario, la diferenciación celular o el envejecimiento. 
 
 

1.2.1. El huso mitótico. 
 

El huso mitótico es una estructura constituida por MTs que polimerizan desde los MTOCs. 
Los MTs, a su vez, son polímeros formados por heterodímeros de subunidades de α- y β-tubulina 
que se unen para formar protofilamentos polarizados, los cuales se asocian lateralmente 
manteniendo la misma orientación para crear un cilindro rígido y hueco de unos 13 protofilamentos 
(Chretien et al., 1992; Downing & Nogales, 1998). El herodímero de de α- y β-tubulina confiere 
polaridad al MT, de forma que al extremo que expone la subunidad de α-tubulina se le denomina 
el extremo (-), y al extremo de β-tubulina se le conoce como extremo (+). El extremo (-) se localiza 
en la mayoría de los tipos celulares en las inmediaciones del MTOC y tiene un crecimiento más 
lento, mientras que el extremo (+), que se localiza en la dirección opuesta, se polimeriza de forma 
más eficiente, permitiendo que los MTs se elonguen (Fraschini, 2017). En ambos extremos se 
llevan a cabo reacciones de polimerización y despolimerización, pudiendo cambiar de un estado 
a otro en un fenómeno llamado inestabilidad dinámica. Este proceso de inestabilidad dinámica de 
los MTs determina en gran medida la forma del huso mitótico y promueve la alineación adecuada 
de los cromosomas en la zona media del huso durante la metafase. De esta forma, los MTs pueden 
cambiar de un estado de degradación o “catástrofe” a un estado de crecimiento o “rescate” a través 
de la adición de heterodímeros de α/β-tubulina libres al extremo (+) (Mitchison & Kirschner, 1984; 
Akhmanova & Steinmetz, 2015) (Figura I3). Para la polimerización de MTs se necesita de la 
energía obtenida en la hidrólisis del nucleótido GTP a GDP que se encuentra unido a β-tubulina 
(Nogales, 2015).  
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Figura I3. Estructura y dinámica de los microtúbulos. 
Los MTs son polímeros formados por heterodímeros de subunidades de α- y β-tubulina que se unen para formar 
protofilamentos polarizados, los cuales a su vez se unen lateralmente formando un cilindro hueco y rígido. El 
herodímero de de α- y β-tubulina confiere polaridad al MT: el extremo que expone la subunidad de α-tubulina se 
le denomina el extremo (-), y al extremo de β-tubulina se le llama extremo (+). El extremo (+) crece de forma 
más dinámica, permitiendo de este modo la elongación de los MTs. El estado de crecimiento de los MTs se 
denomina “rescate” y la despolimerización de estos se denomina estado de “catástrofe”. Adaptado de (Helmke 
et al., 2013). 
 

La regulación de la dinámica y la organización de los MTs que constituyen el huso se lleva 
a cabo gracias a múltiples proteínas que se asocian a MTs (MAPs) y proteínas motoras que se 
mueven por estos, como la dineína o la quinesina. Por un lado, la célula cuenta con proteínas que 
se unen a los extremos (+) de los MTs y los protegen contra el estado de catástrofe, denominadas 
+TIPs, las cuales promueven a su vez la asociación de los MTs del huso a los cinetocoros en la 
zona media o de los MTs citoplasmáticos a la membrana de la célula. Una familia de +TIPs muy 
estudiada y conservada en la evolución, es la de las proteínas EB (del inglés End Binding). La 
proteína EB1 en Xenopus, al igual que su homólogo en mamíferos y en levaduras (Bim1), regula 
la polimerización de los MTs, debido a su asociación a los extremos (+) donde actúa 
estabilizándolos y regulando la unión de otras proteínas +TIPs (Akhmanova & van den Heuvel, 
2016; Tirnauer et al., 1999; Morrison et al., 1998; Tirnauer et al., 2002; Lansbergen & Akhmanova, 
2006; Helmke et al., 2013). Así, en mamíferos, EB1 regula la unión a los MTs de CLIP170, la cual 
se localiza en extremos (+) MTs y se acumula en los cinetocoros durante la prometafase 
(Komarova et al., 2005; Folker et al., 2005; Rickard & Kreis, 1990; Dujardin et al., 1998). Además, 
los homólogos de CLIP170 en S. cerevisiae (Bik1) y S. pombe (Tip1) protegen a los MTs de la 
despolimerización y promueven el rescate, lo que sugiere que CLIP170 podría tener una función 
parecida en la estabilización de los extremos (+) y posiblemente en la mediación de su unión 
directa a cinetocoros en mamíferos (Brunner & Nurse, 2000; Komarova et al., 2002; Tanenbaum 
et al., 2006; Goldstone et al., 2010). Finalmente, también se ha descrito que las proteínas CLASP, 
como CLASP1 en humanos, se localizan en los extremos (+) de los MTs y al cinetocoro por su 
zona más externa, modulando la dinámica de los MTs que se unen a los cinetocoros. Los 
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homólogos de CLASP en Drosophila, Xenopus y levadura son esenciales para el correcto 
ensamblaje del huso mitótico y, en mamíferos, tanto CLASP1 como CLASP2 favorecen el correcto 
ensamblaje del huso y su dinámica en anafase (Pasqualone & Huffaker., 1994; Inoue et al., 2000; 
Lemos et al., 2000; Hannak & Heald, 2006; Maiato et al., 2003; Pereira et al., 2006). 
 

La célula, por otro lado, también cuenta con proteínas que median la despolimerización 
de MTs, permitiendo la remodelación del huso mitótico en aquellas ocasiones donde las uniones 
MTs y cinetocoros no sean correctas. Este es el caso de la proteína motora quinesina, que 
pertenece a una familia de MAPs que se mueven por el MT hacia el extremo (+) transportando 
moléculas a través de los MTs. La quinesina XKCM1 en Xenopus y la quinesina MCAK de 
mamíferos se unen a los extremos (+) de los MTs, compitiendo con las +TIPs, para promover la 
despolimerización (Walczak et al., 1996; Tanenbaum et al., 2011). Asimismo, existen otras muchas 
proteínas desestabilizadoras de MTs conservadas evolutivamente, como la katanina, inicialmente 
descubierta en Xenopus, que permiten la remodelación del huso mitótico, promoviendo a su vez 
la segregación de los cromosomas en anafase (McNally & Vale, 1993; Maiato et al., 2004). De 
esta forma, la regulación de las MAPs que estabilizan los MTs promoviendo su crecimiento y las 
MAPs que desestabilizan los MTs, es esencial para que la célula cuente con una correcta dinámica 
de MTs durante el ensamblaje del huso mitótico. 

 
En cada ciclo celular, los MTOCs del huso, denominados cuerpos polares del huso (SPBs, 

del inglés Spindle Pole Bodies) en levaduras y centrosomas en las células de eucariotas 
superiores, se auto-duplican usando al MTOC preexistente como molde. Una vez duplicadas estas 
estructuras, las células presentan, junto al MTOC preexistente (o “viejo”), otro nuevamente 
generado (o “nuevo”), difiriendo ambos en su edad, composición y tamaño (Pelletier & Yamashita, 
2012). El ensamblaje de los MTs desde los MTOCs está facilitado por unos complejos de γ-tubulina 
con forma de anillo denominados γ-TuRC, que estabilizan y anclan los MTs a los MTOCs por su 
extremo (-) (Wiese & Zheng, 2000). A partir de los MTOCs del huso se nuclean específicamente 
tres tipos de MTs: los que se unen a los cinetocoros de los cromosomas, denominados MTs 
cinetocóricos; los MTs interpolares, que forman una red antiparalela que conecta a ambos polos 
del huso; y los MTs astrales o citoplasmáticos (aMTs), que interaccionan con el córtex celular 
(Fraschini, 2017; Meunier & Vernos, 2012) (Figura I4).  

 



INTRODUCCIÓN 

 11 

 
 

Figura I4. Tipos de microtúbulos nucleados a partir de los MTOCs. 
A partir de los MTOCs se polimerizan específicamente tres tipos de microtúbulos: astrales (aMTs), cinetocóricos 
e interpolares. Cada microtúbulo presenta un extremo (-), cercano al MTOC, y un extremo (+), desde donde se 
produce su elongación. Adaptado de (Prosser & Pelletier, 2017). 

 
Como se ha indicado anteriormente, S. cerevisiae presenta una mitosis cerrada en la que 

los SPBs permanecen insertos en la membrana nuclear durante todo este proceso (Güttinger et 

al., 2009). En este organismo, los MTs interpolares y cinetocóricos se organizan en el interior del 
núcleo, a diferencia de los aMTs que se localizan en el citoplasma, teniendo un papel fundamental 
en el posicionamiento del huso y la migración nuclear (Meunier & Vernos, 2012). Como se ha 
mencionado anteriormente, el checkpoint de ensamblaje del huso mitótico o SAC, detiene el ciclo 
en metafase hasta que todos los cromosomas se unan correctamente al huso. Fallos en el SAC 
dan lugar a la generación de aneuploidias, las cuales se han asociado con el envejecimiento o el 
desarrollo del cáncer (Baker et al., 2005) 
 
 

1.2.2. Orientación y posicionamiento del huso mitótico en S. cerevisiae. 
 

El posicionamiento del huso mitótico, ya sea en función de señales de polaridad generadas 
por la propia célula o bien en respuesta a señales externas, determina el tipo de división celular, 
simétrica o asimétrica. En las células que presentan una división simétrica, el plano de división 
celular no está preestablecido, si no que se fija en anafase en base a la posición del huso mitótico 
(Kiyomitsu & Cheeseman, 2013; Kiyomitsu, 2015). Sin embargo, en las células que se dividen de 
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forma asimétrica, el plano de división se establece desde el comienzo del ciclo celular. Este es el 
caso de S. cerevisiae, cuyo plano de división viene determinado por la posición del cuello de la 
gema, que establece el eje de división, debiéndose alinear el huso mitótico de forma perpendicular 
al mismo (Pearson & Bloom, 2004; Balasubramanian et al., 2004). Durante las divisiones celulares 
asimétricas se produce una polarización de las fuerzas que permiten la orientación y el 
posicionamiento correcto del huso mitótico. En este proceso, resulta fundamental la interacción de 
los aMTs con la membrana de las células. El mecanismo de orientación y posicionamiento del 
huso mitótico se ha estudiado en profundidad en S. cerevisiae. En este organismo, para el correcto 
alineamiento del huso mitótico a lo largo del eje que establecen la célula madre y la hija, se precisa 
que en fase G1 se establezca previamente la polaridad celular en fase G1. Así, la localización de 
la GTPasa Cdc42 en el córtex celular marca el futuro sitio de formación de la gema (Richman et 

al., 2002). La activación de Cdc42 permite la nucleación de cables de actina desde la gema hacia 
la célula madre, permitiendo así el crecimiento polarizado de la célula hija (Pruyne & Bretscher, 
2000). Adicionalmente, Cdc42 incrementa la asociación de las septinas al sitio donde se va a 
generar la célula hija, facilitando así la formación del cuello de la gema (Caviston et al., 2003; 
Kadota et al., 2004). Una vez que se establece el eje de polaridad, S. cerevisiae dispone de dos 
mecanismos que, de forma concertada, aseguran la correcta orientación del huso mitótico a lo 
largo de este eje. En primer lugar, una ruta inicial de posicionamiento del huso alinea el haz bipolar 
de microtúbulos a lo largo del eje madre-hija. Posteriormente, un mecanismo tardío de 
posicionamiento permite la elongación del huso y la separación de los dos SPBs (Markus et al., 
2012; Moore & Cooper, 2010; Pruyne & Bretscher, 2000; Siller & Doe, 2009).  
 

El posicionamiento del huso mitótico en eucariotas pluricelulares también está 
determinado por la polaridad celular. Uno de complejos implicados en el mantenimiento de la 
polaridad en estos organismos es el complejo PAR (del inglés Partitioning Defective), el cual está 
formado por las proteínas Par3, Par6, la quinasa aPKC y pequeñas GTPasas. PAR fue 
inicialmente descubierto en C. elegans y se ha descrito su conservación evolutiva hasta 
mamíferos, regulando el posicionamiento correcto del huso a través de la localización de sus 
componentes de forma asimétrica en la membrana de la célula que se va a dividir (Kemphues et 

al., 1988; Goldstein & Macara, 2007; Kemphues, 2000). 
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1.2.1.1. Mecanismos de posicionamiento del huso mitótico en S. cerevisiae. 

 
1.2.1.1.1.  Ruta temprana del posicionamiento del huso mitótico. 
 

Para la orientación correcta del huso mitótico, en primer lugar, los extremos (+) de los 
aMTs se transportan de forma polarizada hacia la gema por medio del citoesqueleto de actina. 
Esto facilita que un SPB se posicione en el cuello de la gema, mientras que el otro permanece en 
la célula madre (Hwang et al., 2003). En S. cerevisiae, este posicionamiento de los SPBs no ocurre 
de forma aleatoria, si no que sigue un patrón establecido: el SPB preexistente o viejo (SPBv) es el 
que se posiciona en el cuello de gemación para ser heredado por la célula hija, mientras que el 
SPB de nueva síntesis o nuevo (SPBn) es retenido en la célula madre (Pereira et al., 2001). En 
este proceso tiene un papel esencial la proteína Kar9, el homólogo de la proteína APC (del inglés 
Adenomatous Polyposis Coli) en mamíferos, la cual es reclutada al SPBv mediante su interacción 
con la proteína de unión a microtúbulos Bim1 (homólogo de EB1 en mamíferos), en conjunto con 
la quinesina Kip2 y la proteína Stu2. Kar9, a su vez, es excluida del SPBn por el complejo CDK-
ciclina Cdc28-Clb4, que fosforila directamente a Kar9 e impide que se una al SPB de nueva 
síntesis (Liakopoulos et al., 2003; Maekawa et al., 2003; Moore & Miller, 2007). La asociación de 
Kar9 con Bim1 en el SPBv permite su movilización hacia los extremos (+) de los aMTs, donde 
Kar9 interacciona con la proteína Myo2, una miosina tipo V que se mueve por los cables de actina 
hacia la gema. Este movimiento de Myo2 arrastra a Kar9-Bim1 hacia la célula hija, donde facilita 
la unión de los aMTs que emanan del SPBv al córtex de la gema, así como al cuello de gemación, 
a través de Bud6 (Lee et al., 2000; Korinek et al., 2000; Yin et al., 2000; Kusch et al., 2002) (Figura 
I5). Este proceso, finalmente, determina el adecuado posicionamiento del SPBv hacia la gemación 
(Maekawa & Schiebel, 2004). En el cuello de la gema, las proteínas Kip3 y Kar3, al asociarse a 
Bud6, median la desestabilización de los aMTs. En conjunto, todo ello permite el correcto 
posicionamiento del huso metafásico y del núcleo en las etapas previas a anafase (Segal et al., 
2000; Maddox et al., 2003; Gupta et al., 2006; Su et al., 2011). 
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Figura I5. Ruta temprana del posicionamiento del huso mitótico. 
En la ruta temprana del posicionamiento del huso mitótico tiene un papel esencial la proteína Kar9. Kar9 se 
localiza de forma asimétrica en el SPB viejo, y es excluida específicamente del SPB nuevo por la acción de 
Cdc28-Clb4. En el SPB viejo, Kar9 se une a Bim1 para movilizarse hacia el extremo (+) de los aMTs que son 
nucleados desde ese MTOC. En el extremo (+), Kar9-Bim1 interacciona con Myo2, una proteína motora asociada 
a los cables de actina que se mueve a través de estos hacia la gema, arrastrando con ello hacia la célula hija a 
Kar9-Bim1, los aMTs en los que se localiza y, de este modo, también al SPB viejo. El anclaje de los aMTs y los 
cables de actina al córtex de la gema se produce a través de Bud6. Basado en (Fraschini et al., 2008). 
 
 

1.2.1.1.1.  Ruta tardía del posicionamiento del huso mitótico. 
 

Después del correcto alineamiento inicial del huso mitótico, una segunda ruta de 
posicionamiento más tardía garantiza la elongación del huso durante la transición metafase-
anafase y la consiguiente entrada en la célula hija de S. cerevisiae del SPBv, localizado 
previamente en el cuello de la gema gracias a la acción de Kar9 (Moore et al., 2009). El principal 
efector de esta ruta de posicionamiento tardía es la dineína, un gran complejo motor que se asocia 
a los MTs y que está formado por 4 subunidades: Dyn1 (cadena pesada y subunidad principal de 
este complejo), Dyn2, Dyn3 y Pac11 (cadena ligera, ligera-intermedia e intermedia, 
respectivamente) (Moore et al., 2009; Rao et al., 2013; Stuchell-Brereton et al., 2011). Al final de 
metafase, una vez que el inhibidor de la dineína She1 desparece de los aMTs, el complejo motor 
de la dineína se carga en los extremos (+) de los aMTs del SPB preexistente gracias a su 
interacción con las proteínas Bik1 (homólogo de CLIP170 en mamíferos) y Kip2 (Sheeman et al., 
2003; Carvalho et al., 2004). Desde ahí, la dineína se transporta hacia el córtex de la célula hija, 
donde se fija mediante su interacción con Num1, una proteína que se localiza tanto en el córtex 
de la gemación como en el de la célula madre (Farkasovsky & Kuntzel, 1995; Heil-Chapdelaine et 
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al., 2000; Markus & Lee, 2011). El anclaje de la dineína en la célula hija permite que este complejo 
motor se active mediante su asociación a la proteína dinactina (Moore et al., 2008), lo que la 
habilita para tirar de los aMTs que emanan del SPBv, provocando de este modo la elongación del 
huso mitótico y la entrada de este SPB en la célula hija (Sheeman et al., 2003). Para la correcta 
función del complejo de la dineína es necesario que su localización esté estrictamente regulada. 
Así, desde la fase G1 del ciclo hasta anafase, la dineína se distribuye asimétricamente en la célula 
hija (Barral & Liakopoulos, 2009). Sin embargo, una vez que el SPB y el núcleo han entrado en la 
célula hija, la localización de la dineína se vuelve simétrica a medida que progresa la anafase, 
para permitir así que los aMTs que emanan desde el SPB nuevo se anclen al córtex de la célula 
madre y se produzca la elongación del huso mitótico de forma bidireccional (Figura I6). La célula 
dispone de mecanismos que garantizan la correcta localización de la dineína en las diferentes 
etapas del ciclo. En concreto, la quinesina Kip2 y el complejo Cdc28-Clb2 evitan específicamente 
la asociación de la dineína con el SPB que queda retenido en la célula madre y favorecen que este 
complejo motor se asocie en primer lugar con los aMTs que emanan del SPB viejo (Carvalho et 

al., 2004; Grava et al., 2006). 
 

 
 

Figura I6. Ruta tardía del posicionamiento del huso mitótico. 
En la ruta tardía del posicionamiento del huso mitótico, las proteínas Kip2 y Bik1 permiten el transporte del 
complejo de la dineína por los aMTs que emanan del SPB viejo hacia el córtex de la célula hija, donde se asocia 
con la proteína Num1. En la membrana de la gema, la dineína es activada y tira de los aMTs del SPBv, 
provocando la elongación del huso mitótico y la entrada de este SPB en la célula hija. Posteriormente, la dineína 
se asocia también a los aMTs del SPB nuevo, permitiendo su anclaje al córtex de la célula madre y posibilitando 
una elongación del huso mitótico de forma bidireccional. Basado en (McNally, 2013). 
 

Las rutas temprana y tardía de posicionamiento del huso son mecanismos parcialmente 
redundantes, de forma que la ausencia de Kar9 o de Dyn1 provoca únicamente un 10% y un 20% 
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de células que presentan husos mal posicionados. Sin embargo, la inactivación conjunta de ambas 
rutas es letal para S. cerevisiae (Miller & Rose, 1998; Li et al., 1993). Como se ha mencionado 
anteriormente, la célula cuenta con un mecanismo de vigilancia, denominado SPOC, que es capaz 
de detectar que el huso está incorrectamente alineado e inhibir la salida de mitosis hasta que se 
posicione correctamente (Caydasi et al., 2012; Fraschini et al., 2008; Lew & Burke, 2003). El 
correcto control del posicionamiento del huso mitótico tiene una importancia fundamental, ya que 
errores durante el posicionamiento del huso durante la división asimétrica de células madre en 
mamíferos se han relacionado con la aparición y la progresión de tumores (Morrison & Kimble, 
2006; Neumüller & Knoblich, 2009; Pease & Tirnauer, 2011). 
 
 

1.2.3. Distribución no aleatoria de los MTOCs en la división celular asimétrica. 
 

En cada ciclo celular, los MTOCs del huso se auto-duplican, bien de forma conservativa o 
semiconservativa, dando lugar a un MTOC preexistente o “viejo” y a otro generado de novo o 
“nuevo”, los cuales se diferencian en tamaño, composición y edad (Pereira et al., 2001; Pelletier & 
Yamashita, 2012; Bornens & Piel, 2002; Winey & Bloom, 2012). De manera interesante, durante 
ciertas divisiones asimétricas, la distribución de ambos MTOCs del huso no se produce de forma 
aleatoria. Este fenómeno de herencia asimétrica de los MTOCs del huso se describió originalmente 
en S. cerevisiae (Pereira et al., 2001). No obstante, números estudios han demostrado 
posteriormente que la distribución diferencial de los MTOCs del huso también tiene lugar durante 
la división de un gran número de células madre en distintos organismos eucariotas pluricelulares, 
como Drosophila, ratón o humano, lo que indica que es un fenómeno conservado evolutivamente 
(Yamashita et al., 2007; Wang et al., 2009; Izumi & Kaneko, 2012). 
 
 

1.2.3.1. Herencia asimétrica de los SPBs en S. cerevisiae. 
 
1.2.3.1.1.  Estructura de los SPBs. 
 

Los SPBs son complejos proteicos formados por 18 componentes diferentes, y en los que 
se pueden diferenciar cinco regiones: la capa interna o nuclear; la capa central, responsable de su 
inserción en la envoltura nuclear; la capa intermedia IL1; la capa intermedia IL2 y la capa exterior 
(Byers & Goetsch, 1975; Jaspersen & Winey, 2004; Cavanaugh & Jaspersen, 2017). Los 
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componentes del SPB se pueden clasificar, por otro lado, en tres categorías principales: 
componentes estructurales del SPB, componentes necesarios para la nucleación de los MTs y 
componentes del puente medio. El puente medio es una estructura especializada que presenta el 
SPB en uno de sus laterales y que permite el ensamblaje del SPB sintetizado de novo, participando 
además en la nucleación de aMTs. El puente medio está formado por las proteínas Kar1, Sfi1, 
Cdc31 y Mps3 (Jaspersen & Winey, 2004; Cavanaugh & Jaspersen, 2017). Además, en respuesta 
a feromonas, Kar1 recluta a Spc72, un componente del SPB que se moviliza desde la placa 
externa de esta estructura para facilitar la formación de aMTs (Pereira et al., 1999). 
 

La placa central del SPB está formada por diferentes componentes estructurales, entre 
los que destaca Spc42, una proteína que actúa como plataforma en la que se ensamblan el resto 
de componentes del SPB. Spc42 se ubica específicamente entre la placa central y la capa 
intermedia IL2, interaccionando por su cara citoplasmática con Cnm67, una proteína que divide 
las dos capas intermedias y que se une a su vez a la proteína Nud1, ubicada en la placa exterior 
del SPB (Bullitt et al., 1997; Donaldson & Kilmartin, 1996; Adams & Kilmartin, 1999). En la placa 
externa, Nud1 se une también a la proteína Spc72, que, como se ha comentado, regula tanto la 
nucleación de aMTs como su dinámica junto a Stu2 (una proteína MAP) y a componentes del γ-
TuRC (Chen et al., 1998; Knop & Schiebel, 1998; Soués & Adams, 1998; Gunzelmann et al., 2018). 
Spc42, por otro lado, se asocia en la capa nuclear del SPB con Spc110 a través de Spc29 
(Sundberg & Davis, 1997; Nguyen et al., 1998; Adams & Kilmartin, 1999; Elliott et al., 1999). En la 
placa interna del SPB, Spc110 se une además a Cmd1, e interacciona directamente con 
componentes del γ-TuRC (Geiser et al., 1993; Kilmartin & Goh, 1996; Knop & Schiebel, 1997). La 
placa interna y la placa externa del SPB actúan, por tanto, como plataformas de andamiaje para 
la maquinaria de nucleación de MTs. Tanto Spc72 en la cara externa como Spc110 en la cara 
nuclear, constituyen los componentes de los SPBs que permiten la asociación de γ-TuRC que 
están formados por las proteínas de andamiaje Spc97 y Spc98, y Tub4 (Knop et al., 1997; Choy 
et al., 2013; Knop & Schiebel, 1998) (Figura I7).  
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Figura I7. Composición y estructura del SPB en S. cerevisiae.  
En el SPB se diferencian cinco capas, entre las que se distribuyen sus distintos componentes: la placa externa, 
las capas intermedias (IL1 e IL2), la placa central y la capa interna. Además, en uno de sus laterales, se produce 
la formación del puente medio. Tanto la placa externa como la placa interna del SPB actúan como plataformas 
de andamiaje para la maquinaria de nucleación de MTs. Adaptado de (Jaspersen & Winey, 2004). 
 

Los SPBs, tras su duplicación, permanecen insertos en la envoltura nuclear. En concreto, 
los SPBs se anclan a la envoltura nuclear a través de las proteínas Ndc1, Bbp1, Mps2 y Mps3, 
ubicadas tanto en la periferia de la placa central del propio SPB como en la membrana nuclear 
(Jaspersen & Winey, 2004; Cavanaugh & Jaspersen, 2017) (Figura I7). A pesar de que inicialmente 
se consideraba que la duplicación de los SPBs es un proceso conservativo (Adams & Kilmartin, 
1999; Pereira et al., 2001), actualmente se ha demostrado que el SPB tiene características 
dinámicas. De hecho, distintos componentes del SPB, como Spc110 y Cnm67, se incorporan de 
manera semiconservativa, produciéndose cierto intercambio de estas proteínas entre ambos SPBs 
(Yoder et al., 2003; Menendez-Benito et al., 2013; Lengefeld et al., 2018). No obstante, otros 
componentes del SPB sí son duplicados de forma totalmente conservativa, como Nud1 y Spc72, 
que son proteínas poco dinámicas y con baja tasa de reposición en los SPBs (Lengefeld et al., 
2017, 2018). Es importante señalar que todos los componentes de esta estructura son esenciales, 
con la excepción de los componentes de la placa externa Cnm67 y Spc72, que son prescindibles 
en algunos fondos genéticos de la levadura S. cerevisiae. La falta de estos componentes 
determina graves defectos en la función de los MTs y conduce a la formación de células 
multinucleadas como consecuencia de una distribución incorrecta del material genético (Brachat 
et al., 1998; Soués & Adams, 1998; Hoepfner et al., 2002). 
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1.2.3.1.2.  Regulación de la herencia de los SPBs. 
 

En S. cerevisiae, la edad de los SPBs determina su destino durante la división celular. En 
este organismo se establece un patrón de herencia asimétrica de los SPBs no aleatoria, de forma 
que el SPBv es heredado por la célula hija, mientras que el SPBn se retiene en la célula madre 
(Pereira et al., 2001) (Figura I8). La herencia asimétrica de los SPBs está regulada por 
mecanismos muy complejos, lo que sugiere que debe ser un proceso extremadamente importante 
para las células. 

 
Figura I8. Herencia de los SPBs en S. cerevisiae. 
S. cerevisiae presenta un patrón de herencia asimétrica de los SPBs: el SPB preexistente o viejo es heredado 
por la célula hija, y el SPB de nueva síntesis es heredado por la célula madre. 
 

La proteína Kar9 es reclutada de forma específica al SPBv y, como se ha comentado, 
permite la correcta orientación del huso mitótico. Además de esta función, Kar9 juega un papel 
fundamental durante la herencia asimétrica de los SPBs en S. cerevisiae (Liakopoulos et al., 2003). 
De acuerdo con el papel esencial de Kar9 en este proceso, su ausencia determina una 
segregación aleatoria de los SPBs (Pereira et al., 2001; Hotz et al., 2012). Junto a Kar9, otro 
elemento clave para el establecimiento del patrón de herencia asimétrica de los SPBs es la ruta 
MEN (Bardin & Amon, 2001; Stegmeier & Amon, 2004; Hotz & Barral, 2014; Baro et al., 2017), que 
controla la herencia no aleatoria de los SPBs facilitando la estabilización de Kar9 en el SPB viejo. 
De acuerdo con este papel en la localización de Kar9, distintos mutantes de la ruta MEN presentan 
problemas con la distribución de los SPBs y muestran fenotipos semejantes a los presentados en 
mutantes kar9Δ (Hotz et al., 2012). De igual modo, el SAC también juega un papel importante en 
la correcta herencia de los SPBs, ya que la inhibición de MEN como consecuencia de la activación 
del SAC provoca que Kar9 se distribuya de forma aleatoria en los SPBs, produciendo alteraciones 
en el patrón de herencia de estos orgánulos en S. cerevisiae (Hotz et al., 2012).  
 

Además de los elementos anteriormente mencionados, la ruta de señalización SPIN (del 
inglés SPB Inheritance Network) también constituye un factor importante para la especificación del 

SPB viejo

SPB nuevo

MTs

Núcleo

Célula madre

Célula hija



INTRODUCCIÓN 

 20 

destino celular de los SPBs en base a su edad (Lengefeld et al., 2017). Cuando el SPB nuevo del 
ciclo anterior pasa a ser el SPB preexistente del siguiente ciclo, el efector de esta ruta, Swe1 
(Wee1 en otros eucariotas), fosforila al componente del SPB Nud1, proporcionándo así una marca 
de edad al SPB. Sin embargo, debido a que Swe1 es inactivado posteriormente, el nuevo SPB 
generado tras la duplicación de estas estructuras no puede ser fosforilado por esta quinasa. Para 
mantener la marca de edad establecida por Swe1 durante las siguientes divisiones, los efectores 
de esta ruta Kin3 y NuA4 reconocen la fosforilación de Swe1 y modifican post-traduccionalmente 
a Nud1 y a Spc72. Así, SPIN permite en metafase que la proteína Bfa1 sea reclutada 
específicamente en el SPBv, donde contribuye a promover la asociación diferencial de Kar9 a este 
SPB para facilitar la segregación del SPB preexistente hacia la célula hija (Lengefeld et al., 2017). 
 

Otro componente esencial para establecer de la herencia asimétrica de los SPBs es 
Spc72, el receptor citoplasmático de γ-TuRC. Spc72 es reclutado asimétricamente en los SPBs, 
acumulándose de forma específica en el SPBv y facilitando así una nucleación preferente de los 
aMTs que emanan desde el SPB viejo (Juanes et al., 2013). De acuerdo con esto, la fusión de 
Spc72 al componente estructural del SPB Cnm67 hace que γ-TuRC se localice simétricamente en 
los dos SPBs y origina una nucleación igual de eficiente de los aMTs que emanan desde ambos 
polos del huso (Juanes et al., 2013). De igual forma, los propios aMTs resultan esenciales en la 
regulación de la herencia asimétrica de los SPBs. De hecho, la desestabilización de los MTs en 
las células puede ocasionar la aleatorización de los SPBs en las células resultantes de la división 
(Pereira et al., 2001; Cepeda-García et al., 2010). Finalmente, en nuestro grupo de investigación 
hemos demostrado recientemente que la actividad quinasa de Cdc5 también es necesaria para el 
establecimiento del patrón de herencia asimétrica de los SPBs. Cdc5 es una quinasa similar a Polo 
que actúa al inicio de anafase fosforilando a Bfa1, provocando la inactivación del complejo inhibidor 
de MEN Bfa1-Bub2 y promoviendo, de este modo, la cascada de señalización que determina la 
salida de mitosis (Hu et al., 2001; Geymonat et al., 2003). Específicamente, los resultados de 
nuestras investigaciones demuestran que Cdc5 actúa como un “temporizador molecular” que 
regula espacial y temporalmente la distribución de Spc72 y Kar9 en los SPBs. Cdc5 facilita la 
interacción de Kar9 con Spc72 y la asociación preferente de ambas proteínas con el SPBv. Esta 
regulación espacio-temporal de la localización y actividad de Kar9 y Spc72 permite una nucleación 
preferente de aMTs desde el SPBv, que es heredado luego por la célula hija (Matellán et al., 2020). 
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1.2.3.2.  Herencia asimétrica de los centrosomas en eucariotas pluricelulares. 
 

En organismos eucariotas pluricelulares, los MTOCs del huso se denominan centrosomas. 
Los centrosomas están formados por dos centriolos que se encuentran rodeados de material 
pericentriolar, y desde ellos se produce la nucleación de los MTs del huso (Yamashita, 2009; 
Pelletier & Yamashita, 2012). Tras su duplicación, ambos centrosomas pueden diferenciarse en 
base a la edad de sus centriolos, ya se requiere más de un ciclo celular para que el centrosoma 
madure completamente. De este modo, el centrosoma viejo tiene dos centriolos distintos: uno que 
se ensambla de novo durante la división celular y otro que ha experimentado varias divisiones 
previas. De igual forma, el centrosoma joven también posee dos centriolos diferentes: uno que 
solo ha experimentado el ciclo de división previo, y otro ensamblado durante ese ciclo celular. La 
principal diferencia entre los distintos centriolos es que los más maduros son capaces de nuclear 
más MTs (Yamashita, 2009; Pelletier & Yamashita, 2012; Wu & Akhmanova, 2017).  

 
Al igual que se describió inicialmente en S. cerevisiae, los centrosomas también pueden 

ser heredados no aleatoriamente en función de su edad durante la división asimétrica de ciertas 
células madre de distintos organismos. Sin embargo, el patrón de herencia de estos MTOCs del 
huso no es necesariamente el mismo en todos los tipos celulares en los que se ha descrito este 
fenómeno (Lerit et al., 2013; Yamashita, 2009; Inaba & Yamashita, 2012; Pelletier & Yamashita, 
2012). La herencia asimétrica de centrosomas en organismos eucariotas pluricelulares se observó 
inicialmente en células madre de la línea germinal (GSC, del inglés Germline Stem Cell) de macho 
en Drosophila, en las que el centrosoma más maduro es heredado por la célula madre en base a 
su mayor capacidad de nucleación de MTs, mientras que el centrosoma nuevo segrega hacia la 
célula hija diferenciada (Yamashita et al., 2007) (Figura I9A). Sin embargo, de forma interesante, 
las GSC de hembra de Drosophila presentan un patrón opuesto de herencia de los MTOCs, de 
forma que la célula madre hereda el centrosoma nuevo (Salzmann et al., 2014). Los neuroblastos 
o células madres neurales de las larvas de Drosophila son otro ejemplo de células con distribución 
asimétrica de los centrosomas. En este caso, el neuroblasto, hereda el centrosoma nuevo. Esto 
es debido a que, en interfase, el centriolo sintetizado de novo incorpora más Centrobina (CNB), 
que al activarse proporciona una mayor capacidad de nucleación de MTs desde el centrosoma 
nuevo, permitiendo así su anclaje la zona apical del neuroblasto. Por el contrario, el centrosoma 
viejo se inactiva al iniciar un nuevo ciclo celular, permitiendo su migración hacia las células que se 
diferenciarán posteriormente en células neuronales (Conduit & Raff, 2010; Rebollo et al., 2007, 
2009; Januschke et al., 2011, 2013) (Figura I9B). Asimismo, también se ha descrito la herencia 
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asimétrica de los centrosomas en células madre neurales de ratón, en las que el centrosoma viejo 
es retenido en el polo más cercano de la membrana basal, de forma que es heredado por la célula 
madre (Wang et al., 2009) (Figura I9C). Por último, de forma interesante, también se ha descrito 
un fenómeno similar de distribución asimétrica de los centrosomas en células de neuroblastomas 
de humano. En este caso, el centrosoma nuevo es heredado por la célula hija, que muestra una 
distribución a lo largo de su membrana celular de la proteína NuMA, implicada junto a la dineína 
en el posicionamiento correcto del huso mitótico (Izumi & Kaneko, 2012; Kiyomitsu & Cheeseman, 
2012). 

 

 
 

Figura I9. Herencia de los centrosomas en diferentes tipos celulares animales. 
A. En Drosophila, las GSCs de macho heredan el centrosoma más maduro, el cual tiene mayor capacidad de 
nuclear MTs, al anclarse en la célula madre. El centrosoma nuevo es heredado por la célula hija diferenciada. 
B. En Drosophila, los neuroblastos o células madre neuronales heredan el centrosoma nuevo tras su división. 
El centrosoma viejo se inactiva al comienzo de cada ciclo celular, perdiendo su capacidad para nuclear MTs, 
mientras que el centrosoma nuevo alcanza mayor capacidad de nucleación de MTs, lo que le permite anclarse 
a la célula madre. C. En ratón, ciertas células madres neuronales heredan el centrosoma viejo, que se localiza 
en el polo más cercano de la membrana basal, mientras que la célula hija diferenciada hereda el centrosoma 
más nuevo. Adaptado de (Pelletier & Yamashita, 2012). 
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1.3. Papel funcional de la distribución asimétrica de los MTOCs del huso. 
 

Aunque la distribución no aleatoria de los MTOCs del huso no es un proceso que ocurre 
durante la división de todas las células madre, los ejemplos previamente descritos demuestran la 
conservación evolutiva de este proceso. Sin embargo, y a pesar de que trabajos previos sugerían 
que la distribución diferencial de los MTOCs podría ser importante para el mantenimiento de las 
células madres, la diferenciación celular y el envejecimiento, hasta hace poco se desconocía la 
relevancia funcional que podría tener este fenómeno. Estudios recientes de nuestro laboratorio, 
en los que he participado durante el desarrollo de mi Tesis Doctoral, nos han permitido demostrar 
que, de hecho, la herencia asimétrica de los SPBs en S. cerevisiae juega un papel fundamental 
durante el establecimiento del tiempo de vida replicativa de las células (Manzano-López et al., 
2019). Específicamente, nuestros resultados demuestran que la distribución diferencial de los 
SPBs es fundamental para garantizar una correcta distribución de las mitocondrias funcionales de 
forma preferente hacia la célula hija, así como para la retención de agregados de proteínas mal 
plegadas en la célula madre (Manzano-López et al., 2019). Por otro lado, la herencia no aleatoria 
de los SPBs es importante también para mantener unos niveles adecuados de expresión de la 
sirtuína Sir2 (Manzano-López et al., 2019). La importancia de estos procesos durante el 
envejecimiento celular determina que una inversión constitutiva de los SPBs reduzca 
significativamente el potencial de vida replicativa de las células de levadura (Manzano-López et 

al., 2019). De acuerdo con esto, se ha descrito que orientación incorrecta de los centrosomas en 
GSCs de machos de Drosophila también conduce a un envejecimiento acelerado de estas células 
(Cheng et al., 2008).  

 
Los errores durante la herencia asimétrica de los centrosomas también podrían estar 

directamente asociados con la patogénesis de enfermedades como el cáncer. Así, en células 
progenitoras de Drosophila que se dividen asimétricamente, se ha descrito que distintas 
mutaciones en proteínas del centrosoma pueden determinar procesos tumorogénicos 
(Castellanos et al., 2008) Por otro lado, mutaciones en la proteína APC, que regula el alineamiento 
correcto del huso mitótico en el epitelio intestinal de ratones, se han relacionado con la aparición 
en humanos de cáncer de colon (Quyn et al., 2010; Thenappan et al., 2009). Asimismo, la correcta 
herencia de los centrosomas es también importante para durante el desarrollo cerebral, ya que 
errores en este proceso se han relacionado con trastornos neurodegenerativos. En humanos, 
mutaciones en Cdk5Rap2, el homólogo de la proteína Spc72 de S. cerevisiae, se han asociado 
con defectos en la función de los centrosomas en progenitores apicales del neuroepitelio de ratón 
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y con microcefalia, una condición en la que el cerebro y el cráneo son anormalmente pequeños 
(Lizarraga et al., 2010; Buchman et al., 2010). Estos problemas durante el desarrollo cerebral 
también se han vinculado con fallos en el posicionamiento del huso mitótico durante la división 
asimétrica de células progenitoras neurales (Lizarraga et al., 2010; Lancaster & Knoblich, 2012; 
Barbelanne & Tsang, 2014).  
 

En conjunto, todos estos hallazgos confirman la importancia de la orientación del huso y 
de un correcto establecimiento del patrón de herencia asimétrica de los MTOCs del huso durante 
las divisiones celulares. Entender los mecanismos que regulan estos procesos, nos permitirá un 
mayor conocimiento sobre el envejecimiento celular, así como sobre la patogénesis de distintos 
síndromes neurodegenerativos o del cáncer.  
 
 

1.4. MTOCs como plataformas de localización.  
 

La localización de diferentes proteínas en los MTOCs del huso es fundamental para el 
buen funcionamiento de las células. Así, en diferentes organismos, desde levaduras hasta 
humanos, la ubicación de reguladores claves del ciclo celular en estas estructuras es necesaria 
para la correcta división celular. En el caso de S. cerevisiae, por ejemplo, la localización de 
distintos componentes de la ruta MEN en los SPBs es esencial para un adecuado control de la 
salida de mitosis, como se ha comentado anteriormente (Barral & Liakopoulos, 2009). Algunas 
proteínas que participan en esta cascada de señalización, como el complejo Bfa1-Bub2 o Tem1, 
se localizan de forma asimétrica en el SPB que es heredado por la célula hija (dSPB, del inglés 
daughter SPB) durante anafase. La asociación de Bfa1 y Bub2 en el dSPB es interdependiente e 
independiente de Tem1, y resulta esencial para la regulación de su actividad (Valerio-Santiago & 
Monje-Casas, 2011; Caydasi & Pereira, 2009; Monje-Casas & Amon, 2009). Por otro lado, la 
localización de Tem1 en el dSPB requiere su interacción con el complejo Bfa1/Bub2 (Pereira et 

al., 2000; Bardin et al., 2000). En nuestro laboratorio, hemos demostrado que la carga de Tem1 
en los SPBs es esencial para que las células sean capaces de activar la ruta MEN y finalizar la 
mitosis, demostrando así la importancia de la señalización desde estas estructuras para el control 
del ciclo celular (Valerio-Santiago & Monje-Casas, 2011; Caydasi & Pereira, 2009; Monje-Casas 
& Amon, 2009). Asimismo, en S. cerevisiae el principal efector del checkpoint de posicionamiento 
del huso mitótico, Kin4, es una quinasa que regula tanto la actividad como la localización del 
complejo Bfa1-Bub2 en los SPBs. En un ciclo normal, Kin4 se localiza de forma transitoria en 
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anafase en el SPB que es retenido en la célula madre (mSPB, del inglés mother SPB) a través de 
su unión al componente de la placa externa Spc72, mientras que su carga en el dSPB es inhibida 
por la proteína Lte1 (D’Aquino et al., 2005; Pereira & Schiebel, 2005; Maekawa et al., 2007; 
Bertazzi et al., 2011; Falk et al., 2011). Sin embargo, cuando el huso mitótico no está 
correctamente posicionado y ambos polos del huso se encuentran en la célula madre, Kin4 se 
asocia a los dos SPBs y fosforila a Bfa1, activando así al complejo Bfa1-Bub2 e impidiendo que 
se inicie la ruta MEN, lo que evita que el ciclo celular progrese hasta que el huso se encuentre 
correctamente posicionado (Hu et al., 2001; D’Aquino et al., 2005; Pereira & Schiebel, 2005; 
Maekawa et al., 2007; Caydasi & Pereira, 2009). Por último, la localización de efectores de la ruta 
MEN en los SPBs de S. cerevisiae es necesaria para que la citocinesis se lleve a cabo 
correctamente (Tamborrini et al., 2018). De forma similar, la asociación de componentes de la ruta 
SIN a los SPBs de S. pombe es también fundamental durante este proceso (Sohrmann et al., 1998; 
Grallert et al., 2004; Magidson et al., 2006). En conjunto, todos estos ejemplos revelan la 
importancia de la asociación de proteínas esenciales a los MTOCs del huso para una correcta 
regulación de las etapas finales del ciclo celular. 

 
Además de la salida de mitosis, otros muchos eventos clave durante el ciclo celular son 

también regulados por señales que se originan en los MTOCs del huso, incluyendo la propia 
duplicación de estas estructuras o el control exacto de su número en la célula.  Así, en S. 

cerevisiae, las proteínas Cdk1, Cdc5 y Cdc14 actúan de forma coordinada en los SPBs para 
asegurar que estas estructuras solo se dupliquen una vez en cada ciclo celular (Elserafy et al., 
2014). Por otra parte, como se ha mencionado anteriormente, Swe1 se asocia al SPB preexistente 
para fosforilar en Nud1, lo que se interpreta como una marca de edad que determina la herencia 
de los SPBs (Lengefeld et al., 2017). De igual forma, se ha descrito que Ipl1, el único miembro de 
la familia de la Aurora quinasa en S. cerevisiae, se asocia a los SPBs para mantenerlos unidos 
durante la meiosis I, siendo posteriormente inhibida por Cdc5 para promover la separación de los 
SPBs (Shirk et al., 2011).  

 
En organismos eucariotas pluricelulares como Drosophila melanogaster, C. elegans, 

ratones o humanos, también se ha demostrado que muchas proteínas esenciales para la 
regulación del ciclo celular se asocian a los centrosomas. Este es el caso de las ciclinas, que se 
localizan en los centrosomas en diversos tipos celulares, lo que permite una regulación espacial 
de la actividad CDK a lo largo de la mitosis (Matsumoto & Maller, 2004; Krämer et al., 2004; 
Pascreau et al., 2010). Por otro lado, distintas proteínas de la familia Polo quinasa (cuyo homólogo 
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en S. cerevisiae es Cdc5) se localizan en los centrosomas de eucariotas pluricelulares durante 
determinadas fases del ciclo. Así, Plk1 y Plk4 son dos proteínas de esta familia que se localizan 
en los centrosomas de células de mamíferos (Golsteyn et al., 1995; Holland et al., 2012). La 
localización de Plk1 en los centrosomas desde la fase G2 hasta profase regula la maduración, la 
separación y el número de centrosomas, así como su capacidad para nuclear MTs y el 
posicionamiento del huso (Bruinsma et al., 2012; Schmucker & Sumara, 2014; Rapley et al., 2005; 
Kiyomitsu & Cheeseman, 2012). La activación inicial de Plk1 en los centrosomas la lleva a cabo la 
proteína Aurora A (Macůrek et al., 2008). Una vez activa, Plk1 promueve la separación de los 
centrosomas tras desencadenarse la ruta Hippo (Mardin et al., 2011). Por otro lado, Plk4 se 
localiza en los centrosomas para regular, mediante la incorporación de factores importantes, la 
duplicación de los centriolos, el número de estos, la nucleación de MTs y el ensamblaje del huso 
(Kratz et al., 2015; Ohta et al., 2014; Coelho et al., 2013; Bury et al., 2017). Además, Plk4 puede 
auto-organizarse en agregados a los que se asocian otros componentes del centrosoma y la α/β/γ-
tubulina, lo que permite la formación de nuevos centriolos funcionales que nuclean MTs en células 
que carecen de estas estructuras (Montenegro Gouveia et al., 2019). 
 

Junto a quinasas clave para la regulación del ciclo, en los MTOCs del huso también se 
localizan fosfatasas con un papel fundamental en este proceso. En la levadura de gemación, la 
fosfatasa PP1 se asocia a los centrosomas a medida que se forma la pro-espora durante la 
meiosis, y su desaparición de estas estructuras es necesaria para la extensión de la membrana 
de la pro-espora durante la esporulación (Nakamura et al., 2017). En humanos, por otro lado, la 
fosfatasa PP1 se localiza en los centrosomas para regular el tamaño del centrosoma, la capacidad 
de nucleación de los MTs y el ensamblaje del huso mitótico. Además, en colaboración con Plk1 y 
la ruta Hippo, PP1 también regula a la quinasa Nek2 para promover la separación de centrosomas 
(Nasa et al., 2017; Meraldi & Nigg, 2001; Mardin et al., 2011). En Drosophila, se ha sugerido que 
la asociación de la fosfatasa PP2A a los centrosomas es necesaria para la duplicación de estas 
estructuras (Dobbelaere et al., 2008; Brownlee et al., 2011). Por su parte, la fosfatasa PP2A de C. 

elegans, que presenta también una localización centrosomal, defosforila un factor esencial para 
formación de los centriolos, actúa conjuntamente con la lámina nuclear para separar los 
centrosomas en la entrada a mitosis y promueve el desensamblaje del material pericentriolar 
cuando las células acaban la mitosis, disminuyendo de esta forma su capacidad de nuclear MTs 
(Song et al., 2011; Kitagawa et al., 2011; Boudreau et al., 2019; Enos et al., 2018). Por último, 
también se localizan en los MTOCs del huso las fosfatasas pertenecientes a la familia Cdc14 en 
S. cerevisiae, C. elegans, Danio renio, Xenopus, pollo, ratón y humanos. En los MTOCs, estas 
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fosfatasas participan en el mantenimiento de número correcto de centrosomas, regulando su 
capacidad de nucleación de MTs o citocinesis (Kaiser et al., 2002; Saito et al., 2004; Mocciaro et 

al., 2010; Mailand et al., 2002; Clément et al., 2012; Schindler & Schultz, 2009; Krasinska et al., 
2007). De hecho, en humanos, versiones mutantes de Cdc14 que no localizan en los centrosomas 
dan lugar a problemas durante la citocinesis, de forma similar a lo que ocurre con los mutantes de 
centrolina (el homólogo de Nud1 en S. cerevisiae). El hecho que Nud1 sea el componente 
estructural de los SPBs al que se unen los componentes de la ruta MEN, pone de manifiesto que 
los diferentes organismos han desarrollado estrategias muy parecidas para regular procesos 
esenciales a través de su asociación a los MTOCs del huso (Krasinska et al., 2007; Gromley et 

al., 2003; Rincón & Monje-Casas, 2020). 
 

Además de proteínas importantes para la regulación del ciclo celular, a los MTOCs del 
huso también se localizan otros factores implicados en la regulación de múltiples procesos 
celulares de enorme importancia. Así, de manera interesante, cada vez se encuentran más 
ejemplos de proteínas que se localizan en los MTOCs del huso y que juegan papeles importantes 
en las rutas metabólicas centrales de la célula. Esto ha llevado a sugerir que las proteínas 
asociadas a los MTOCs podrían tener un papel clave en la conexión de reguladores del ciclo 
celular con las vías de detección de nutrientes (Cuyàs et al., 2014; Rincón & Monje-Casas, 2020). 
De este modo, se ha observado la localización de distintos componentes de la vía de la rapamicina 
(TOR o mTOR en mamíferos) en los MTOCs del huso en diferentes organismos. TOR es una ruta 
central, conservada evolutivamente desde levaduras a mamíferos, que regula el crecimiento de la 
célula en respuesta a la disponibilidad de nutrientes. En S. pombe, la vía TOR controla la transición 
G2-M mediante la asociación de la Polo quinasa Plo1 a los SPBs (Petersen & Nurse, 2007). 
Además, en S. cerevisiae, la incapacidad de que TORC1, un elemento clave en la ruta TOR, active 
a la fosfatasa PP2A afecta notablemente al transporte nucleo-citoplasma, la localización de Cdc5 
en los SPBs, y a la estabilidad del ARNm CLB2 (Nakashima et al., 2008; Messier et al., 2013). De 
forma similar, Mio, un componente de la vía TOR conservado desde levaduras a mamíferos, es 
requerida en células humanas para la formación del huso y la correcta segregación de los 
cromosomas, ya que esta proteína regula la cantidad activa de Plk1 y Aurora A en los centrosomas 
y el huso (Platani et al., 2015). Además de TOR, también se han descrito compontes de otras vías 
metabólicas que se asocian a los MTOCs del huso en diferentes organismos. De forma 
interesante, en S. cerevisiae, el DDC y la vía de la proteína quinasa dependiente de AMP cíclico 
(PKA), que responde a la disponibilidad de fuentes de carbono, convergen en distintos sustratos 
para regular la progresión mitótica (Searle et al., 2004), lo que sugiere que los checkpoints 
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mitóticos podrían también estar conectados con las señales nutricionales mediante la localización 
de proteínas a los MTOCs del huso (Rincón & Monje-Casas, 2020). De igual modo, componentes 
de la vía PKA también se asocian a los centrosomas en células humanas HeLa durante etapas 
tempranas de la mitosis (Vandame et al., 2014). Por otro lado, cuando ocurren fallos durante la 
lipólisis, Swe1, que se localiza en los SPBs de S. cerevisiae, se activa y fosforila a Cdc28 en la 
transición G1-S, lo que causa una parada en la progresión del ciclo celular (Chauhan et al., 2015). 
Finalmente, en células tumorales, la enzima metabólica asparagina sintetasa humana (ASNS), 
sobreexpresada en muchos tipos tumorales, se localiza junto al marcador centrosomal Aurora A 
antes de que se produzca la entrada en mitosis, lo que sugiere que su asociación a los 
centrosomas podría tener una función en el ensamblaje del huso o bien facilitar una fuente 
localizada de asparagina en estas estructuras (Noree et al., 2018) 
 

En conjunto, las observaciones previas demuestran que los MTOCs del huso actúan como 
plataformas reguladoras esenciales, conservadas evolutivamente, desde las que se coordinan 
procesos celulares clave. 

 
 

1.4.1.  Asociación de ácidos nucleicos a los MTOCs. 
 

Durante el ciclo celular se produce la auto-duplicación de cuatro cuatro orgánulos 
celulares: el núcleo, la mitocondria, los plastos y los MTOCs. De forma interesante, los tres 
primeros tienen su propio material genético, constituido por ADN, lo que sugiere que es muy 
probable que los MTOCs del huso también cuenten con material genético asociado (Alliegro, 2008; 
Chichinadze et al., 2013). En el caso de los MTOCs del huso, sin embargo, distintas evidencias 
sugieren que las moléculas de ácidos nucleicos que se asocian a estas estructuras serían de ARN 
(Chichinadze et al., 2013; Marshall & Rosenbaum, 2000). De acuerdo con esto, se ha descrito que 
el ARNm de la ciclina B1 se localiza tanto en el huso mitótico como en los centrosomas durante el 
desarrollo del embrión de Xenopus (Groisman et al., 2000). Por otro lado, se ha observado que, 
en embriones de Ilyanassa obsoleta, alrededor del 4% de todo el ARN se localiza específicamente 
en los centrosomas durante su desarrollo. De forma interesante, además, la asociación de estos 
ARNs a los centrosomas se da de forma asimétrica, lo que posiblemente permite su distribución y 
expresión diferencial en las células resultantes de la división (Lambert & Nagy, 2002; Kingsley et 

al., 2007). De igual manera, estudios en otros organismos, como D. melanogaster, han confirmado 
la existencia de ARNs necesarios para el correcto desarrollo embrionario, como el ARN cen, que 
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se asocian de forma específica a los centrosomas (Lécuyer et al., 2007). Estos ARNms, al igual 
que en el caso de I. obsoleta, también forman parte de la población celular de ARNms. Sin 
embargo, en Spisula solidissima se ha descrito la existencia de una población de ARNs que 
exclusivamente se encuentran asociados a los centrosomas, y que han sido consecuentemente 
denominados ARNs centrosomales (ARNcns). Estos ARNcns presentan dominios funcionales 
conservados en la evolución en diferentes especies (Alliegro et al., 2006; Alliegro et al., 2008; 
Kingsley et al., 2007; Rabinowitz & Lambert, 2010). Finalmente, también se ha descrito que, en 
embriones de D. renio, el ARNm de la pericentrina (homólogo de Spc110 en S. cerevisiae) se 
localiza en el centrosoma durante la mitosis (Sepulveda et al., 2018). 
 

En base a la naturaleza de las moléculas identificadas, se ha propuesto que los ARNs 
asociados a los MTOCs del huso podrían tener distintas funciones. Así, en primer lugar, se ha 
sugerido que estos ARNs podrían actuar como andamiaje de factores esenciales para la 
nucleación de MTs. A pesar de que los resultados obtenidos en estudios con MTOCs de Spisula, 
MTOCs de células ováricas de hámster chino y centrosomas de linfocitos humanos indican que 
estos ARNs no son necesarios para la nucleación de MTs; otros ensayos con centrosomas de 
células de Xenopus, células Ptk2 de canguro rata o en los cuerpos basales de Chlamydomonas o 
Tetrahymena demuestran que la ausencia de estos ARNs reduce la capacidad de nucleación de 
MTs (Marshall & Rosenbaum, 2000; Alliegro, 2011; Kuriyama, 1984; Pederson, 2006; Blower et 

al., 2005; Heidemann et al., 1977; Pepper & Brinkley, 1980). De igual forma, se ha descrito que el 
ARN del gen que codifica la proteína Cen de Drosophila, que es necesaria para el correcto 
desarrollo embrionario, se traduce cerca de los centrosomas y que, cuando se impide esta 
localización del ARNm cen, la proteína tampoco se ubica en los centrosomas y se interrumpe la 
polimerización de los MTs, lo que determina tasas elevadas de errores mitóticos (Bergalet et al., 
2020; Ryder et al., 2020). En conjunto, los estudios anteriores sugieren que los ARNs asociados 
a los MTOCs del huso podrían tener una función estructural y/o ser necesarios para la nucleación 
de MTs en diferentes organismos. 
 

Como se ha comentado con anterioridad, una de las primeras demostraciones de la 
localización de un ARNm en los centrosomas fue el de la ciclina B1 en embriones de Xenopus 
(Groisman et al., 2000). Las ciclinas son subunidades reguladoras de las quinasas que regulan la 
progresión del ciclo celular (Morgan, 1997). Además, la purificación de MTs de células de 
diferentes organismos ha permitido demostrar que un gran número de ARNms co-purifican con 
estas estructuras, muchos de ellos relacionados con eventos relacionados con el ciclo celular 
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(Blower et al., 2007; Blower, 2013). Estos datos sugieren que los ARNs asociados a los MTOCs 
podrían tener también una función relacionada con el control de la progresión del ciclo. 
 

De forma interesante, junto a los MTs también pueden co-purificarse ribosomas (Goldman 
& Rebhun, 1969). Además, algunas proteínas ribosomales se asocian a los centrosomas y al huso 
mitótico (Blower et al., 2007; Sepulveda et al., 2018; Chouaib et al., 2020; Pascual et al., 2020; 
Kwon et al., 2021), lo que sugiere que en los centrosomas podrían producirse fenómenos de 
traducción local de ARNm (Zein-Sabatto & Lerit, 2021). Aunque algunos ARNms, como el ARNm 
de la ciclina B1, parecen localizarse en los centrosomas de forma independiente a la traducción, 
y a pesar de que se ha descrito que la localización de proteínas ribosomales a los centrosomas 
también es independiente de este proceso (Blower et al., 2007), se han identificado recientemente 
transcritos asociados a centrosomas cuya localización depende de la presencia de ribosomas 
intactos en estas estructuras. Entre estos ARNs destacan los ARNm PCNT (el homólogo en H. 

sapiens de Spc110), ASPM, BICD2, CEP350, HMMR, NIN, NUMA1 y CCDC88C de células de 
mamíferos (Sepulveda et al., 2018; Chouaib et al., 2020; Safieddine et al., 2021) y los ARNs cen, 

asp (ASPM), Girdin, mud (NuMA) y BicD en Drosophila (Bergalet et al., 2020; Safieddine et al., 
2021). Además, se han aislado péptidos nacientes a partir de polisomas activos que traducen los 
ARNm de ASPM y NUMA1 mientras que se dirigen hacia los centrosomas (Safieddine et al., 2021). 
Finalmente, se ha descrito que la proteína motora de MTs dineína está implicada en el mecanismo 
de transporte de algunos de estos ARNm, como PCNT (Sepulveda et al., 2018). 
 

Si bien estos estudios previos sugieren que la localización específica de ARNs en los 
MTOCs del huso es de gran importancia para las células, aún quedan muchas preguntas abiertas 
en relación, tanto a los mecanismos a través de los que estas moléculas se asocian a los SPBs y 
los centrosomas, como a la naturaleza y función de los ARNs que se localizan en estas estructuras. 
Para encontrar una respuesta a estas preguntas, en el marco de esta Tesis Doctoral nos 
planteamos la identificación de moléculas de ARNs que se asocien a los SPBs en S. cerevisiae. 
Los resultados de estas investigaciones ayudarán a entender mejor la posible función de la 
localización de los ARNs en los MTOCs del huso y podrán servir de punto de partida para elucidar 
nuevos mecanismos de regulación de procesos tan importantes como el desarrollo o el 
envejecimiento celular. 
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El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es confirmar la posible existencia de una 
población de ARNs que se asocie de forma selectiva a los SPBs en Saccharomyces cerevisiae. 
Con este fin, se han planteado, de forma más concreta, los siguientes objetivos específicos: 

I. Diseñar un método para la purificación de SPBs de S. cerevisiae que preserve las 
asociaciones de moléculas que no forman parte integral de estas estructuras. 

II. Demostrar la existencia de una población de ARNs que se asocian específicamente con los 
SPBs. 

III. Identificar los ARNs asociados a SPBs, así como las principales rutas moleculares y funciones 
celulares en las que participan. 

 
 



  

 



 

 35 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.  RESULTADOS 
 



 

 36 



RESULTADOS 

 
 37 

3.1. Aislamiento de los SPBs mediante gradientes de sacarosa. 
 
 

Durante la división celular por mitosis, tiene lugar la auto-duplicación de cuatro orgánulos 
celulares: el núcleo, la mitocondria, los plastos y los MTOCs. Distintos estudios realizados en los 
últimos años sugieren que, al igual que ocurre con el resto de estos orgánulos, es muy probable 
que los MTOCs del huso mitótico cuenten también con material genético propio, si bien la 
asociación específica de ácidos nucleicos a estas estructuras sigue siendo discutida (Alliegro, 
2008., Chichinadze et al., 2013). En cualquier caso, las evidencias actuales apuntan a que, a 
diferencia de lo que ocurre con el núcleo, la mitocondria y los plastos, las moléculas de ácidos 
nucleicos que se asocian a los MTOCs serían de ARN, y no ADN (Chichinadze et al., 2013, 
Marshall & Rosenbaum, 2000). Las investigaciones desarrolladas en el marco de esta Tesis 
Doctoral tienen como principal objetivo la realización del primer análisis sistemático global para la 
identificación de ARNs asociados a MTOCs en la levadura S. cerevisiae. El aislamiento y 
caracterización de estos transcritos permitirá descubrir nuevos mecanismos de regulación de 
procesos fundamentales como la división celular, la diferenciación o el envejecimiento.   
 

Con el fin de confirmar la existencia de una población de ARNs asociados a los MTOCs 
(SPBs, en S. cerevisiae), así como la naturaleza de estos transcritos y las principales rutas 
moleculares y funciones celulares en las que participan, el primer objetivo experimental específico 
planteado durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral fue la purificación de los SPBs manteniendo 
las asociaciones de todas las moléculas unidas a estas estructuras. Los SPBs son complejos 
proteicos formados por 18 componentes estructurales diferentes, que también pueden encontrarse 
en fase soluble en el citoplasma sin integrarse en estas estructuras. Con el objetivo de aislar SPBs 
intactos, evitando la presencia de sus componentes en fase soluble, nos basamos en un método 
descrito previamente por Fong et al. (Fong et al., 2016), que incluye un paso de separación de los 
SPBs y sus componentes individuales, en función de su diferencia de densidad, mediante la 
migración en un gradiente de sacarosa. Para comprobar la eficiencia de esta separación, y con el 
fin de examinar en qué fracciones del gradiente se localizaban tanto los SPBs completos intactos, 
como sus componentes individuales en fase soluble y otras proteínas presentes en el extracto total 
que nos sirviesen de control del proceso, se generó una estirpe que portaba diferentes marcadores 
moleculares. Específicamente, tras comprobar previamente el impacto del marcaje de distintos 
componentes del SPB en la viabilidad de las células, combinamos el etiquetado con la proteína 
fluorescente verde (GFP) de un componente estructural de la placa interna, Spc110, con el 
marcaje con trece copias del epítopo Myc (13Myc) de un componente estructural de la placa 
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central de los SPBs, Spc42. Esta doble etiqueta se utilizó para detectar las fracciones donde se 
encontraban los SPBs y sus componentes individuales. Adicionalmente, la estirpe generada 
expresaba la proteína Bfa1 marcada con el epítopo mCherry, como un control de una proteína que 
se asocia a los SPBs pero que no es un componente estructural de los mismos. Finalmente, las 
células también expresaban una versión marcada con tres copias del epítopo HA (3HA) de la 
nucleoporina Nup159, una proteína que forma parte de los poros nucleares, con el fin de detectar 
en qué fracciones se localizaban estos macro-complejos que, junto con los SPBs, también se 
encuentran insertos en la membrana nuclear. 

 
Una vez construida la estirpe anterior, comprobamos, en primer lugar, que éramos 

capaces de reproducir la movilidad de los componentes de los SPBs en gradientes de sacarosa 
observada en estudios previos (Fong et al., 2016). Para ello, tras la separación de los componentes 
de un extracto de proteína total de la estirpe que expresaba SPC110-GFP SPC42-13MYC 

NUP159-3HA BFA1-mCherry en un gradiente del 10 al 85% de sacarosa, comprobamos por 
análisis Western Blot (Western) la presencia de cada una de estas proteínas en las distintas 
fracciones de nuestro gradiente (Figura R1A, R1B). Adicionalmente, aprovechando la 
disponibilidad de anticuerpos específicos contra Ras2 y Pgk1 en el laboratorio, también 
comprobamos la distribución de estas proteínas en el gradiente para disponer de más controles 
del proceso. En concreto, Ras2 es una proteína que se localiza en la membrana plasmática y en 
las membranas del retículo endoplasmático (RE) y las mitocondrias, mientras que Pgk1 es una 
proteína que se localiza principalmente en el citoplasma, pero también en las mitocondrias y en la 
membrana plasmática. El análisis de la distribución de Spc110-GFP y Spc42-13Myc tras la 
migración del extracto total de proteínas en el gradiente de sacarosa mostraba dos grupos de 
fracciones enriquecidas en ambos componentes de los SPBs: las fracciones intermedias 3, 4, 5 y 
6, que, de acuerdo a lo anteriormente descrito (Fong et al., 2016), deberían contener componentes 
individuales del SPB que se encuentran en su fase soluble en el citoplasma; y las fracciones 10, 
11 y 12, en las que estos componentes se encontrarían formando parte de la estructura del SPB 
(Figura R1B, R1C). En nuestros gradientes, la proteína Pgk1 se enriquecía en las fracciones 
iniciales e intermedias, de acuerdo a lo esperable en base a su distribución celular (Figura R1B, 
R1D). Por otro lado, y aunque la movilidad de la nucleoporina Nup159 libre mostraba un 
enriquecimiento en las fracciones intermedias, esta proteína también se observaba en las 
fracciones finales del gradiente (Figura R1B, R1D). De igual modo, en estos análisis iniciales, la 
proteína Ras2 también se aislaba en estas fracciones finales (Figura R1B, R1D).  
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Figura R1. Localización de los SPBs y sus componentes en fase soluble en un gradiente de sacarosa.  
A. Diseño experimental para la purificación de SPBs intactos en fase soluble mediante centrifugación por velocidad 
de sedimentación en un gradiente discontinuo de sacarosa del 10 al 85%, tras la obtención de un extracto de proteína 
total por rotura mecánica y su posterior solubilización.  
B. Análisis Western de las fracciones recogidas tras la centrifugación en gradiente de sacarosa (10 a 85%) de un 
extracto de proteínas de una estirpe que expresa SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA y BFA1-mCherry 
(F4552). Se adquirieron un total de 12 fracciones, tomadas desde la superficie del gradiente (fracción 1) hasta la base 
(fracción 12). La figura muestra los niveles de proteína de Spc42-13MYC, Spc110-GFP, Bfa1-mCherry, Nup159-3HA, 
Ras2 y Pgk1 en cada una de las fracciones. Como control, en el primer pocillo se cargó el extracto total. El experimento 
se repitió al menos tres veces (n>3), obteniendo resultados similares, y se muestra un ejemplo representativo. 
C. Cuantificación de los niveles de proteína en cada fracción de los componentes marcados del SPB (Spc42-13MYC 
y Spc110-GFP) usando el programa Image Lab.  
D. Cuantificación de los niveles en cada fracción de todas las proteínas analizadas (Bfa1-mCherry, Nup159-3HA, 
Ras2, Pgk1, Spc42-13MYC y Spc110-GFP) usando el programa Image Lab. 
 

Si bien los resultados anteriores confirmaban el éxito de la separación de los SPBs 
completos y sus componentes individuales en el gradiente de sacarosa, la presencia de otros 
componentes celulares, como los poros nucleares, en las mismas fracciones en las que 
aislábamos los SPBs intactos, indicaba la necesidad de introducir en el protocolo un paso adicional 
de purificación de estas estructuras. De este modo, decidimos realizar a continuación un 
aislamiento selectivo de SPBs completos mediante la inmunoprecipitación de estas estructuras a 
partir de las fracciones del gradiente en las que se localizaban. En concreto, realizamos la 
inmunoprecipitación del componente estructural del SPB etiquetado con el epítopo GFP usando 
bolas GFP-TRAP de agarosa, que permiten una purificación tan eficiente como el que se consigue 
con el epítopo TAP (utilizado en Fong et al. (Fong et al., 2016) para inmunoprecipitar SPBs), pero 
de una forma mucho más sencilla y menos agresiva para la integridad de complejos proteicos. El 
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doble marcaje de proteínas del SPB en nuestros extractos nos permitió, además de 
inmunoprecipitar específicamente Spc110-GFP en las distintas fracciones de interés del gradiente, 
comprobar si Spc42-13MYC era aislada junto a esta proteína. El análisis de los resultados de la 
inmunoprecipitación de Spc110-GFP a partir de las fracciones finales del gradiente de sacarosa, 
indicaba que, de acuerdo con que esta proteína estuviese formando parte del SPB completo, se 
producía la co-inmunoprecipitación (co-IP) de Spc42-13Myc. Por el contrario, como se pretendía, 
Nup159 no era purificada junto a Spc110-GFP en estas fracciones (Figura R2A, R2B), lo que 
demostraba, no sólo que la inmunoprecipitación permitía aislar de forma selectiva los MTOCs del 
huso, sino que además no se producía la contaminación con otras estructuras de la membrana 
nuclear, como los poros nucleares. Sin embargo, a pesar de este resultado, entre las proteínas 
co-inmunoprecipitadas junto a Spc110-GFP, no detectábamos la presencia de Bfa1-mCherry 
(Figura R2B), lo que sugería que las uniones de los SPBs con proteínas asociadas no estaban 
siendo conservadas. Finalmente, por otro lado, el estudio de los resultados de la 
inmunoprecipitación de Spc110-GFP a partir de las fracciones intermedias del gradiente indicaba 
que ninguna de las proteínas marcadas analizadas fueron co-inmunoprecipitadas junto a Spc110-
GFP (Figura R2A, R2B), lo que verifica que en estas fracciones los componentes del SPB se 
encuentran en fase soluble. En conjunto, estos resultados indican que, mediante el protocolo 
anteriormente descrito, es posible el aislamiento de SPBs completos sin contaminación con otras 
estructuras celulares, ni presencia de las formas solubles de componentes individuales de estas 
estructuras. No obstante, debido a que dicha metodología no permite conservar la asociación de 
otras proteínas que se asocian a los SPBs, pero no son componentes estructurales de los mismos, 
y teniendo en cuenta además la naturaleza especialmente inestable del ARN, decidimos 
finalmente abandonar esta estrategia experimental e intentar desarrollar otra que nos permitiese 
mantener las asociaciones de este tipo de moléculas a los SPBs. 
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Figura R2. Aislamiento de SPBs a partir de fracciones de un gradiente de sacarosa enriquecidas en estas 
estructuras. Identificación de las fracciones de un gradiente de sacarosa que contienen SPBs completos y 
aislamiento de estas estructuras mediante ensayos de co-inmunoprecipitación (co-IP). La purificación se llevó a cabo 
a partir de un extracto de proteína total de una estirpe que expresa SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA y 
BFA1-mCherry (F4552). El experimento se repitió tres veces (n=3), obteniendo resultados similares, y se muestra un 
ejemplo representativo. 
A. Análisis Western de la composición en las diferentes fracciones del gradiente de sacarosa. Las imágenes muestran 
los niveles de Spc42-13MYC, Spc110-GFP, Bfa1-mCherry, Nup159-3HA, Ras2 y Pgk1 en las 12 fracciones del 
gradiente. Adicionalmente, en el primer pocillo se cargó el extracto total como control.  
B. Ensayo de co-IP en las fracciones 3, 4 y 5 unificadas, así como en la suma de las fracciones 10, 11 y 12, usando 
bolas GFP-TRAP de agarosa. La imagen muestra los niveles de proteína Spc110-GFP inmunoprecipitada (IP), así 
como la cantidad co-inmunoprecipitada (co-IP) de Spc42-13MYC, Bfa1-mCherry y Nup159-3HA. En cada caso se 
muestra, adicionalmente, el total de proteína presente en los extractos cada una de las muestras analizadas (INPUT).  
 

 

3.2.  Aislamiento de los SPBs mediante inmunoprecipitación. 
 

Como alternativa al aislamiento de los SPBs utilizando un gradiente de sacarosa, 
decidimos llevar a cabo una segunda aproximación experimental basada en el desarrollo y 
optimización de un protocolo para la purificación de los SPBs intactos mediante su 
inmunoprecipitación desde un extracto de proteínas total. Con esta nueva aproximación, al no 
introducirse un paso de separación en gradiente de densidad, era esperable que en la muestra de 
SPBs aislados también se obtuviese conjuntamente la forma soluble del componente marcado de 
estas estructuras utilizado para llevar a cabo la inmunoprecipitación. Sin embargo, al ser un 
protocolo mucho menos agresivo, era más fácil, como contrapartida, que se mantuviese la 
asociación de moléculas cuya interacción con estas estructuras tenga un carácter más débil. 
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Para el desarrollo de esta segunda estrategia, realizamos inicialmente distintas pruebas 
que nos permitieron determinar las condiciones óptimas para el aislamiento de SPBs intactos en 
los ensayos de inmunoprecipitación. Utilizando las condiciones descritas en la sección de 
materiales y métodos (apartado 6.15. y 6.18), el análisis de los resultados obtenidos en ensayos 
de inmunoprecipitación usando tanto bolas µMACs (Figura R3A) como bolas GFP-TRAP de 
agarosa (Figura R3B, R3C), mostraban que, junto a la purificación de Spc42 marcado con GFP 
(Spc42-GFP), también observábamos la co-IP de Spc110 marcado con 3HA (Spc110-3HA). Del 
mismo modo, junto a la purificación de Spc110-GFP, observábamos la co-IP de Spc42-13Myc. 
Estos datos verificaban nuestra capacidad de aislar SPBs, independientemente de si el 
componente de estas estructuras utilizado para la inmunoprecipitación se encuentra localizado en 
la placa interna del SPB (Spc110) o en la placa central (Spc42) de los SPBs (Figura R3B, R3C). 
Junto a estos ensayos, también se realizaron experimentos de co-IP con bolas GFP-TRAP de 
agarosa utilizando extractos de estirpes que, además de las dos proteínas del SPB indicadas 
(Spc110 y Spc42), también expresaban una proteína estructural del poro nuclear etiquetada 
(Nup116 o Nup159), lo que permitía comprobar la posible contaminación con otras estructuras de 
la envoltura nuclear. Los resultados obtenidos en este último ensayo indicaban que al 
inmunoprecipitar Spc110- GFP, no se observaba co-IP ni de Nup116-13MYC (Figura R3B) ni de 
Nup159-3HA (Figura R3C), demostrándose así el aislamiento exclusivo de los SPBs, sin la 
presencia de otras estructuras celulares no deseadas. 
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Figura R3. Purificación de SPBs mediante ensayos de inmunoprecipitación. Aislamiento de SPBs mediante 
inmunoprecipitación con bolas µMACs GFP o GFP-TRAP y a partir de cultivos de 50 ml de células a DO600nm = 1 en 
medio rico (YPAD) a 26ºC. Se evalúa también la eficiencia de la elución de los SPBs de las bolas GFP-TRAP utilizando 
eGFP.  
A. Ensayo de co-IP con las bolas µMACs GFP, usando extractos de células que expresan SPC110-3HA (F4030) o 
SPC42-GFP y SPC110-3HA (F4032). Adicionalmente, se muestra el total de proteína Spc110-3HA y Spc42-GFP 
(INPUT) presente en cada una de las muestras. El experimento se repitió al menos dos veces, obteniendo resultados 
similares (n=2), y se muestra un experimento representativo.  
B., C. Ensayos de co-IP usando las bolas GFP-TRAP de agarosa. El experimento se realizó inmunoprecipitando tanto 
una proteína de la cara interna (Spc110) como una de la parte central (Spc42) del SPB. La proteína Nup116, 
componente del poro nuclear, se utilizó como control. Los experimentos se repitieron al menos dos veces (n=2), 
obteniendo resultados similares, y se muestra un ejemplo representativo de cada co-IP. B. Ensayo de co-IP con 
extractos de células que expresan NUP116-13MYC (F3885), SPC42-GFP SPC110-3HA (F4032) o SPC42-GFP 
Spc110-3HA NUP116-13MYC (F4390). Adicionalmente, se muestran los niveles totales de cada proteína presente en 
los distintos extractos (INPUT). C. Ensayo de co-IP usando extractos de la estirpe silvestre (F496) y de estirpes que 
expresan NUP159-3HA (F3882), SPC110-GFP SPC42-13MYC (F4126) o SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-
3HA (F4392). Adicionalmente, se muestran los niveles totales de cada proteína presente en los extractos (INPUT).  
D. Análisis de la eficiencia en la elución utilizando eGFP de los SPBs unidos a las bolas GFP-TRAP y purificados a 
partir de extractos de células que expresan SPC42-13MYC NUP159-3HA (F4126) o SPC110-GFP SPC42-13MYC 
NUP159-3HA (F4392). Adicionalmente, se muestran los niveles totales de cada proteína presente en los distintos 
extractos (INPUT), así como la cantidad de proteína que permanecía unida a las bolas tras el proceso de elución. El 
experimento se repitió al menos dos veces (n=2), obteniendo resultados similares, y se muestra un ejemplo 
representativo. 
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Una vez verificado el éxito de esta estrategia, nuestro siguiente objetivo experimental fue 

la optimización del proceso de inmunoprecipitación en unas condiciones en las que no se 
perdiesen las posibles moléculas de ARN asociadas a los SPBs. Con este fin, intentamos distintos 
métodos de separación de los SPBs de las bolas utilizadas para su inmunoprecipitación, 
seleccionando finalmente un protocolo de competición con moléculas de GFP libre aisladas 
(eGFP). De este modo, tras la purificación de los SPBs desde extractos totales usando bolas GFP-
TRAP, los SPBs se eluían de las bolas con un exceso de eGFP libre y se comprobaba la eficiencia 
de la separación y aislamiento de los SPBs completos mediante análisis Western. Los resultados 
de estos análisis indicaban la presencia en el eluido de la proteína de los SPBs utilizada para su 
inmunoprecipitación (Spc110-GFP), así como la purificación junto a la misma de Spc42-13MYC 
(Figura R3D), lo que demostraba, a pesar de detectarse un remanente de SPBs todavía unidos a 
las bolas, la elevada eficiencia del uso de eGFP libre como método de elución. Del mismo modo, 
los resultados también confirmaban que no se producía co-IP de Nup159 (Figura R3D) y que, por 
tanto, en unas condiciones que minimizan el riesgo sobre la estabilidad de posibles ARNs 
asociados a los SPBs, el extracto enriquecido en SPBs no presentaba contaminación de otros 
componentes de la envoltura nuclear. 
 

Como último paso en la optimización de nuestro protocolo, se verificó que en las 
condiciones finalmente empleadas se conservaban las asociaciones de proteínas que se unen de 
a los SPBs, pero que no forman parte estructural del mismo. Para ello, realizamos el mismo 
protocolo de aislamiento y elución de SPBs completos, pero con estirpes que, además de formas 
etiquetadas de Spc110, Spc42 y Nup159, expresaban adicionalmente la proteína Spc72 o la 
proteína Bfa1 marcada con el epítopo mCherry. Spc72 es una componente de la placa externa del 
SPB, que se utilizó para confirmar que durante la purificación de los SPBs se conservan las 
proteínas más expuestas de esta estructura. Bfa1, por otro lado, es una proteína que se asocia a 
la cara citoplasmática del SPB sin formar parte de la estructura de estos MTOCs. El análisis de 
los resultados del aislamiento de SPBs a partir de extractos celulares de estas estirpes confirmaba 
que, tras inmunoprecipitar Spc110, en el eluido final se observaba la co-IP tanto de Spc42 como 
de Spc72 (Figura R4A) y Bfa1 (Figura R4B), pero no de la nucleoporina Nup159 (Figura R4A, 
R4B). Estos datos confirman que el protocolo utilizado permite la obtención de extractos 
enriquecidos de SPBs completos, sin alterar su estructura, y en condiciones conservativas que 
mantienen la unión de proteínas asociadas. Con esta metodología, por tanto, las asociaciones de 



RESULTADOS 

 
 45 

otras moléculas que presentan una unión débil o dinámica a los SPBs no deberían verse, de forma 
general, severamente afectadas. 

 

 
 
Figura R4. Purificación de SPBs mediante ensayos de inmunoprecipitación. Aislamiento de SPBs mediante 
inmunoprecipitación con bolas GFP-TRAP de agarosa y a partir de 50 ml de un cultivo de células a DO600nm = 1 en 
medio YPAD a 26ºC.  
A. Ensayo de co-IP usando extractos de células de la estirpe silvestre (F496) y de estirpes que expresan SPC42-
13MYC NUP159-3HA SPC72-mCherry (F4521), SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA (F4392) o SPC110-GFP 
SPC42-13MYC NUP159-3HA SPC72-mCherry (F4471). Adicionalmente, se muestran los niveles totales de proteína 
Spc110-GFP, Spc42-13MYC, Nup159-3HA y Spc72-mCherry (INPUT) en cada una de las muestras analizadas. El 
experimento se repitió al menos dos veces (n=2), obteniendo resultados similares, y se muestra un ejemplo 
representativo.  
B. Ensayo de co-IP usando extractos de células que expresan SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550) 
o SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4552). Adicionalmente, se muestran los niveles 
totales de proteína Spc110-GFP, Spc42-13MYC, Nup159-3HA y Bfa1-mCherry (INPUT) en cada una de las muestras 
analizadas. El experimento se repitió al menos tres veces (n=3), obteniendo resultados similares, y se muestra un 
experimento representativo. 
 
 

3.3.  Obtención de SPBs aislados a gran escala. 
 

Una vez establecida la metodología final a utilizar, el último paso realizado en la 
optimización del protocolo de purificación de estas estructuras fue su escalado, con el fin de 
obtener una cantidad suficiente de SPBs aislados que nos permitiera detectar los posibles 
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transcritos asociados. Puesto que el protocolo era igual de eficiente con las distintas bolas 
utilizadas, decidimos realizar la inmunoprecipitación de los SPBs utilizando bolas de sefarosa 
conjugadas con un anticuerpo anti-GFP, que facilitan el empleo de grandes volúmenes de 
muestra. Como esperábamos, los resultados obtenidos tras llevar a cabo el aislamiento de los 
SPBs utilizando bolas de sefarosa conjugadas, demostraban que, también en este caso, al 
inmunoprecipitar Spc110-GFP éramos capaces de detectar Spc42-13Myc y Bfa1-mCherry, pero 
no Nup159, en el eluido final (Figura R5A), confirmando así el aislamiento específico de los SPBs 
y sus proteínas asociadas. Adicionalmente, nuestros resultados mostraban que era posible el 
aislamiento de los SPBs conjugando las bolas de sefarosa tanto con el anticuerpo anti-GFP JL8 
como con un anticuerpo anti-GFP de Roche, (Figura R5A). Sin embargo, puesto que la elución era 
menos eficiente con las bolas conjugadas con anti-GFP JL8, que parecían unir más fuertemente 
la proteína marcada con GFP (Figura R5A), para el aislamiento de los SPBs a gran escala se 
usaron finalmente las bolas de sefarosa conjugadas con el anticuerpo anti-GFP Roche. 
 

En segundo lugar, el protocolo de aislamiento de SPBs se siguió optimizando para su uso 
a gran escala mediante el análisis de las condiciones de elución más adecuadas para la 
separación de los SPBs de las bolas sin afectar la estabilidad de los ARNs ni de las proteínas 
asociadas. Tras la realización de distintos ensayos, decidimos emplear un tampón con un bajo 
porcentaje de SDS (denominado de forma genérica, desde ahora, tampón de elución), que 
permitía una separación óptima a gran escala de los SPBs de las bolas de sefarosa conjugadas 
con anti-GFP Roche (Figura R5B). 
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Figura R5. Eficiencia de la elución de los SPBs unidos a las bolas usadas para su aislamiento. Análisis de la 
eficiencia en la separación de los SPBs de las bolas de sefarosa utilizadas durante su aislamiento por 
inmunoprecipitación. Para la elución se empleó una metodología basada bien en la adición de eGFP o tampón de 
elución (SDS 1%).  
A. Eficiencia de la elución con eGFP de los SPBs unidos a bolas de sefarosa conjugadas con el anticuerpo anti-GFP 
JL8 o con el anticuerpo anti-GFP ROCHE, previamente incubadas con extractos de células que expresan SPC42-
13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550) o SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4552). 
Adicionalmente, se muestra la desnaturalización de las bolas tras la elución para comprobar la presencia residual de 
componentes del SPB unidos a estas (Bolas tras elución), así como los niveles de proteína Spc110-GFP, Spc42-
13MYC, Nup159-3HA y Bfa1-mCherry (INPUT) en los extractos de cada una de las muestras analizadas. El 
experimento se repitió al menos dos veces (n=2), obteniendo resultados similares, y se muestra un ejemplo 
representativo.  
B. Eficiencia de la elución con eGFP o usando tampón de elución (SDS 1%), de los SPBs unidos a bolas de sefarosa 
conjugadas con el anticuerpo anti-GFP ROCHE, previamente incubadas con extractos de células que expresan 
SPC42-GFP SPC110-3HA (F4032). Adicionalmente, se muestra la desnaturalización de las bolas tras la elución para 
comprobar la presencia residual de componentes del SPB unidos a estas (Bolas tras elución), así como los niveles 
totales de proteína Spc110-GFP y Spc42-13MYC (INPUT) en los extractos de cada una de las muestras analizadas. 
El experimento se repitió al menos dos veces (n=2), obteniendo resultados similares, y se muestra un ejemplo 
representativo. 
 

En conjunto, los resultados anteriores demuestran la validez de la estrategia experimental 
para el escalado de la purificación de SPBs intactos junto a sus proteínas asociadas hasta obtener 
cantidades suficientes de SPBs que permitan el estudio de la posible asociación de moléculas de 
ARN a estas estructuras.  
 
 

3.4.  Purificación de ARNs asociados a los SPBs. 
 

Tras la obtención de un extracto enriquecido en SPBs a gran escala, sin contaminación 
de otras estructuras insertas en la envoltura nuclear, y en condiciones que facilitaban la 
conservación de la asociación de moléculas que interaccionan físicamente con estas estructuras 
sin ser componentes integrales de las mismas (Figura R6A, R6B), nuestro siguiente objetivo fue 
la comprobación de la existencia en estos extractos de moléculas de ARN que pudiesen asociarse 
específicamente a los SPBs. Con este fin, a partir del extracto enriquecido en SPBs, llevamos a 
cabo un aislamiento de ARN total siguiendo el protocolo detallado más extensamente en la sección 
de materiales y métodos (apartado 6.19.2.). El análisis de los resultados de este aislamiento, 
revelaba una cantidad significativamente mayor de moléculas de ARN en el extracto de SPBs que 
en extractos que no contenían estas estructuras (Figura R6A, R6C). Estos prometedores 
resultados sugerían que, de acuerdo con las evidencias previas en otros organismos, en la 
levadura de gemación S. cerevisiae podría efectivamente existir una población de moléculas de 
ARN que se asocian específicamente a los SPBs. 
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Figura R6. Purificación de moléculas de ARN a partir de un extracto enriquecido en SPBs. 
A. Diseño experimental para la purificación de SPBs intactos, preservando las uniones de proteínas y ARNs asociados 
a estas estructuras. En resumen, se utilizaron 16 tubos con 50 ml de células en fase exponencial en medio YPAD, 
tanto de una estirpe que expresa SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550) como de otra que expresa 
SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4552). Tras su centrifugación, los pellets de células se 
sometieron a rotura mecánica y los extractos celulares resultantes se solubilizaron con Tritón, unificando 
posteriormente todos los extractos correspondientes a la misma estirpe. La cantidad de proteína en los extractos 
solubilizados de cada estirpe se cuantificó para incubar la máxima e idéntica cantidad posible de proteína con bolas 
de sefarosa, previamente equilibradas e incubadas con el anticuerpo anti-GFP ROCHE. Las muestras con las bolas 
se incubaron a 4ºC durante toda la noche en agitación y, a la mañana siguiente, se eluyeron los SPBs con tampón 
SDS 1%. Tras recuperar todo el eluido resultante, se procedió al análisis de la eficiencia en la purificación de los SPBs 
mediante análisis Western y a la extracción del ARN total asociado a los SPBs. 
B. Ensayos Western para el análisis de la eficiencia de la purificación de los SPBs por inmunoprecipitación a partir de 
extractos de células que expresan SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550) o SPC110-GFP SPC42-
13MYC NUP159-3HA m-mCherry (F4552). Adicionalmente, se muestran los niveles totales de proteína Spc110-GFP, 
Spc42-13MYC, Nup159-3HA y Bfa1-mCherry (INPUT) en los extractos de cada una de las muestras analizadas. El 
experimento se repitió al menos tres veces (n=3), obteniendo resultados similares, y se muestra un ejemplo 
representativo.  
C. Análisis de la cantidad de ARN asociado a los SPBs purificado. Se cuantificó el ARN total extraído a partir de una 
muestra enriquecida en SPBs aislados de extractos de células que expresan SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-
3HA BFA1-mCherry (F4552). Control de aislamiento inespecífico de ARN, se cuantificó la cantidad de ARN en la 
muestra obtenida a partir de extractos de células que expresa SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550). 
La gráfica muestra los valores medios de ARN en el eluido respecto al ARN total inicial (INPUT). Las barras de error 
representan la S.E.M. (n=13). Las diferencias son estadísticamente significativas (**, P < 0.01) de acuerdo a una 
prueba T de Student.   
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3.5.  FLUC como control de ARN exógeno no asociado a los SPBs. 
 

Tras confirmar la existencia de una población de ARNs que se purifican de forma conjunta 
con los SPBs, para un estudio posterior más exhaustivo de la especificidad de la unión y la 
identidad y naturaleza de los transcritos aislados era imprescindible el uso de alguna molécula de 
ARN no asociado a los SPBs que pudiera ser empleada como control para el análisis y la 
normalización de los datos. La utilización de este control negativo es crucial, debido a que no se 
conoce en la actualidad ningún ARN que se asocie específicamente a los SPBs de S. cerevisiae 
que pudiéramos utilizar como control positivo. Con este fin, decidimos hacer uso del ARN FLUC 
que codifica la luciferasa de Photinus pyralis. Tras sintetizar in vitro este ARN, y para determinar 
la concentración óptima a la que debíamos incluir el ARN FLUC en los extractos totales de proteína 
(Figura R7A), se realizaron distintos ensayos en los que, una vez realizado el protocolo de 
aislamiento de los SPBs, se comprobaba mediante PCR cuantitativa (RT-qPCR) la cantidad de 
FLUC tanto en los extractos totales iniciales (INPUTs) como en los extractos finales enriquecidos 
en SPBs. El análisis de los resultados de RT-qPCR (detallado en el apartado 6.19.4.) indicaba 
que, a la concentración finalmente seleccionada de FLUC, tanto el ARN ACT1, que codifica la 
actina y se utiliza comúnmente como control interno, como el ARN FLUC se encontraban 
aproximadamente en la misma concentración en los INPUTs (< 0,5 Ct de diferencia), confirmando 
así que la cantidad de FLUC añadida era la adecuada para este estudio. Por otro lado, los 
resultados relativos a la abundancia de estos mismos ARNs en las muestras enriquecidas en SPBs 
tampoco mostraban diferencias significativas entre ACT1 y FLUC (Figura R7B, R7C). Puesto que 
ninguno de estos ARNs esperamos, en principio, que se asocien a los SPBs, este nivel de 
amplificación debe corresponder al observado para aquellos ARNs que se unan de forma residual 
e inespecífica a las bolas. De esta forma, estos resultados sugieren la validez de la utilización del 
ARN exógeno FLUC como control negativo en nuestros posteriores ensayos. 
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Figura R7. FLUC como ARN control en la normalización de los datos obtenidos por PCR cuantitativa. 
A. Diseño experimental para la extracción de ARNs asociados a los SPBs usando el ARN FLUC como control 
exógeno. De forma general, se utilizaron las mismas estirpes y el mismo diseño experimental que se detalla en la 
Figura R6, pero añadiendo 0,044 µg del ARN FLUC al extracto de proteína total. Tras la extracción y purificación del 
ARN asociado a los SPBs, la cantidad de ARN se analizó mediante PCR cuantitativa (RT-qPCR). 
B. Cuantificación de la cantidad de los ARNs ACT1 y FLUC asociados a los SPBs, normalizados como se detalla en 
el apartado 6.19.4. de Materiales y Métodos. Las barras de error representan la S.E.M. (n=3). Las diferencias no son 
estadísticamente significativas (ns) de acuerdo a una prueba T de Student.   
C. Cuantificación de la cantidad de los ARNs ACT1 y FLUC asociados a los SPBs, normalizados como se detalla en 
el apartado 6.19.4. de Materiales y Métodos. Las barras de error representan la S.E.M. (n=3). Las diferencias no son 
estadísticamente significativas (ns) de acuerdo a una prueba T de Student.   
 
 

3.6.  Análisis e identificación de los ARNs asociados a los SPBs. 
 

Una vez optimizado todo el proceso de purificación a gran escala de SPBs completos a 
partir de extractos de S. cerevisiae, y demostrada tanto la asociación específica de ARNs a estas 
estructuras como la utilidad del ARN FLUC como control negativo para nuestros ensayos, llevamos 
a cabo finalmente un análisis global para la identificación de los transcritos asociados a los SPBs 
mediante secuenciación masiva (RNA-seq). El análisis bioinformático de los datos obtenidos tras 
los experimentos de RNA-seq, que se realizaron por triplicado y que se llevó a cabo en 
colaboración con el laboratorio del Dr. José Carlos Reyes, nos permitió identificar un total de 620 
genes cuyos transcritos parecían estar enriquecidos en los extractos purificados de SPBs. De 
forma importante, este análisis también confirmó que el ARN de FLUC no presentaba un 
enriquecimiento significativo en el extracto de SPBs aislados, lo que confirmaba su uso como 
control negativo y certificaba el éxito de nuestra estrategia. 
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Tras la realización de este primer cribado bioinformático, llevamos a cabo un análisis inicial 

de los resultados de RNA-seq usando la base de datos SGD (del inglés Saccharomyces Genome 

Database) para comprobar la identidad de los ARNs encontrados. Entre los transcritos, se 
identificaron ARNs que codificaban proteínas que forman parte de diferentes estructuras celulares. 
Además, se observó que una pequeña población de los ARNs asociados a los SPBs se trataba de 
moléculas de ARN en antisentido. Por último, también podían encontrarse en el grupo de ARNs 
asociados a los SPBs algunas moléculas previamente no estudiadas o que codifican proteínas de 
función desconocida.  

 
Una vez confeccionada una lista de ARNs identificados en asociación a los SPBs, 

decidimos estudiar las funciones biológicas más representadas en el conjunto de los mismos. Para 
ello, se realizó un análisis GO (del inglés Gene Ontology) de los datos con dos sistemas de 
clasificación de uso gratuito: el sistema Panther y la base de datos DAVID (del inglés Database 

for Annotation, Visualization and Integrated Discovery). Los resultados obtenidos mediante ambos 
sistemas de clasificación se contrastaron para identificar las funciones biológicas más relevantes 
de nuestra lista de ARNs asociados a los SPBs. Este estudio demostraba que, en asociación con 
los SPBs, podían encontrarse ARNs relacionados con diferentes funciones esenciales en la célula, 
entre las que destacan la reparación del ADN, el procesamiento o la traducción de los ARNs, la 
segregación cromosómica, el metabolismo o el transporte vacuolar (Figura R8). 
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Figura R8. Principales funciones biológicas asociadas a los ARNs identificados en el análisis de RNA-seq. 
El gráfico muestra las principales funciones biológicas obtenidas mediante un análisis GO (del inglés, Gene Ontology) 
de los datos obtenidos en la secuenciación del ARN total aislado de los SPBs, contrastando los datos obtenidos con 
los sistemas de clasificación Panther y DAVID (del inglés, Database for Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery). El porcentaje a la izquierda del gráfico muestra cómo de representada está cada categoría respecto al 
total de genes identificados. Finalmente, también se muestran ejemplos representativos de cada una de las 
categorías. 
 

De la igual forma, se realizó un estudio similar para la identificación, en este caso, de las 
funciones moleculares más significativas mediante un análisis GO con el sistema de clasificación 
Panther. Las funciones moleculares generalmente corresponden a actividades que pueden 
realizar productos génicos individuales (es decir, el propio ARN o bien la proteína resultante de la 
traducción), pero también tiene en cuenta las actividades que las realizan complejos moleculares 
compuestos por múltiples productos génicos. Los resultados de este estudio sugerían que, entre 
los ARNs identificados, un número importante codifica proteínas de unión al ADN o al núcleo de 
la ARN-polimerasa II, que forman parte del ribosoma, así como también podían encontrarse otras 
que interactúan selectivamente con proteínas idénticas o que actúan como andamiaje en 
complejos de proteínas (Figura R9). 
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Figura R9. Principales funciones moleculares asociadas a los ARNs identificados en el análisis de RNA-seq. 
El gráfico muestra las principales funciones moleculares identificadas gracias a un análisis GO de los datos obtenidos 
en la secuenciación del ARN total aislado de los SPBs con el sistema de clasificación DAVID. 
 

Puesto que los SPBs son unas estructuras celulares que se encuentran insertas en la 
membrana del núcleo y que presentan tanto una cara citosólica como una nuclear, es posible que 
los ARNs enriquecidos en los extractos de SPBs puedan estar uniéndose sólo a una o a ambas 
caras de estas estructuras. En base a esto, realizamos un análisis de la localización de los ARNs 
identificados. Aquellos ARNs que habían sido previamente encontrados de forma preferente en el 
núcleo, deberían probablemente asociarse a la cara nuclear de los SPBs, mientras que aquellos 
que presentan una localización fundamentalmente citoplasmática deberían estar asociados con la 
cara externa de los SPBs. El estudio de los resultados obtenidos mediante un análisis GO que 
permite conocer los componentes celulares donde se localizan los ARNs aislados, indicaba que 
en nuestros extractos se identificaban en una proporción similar tanto ARNs localizados en el 
citoplasma como otros localizados en el núcleo, lo que sugiere que los ARNs aislados se asocian 
con la misma eficiencia a ambas caras de los SPBs (Figura R10). Del mismo modo, también se 
identificaron ARNs que se han encontrado en asociación a otras estructuras celulares como los 
cinetocoros o el espliceosoma (Figura R10). 
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Figura R10. Principales componentes celulares representados en el análisis de RNA-seq. 
El gráfico muestra los principales componentes celulares identificados gracias al análisis GO de los datos obtenidos 
en la secuenciación del ARN total aislado de los SPBs con el sistema de clasificación DAVID. 
 
 

3.7.  Cribado y selección de ARNs asociados a los SPBs para su posterior estudio. 
 
Tras la evaluación inicial previa de los datos obtenidos en el RNA-seq, un estudio más 

exhaustivo de los resultados sugería que el análisis bioinformático global de los mismos podría 
estar haciéndonos perder información interesante por falta de significación estadística y que, por 
otro lado, también conducía en otros casos a la identificación de moléculas de ARN que, si bien 
eran reconocidas como asociadas a los SPBs, no parecían presentar una abundancia 
considerablemente mayor en los extractos purificados de estas estructuras. Estos problemas están 
probablemente relacionados con un escaso enriquecimiento del ARN en los extractos de SPBs 
purificados, que era, no obstante, esperable en base a la complejidad del aislamiento de SPBs 
completos junto a las moléculas que interaccionan con estas estructuras, y al escaso porcentaje 
que debe representar la cantidad de cada ARN asociado a los SPBs respecto al total del mismo 
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en la célula. Para solventar este problema y mejorar la interpretación de los resultados obtenidos, 
antes de proceder a la validación mediante otras técnicas de la asociación de los ARNs 
identificados en una primera instancia a los SPBs, llevamos a cabo adicionalmente un análisis 
manual detallado de todos los ARNs identificados inicialmente, con el fin de realizar un segundo 
cribado de los datos. En concreto, y para cada ARN identificado, realizamos un análisis de la 
cobertura del número de lecturas a lo largo de su secuencia haciendo uso del sistema de 
visualización IGV (del inglés Integrative Genomics Viewer), y seleccionamos como posiblemente 
asociados a los SPBs solo aquellos ARNs en los que se podía detectar un enriquecimiento en los 
extractos purificados de SPBs en al menos 2 de las 3 repeticiones de los experimentos de RNA-
seq llevados a cabo. Como resultado de este análisis, se seleccionó un primer grupo de ARNs 
para su posterior estudio, que incluía tanto ARNs codificantes (ARNm) como ARNs antisentido 
(Figura R11A, R11B, R11C). Es importante señalar que el análisis de los perfiles de IGV 
confirmaba que el ARN ACT1, enormemente abundante en la célula, no presentaba una mayor 
presencia en los extractos de SPBs (Figura R11D), demostrando así que los enriquecimientos 
encontrados no se debían simplemente a una mayor abundancia general de los ARNs 
identificados. 
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Figura R11. Selección, mediante análisis bioinformático, de ARNs asociados a los SPBs para su posterior 
estudio. Validación mediante el sistema IGV (del inglés Integrative Genomics Viewer, Broad Institute) de la asociación 
a los SPBs de los transcritos identificados tras las tres repeticiones del experimento de RNA-seq. 
A. Conjunto de ARNs seleccionados para su validación. Para cada gen se representa, de forma gráfica, si muestra o 
no picos de enriquecimiento en los extractos de SPBs tras un análisis IGV de los datos de cada una de las tres 
repeticiones del experimento de RNA-seq.  
B., C., D. Gráficos obtenidos con el programa IGV en los que se muestran las lecturas asociadas al ARN indicado en 
una repetición del experimento de RNA-seq. Para cada gen, se muestran las lecturas obtenidas en la muestra 
“Control”, que corresponde al ARN unido de forma inespecífica a las bolas usando extractos de células que expresan 
SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550), y las lecturas en la muestra “SPB”, que corresponde al ARN 
asociado a los SPBs purificados a partir de extractos de células que expresan SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-
3HA BFA1-mCherry (F4552). Adicionalmente, muestran las lecturas correspondientes a la secuenciación de ARN en 
los extractos iniciales de ambas estirpes (INPUT). 
B. Gráfico representativo del programa IGV donde se muestran las lecturas correspondientes al ARN JLJ225C, para 
el que se observa un mayor enriquecimiento del ARN en la muestra de SPBs purificados.  
C. Gráfico representativo del programa IGV donde se observan las lecturas correspondientes al ARN antisentido (AS) 
de KAR2, que muestra un mayor enriquecimiento de lecturas en la muestra de SPBs purificados.  
D. Gráfico representativo del programa IGV correspondiente al ARN ACT1, para el que se observa que las lecturas 
son similares en la muestra “Control” y en la muestra “SPB”. 
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Junto al análisis manual de los datos y puesto que, como se ha comentado anteriormente, 
la complejidad experimental de la estrategia utilizada podría estar impidiendo la identificación de 
algunos ARNs que se asocian a los SPBs, decidimos ampliar nuestros estudios con el análisis de 
transcritos que, a pesar de no haber sido identificados en nuestros ensayos, sospechábamos que 
podrían interaccionar con estas estructuras. Aunque, hasta donde conocíamos, no se había 
descrito previamente en la bibliografía ningún ARN asociado a los SPBs en S. cerevisiae, incluimos 
finalmente en nuestros análisis algunos ARNs cuya localización en estudios previos sugería que 
podrían estar también asociados con los SPBs. Este era el caso del gen HXT2, que codifica un 
transportador de glucosa cuyo ARNm se distribuye asimétricamente entre la célula madre e hija y 
cuya localización depende de Kar9 (Stahl et al., 2019). Las imágenes de la localización del ARN 
de HXT2 en estudios previos de microscopía in vivo, muestran que en algunos casos este ARN se 
acumula formando un punto nítido que se ubica en la periferia del núcleo, en una región que, si 
bien no se incluía ningún marcador de SPBs, podría coincidir con los MTOCs del huso (Stahl et 

al., 2019). De este modo, a pesar de no haber sido identificado en nuestro estudio de RNA-seq, el 
ARN HXT2 también fue incluido en nuestros estudios posteriores.  
 
 

3.8.  Confirmación mediante RT-qPCR de ARNs asociados a los SPBs. 
 

Una vez elaborada la lista final de ARNs candidatos, confirmamos en primer lugar el 
enriquecimiento que cada una de estas moléculas presentaba en extractos de SPBs purificados 
mediante PCR cuantitativa. Con este fin, se diseñaron oligos específicos para cada uno de los 
ARNs (Tabla M4), y en cada caso se comparó por RT-qPCR el enriquecimiento relativo de cada 
ARN en los extractos de SPBs, frente al que presentaba el control negativo FLUC (análisis 
detallado en el apartado 6.19.4, Figura M1).  
 
 

3.8.1. Especificidad en la detección del ARN “sentido” y antisentido de un mismo 
transcrito en las muestras enriquecidas en SPBs. 

 
El análisis por RT-qPCR para demostrar de forma individual el enriquecimiento de los 

ARNs seleccionados en las muestras enriquecidas en SPBs, se empleó también para confirmar 
que podíamos distinguir específicamente el ARN antisentido y el ARN “sentido” o codificante 
(ARNm) de un mismo transcrito. Así, diseñamos oligos para la amplificación de los ARNs “sentido” 



RESULTADOS 
 

 58 

y antisentido del gen ATG8 (Figura R12A, Tabla M4), del que sólo se identificó su ARNm como 
probablemente asociado a los SPBs. De acuerdo a nuestros resultados de RNA-seq, el análisis 
del estudio por RT-qPCR mostraba que el ARNm ATG8 se encontraba enriquecido en la muestra 
de SPBs aislados, mientras que el ARN antisentido de este mismo gen no presentaba diferencias 
significativas respecto a FLUC (Figura R12B). Estos datos, por tanto, no sólo demuestran que el 
ARNm ATG8 se encuentra asociado específicamente a los SPBs, sino que también corroboran la 
especificidad en la amplificación del ARNm del gen y nuestra capacidad de distinguirlo de su ARN 
antisentido. 
 

 
Figura R12. Especificidad en la detección del ARN “sentido” y antisentido del mismo gen. 
A. Representación esquemática de la transcripción del ARN codificante o “sentido” (ARNm) y del ARN antisentido. En 
muchos casos, el ARN antisentido forma un dúplex con el ARN sentido que evita su traducción y, de este modo, la 
producción de la proteína. 
B. Cuantificación de los niveles del ARN FLUC, del ARNm de ATG8 y el ARN antisentido de ATG8 asociados a los 
SPBs. Específicamente, se analizó mediante PCR cuantitativa el ARN obtenido en asociación con los SPBs 
purificados por inmunoprecipitación a partir de extractos de células que expresan SPC110-GFP SPC42-13MYC 
NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4552) y se normalizó respecto a las cantidades obtenidas en las muestras control de 
células que sólo expresan SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550). Las barras de error representan la 
S.E.M. (n=3). Las diferencias son estadísticamente significativas (**, P < 0.01) de acuerdo a una prueba T de Student 
para el ARNm de ATG8, y resultan no estadísticamente significativas para el caso del ARN antisentido del mismo gen. 
 
 

3.8.2. Validación mediante PCR cuantitativa de ARNs codificantes asociados a los SPBs. 
 

Una vez confirmadas la validez y la especificidad de los análisis de RT-qPCR, estudiamos 
si el resto de ARNs codificantes seleccionados, identificados bien a partir del análisis de los datos 
obtenidos en nuestros experimentos de RNA-seq o bien mediante una búsqueda bibliográfica, 
presentaba un enriquecimiento en las muestras de SPBs purificados. Estos análisis de RT-qPCR 
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demostraban que los ARNm ATG34, GLG1, HSP104, IPL1, PET117, PUT1, PUT4, SIR4, SPC110, 

UAF30, DBP1, HXT2, OKP1, YJL225C, YJR112W-A, DSK2, HSC82 y YLR154C-G, además del 
anteriormente descrito ATG8 (Figura R12B), podrían encontrarse específicamente asociados a los 
SPBs, en base a su enriquecimiento específico en los extractos purificados de estas estructuras 
(Figura R13A, R13B, R13C). 

 

 
 
Figura R13. Validación mediante RT-qPCR de la asociación de ARNms a los SPBs. 
A., B., C. Cuantificación de los niveles del ARN control FLUC y de diferentes ARNs de interés enriquecidos en los 
SPBs. En cada caso, se analizó mediante RT-qPCR el ARN obtenido en asociación con los SPBs purificados por 
inmunoprecipitación a partir de extractos de células que expresan SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-
mCherry (F4552) y se normalizó respecto a las cantidades obtenidas en las muestras control de células que sólo 
expresan SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550). Todos los ARNs analizados son codificantes. Las 
barras de error representan la S.E.M. (n=3 para cada gen). En cada caso, se indica si las diferencias son 
estadísticamente significativas (*, P < 0,05; **, P < 0.01; ***, P < 0,001) de acuerdo a una prueba T de Student.  
A. Enriquecimiento en las muestras de SPBs purificados de los ARNs FLUC, ATG34, GLG1, HSP104, IPL1, PET117, 
PUT1, PUT4, SIR4, SPC110 y UAF30.  
B. Enriquecimiento de los ARNs FLUC, DBP1, HXT2, OKP1, YJL225C y YJR112W-A en las muestras de SPBs 
purificados.  
C. Enriquecimiento de los ARNs FLUC, DSK2, HSC82 y YLR154C-G en las muestras de SPBs purificados (n=2). 
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3.8.3. Validación mediante PCR cuantitativa de ARNs antisentido asociados a los SPBs. 
 

Además de los ARNm de distintos genes, el análisis de los resultados obtenidos en la 
secuenciación del ARN asociado a los SPBs permitió identificar una población de ARNs 
antisentido. Para confirmar mediante RT-qPCR la posible asociación de dichos ARNs a los SPBs, 
se siguió el mismo abordaje experimental anteriormente descrito (apartado 3.8.). El análisis de los 
datos obtenidos confirmaba la asociación de una población de ARNs antisentido (AS) a los SPBs, 
verificando particularmente que los ARNs antisentido CBF1, NUP85, KAR2, FYV7 y ATP2 se 
encontraban enriquecidos en los extractos purificados de estas estructuras (Figura R14).  

 
 

Figura R14. Validación mediante RT-qPCR de ARNs antisentido asociados a los SPBs. 
Cuantificación de los niveles del ARN control FLUC y de los ARNs antisentido (AS) ATP2, CBF1, FYV7, KAR2 y 
NUP85. En cada caso, se analizó mediante RT-qPCR el ARN obtenido en asociación con los SPBs purificados por 
inmunoprecipitación a partir de extractos de células que expresan SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-
mCherry (F4552) y se normalizó respecto a las cantidades obtenidas en las muestras control de células que sólo 
expresan SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550). Las barras de error representan la S.E.M. (n=3 para 
cada gen). En cada caso, se indica si las diferencias son estadísticamente significativas (*, P < 0,05; **, P < 0.01; ***, 
P < 0,001) de acuerdo a una prueba T de Student.   
 
 

3.8.4. Validación mediante PCR cuantitativa de ARNs no asociados a los SPBs. 
 

Finalmente, y con el fin de evaluar si el análisis por RT-qPCR de los ARNs enriquecidos 
en las muestras de SPBs purificados era un método específico de detección, se comprobaron 
ARNs que no habían sido identificados como asociados a los SPBs en nuestros experimentos de 
RNA-seq. Específicamente, analizamos por RT-qPCR el enriquecimiento en las muestras de SPBs 
de los ARNs de ACT1, HIT1, KKQ8, PDA1 y SLI15 (Figura R15), además del anteriormente 
descrito ATG8 antisentido (Figura R12). Ninguna de estas moléculas de ARN mostraba un 
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enriquecimiento significativo en la muestra de SPBs aislados. Estos resultados confirman la 
especificidad y validez de nuestra estrategia para identificar y confirmar ARNs enriquecidos en las 
muestras de SPBs. 

 

 
 

Figura R15. Validación mediante RT-qPCR de ARNs no asociados a los SPBs. 
Cuantificación de los niveles del ARN control FLUC y de los ARNs ACT1, HIT1, KKQ8, PDA1 y SLI15. En cada caso, 
se analizó mediante RT-qPCR el ARN obtenido en asociación con los SPBs purificados por inmunoprecipitación a 
partir de extractos de células que expresan SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4552) y se 
normalizó respecto a las cantidades obtenidas en las muestras control de células que sólo expresan SPC42-13MYC 
NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550). Todos los ARNs analizados son codificantes. Las barras de error representan 
la S.E.M. (n=3 para cada gen). En cada caso, se indica si las diferencias son estadísticamente significativas (*, P < 
0,05; **, P < 0.01; ***, P < 0,001) de acuerdo a una prueba T de Student.   
 
 

3.9.  Confirmación mediante microscopía de la asociación de ARNs a los SPBs. 
 

El último paso para demostrar la asociación de los ARNs a los SPBs consistió en el estudio 
mediante microscopía de fluorescencia de la localización de estas moléculas en las células. Con 
este fin, empleamos un sistema de marcaje in vivo de ARN por fluorescencia (MCP-MS2V6) 
basado en la generación de estirpes que expresan un ARN determinado etiquetado con la 
secuencia MS2V6 y, conjuntamente, la proteína MCP-yeGFP (del inglés yeast enhanced Green 

Fluorescent Protein), que reconoce y se une fuertemente a MS2V6 (Tutucci et al., 2018). En 
nuestros ensayos, adicionalmente, las células utilizadas también expresaban la proteína integral 
del SPB Spc110 fusionada con el epítopo fluorescente rojo dsRed. El uso conjunto del sistema 
MCP-MS2V6 y de este marcador de los SPBs, permitía el estudio tanto de la localización de un 
determinado ARN in vivo, como su posible asociación a los SPBs. Estos análisis se realizaron en 
colaboración con Pablo Magán Osuna, miembro de nuestro grupo de investigación. 
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3.9.1. Análisis de la localización del ARN HXT2 y su posible asociación a los SPBs. 
 

Una vez confirmado mediante RT-qPCR el enriquecimiento del ARNm de HXT2 en 
extractos de SPBs completos (Figura R13B), analizamos la posible asociación de este ARN a los 
SPBs en células in vivo mediante microscopía de fluorescencia, utilizando el sistema MCP-MS2V6 
descrito anteriormente. Debido a que en estudios previos se había comprobado que la localización 
citoplasmática del ARN HXT2 se ve afectada en mutantes kar9Δ (Stahl et al., 2019), estudiamos 
la distribución de este ARN tanto en células del tipo silvestre como en una estirpe kar9Δ. Nuestro 
análisis demostró que, en células del tipo silvestre, una población del ARNm de HTX2 colocalizaba 
con la proteína Spc110-dsRed, utilizada para marcar los SPBs (Figura R16A, R16B). Por otro lado, 
y de forma interesante, la localización de HXT2 se veía afectada en células kar9Δ. En primer lugar, 
en un elevado porcentaje de células, el ARN HXT2 no se observaba formando puntos concretos 
(Figura R16A, R16B). En segundo lugar, y lo que es más importante, el número de células en los 
que este ARN colocalizaba con los SPBs se veía significativamente reducido respecto a la estirpe 
silvestre (Figura R16A, R16C). Estos resultados, de acuerdo con los datos obtenidos previamente, 
confirman la asociación del ARNm HXT2 a los SPB en células in vivo y sugieren que su localización 
en estas estructuras depende parcialmente de Kar9. 
 



RESULTADOS 

 
 63 

 
Figura R16. El ARN de HXT2 colocaliza con los SPBs y dicha localización depende parcialmente de Kar9. 
Análisis de microscopía de fluorescencia in vivo de células del tipo silvestre (F5567), células que portan el ARN de 
HXT2 marcado con MS2V6 (F5565) y células kar9Δ con el ARN de HXT2 marcado con MS2V6 (F5563), todas ellas 
expresando adicionalmente MCP-yeGFP y SPC110-dsRed. Las células se crecieron durante toda la noche en SC a 
26ºC, se diluyeron a una DO600nm = 0,2 en medio fresco y se dejaron crecer durante 4 horas a 26ºC.  
A. Imágenes representativas en las que se muestra la localización de MCP-yeGFP (en verde) y Spc110-dsRed (en 
rojo) en células que expresan adicionalmente HXT2-MS2V6 (F5565). Adicionalmente, se muestra una imagen 
superpuesta de las anteriores (“Todos”) y la morfología celular por contraste de fase.  
B. Porcentaje de células que muestran focos del ARN HXT2 que colocalizan con los SPBs (barras negras), células 
en la que HXT2 no se localiza en los SPBs (barras grises) y células donde no se visualiza el ARN de HXT2 como 
puntos concretos (barras blancas). Los datos representan la media de 3 experimentos independientes (n=3, 100 
células/experimento). Las barras de error indican la S.E.M. Se muestra la significación estadística de acuerdo a un 
test de comparación múltiple Newman-Keuls en color negro para las células del tipo silvestre (F5567), y en color verde 
para las células con el ARN de HXT2 marcado con MS2V6 (F5565) y las células kar9Δ con el ARN de HXT2 marcado 
con MS2V6 (F5563). 
C. Porcentaje de células que muestran focos del ARN HXT2 en los SPBs, teniendo en cuenta exclusivamente aquellas 
células en las que HXT2 se visualiza como puntos concretos. Los datos representan la media de 3 experimentos 
independientes (n=3, 100 células/experimento). Las barras de error indican la S.E.M. y se muestra la significación 
estadística de acuerdo a un test de comparación múltiple Newman-Keuls. 
 
 

3.9.2. Análisis de la posible asociación del ARN PUT1 a los SPBs. 
 

El ARNm de PUT1 fue seleccionado a partir del análisis de los resultados obtenidos de 
los experimentos de RNA-seq y su enriquecimiento específico en los extractos de SPBs aislados 
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se confirmó mediante RT-qPCR (Figura R13A). Con el fin de demostrar su posible asociación a 
los SPBs, la distribución del ARNm de PUT1 también se estudió finalmente en células in vivo 
mediante microscopía de fluorescencia usando el sistema MCP-MS2V6 (Figura R17A). Los 
resultados de estos análisis mostraban que, como ocurría con HXT2, también en este caso una 
población del ARNm de PUT1 colocalizaba con los SPBs (Figura R17A, R17B), confirmando que 
dicho ARN forma parte también del conjunto de estas moléculas que se asocia específicamente a 
los MTOCs del huso mitótico.  
 

 
Figura R17. El ARN de PUT1 colocaliza con los SPBs. Análisis de microscopía de fluorescencia in vivo de células 
que expresan MCP-yeGFP SPC110-dsRed (F5567) y de células que además también portan el ARN de PUT1 
marcado con MS2V6 (F5610). Las células se crecieron durante toda la noche en SC a 26ºC, se diluyeron a una 
DO600nm = 0,2 en medio fresco y se dejaron crecer durante 4 horas a 26ºC.  
A. Imágenes representativas en las que se muestra la localización de MCP-yeGFP (en verde) y Spc110-dsRed (en 
rojo) en células que expresan adicionalmente PUT1-MS2V6 (F5610). Adicionalmente, se muestra una imagen 
superpuesta de las anteriores (“Todos”) y la morfología celular por contraste de fase.   
B. Porcentaje de células que muestran focos del ARN PUT1 que colocalizan con los SPBs (barras negras), células 
en la que PUT1 no se localiza en los SPBs (barras grises) y células donde no se visualiza el ARN de PUT1 como 
puntos concretos (barras blancas). Los datos representan la media de 3 experimentos independientes (n=3, 100 
células/experimento). Las barras de error muestran la S.E.M. Se indica la significación estadística de acuerdo a un 
test de comparación múltiple Newman-Keuls. 
 
 

3.9.3. Análisis de la posible asociación del ARN PUT4 a los SPBs. 
 

Otro ARN seleccionado a partir del análisis de los experimentos de RNA-seq, y cuyo 
enriquecimiento en los extractos de SPBs purificados se confirmó por RT-qPCR, fue PUT4 (Figura 
R13A). Con el fin de complementar los ensayos anteriores y demostrar de una forma más definitiva 
la asociación del ARN PUT4 a los SPBs en células silvestres in vivo, también evaluamos la 
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distribución de este ARN usando el sistema MCP-MS2V6 (Figura R18A). De nuevo, el análisis de 
la localización del ARNm de PUT4 también demostraba su asociación específica a los SPBs 
(Figura R18A, R18B), y verifican de nuevo la validez de nuestra aproximación experimental inicial. 
 

 
Figura R18. El ARN de PUT4 colocaliza con los SPBs. Análisis de microscopía de fluorescencia in vivo de células 
que expresan MCP-yeGFP SPC110-dsRed (F5567) y de células que además también portan el ARN de PUT4 
marcado con MS2V6 (F5611). Las células se crecieron durante toda la noche en SC a 26ºC, se diluyeron a una 
DO600nm = 0,2 en medio fresco y se dejaron crecer durante 4 horas a 26ºC.  
A. Imágenes representativas en las que se muestra la localización de MCP-yeGFP (en verde) y Spc110-dsRed (en 
rojo) en células que expresan adicionalmente PUT4-MS2V6 (F5611). Adicionalmente, se muestra una imagen 
superpuesta de las anteriores (“Todos”) y la morfología celular por contraste de fase.   
B. Porcentaje de células que muestran focos del ARN PUT4 que colocalizan con los SPBs (barras negras), células 
en la que PUT4 no se localiza en los SPBs (barras grises) y células donde no se visualiza el ARN de PUT4 como 
puntos concretos (barras blancas). Los datos representan la media de 3 experimentos independientes (n=3, 100 
células/experimento). Las barras de error muestran la S.E.M. Se indica la significación estadística de acuerdo a un 
test de comparación múltiple Newman-Keuls. 
 
 

3.9.4. Análisis de la posible asociación del ARN DBP1 a los SPBs. 
 

El ARN DBP1 fue seleccionado tras nuestros experimentos de RNA-seq y su 
enriquecimiento en los extractos de SPBs se confirmó posteriormente mediante RT-qPCR (Figura 
R13B).  El análisis de la distribución de DBP1 mediante microscopía de fluorescencia in vivo en 
células que expresan Spc110-dsRed y que portan el gen DBP1 marcado con el sistema MCP-
MS2V6, revelaba una asociación específica del ARN DBP1 con los SPBs (Figura R19A, R19B). 
En este caso, de forma interesante, al comprobar la localización in vivo de DBP1 en los SPB, era 
especialmente llamativa su posible asociación preferente a uno de los dos SPBs. Concretamente, 
el ARN DBP1 parecía asociarse específicamente al SPB viejo, el cual es finalmente heredado por 
la célula hija en anafase. Para evaluar esta posibilidad, examinamos la distribución del 
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componente del SPB Spc110 marcado con dsRed. El lento plegamiento del epítopo dsRed, que 
requiere aproximadamente unos 40 minutos para adoptar su conformación definitiva y poder emitir 
una señal fluorescente perceptible (Yoder et al., 2003), junto a la rápida división de las levaduras 
y la naturaleza semi-conservativa de la duplicación de los SPBs (Yoder et al., 2003), permite 
distinguir la edad de los SPBs marcados con Spc110-dsRed en base a la diferencia en la 
intensidad de la señal fluorescente emitida por cada uno de los dos MTOCs del huso. Así, el SPB 
preexistente (SPBv) emite una señal fluorescente roja más intensa que el SPB recién duplicado 
(SPBn), ya que este último incorpora mayoritariamente proteína Spc110-dsRed de nueva síntesis, 
que no dispone del tiempo suficiente para plegarse correctamente (Baird et al., 2000; Yoder et al., 
2003). El análisis por microscopía de fluorescencia de esta estirpe demostraba que, como 
sugerían nuestras primeras observaciones, el ARNm de DPB1 se asocia preferentemente al SPB 
preexistente, que durante la división de S. cerevisiae es heredado por la célula hija (Figura R19C). 
 

 
Figura R19. El ARN de DBP1 colocaliza con los SPBs, preferentemente con el SPB preexistente. Análisis de 
microscopía de fluorescencia in vivo de células que expresan MCP-yeGFP SPC110-dsRed (F5567) y de células que 
además también portan el ARN de DBP1 marcado con MS2V6 (F5604). Las células se crecieron durante toda la 
noche en SC a 26ºC, se diluyeron a una DO600nm = 0,2 en medio fresco y se dejaron crecer durante 4 horas a 26ºC.  
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A. Imágenes representativas en las que se muestra la localización de MCP-yeGFP (en verde) y Spc110-dsRed (en 
rojo) en células que expresan adicionalmente DBP1-MS2V6 (F5604). Adicionalmente, se muestra una imagen 
superpuesta de las anteriores (“Todos”) y la morfología celular por contraste de fase.   
B. Porcentaje de células que muestran focos del ARN DBP1 que colocalizan con los SPBs (barras negras), células 
en la que GLG1 no se localiza en los SPBs (barras grises) y células donde no se visualiza el ARN de GLG1 como 
puntos concretos (barras blancas). Los datos representan la media de 3 experimentos independientes (n=3, 100 
células/experimento). Las barras de error muestran la S.E.M. Se indica la significación estadística de acuerdo a un 
test de comparación múltiple Newman-Keuls. 
C. Porcentaje de células que muestran focos del ARN DBP1 en el SPB preexistente o viejo (SPBv, categoría negra), 
en el SPB nuevo (SPBn, categoría gris oscuro) o en ambos SPBs (categoría gris claro), teniendo en cuenta 
exclusivamente aquellas células en las que DBP1 colocaliza con los SPBs en células que expresan MCP-yeGFP 
SPC110-dsRed DBP1-MS2V6 (F5604). Los datos representan la media de 3 experimentos independientes (n=3, 100 
células/experimento). Las barras de error indican la S.E.M. Se muestra la significación estadística de acuerdo a un 
test de comparación múltiple Newman-Keuls, entre DBP1 asociado al SPBv y DBP1 asociado al SPBn. 
 
 

3.9.5. Análisis de la posible asociación del ARN GLG1 a los SPBs. 
 

Otro ARN de interés en la lista de estas moléculas seleccionadas a partir de nuestros 
experimentos de RNA-seq era GLG1 (Figura R13A). De este modo, y al igual que en los casos 
anteriores, tras la confirmación del enriquecimiento del ARN GLG1 en muestras de SPBs aislados 
mediante RT-qPCR, también en este caso estudiamos su posible asociación a los SPBs mediante 
microscopía de fluorescencia en células in vivo. Además, como se hizo con el ARN de DBP1, para 
GLG1 también decidimos evaluar su posible asociación preferente a uno de los SPBs. Con este 
fin, construimos una estirpe que, además del gen GLG1 etiquetado con el sistema MCP-MS2V6, 
expresaba la proteína Spc110-dsRed. El análisis de la distribución del ARN GLG1 mostraba que, 
de acuerdo a nuestros resultados iniciales, en células in vivo se produce una asociación específica 
de este ARN a los SPBs (Figura R20A, R20B). Sin embargo, a diferencia de lo observado para 
DBP1, el ARNm de GLG1 no mostraba una asociación preferente al SPB preexistente o al de 
nueva generación (Figura R20C). 
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Figura R20. El ARN de GLG1 colocaliza con ambos SPBs de forma aleatoria. Análisis de microscopía de 
fluorescencia in vivo de células que expresan MCP-yeGFP SPC110-dsRed (F5567) y de células que además también 
portan el ARN de GLG1 marcado con MS2V6 (F5606). Las células se crecieron durante toda la noche en SC a 26ºC, 
se diluyeron a una DO600nm = 0,2 en medio fresco y se dejaron crecer durante 4 horas a 26ºC.  
A. Imágenes representativas en las que se muestra la localización de MCP-yeGFP (en verde) y Spc110-dsRed (en 
rojo) en células que expresan adicionalmente GLG1-MS2V6 (F5606). Adicionalmente, se muestra una imagen 
superpuesta de las anteriores (“Todos”) y la morfología celular por contraste de fase.   
B. Porcentaje de células que muestran focos del ARN GLG1 que colocalizan con los SPBs (barras negras), células 
en la que GLG1 no se localiza en los SPBs (barras grises) y células donde no se visualiza el ARN de GLG1 como 
puntos concretos (barras blancas). Los datos representan la media de 3 experimentos independientes (n=3, 100 
células/experimento). Las barras de error muestran la S.E.M. Se indica la significación estadística de acuerdo a un 
test de comparación múltiple Newman-Keuls. 
C. Porcentaje de células que muestran focos del ARN GLG1 en el SPB preexistente o viejo (SPBv, categoría negra), 
en el SPB nuevo (SPBn, categoría gris oscuro) o en ambos SPBs (categoría gris claro), teniendo en cuenta 
exclusivamente aquellas células en las que GLG1 colocaliza con los SPBs en células que expresan MCP-yeGFP 
SPC110-dsRed GLG1-MS2V6 (F5606). Los datos representan la media de 3 experimentos independientes (n=3, 100 
células/experimento). Las barras de error indican la S.E.M. Se muestra la significación estadística de acuerdo a un 
test de comparación múltiple Newman-Keuls, entre GLG1 asociado al SPBv y GLG1 asociado al SPBn. 
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3.10. Análisis de la posible asociación a los SPBs de los ARNs que codifican los 
componentes del complejo SIR. 

 
Estudios pioneros llevados recientemente a cabo por nuestro grupo de investigación nos 

han permitido demostrar que la herencia asimétrica de los SPBs en S. cerevisiae es necesaria 
para mantener el tiempo de vida media replicativa de las células y que, consecuentemente, la 
inversión constitutiva del patrón de herencia de los SPBs conduce a un envejecimiento celular 
prematuro (Manzano-López et al., 2019). En estos estudios, demostramos además que la herencia 
diferencial de los SPBs es fundamental para mantener niveles correctos de la sirtuína Sir2 
(Manzano-López et al., 2019). Sir2 es una histona deacetilasa que forma parte del complejo SIR, 
que se ensambla a partir de la asociación de dímeros Sir2/Sir4 con dímeros de Sir3 (Figura R21A), 
y cuya función principal es el silenciamiento de las regiones de la cromatina donde es reclutada 
(Liou et al., 2005), regulando así los procesos de recombinación, estabilidad genómica y el 
envejecimiento (Smith & Boeke, 1997; Kaeberlein et al., 1999; Holmes et al., 1997). En concreto, 
nuestros datos indicaban que las células con una herencia invertida de los SPBs muestran niveles 
reducidos de esta sirtuína (Figura 21B, Manzano-López et al., 2019). Por otro lado, puesto que la 
duplicación de SIR2 alivia significativamente los defectos asociados a una inversión de la herencia 
de los SPBs (Figura R21C, Manzano-López et al., 2019), mientras que su falta de expresión es 
epistática en la reducción del tiempo de vida replicativo de estas células (Manzano-López et al., 
2019), nuestros resultados sugerían que la reducción de los niveles de Sir2 eran fundamentales 
para explicar el envejecimiento celular prematuro de las células con una distribución opuesta de 
los SPBs durante mitosis. 
 

De forma interesante, los experimentos de RNA-seq realizados en esta Tesis Doctoral 
mostraban que el ARN de SIR4 podría encontrase entre los ARNs asociados a los SPBs. Este 
enriquecimiento específico del ARN SIR4 en las muestras de SPBs purificados también fue, como 
en los casos anteriores, posteriormente validado mediante RT-qPCR (Figura R21A). En base a 
esto, y a la relación previamente descrita entre los niveles de la proteína Sir2 y la herencia 
asimétrica de los SPBs en S. cerevisiae (Manzano-López et al., 2019), decidimos por tanto 
finalmente verificar la posible asociación del ARN de otras sirtuínas a los MTOCs del huso. A 
diferencia de SIR4, el análisis de los resultados obtenidos en nuestros experimentos de RNA-seq 
usando el programa IGV no sugería un enriquecimiento del ARN de SIR2 en los extractos de SPBs 
aislados (Figura R21D). Sin embargo, un análisis similar mostraba que, al igual que SIR4, el ARN 
de SIR3 sí podría estar también asociado a estas estructuras (Figura R21E). 
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Figura R21. La posible asociación del ARN de SIR4 a los SPBs podría tener una función en el mantenimiento 
de la esperanza de vida replicativa 
A. Modelo explicativo de la función del complejo formado por las proteínas Sir2, Sir3 y Sir4 como silenciador 
transcripcional. Adaptado de (Liou et al., 2005). 
B., C. Análisis Western de los niveles de Sir2. Cada experimento se repitió cuatro veces (n=4), obteniendo resultados 
similares, y se muestra un ejemplo representativo de cada uno de ellos. B. Niveles de Sir2 en células KAR9-GFP 
(F523), células sir2Δ (F2471), células KAR9-GFP myo2-F1334A (F2374) y células KAR9-GFP ABP140-GBP myo2-
F1334A (F2376). Como control de carga, se muestran también los niveles de Pgk1 en cada caso. (Adaptado de 
Manzano-López et al., 2019). C. Niveles de Sir2 en células sir2Δ (F2984), células con el gen endógeno SIR2 (1xSIR2, 
F523), células con dos copias del gen SIR2 (2xSIR2, F3067), células sir2Δ ABP140-GBP myo2-F1334A (F2987), 
células 1xSIR2 ABP140-GBP myo2-F1334A (F2376) y células 2xSIR2 ABP140-GBP myo2-F1334A (F3070), todas 
ellas expresando a su vez KAR9-GFP. Como control de carga, se muestran también los niveles de Pgk1 en cada 
caso. 
D., E. Gráficos obtenidos con el programa IGV en los que se muestran las lecturas asociadas a los ARNs de SIR2 
(D.) o SIR3 (E.) en una repetición representativa de los experimentos de RNA-seq. Para cada gen, se muestran las 
lecturas obtenidas en la muestra “Control”, que corresponde al ARN unido de forma inespecífica a las bolas usando 
extractos de células que expresan SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550), y las lecturas en la muestra 
“SPB”, que corresponde al ARN asociado a los SPBs purificados a partir de extractos de células que expresan 
SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4552). Adicionalmente, muestran las lecturas 
correspondientes a la secuenciación de ARN en los extractos iniciales de ambas estirpes (INPUT). 
 
 

Sir4

Sir2Sir2 Sir3Sir3 Sir3Sir3 Sir3Sir3

Sir4

Sir2Sir2

Sir3Sir3

Cromatina silenciadaCromatina activa

Sir4

Sir2Sir2

Sir3Sir3

Sir4

Sir2Sir2

Sir3Sir3 Sir3Sir3

+

NAD

AAR

AAR

AC-K16 AC-K16 AC-K16

A.

B. C.

Sir2

Pgk1

Sir2

Pgk1

Ka
r9

-G
FP

si
r2
△

Ka
r9

-G
FP

m
yo

2-
F1

33
4A

Ka
r9

-G
FP

Ab
p1

40
-G

BP
m

yo
2-

F1
33

4A

Kar9-GFP

si
r2
△

1x
SI

R
2

2X
SI

R
2

Kar9-GFP
Abp140-GBP
Myo2-F1334A

si
r2
△

1x
SI

R
2

2X
SI

R
2

Sir2

SBP / CONTROL

INPUT SBP / 
INPUT CONTROL

CONTROL

SBP

INPUT SBP

INPUT CONTROL

Co
be

rtu
ra

 (0
-1

50
)

Sir3

SBP / CONTROL

INPUT SBP / 
INPUT CONTROL

CONTROL

SBP

INPUT SBP

INPUT CONTROL

Co
be

rtu
ra

 (0
-3

50
)

D.

E.



 

 71  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.  DISCUSIÓN 
 



 

 

  



DISCUSIÓN 

 73  

4.1. Aislamiento de los SPBs de S. cerevisiae y confirmación de la existencia de una 
población de ARNs enriquecidos específicamente en los extractos de SPBs 
purificados. 

 
Debido a que el resto de orgánulos celulares que se duplica durante el ciclo celular 

(núcleo, mitocondrias y plastos) cuentan con su propio material genético, constituido por ácidos 
nucleicos, se ha postulado que lo mismo podría ocurrir en el caso de los MTOCs que organizan el 
huso mitótico. De acuerdo con esta hipótesis, distintos estudios recientes sugieren que los MTOCs 
del huso mitótico podrían contar con un conjunto de ácidos nucleicos asociados, si bien no se 
trataría de moléculas de ADN, como ocurre con los otros orgánulos, sino de ARN (Marshall & 
Rosenbaum, 2000., Alliegro, 2008., Chichinadze et al., 2013). Con el objetivo de confirmar la 
existencia de una población de ARNs asociados a los SPBs, que constituyen los MTOCs del huso 
en la levadura S. cerevisiae, durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, hemos diseñado un 
método para la purificación de los SPBs que preserva las asociaciones a los mismos de moléculas 
que no constituyen parte integral de estas estructuras y, una vez optimizado dicho protocolo, 
hemos realizado un análisis global tanto de la presencia e identidad de moléculas de ARN que co-
purifican con estas estructuras, como de su posible función en asociación con los SPBs.  
 

Un aspecto importante a considerar al llevar a cabo una purificación de los SPBs para el 
estudio de la presencia de ácidos nucleicos asociados a los mismos, es la necesidad de diseñar 
un método de aislamiento que permita obtener extractos de SPBs completos sin que se produzca 
gran alteración de su estructura, y en condiciones conservativas que no pongan en riesgo la 
estabilidad de los posibles ARNs asociados. El método finalmente desarrollado en esta Tesis 
Doctoral se basa en la inmunoprecipitación de Spc110, un componente estructural de la cara 
interna del SPB desde el que nuclean los MTs interpolares (Knop & Schiebel, 1997, 1998; 
Sundberg & Davis, 1997; Nguyen et al., 1998). La elección de un componente de la cara interna 
de los SPBs nos permitió garantizar el aislamiento de SPBs completos tras verificar que, junto con 
Spc110, también se detectaban en los extractos obtenidos proteínas tanto de la placa central como 
de la cara externa del SPB. Por otro lado, el análisis posterior de la presencia en los extractos de 
SPBs de proteínas que se asocian directamente con la cara citoplasmática de estas estructuras, 
como Bfa1, confirma que las condiciones utilizadas son óptimas también para el aislamiento de 
proteínas que se asocian temporalmente a los SPBs, pero no son parte integral de estas 
estructuras. Por el contrario, la ausencia en los extractos obtenidos de proteínas integrales de los 
poros nucleares, que como los SPBs también se encuentran insertos en la membrana nuclear, 
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descarta que nuestro protocolo facilitara la purificación, junto con los MTOCs del huso, de otras 
estructuras no deseadas. Finalmente, un último paso fundamental en el desarrollo de nuestra 
estrategia experimental fue el escalado del protocolo para obtener una cantidad de SPBs suficiente 
que nos permitiese la identificación de los posibles ARNs asociados a estas estructuras, cuya 
presencia en los extractos esperábamos que fuese muy reducida. La cuantificación del ARN 
obtenido tras el aislamiento de SPBs a gran escala usando este protocolo, que demostraba un 
enriquecimiento de estas moléculas de ácidos nucleicos en los extractos purificados de SPBs, 
supuso la primera evidencia directa que sugiere la existencia de una población de ARNs asociados 
específicamente a los SPBs en la levadura de gemación S. cerevisiae. 

 
 

4.2. Identificación de ARNs enriquecidos en los extractos de SPBs. 
 

Una vez optimizado el método de purificación de SPBs, un posterior análisis de 
secuenciación masiva mediante RNA-seq nos ha permitido la identificación y caracterización de 
las moléculas de ARN aisladas en los extractos enriquecidos en estas estructuras. En concreto, 
nuestros estudios nos han permitido describir un total de 620 genes cuyo ARN muestra una 
presencia enriquecida en los extractos purificados de SPBs aislados, lo que sugiere que se 
encontrarían formando parte de la población de ARNs asociados a estas estructuras. El análisis 
de los resultados obtenidos demuestra adicionalmente que la población de ARNs asociados a los 
SPBs no sólo incluye ARNs codificantes (ARNms), sino también ARNs antisentido. Finalmente, 
entre los ARNs identificados se encuentran algunos cuya función, o la de las proteínas que 
codifican, no ha sido estudiada hasta el momento, convirtiéndolos así en objetos de estudio muy 
interesantes. La variedad de ARNs asociados a los SPBs es probablemente indicativa de la 
importancia que su localización en estas estructuras tiene para el correcto desarrollo de múltiples 
funciones celulares. De este modo, al igual que la asociación de ciertas proteínas a los SPBs es 
fundamental para un buen funcionamiento de procesos celulares clave como la regulación del ciclo 
celular, la asociación de estos ARNs también podría ser esencial para la célula. 
 

El análisis GO de las funciones biológicas más representadas entre los ARNs identificados 
tras nuestros estudios de secuenciación masiva, nos ha permitido identificar ARNs asociados a 
los SPBs que codifican proteínas implicadas en la traducción, en el procesamiento del ARN, la 
reparación del ADN, la segregación cromosómica o el metabolismo, lo que está de acuerdo con la 
idea de que los SPBs puedan actuar como una plataforma para la localización y distribución de 



DISCUSIÓN 

 75  

ARNs con funciones esenciales en la célula. En este sentido, es importante señalar que la 
asociación de estos ARNs a los SPBs podría asegurar que, tras la división celular, la célula hija 
herede una población de ARNs esenciales que permita la síntesis temprana en la célula 
nuevamente generada de una población de proteínas que participen en procesos claves en las 
etapas iniciales del ciclo celular. Por otro lado, se ha descrito que la distribución asimétrica de 
proteínas dentro de una célula es esencial para la diferenciación y el desarrollo (Gonsalvez et al., 
2005; St Johnston, 2005; Long et al., 1997; Takizawa et al., 1997; Zahedi et al., 2006). En este 
contexto, nuestros resultados sugieren que la asociación de ARNs a los SPBs podría ser un 
mecanismo sencillo y preciso para garantizar la localización específica de proteínas en distintas 
regiones celulares. Así, los ARNs identificados podrían ser distribuidos desde los SPBs, viajando 
por ejemplo a través de los MTs, hacia sitios específicos de la célula donde se traducirían y 
permitirían la expresión localizada de proteínas de forma limitada.  
 

Junto al análisis anterior, hemos evaluado las funciones moleculares más representadas 
entre los ARNs enriquecidos en los extractos de SPBs. Este estudio nos ha permitido identificar 
una alta cantidad de ARNs que codifican proteínas de unión al ADN o que forman parte del 
ribosoma. Estos resultados, de acuerdo con nuestra hipótesis, así como con estudios previos 
realizados en otros organismos en los que se ha descrito que algunas proteínas ribosomales se 
asocian a los centrosomas y al huso mitótico (Blower et al., 2007; Sepulveda et al., 2018; Chouaib 
et al., 2020; Pascual et al., 2020; Kwon et al., 2021), sugieren que los ARNs que codifican proteínas 
ribosomales podrían tener la función de asegurar una cantidad de ribosomas activos cerca de los 
SPBs, permitiendo una traducción basal de los ARNs asociados a estas estructuras. Además, 
entre todas las funciones identificadas, cabe destacar algunos ARNs que, bien directamente o bien 
a través de la proteína que codifican, participan actuando como andamiaje en complejos de 
proteínas. Este dato sugiere que estos ARNs podrían desempeñar un papel estructural al 
asociarse a los SPBs, de modo que su localización pudiera ser necesaria para garantizar la función 
de los MTOCs del huso. Así, estos ARNs podrían estar actuando como andamiaje para una 
correcta asociación de proteínas necesarias en la nucleación de MTs. De acuerdo con esto, en 
esta Tesis Doctoral se ha confirmado un enriquecimiento en los extractos de SPBs purificados del 
ARNm que codifica Spc110, un componente estructural del SPB que asocia complejos γ-TuRC 
para la nucleación de MTs; y del ARNm DSK2, que codifica una proteína necesaria para la 
duplicación de estos MTOCs del huso (Biggins et al., 1996). Si bien, como se ha indicado, su 
asociación con los SPBs podría tener una función de andamiaje, la presencia de estos ARNs 
podría alternativamente facilitar la síntesis y localización en los SPBs de proteínas importantes 
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para la duplicación y función de estas estructuras, en cuyas inmediaciones podrían de este modo 
ser rápidamente traducidas. De forma interesante y de acuerdo con nuestros resultados, el ARNm 
que codifica la pericentrina (PNC/PLP), el homólogo de Spc110 en H. sapiens, Drosophila y D. 

renio, se asocia al centrosoma en etapas tempranas del desarrollo (Lecuyer et al., 2007; 
Sepulveda et al., 2018; Chouaib et al., 2020; Ryder et al., 2020; Safieddine et al., 2021). Si bien 
no se ha descrito cómo se produce la localización de este ARN en los MTOCs ni cuál podría ser 
su función, en el caso de humanos se ha demostrado que para conseguir su localización es 
necesaria la presencia de ribosomas activos. Esto sugiere que la asociación del ARN de la 
pericentrina a los centrosomas podría facilitar la función de esta proteína, esencial para el 
mantenimiento de su estructura, permitiendo una traducción activa y localizada de la pericentrina 
en las proximidades de los MTOCs del huso. 
 

Por otro lado, puesto que los SPBs presentan una cara citosólica y una nuclear, los ARNs 
enriquecidos en los extractos de SPBs podrían estar asociándose a estas estructuras bien a través 
de sólo una de sus caras o bien por ambas. El estudio de datos previos sobre la distribución celular 
de los ARNs enriquecidos en los extractos de SPBs, revela la presencia de una proporción similar 
de estos transcritos tanto en el como en el núcleo. Nuestros datos sugirieren, por tanto, que los 
ARNs se asocian con la misma eficiencia en ambas caras del SPB. Además, entre los ARNs 
asociados a los SPBs también se encuentran algunos que se localizan en otras estructuras 
celulares, como los cinetocoros o los nucleosomas. La presencia de ARNs asociados a otras 
estructuras celulares contribuye a reforzar la hipótesis de que su localización a los SPBs permite 
su correcta distribución específica a través de los MTs a otros destinos celulares.  
 

Si bien estos estudios iniciales de los datos obtenidos en el RNA-seq aportan una 
información extremadamente interesante, una evaluación posterior más exhaustiva de los 
resultados indicaba que durante el análisis bioinformático global de los datos, estábamos 
perdiendo información relevante, probablemente como consecuencia de las cantidades 
considerablemente reducidas de ARNs en los extractos de SPBs purificados. Este hecho era 
esperable en base tanto a la complejidad del aislamiento de los SPBs completos preservando la 
asociación de las moléculas que interaccionan con estas estructuras, como al porcentaje tan 
reducido que debe representar la cantidad de cada ARN asociado a los SPBs respecto al total del 
mismo en la célula. De este modo, para mejorar la calidad de los resultados obtenidos, llevamos 
a cabo adicionalmente un análisis manual detallado de los datos de RNA-seq que nos permitió su 
cribado. A partir de este nuevo análisis, hemos podido seleccionar un grupo de ARNs 
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particularmente enriquecidos en las muestras de SPBs sobre los que posteriormente centrar 
nuestros estudios, que incluía tanto ARNms como ARNs antisentido. Además, a este primer grupo 
de ARNs seleccionados para su posterior estudio, también se incorporó el ARN HXT2, ya que, a 
pesar de no haber sido identificado en nuestros estudios de RNA-seq, análisis previos parecían 
sugerir la presencia de una población del ARN HXT2 localizada en los SPBs (Stahl et al., 2019). 
Es importante destacar que, tanto durante el análisis bioinformático global como tras el posterior 
análisis manual de los datos, no se encontró enriquecimiento en los extractos purificados de SPBs 
del ARN FLUC, que se utilizó como control negativo, ni del ARN ACT1, enormemente abundante 
en la célula debido a su transcripción constitutiva (Ng & Abelson, 1980). La ausencia de estos 
ARNs en los extractos de SPBs demuestra la validez de nuestra aproximación experimental y la 
calidad de los resultados obtenidos. 
 
 

4.3. Confirmación individual del enriquecimiento de ARNs expecíficos en extractos de 
SPBs de S. cerevisiae. 

 
Tras la selección de un conjunto inicial de ARN candidatos, el posterior análisis individual 

de su posible asociación a los SPBs mediante RT-qPCR nos ha permitido confirmar el 
enriquecimiento específico en extractos de SPBs de los siguientes ARNms y ARNs antisentido 
(AS): ATG34, ATG8, ATP2-AS, CBF1-AS, DBP1, DSK2, FYV7-AS, GLG1, HSC82, HSP104, 

HXT2, IPL1, KAR2-AS, NUP85-AS, OKP1, PET117, PUT1, PUT4, SIR4, SPC110, UAF30, 

YJL225C, YJR112W-A y YLR154C-G. Adicionalmente, estos estudios demostraban la ausencia 
en los extractos enriquecidos en SPBs de ARNs que no habían sido seleccionados durante el 
cribado de los datos de RNA-seq, como ACT1 o SLI15. En conjunto, estos resultados verifican el 
éxito de nuestra estrategia para la identificación de ARNs asociados a los SPBs en S. cerevisiae. 
Por otro lado, el análisis de las funciones y de la naturaleza de los distintos ARNs individualmente 
identificados, muestra, de nuevo, que la población de estas moléculas que se asocia a los SPBs 
podría participar en una amplia variedad de procesos celulares. 

 
Entre los ARNs identificados en esta Tesis Doctoral cuya asociación a los SPBs se ha 

confirmado específicamente, se encuentran dos proteínas relacionadas con procesos de 
autofagia, Atg34 y Atg8. La autofagia es una vía de degradación de aquellas estructuras dañadas 
o viejas en la célula. Durante este proceso, la célula encierra en unas vesículas de doble 
membrana (autofagosomas) aquellas estructuras que requieren eliminarse, para liberarlas 
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posteriormente dentro de la vacuola donde son degradadas por enzimas hidrolíticas (Cebollero & 
Reggiori, 2009). Atg34 es una proteína específicamente implicada en el transporte de la enzima 
alfa-manosidasa (Ams1) desde el citoplasma a la vacuola durante la autofagia, cuya localización 
es esencial para la degradación de oligosacáridos (Suzuki et al., 2010). Por otro lado, Atg8 es una 
proteína esencial para la formación del autofagosoma (Ichimura et al., 2000; Xie et al., 2008), de 
modo que la deleción de ATG8 determina la incapacidad de llevar a cabo autofagia, así como con 
un descenso en la esperanza de vida cronológica y replicativa (Ruckenstuhl et al., 2014). Por otra 
parte, la sobreexpresión del homólogo de Atg8 en Drosophila es suficiente para extender la vida 
replicativa de esta mosca (Simonsen et al., 2008). Atg34 interacciona con Atg8, y, en ausencia de 
esta interacción, Ams1 no consigue entrar en la vacuola, quedándose en los pre-autofagosomas, 
lo que indica que la asociación de Atg34 con Atg8 es crucial para que este proceso ocurra 
adecuadamente (Suzuki et al., 2010). De forma interesante, en nuestro laboratorio hemos descrito 
recientemente un papel de la proteína Bfa1, un inhibidor de la salida de mitosis en S. cerevisiae 
localizado en los SPBs, en la degradación por autofagia de complejos del poro nuclear mediada 
por la nucleoporina Nup159 (De Oya et al., en revisión). Los resultados de este estudio, en el que 
he participado activamente y del que soy autora, nos han permitido proponer que la interacción 
entre Bfa1 y Nup159 podría promover una degradación autofágica selectiva de aquellos poros 
nucleares dañados que no hayan podido ser retenidos por la célula madre durante la mitosis y 
sean distribuidos de forma incorrecta a la célula hija. Este proceso, por tanto, podría ser relevante 
para el mantenimiento del tiempo de vida replicativo. Los resultados recogidos en esta Tesis 
Doctoral sugieren que, al igual que ocurre con Bfa1, la asociación de los ARNms ATG34 y ATG8 
a los SPBs podría ser importante para asegurar un adecuado control de la autofagia durante la 
división celular. Así, será interesante evaluar si la localización de estos ARNs a los SPBs podría 
también ser empleada para promover la degradación selectiva de componentes dañados que sean 
heredados por la célula hija, contribuyendo a mantener su esperanza de vida replicativa.  
 

Por otro lado, en esta Tesis Doctoral hemos identificado ARNms enriquecidos en los 
extractos de SPBs aislados que codifican proteínas esenciales para una correcta segregación 
cromosómica, entre los que se encuentran IPL1 y OKP1. Ipl1 es una quinasa esencial que forma 
parte un complejo, denominado complejo pasajero del cromosoma (CPC), del que constituye su 
núcleo enzimático. La precisa distribución espacial y temporal del CPC en las distintas regiones 
celulares donde ejerce su función, es fundamental para el correcto desarrollo de múltiples 
aspectos de la división celular (Carmena et al., 2012; Ruchaud et al., 2007). Así, Ipl1, junto al resto 
de componentes del CPC, se localiza en los cinetocoros para asegurar una unión correcta de los 
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cromosomas a los microtúbulos del huso, garantizando así una distribución equitativa del genoma 
entre la célula madre y la célula hija (Welburn et al., 2010; Cimini et al., 2006; Tanaka et al., 2002; 
Lampson et al., 2004). Además, el CPC también se relocaliza a la zona media del huso para 
garantizar su estabilidad y para asegurar que la citocinesis se complete solo después de que todos 
los cromosomas hayan migrado a los polos (Buvelot et al., 2003; Norden et al., 2006; Mendoza et 

al., 2009). De forma interesante, Ipl1 también es necesaria para la despolimerización del huso 
mitótico (Buvelot et al., 2003, Biggins et al., 2001; Vizeacoumar et al., 2010), y para ello requiere 
localizarse en los extremos positivos de los MTs (Buvelot et al., 2003). Okp1, por otra parte, es 
una proteína que también es necesaria para una correcta segregación cromosómica. En concreto, 
Okp1 se localiza en la cara externa del cinetocoro, participando en su ensamblaje y garantizando 
la unión de estos a los MTs del huso (Ortiz et al., 1999; De Wulf et al., 2003). Los resultados 
obtenidos en esta Tesis Doctoral, por tanto, sugieren que la localización de ciertos ARNs, como 
IPL1 y OKP1, a los SPBs podría ser un mecanismo mediante el cual la célula garantiza una 
traducción basal localizada en estas estructuras de proteínas esenciales para una correcta 
segregación cromosómica. Por otro lado, la asociación de estos ARNs a los SPBs podría también 
contribuir a la distribución de las proteínas que codifican hacia los lugares en los que ejercen su 
función. En concreto, estos ARNms podrían viajar a través de los MTs hacia los cinetocoros donde 
estas proteínas ejercen papeles de enorme importancia.  
 

Otro resultado interesante de nuestra búsqueda de ARNs asociados a los SPBs es la 
identificación entre estas moléculas de ARNs que codifican chaperonas moleculares. Así, en esta 
Tesis Doctoral hemos verificado el enriquecimiento en extractos purificados de SPBs aislados de 
los ARNms HSC82 y HSP104. La chaperona molecular Hsc82 es un importante regulador de la 
homeostasis proteica dentro de la célula, siendo necesaria para plegar polipéptidos nacientes en 
estructuras biológicamente activas, así como para la reordenación de proteínas desnaturalizadas 
a sus conformaciones nativas (Borkovich et al., 1989; Nathan et al., 1997). Además, curiosamente, 
se ha descrito que Hsc82 es necesaria para el mantenimiento de los telómeros (Askree et al., 
2004). Por otro lado, otra chaperona importante es Hsp104, la cual deshace los agregados de 
proteínas que se han acumulado debido al estrés, permitiendo su acumulación sólo en estas 
condiciones y manteniendo su expresión a niveles muy bajos en condiciones normales (Sanchez 
& Lindquist, 1990). Además, se ha demostrado que la sobreexpresión de HSP104 reduce la 
agregación de proteínas asociadas con la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, 
disminuyendo la toxicidad de estos agregados de proteínas en células de mamíferos y 
prolongando la vida útil de los ratones (Vacher et al., 2005). Asimismo, se ha observado que 
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Hsp104 se encuentra asociada a los agregados de proteínas que se acumulan durante el 
envejecimiento, los cuales se retienen específicamente en la célula madre durante la división 
celular de S. cerevisiae (Erjavec et al., 2007; Liu et al., 2010). De forma interesante, estudios 
recientes de nuestro laboratorio, en los que he participado como autora, demuestran que la 
inversión de la herencia de los SPBs aumenta el número de focos de Hsp104 que difunden hacia 
la célula hija, poniendo de relevancia una conexión entre ambos procesos (Manzano-López et al., 
2019). Si bien aún no hemos podido demostrar la localización in vivo de los ARNs de HSC82 y 
HSP104, de confirmarse, su asociación a los SPBs podría tener la función de garantizar la 
expresión localizada de una población de dichas chaperonas en los SPBs, lo cual facilitaría una 
rápida eliminación de agregados de proteínas asociados a estas estructuras y podría contribuir al 
mantenimiento de la esperanza de vida de las células. La posible asociación diferencial de estos 
ARNs al SPB viejo o al nuevo será objeto de especial estudio en nuestro laboratorio en el futuro, 
dada la conexión anteriormente descubierta en nuestro grupo entre la herencia de los SPBs y una 
localización diferencial de las chaperonas en la célula madre, donde se retienen la mayoría de 
agregados de proteínas, evitando así su difusión a la célula hija. 
 

Un aspecto importante a resaltar en función a los resultados obtenidos en nuestra 
búsqueda de ARNs asociados a los SPBs es la identificación de ARNs relacionados con la función 
mitocondrial. Diferentes estudios sugieren una posible relación entre los MTOCs y las mitocondrias 
en diferentes organismos, desde las levaduras hasta los humanos (Yaffe et al., 2003; Dalton & 
Carroll, 2013; Knabe & Kuhn, 1996; Maccari et al., 2016; Katayama et al., 2006). Recientemente, 
además, en nuestro laboratorio hemos demostrado que la herencia no aleatoria de los SPBs es 
necesaria para garantizar una distribución diferencial de mitocondrias funcionales durante la 
división celular de levadura, proceso que además está ligado al anteriormente mencionado de la 
segregación asimétrica de agregados de proteínas. De acuerdo con esto, una herencia invertida 
de los SPBs causa una acumulación de mitocondrias menos funcionales en la célula hija, como 
consecuencia de una localización incorrecta de proteínas relacionadas con la distribución de estos 
orgánulos (Manzano-López et al., 2019). Entre los ARNs de función mitocondrial identificados en 
asociación a los SPBs se encuentra PET117 y el ARN antisentido ATP2 (ATP2-AS). Pet117 es 
una proteína de la matriz mitocondrial necesaria para el ensamblaje de la enzima citocromo C 
oxidasa, una enzima esencial para la síntesis de ATP (McEwen et al., 1993) cuya ausencia se ha 
asociado con una disminución en la esperanza de vida cronológica en levadura (Deutschbauer et 

al., 2005; Campos et al., 2018). Además, mutaciones que afectan a la actividad de esta enzima se 
relacionan con trastornos metabólicos graves, a menudo mortales, en humanos (Pecina et al., 
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2004). Por otro lado, Atp2 es una proteína que forma parte del propio complejo enzimático que da 
lugar a la ATP sintasa mitocondrial (Saltzgaber-Muller et al., 1983), y se ha descrito que el 
transcrito ATP2 se localiza exclusivamente en la mitocondria, siendo necesaria dicha localización 
para un correcto funcionamiento del proceso de respiración (Margeot et al., 2002, 2005). De hecho, 
la región 3’ del ARNm de ATP2 contiene una secuencia que media en la localización del ARNm 
en las mitocondrias y cuya mutación tiene como resultado un defecto de crecimiento en fuentes 
de carbono no fermentables (Liu & Liu, 2007). La posible asociación del ARNm PET117 a los SPBs 
podría tener la función de garantizar su localización y traducción en la mitocondria. Además, la 
asociación de PET117 en ambos SPBs podría asegurar que ambas células resultantes de la 
división presentaran mitocondrias funcionales, ya que, si bien en su mayor parte son heredadas 
por la célula hija, la célula madre debe retener algunas mitocondrias funcionales para garantizar 
su supervivencia. Por otro lado, la asociación de ATP2-AS en los SPBs podría representar un 
mecanismo adicional para facilitar la localización del ARNm ATP2 exclusivamente en la 
mitocondria. Así, el ARN ATP2-AS, mediante su asociación a los SPBs y a través, por ejemplo, de 
un transporte mediado por microtúbulos, podría evitar la localización y traducción de ATP2 tanto 
en los polos del huso como en otras regiones celulares. 
 

La confirmación del enriquecimiento en las muestras de SPBs, además de ATP2-AS, de 
distintos ARNs antisentido (ARN-AS), sugiere que las moléculas de ARN que se localizan en los 
SPBs podrían estar específicamente jugando, entre otras, una función general reguladora de la 
expresión, ya que los ARN-AS pueden unirse a su ARNm complementario formando un dúplex 
que evita la traducción y que, además, es rápidamente degradado en la célula. Entre los ARN-AS 
encontrados, en esta Tesis Doctoral hemos confirmado el enriquecimiento en los extractos de 
SPBs aislados del ARN antisentido KAR2 (KAR2-AS). KAR2 codifica una proteína ATPasa 
esencial, miembro de la familia de chaperonas Hsp70, necesaria para el importe de proteínas en 
el RE y para facilitar el plegamiento de proteínas en el RE (Normington et al., 1989; Rose et al., 
1989). Se ha descrito que el ARNm KAR2 se localiza en el RE de forma independiente de su 
traducción (Pyhtila et al., 2008; Cui & Palazzo, 2012), pero aún se desconoce cómo dicho ARN se 
distribuye a este orgánulo. La posible asociación del ARN KAR2-AS a los SPBs podría facilitar un 
mecanismo de localización específico de KAR2 en el RE mediante la exclusión de este ARN de 
otras estructuras celulares. Así, KAR2-AS podría estar transportándose desde los SPBs a través 
de los MTs hacia diferentes partes de la célula, evitando la traducción de KAR2 en estas regiones 
y garantizando, de esta forma, el ARNm de KAR2 se distribuya preferentemente en el RE. 
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Otro ARN antisentido identificado en esta Tesis Doctoral como posiblemente asociado a 
los SPBs es CBF1-AS. Cbf1 es una proteína que se une a los promotores de distintos genes para 
modular la activación o represión de su transcripción. Además, Cbf1 también se asocia al ADN 
centromérico, contribuyendo a garantizar su función (Cai & Davis, 1990; Mellor et al., 1991; Kent 
et al., 2004). Recientemente, se ha sugerido que Cbf1 muestra una ligera tendencia a acumularse 
en la célula madre (Auboiron et al., 2021). Además, esta proteína es necesaria para regular la 
respiración mitocondrial a través del control de una subunidad de la ATP sintasa (DeMille et al., 
2019). De forma interesante, los mutantes cbf1Δ muestran una tasa de respiración más baja, que, 
aunque no altera los niveles de ATP, genera una menor cantidad de especies reactivas de oxígeno 
(ROS) (DeMille et al., 2019). La identificación en esta Tesis Doctoral de CBF1-AS como parte de 
la población de ARNs enriquecidos en los extractos de SPBs, abre la posibilidad de que la 
asociación de este ARN antisentido a estas estructuras pudiese facilitar su distribución diferencial 
a la célula hija junto con el SPB viejo. Esta localización podría garantizar que el ARNm de CBF1 
no se tradujese en la célula hija, permitiendo así una tasa de respiración más baja, sin afectar a la 
producción de ATP, pero generando menos ROS y, por tanto, originando un menor daño oxidativo 
en esta célula. 

 
Durante esta Tesis Doctoral también hemos encontrado en los extractos de SPBs un 

enriquecimiento del ARN antisentido de NUP85 (NUP85-AS), que sugiere su asociación a los 
MTOCs del huso. La proteína Nup85 es una subunidad del poro nuclear necesaria para el 
transporte núcleo-citoplásmico de los ARNms, así como para la biogénesis y localización de los 
propios poros nucleares en la membrana nuclear (Siniossoglou et al., 1996, 2000). Tanto los poros 
nucleares como los SPBs son estructuras que se encuentran insertas en la membrana nuclear, y 
se han propuesto diferentes modelos que proponen que el ensamblaje de ambos complejos en 
esta membrana está estrechamente coordinado (Winey et al., 1997; D’Angelo et al., 2006; 
Jaspersen & Ghosh, 2012). De forma interesante, durante el envejecimiento, la célula madre 
retiene poros nucleares dañados o no funcionales, evitando que sean heredados por la célula hija 
(Makio et al., 2013). Además, las células madres envejecidas presentan problemas para 
ensamblar nuevos poros nucleares. Se ha sugerido que los defectos en los poros nucleares 
durante el envejecimiento pueden ser consecuencia de desequilibrios en los niveles de los 
componentes de estos complejos y sus factores de montaje, y que este desbalance no es 
generado a nivel transcripcional, sino que es más bien originado durante síntesis de proteínas y 
ensamblaje de los poros nucleares (Janssens et al., 2015; Rempel et al., 2019). De este modo, la 
probable asociación de NUP85-AS con los SPBs, junto a estudios previos que señalan que los 
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SPBs y los poros nucleares colaboran en la regulación de distintos procesos celulares e incluso 
comparten algunos componentes comunes, permite pensar en un nuevo modelo de regulación de 
la síntesis de poros nucleares de novo durante el envejecimiento celular. Debido a que los poros 
nucleares dañados se acumulan en la membrana nuclear hasta su degradación, la asociación de 
NUP85-AS en los SPBs podría disminuir los niveles de proteína Nup85 evitando la traducción del 
ARNm que la codifica, proporcionando así una ventana temporal que permita la eliminación de 
poros nucleares dañados, y facilite de este modo el acceso posterior a la membrana nuclear de 
componentes del poro de nueva síntesis para restituir los poros eliminados con otros 
completamente funcionales. 
 

Como se ha comentado anteriormente, estudios pioneros llevados a cabo en nuestro 
grupo de investigación nos han permitido demostrar que la herencia asimétrica de los SPBs en S. 

cerevisiae es necesaria para mantener el tiempo de vida replicativa de las células (Manzano-López 
et al., 2019). En estos estudios, otro de los fenómenos que pudimos observar es que la distribución 
diferencial de los SPBs es fundamental para mantener unos niveles adecuados de expresión de 
la sirtuína Sir2 (Manzano-López et al., 2019). Sir2 es una histona deacetilasa que forma parte del 
complejo SIR, el cual se ensambla a partir de la asociación de dímeros Sir2/Sir4 con dímeros de 
Sir3. El complejo SIR, a través de su reclutamiento a la cromatina, facilita el silenciamiento de 
regiones determinadas del genoma regulando de este modo los procesos de recombinación, 
estabilidad genómica y el envejecimiento (Liou et al., 2005; Smith & Boeke, 1997; Kaeberlein et 

al., 1999; Holmes et al., 1997). En concreto, nuestros resultados demuestran que la inversión de 
la herencia de los SPBs da lugar a niveles reducidos de la proteína Sir2 en la célula, y que esta 
disminución es fundamental para explicar el envejecimiento celular prematuro observado en estas 
células (Manzano-López et al., 2019). Además, una de las funciones clave de Sir2 es facilitar el 
mantenimiento del número de copias del ADN ribosómico (ADNr). Para que la célula cuente con 
suficiente ARN ribosómico (ARNr) para la abundante síntesis de ribosomas, la ARN polimerasa I 
transcribe activamente el ADNr (Boisvert et al., 2007; Kobayashi, 2011; Moss et al., 2007). Por 
tanto, las células deben mantener un número adecuado de copias de este ADNr, y para ello 
disponen de un mecanismo de control del que forman parte las proteínas Uaf30 y Sir2. Uaf30 
detecta si hay cantidad suficiente de ADNr y, si no es así, permite la generación de nuevo ADNr 
mediante la represión de SIR2, ya que la sirtuína Sir2 evita la transcripción del ADNr. Una vez que 
se genera la cantidad suficiente de ADNr para facilitar niveles adecuados de ARNr, se activa de 
nuevo la expresión de SIR2 para impedir que continúe la transcripción del ADNr (Siddiqi et al., 
2001; Hontz et al., 2008, Iida & Kobayashi, 2019). En esta Tesis Doctoral, interesantemente, 
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hemos encontrado un enriquecimiento en los extractos purificados de SPBs de los ARNs SIR4 y 
UAF30. Además, un análisis más detallado de nuestros experimentos de RNA-seq sugiere que, a 
pesar de no haberse encontrado inicialmente el ARN SIR3 entre las moléculas significativamente 
enriquecidas en las muestras de SPBs, dicho ARN también podría encontrarse asociado a estas 
estructuras. La posible asociación a los SPBs de los ARNs tanto de sirtuínas como de UAF30 
sugiere que la célula podría facilitar de forma específica la presencia de proteínas implicadas en 
la síntesis de ribosomas y la traducción en los MTOCs del huso. Por otro lado, también es posible 
que la presencia de estos ARNs en los SPBs pueda contribuir al mantenimiento de unos niveles 
de expresión adecuados de la proteína Sir2. En este sentido, será interesante comprobar en el 
futuro si la localización de estos ARNs en los SPBs podría estar ocurriendo de forma asimétrica 
en el SPB preexistente o en el de nueva generación, con el fin de regular diferencialmente los 
procesos anteriormente indicados en la célula madre o en la célula hija. De acuerdo con el modelo 
propuesto por nuestro grupo (Manzano-López et al., 2019), la inversión de la herencia de los SPBs 
impediría que las células hijas heredasen de forma adecuada el ARN de las sirtuínas que se asocia 
al SPB, contribuyendo a la disminución de los niveles de SIR en las células y, por tanto, a la 
reducción observada en su esperanza de vida replicativa. 

 
Finalmente, durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, hemos identificado un número 

importante de ARNs previamente no estudiados o que codifican proteínas de función desconocida, 
y que según nuestros análisis parecen estar asociados a los SPBs. Esto, como se ha indicado 
anteriormente, los convierte en objetos de estudio de particular interés. Entre estos ARNs se 
encuentra YJR112W-A, que codifica una proteína de función no conocida que se localiza en el RE 
(Brachat et al., 2003; Yofe et al., 2016) e interacciona físicamente con las proteínas Slf1 (Schenk 
et al., 2012) y Nab2 (Batisse et al., 2009). Slf1 es una proteína que se une al ARN de los ribosomas 
y se ha propuesto que puede estar involucrada en la regulación de la traducción del ARNm (Sobel 
& Wolin, 1999, Yu et al., 1996). Por otro lado, Nab2 es una proteína esencial necesaria para el 
exporte del ARNm y el control de la longitud de la cola poliA del ARN, protegiendo además al ARN 
de su degradación (Wilson et al., 1994; Truant et al., 1998; Roth et al., 2005). El hecho de que la 
proteína codificada por YJR112W-A interaccione con proteínas involucradas en el exporte, 
traducción y protección de los ARNs, sugiere que podrían compartir una función similar. Así, la 
asociación del ARN YJR112W-A con los SPBs podría contribuir a su transporte desde estas 
estructuras a sitios concretos en la célula donde llevar a cabo su función. Alternativamente, 
YJR112W-A podría traducirse en las inmediaciones del SPB para proteger de la degradación o 
promover la traducción de otros ARNs asociados a los MTOCs del huso. Otro ARN enriquecido en 
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los extractos de SPBs es el ARN YJL225C. Aunque su ORF no está caracterizada, presenta 
homología a helicasas dependientes de ATP en C. elegans y en Homo sapiens. El hecho haber 
encontrado en los SPBs el ARN de DBP1, otra helicasa dependiente de ATP necesaria para iniciar 
la traducción de los ARNms, sugiere que esta actividad pudiese ser especialmente necesaria en 
estas estructuras. Por último, entre los ARNs de función desconocida enriquecidos en los extractos 
de SPBs, cabe destacar el ARN YLR154C-G. Al igual que en el caso de YJL225C, tanto el papel 
biológico como la localización celular de la proteína que codifican son desconocidos. En el caso 
de estos ARNs, es interesante señalar que cabe la posibilidad de que puedan localizarse en los 
SPBs exclusivamente para ejercer una función de andamiaje, y que no participen en ningún 
proceso celular adicional en concreto. 
 
 

4.4. Confirmación de la localización de ARNs en los SPBs mediante microscopia in vivo. 
 

En una última aproximación experimental, una vez confirmado de forma individual por RT-
qPCR el enriquecimiento de varios de los ARNs anteriormente indicados en los extractos de SPBs, 
durante esta Tesis Doctoral hemos llevado a cabo finalmente un análisis directo por microscopía 
de fluorescencia en células in vivo de la localización de algunas de las moléculas de ARN 
identificadas, con el fin de verificar su asociación a los SPBs. De forma fascinante, estos ensayos 
demuestran la localización específica de los ARNs HXT2, PUT1, PUT4, DBP1 y GLG1 en los SPBs 
de levadura. Adicionalmente, los estudios de localización del ARN DBP1 en el SPB, que muestran 
que este ARN se localiza preferentemente en el SPB que es heredado por la célula hija en anafase, 
sugieren que algunos de los ARNs asociados a los SPBs podrían localizarse de forma asimétrica 
en estas estructuras. Esta distribución diferencial de los ARNs podría jugar también un papel 
importante en la regulación de procesos celulares clave en los que participan. 
 

Nuestros análisis indican que el ARNm del gen HXT2 es uno de los ARNs que se asocian 
específicamente con los MTOCs del huso. Hxt2 es un transportador de glucosa que se localiza en 
la membrana plasmática y cuya expresión se induce en condiciones de déficit de este azúcar 
(Kruckeberg & Bisson, 1990; Özcan & Johnston, 1995, 1999). En estudios recientes se ha descrito 
que el ARNm HXT2 se encuentra en el citoplasma, asociado a los ribosomas (Stahl et al., 2019). 
Sin embargo, la localización del ARNm HXT2 se encuentra alterada en un mutante kar9Δ, 
distribuyéndose exclusivamente en el citoplasma de la célula madre cuando, debido a un 
incorrecto posicionamiento del huso en anafase, ambos núcleos quedan retenidos en la misma 
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(Stahl et al., 2019). Nuestros estudios sobre la localización de HXT2 usando microscopia de 
fluorescencia in vivo demuestran, no sólo su asociación específica al SPB, sino también una 
reducción de esta asociación en células kar9Δ. Kar9 es una proteína fundamental tanto para 
garantizar la orientación del huso mitótico a lo largo del eje madre-hija como para establecer la 
herencia asimétrica de los SPBs. Para realizar estas funciones, Kar9 se localiza en el SPB 
preexistente, lo que garantiza que sea el SPB antiguo el que entre preferentemente en la célula 
hija durante anafase (Liakopoulos et al., 2003; Maekawa et al., 2003; Maekawa & Schiebel, 2004; 
Grava et al., 2006; Moore & Miller, 2007). De acuerdo con esto, los mutantes kar9Δ distribuyen 
los SPBs de forma aleatoria (Pereira et al., 2001; Hotz et al., 2012). Nuestros datos indican que la 
localización de HXT2 en los SPBs depende parcialmente de Kar9, lo que a su vez sugiere que 
este ARNm podría asociarse preferentemente al SPB preexistente. Como este transportador de 
glucosa se induce por niveles bajos de glucosa en el medio de cultivo (Özcan & Johnston, 1995) 
y su expresión diferencial confiere una ventaja de crecimiento a las células hijas (Stahl et al., 2019), 
la asociación de HXT2 al SPB viejo podría asegurar que la célula hija contara con niveles basales 
de expresión de esta proteína necesaria para el transporte de glucosa al interior de la célula antes 
de que se produzca la transcripción del propio gen HXT2 que recibe, generando así una ventaja 
competitiva en el crecimiento respecto a la célula madre. Finalmente, la asociación de HXT2 a los 
SPBs, que no fue encontrada inicialmente en los estudios de RNA-seq, indica que nuestra 
estrategia experimental para la identificación de ARNs asociados a los SPBs no ha dado lugar a 
una búsqueda saturante. Los ARNs detectados en nuestro estudio posiblemente sean los que se 
asocian más abundantemente al SPB o los que, bien por su localización específica o por su propia 
naturaleza, hayan sido más resistentes a la degradación durante el desarrollo de los experimentos. 
 

Como se ha indicado anteriormente, otro de los ARNs cuya asociación in vivo a los SPBs 
hemos podido verificar en esta Tesis Doctoral es el ARNm del gen DBP1. Dbp1 es una helicasa 
de ARN/ADN necesaria para iniciar la traducción de los ARNms (Jamieson & Beggs, 1991; 
Berthelot et al., 2004) y cuya ausencia disminuye la esperanza de vida cronológica en levaduras 
(Laschober et al., 2010). La localización de una población del ARN DBP1 asociada 
preferentemente al SPB viejo, heredado por la célula hija en anafase, sugiere que la distribución 
del ARN DBP1 mediante su localización a este SPB podría utilizarse como un mecanismo para 
asegurar que la célula hija disponga de proteínas importantes para el inicio de la traducción de 
ciertos ARNms, especialmente quizás de otros ARNs que también se asocian a los SPBs. De 
forma interesante, además de DBP1, en nuestra búsqueda hemos encontrado también otros ARNs 
relacionados con el proceso de traducción, a pesar de que en estos casos no hemos podido aún 
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verificar por microscopía su asociación específica a los SPBs. Este es el caso del ARN antisentido 

FYV7 (FYV7-AS). Fyv7 se localiza en el nucléolo y es necesaria para la maduración del ARNr 18S, 
fundamental para la traducción de proteínas (Peng et al., 2003). A diferencia de DBP1, FYV7-AS 
podría localizarse en el SPB para su transporte a diferentes localizaciones celulares, evitando la 
expresión del ARN sentido FYV7 en estos lugares. Esto podría permitir que el FYV7 se traduzca 
únicamente en zonas concretas del citoplasma cercana a los poros nucleares, garantizando así 
su posterior importación y su adecuada localización nucleolar.  
 

Por último, en esta Tesis Doctoral se han identificado numerosos ARNs relacionados con 
el metabolismo que podrían asociarse también a los SPBs de S. cerevisiae. Este es el caso de 
PUT1, PUT4 y GLG1, tres de los ARNs para los que, además, hemos podido finalmente verificar 
en nuestros experimentos de microscopía in vivo que se localizan en focos que coinciden con los 
MTOCs del huso. Distintas evidencias previas sugieren que los centrosomas actúan como 
plataformas reguladoras desde las que se coordina la señalización de múltiples vías metabólicas. 
De acuerdo con esto, se han encontrado numerosas proteínas que forman parte de redes 
metabólicas y que se asocian de forma general con el aparato mitótico y, más específicamente, 
con los MTOCs del huso (Cuyàs et al., 2014). La prolina es un aminoácido esencial en la síntesis 
de proteínas que, adicionalmente, puede servir como fuente de nitrógeno, constituyendo así una 
molécula importante para el mantenimiento de la homeostasis celular que protege a las células de 
diversos estreses ambientales. La absorción de prolina se lleva a cabo principalmente por dos 
permeasas: la permeasa de aminoácidos general Gap1 y la permeasa de prolina de alta afinidad 
Put4 (Lasko et al., 1981). Además, cuando no se dispone de fuentes de nitrógeno más óptimas, 
S. cerevisiae degrada la prolina en glutamato en las mitocondrias, de forma que la prolina se 
convierte primero en delta-1-pirrolina-5-carboxilato (P5C) por la proteína Put1 y luego, P5C es 
procesado por Put2 en glutamato (Brandriss & Magasanik, 1979; Tomenchok & Brandriss, 1987; 
Wang & Brandriss, 1986). Recientemente, se ha descrito que Put1 es importante para el 
mantenimiento de la esperanza de vida cronológica de la levadura, de forma que durante el 
envejecimiento aumenta la expresión de PUT1 y la oxidación de prolina, para mantener el potencial 
de la membrana mitocondrial y la producción de ATP. Estos resultados están de acuerdo con un 
posible mecanismo de regulación del tiempo de vida replicativo de las células de levadura 
mediante el control del metabolismo de la prolina (Nishimura et al., 2021). La existencia de una 
población de ARNms de PUT1 y PUT4 asociada al SPB sugiere que la célula podría usar su 
transporte desde estas estructuras como un mecanismo que asegure el correcto metabolismo de 
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la prolina durante el envejecimiento y, de esta forma, el mantenimiento de la función mitocondrial 
y la esperanza de vida en las células resultantes de la división. 

 
El glucógeno, por otro lado, es una molécula de almacenamiento de glucosa, cuya 

acumulación está bajo un riguroso control. En numerosos estudios se ha demostrado que las 
células sintetizan glucógeno en respuesta al estrés, como el déficit de nutrientes del medio o el 
estrés térmico (Werner-Washburne et al., 1993, François & Parrou, 2001). En S. cerevisiae, Glg1 
es una de las proteínas involucrada en la síntesis del glucógeno (Cheng et al., 1995). El ARNm 
GLG1 comienza a acumularse cuando se ha empleado aproximadamente el 50% de la glucosa 
ambiental, alcanzado su punto máximo de expresión cuando la glucosa se agota completamente 
(Parrou et al., 1999). Fallos en la acumulación del glucógeno y de otros carbohidratos se asocian 
con un descenso en la esperanza de vida cronológica (Cao et al., 2016). Adicionalmente, estudios 
recientes han propuesto que en enfermedades neurodegenerativas que implican una acumulación 
de proteínas mal plegadas, como la enfermedad de Huntington, el glucógeno puede actuar como 
un protector, suprimiendo la acumulación de estas proteínas e induciendo adicionalmente el 
proceso de autofagia. Esto, además, sugiere que el glucógeno esté posiblemente actuando como 
una molécula de andamiaje que favorece la proximidad de la maquinaria proteolítica con los 
agregados proteicos (Rai et al., 2018). La localización del ARN GLG1 en ambos SPBs, confirmada 
en base a nuestros experimentos, podría contribuir al adecuado desarrollo de esta función, dado 
el papel en los MTOCs del huso en la correcta distribución de los agregados proteicos durante la 
división celular (Manzano-López et al., 2019). 
 

En resumen, el conjunto de resultados obtenidos durante el desarrollo de esta Tesis 
Doctoral nos ha permitido describir, de forma pionera, una población de ARNs asociados a los 
SPBs en S. cerevisiae. Nuestros resultados, de este modo, apoyan la teoría propuesta por Lynn 
Margulis que hipotetiza que los MTOCs del huso habrían sido originados durante la evolución 
mediante la incorporación endosimbiótica de una espiroteca (Gray, 2017). El estudio 
individualizado de los ARNs identificados, así como de su posible asociación diferencial en los 
SPBs, nos permitirá descubrir nuevos mecanismos de regulación de procesos fundamentales 
como la división celular, la diferenciación o el envejecimiento, y nos permitirán entender mejor el 
origen y el desarrollo de distintos síndromes neurodegenerativos o enfermedades como el cáncer.
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1. En esta Tesis Doctoral, hemos diseñado y optimizado un protocolo para la obtención de 
extractos enriquecidos de SPBs a gran escala, sin alterar su estructura, y en condiciones que 
preservan la asociación de moléculas que, sin ser componentes integrales de los mismos, 
interaccionan físicamente con los MTOCs del huso en Saccharomyces cerevisiae. Además, 
se ha validado el uso del ARNm FLUC como control de ARN exógeno no asociado a los SPBs. 

2. Nuestros resultados demuestran la existencia de una población de ARNs que se asocian de 
forma específica a los SPBs de S. cerevisiae, entre los que se encuentran tanto ARNs 
mensajeros (ARNms) como ARNs antisentido. 

3. Los ARNms ATG8, ATG34, DBP1, GLG1, HSP104, HXT2, IPL1, PET117, PUT1, PUT4, SIR4, 

SPC110, UAF30, OKP1, YJL225C, YJR112W-A, DSK2, HSC82 y YLR154C-G, se encuentran 
específicamente enriquecidos en extractos purificados de SPBs. Este enriquecimiento, sin 
embargo, no se observó en el caso de otros ARNms como ACT1, HIT1, PDA1 o SLI15. El 
elevado nivel de expresión de ACT1 y PDA1 demuestra, además, que el enriquecimiento de 
ARNs en nuestros extractos de SPBs no se justifica simplemente en base a su mayor 
abundancia en la célula. 

4. El enriquecimiento de ARNs antisentido en extractos purificados de SPBs, verificado 
específicamente para los ARNs CBF1-AS, NUP85-AS, KAR2-AS, FYV7-AS y ATP2-AS, 
sugiere que la asociación de estas moléculas a los SPBs podría jugar una función reguladora 
de la expresión de determinados transcritos. 

5. La visualización directa de los ARNms DPB1, GLG1, HXT2, PUT1 y PUT4 confirma su 
localización específica in vivo en los SPBs de S. cerevisiae. Estos estudios indican, además, 
que la asociación de HXT2 a los SPBs depende parcialmente de Kar9. 

6. Los ensayos de microscopía in vivo demuestran, finalmente, que mientras que el ARNm 
GLG1 no se asocia de forma preferente a ninguno de los SPBs, el ARNm DBP1 se localiza 
preferentemente en el SPB preexistente, que es heredado por la célula hija durante la división 
de S. cerevisiae. La asociación específica de ARNs a uno u otro SPB podría permitir el 
establecimiento de patrones diferenciales de expresión génica durante la división celular. 
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7. En conjunto, la diversidad de funciones de los ARNs asociados a los SPBs sugiere que estas 
estructuras podrían actuar como plataformas para la localización y distribución de ARNs 
esenciales para el correcto desarrollo de múltiples procesos celulares, así como para la 
duplicación y el mantenimiento de la propia estructura de los MTOCs del huso. 
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6.1.  Organismos modelo. 
 
6.1.1.  Estirpes de Escherichia coli. 
 

Todas las cepas bacterianas empleadas en esta Tesis Doctoral proceden de Escherichia 

coli DH5-α (f-endA1 gyrA96 hsdR17 ΔlacU169 f80lacZΔM15 recA1 relA1 supE44 thi1). 

 
 
6.1.2.  Estirpes de Saccharomyces cerevisiae. 
 

Las estirpes de levadura utilizadas en este trabajo provienen del fondo genético W303 
(ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1). Para cada estirpe empleada se detalla su 
genotipo concreto en la Tabla M1. 
 
 

6.2.  Plásmidos . 
 

Todos los plásmidos usados en esta Tesis Doctoral quedan recogidos en la Tabla M2. De 
forma general, se usaron los plásmidos de la serie “pRS” descritos en (Sikorski & Hieter, 1989) 
para la clonación de fragmentos de PCR. La amplificación por PCR de los fragmentos de ADN 
para el etiquetado o la deleción de genes por recombinación homóloga en S. cerevisiae se realizó 
utilizando los plásmidos descritos en (Longtine et al., 1998; Sheff & Thorn, 2004). Las estirpes de 
levaduras utilizadas en los ensayos de visualización de ARNs fueron construidas a partir de los 
plásmidos descritos en (Tutucci et al., 2018).  
 
 
6.3.  Reactivos químicos 

 
6.3.1.  Antibióticos 
 

× Ampicilina (Sigma): antibiótico β-lactámico que evita el crecimiento bacteriano al impedir 
la síntesis de la pared celular durante su división celular. Se utilizó a 100 µg/ml de 
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concentración para seleccionar a las bacterias E. coli que portaran plásmidos que les 
confirieran resistencia a este antibiótico. 

× Geneticina (G418, Phytotechnology laboratories): antibiótico aminoglicosídico que inhibe la 
síntesis de proteínas. Se utilizó a 250 µg/ml de concentración en medio sólido para la 
selección de estirpes de levaduras S. cerevisiae que presentaban resistencia a este 
antibiótico. 
 

 
6.3.2. Drogas e inhibidores 
 

× Diethilpyrocarbonate (DEPC, Sigma): compuesto químico que desactiva enzimas como la 
ADNasa y la ARNasa sin afectar a los ácidos nucleicos.  

× Ditiotreitol (DTT, Sigma): agente estabilizador de proteínas que reduce puentes disulfuro 
de proteínas que presentan grupos sulfhidrilos libres. 

× Factor alfa (factor α, Sigma y ProteoGenix): feromona secretada por las cepas de S. 

cerevisiae de sexo MATα. Se usó a una concentración final de 1 mg/ml en medio sólido (a 
partir de una solución stock de 5 mg/ml en DMSO) para seleccionar los diploides resultantes 
de un cruce. 

× Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, Sigma): compuesto inhibidor de proteasas de 
cisteína y serina (tripsina y quimiotripsinas). 

× Inhibidores de proteasas (Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche): mezcla 
compuesta por inhibidores de proteasas de cisteína, serina (tripsinas y quimiotripsinas) y 
metaloproteasas. Se preparó a una concentración 50x en H2O ultrapura (H2OMQ) o H2O 
ultrapura tratada con DEPC (H2OMQ-DEPC). 

 
 
6.3.3. Enzimas. 
 

× Enzimas de restricción (New England BioLabs): endonucleasas de ADN de doble cadena 
específicas de secuencia que generan fragmentos de ADN con una secuencia conocida en 
cada extremo. 
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× Fosfatasa alcalina de ADN (Roche): glicoproteína dimérica procedente de intestino bovino 
que se utiliza para eliminar los grupos fosfatos de los extremos 5´ del ADN de doble cadena.  

× Ligasa de ADN del fago T4 (Roche): enzima encargada de catalizar la unión covalente de 
extremos lineales de ADN de doble cadena.  

× Polimerasas termoestables de ADN: 

o GoTaq (Promega): ADN polimerasa utilizada principalmente para realizar PCRs de 
comprobación. 

o Mytaq (Bioline): ADN polimerasa utilizada para realizar PCRs de comprobación.  

o Velocity (Bioline): ADN polimerasa de amplificación rápida, alta fidelidad y 
procesividad, capaz de amplificar fragmentos de más de 5 kb y con regiones ricas en 
GC. Debido a sus características, se usó principalmente para la clonación de 
fragmentos y obtención de secuencias lineales que se usaron para integrarlos en el 
ADN genómico. Entre los fragmentos amplificados con esta enzima se encuentra la 
secuencia MS2V6 y la comprobación de su integración en el sitio de interés. 

o Q5 (NEB): ADN polimerasa de amplificación rápida, alta fidelidad y procesividad, con 
muy baja tasa de errores, especialmente diseñada para obtener fragmentos largos o 
difíciles y con regiones ricas en GC. Debido a estas características, se usó 
específicamente para la generación de los fragmentos MS2V6, así como la 
comprobación de su integración en el sitio de interés. 

o iProof (Bio-Rad): ADN polimerasa de amplificación rápida, alta fidelidad y alta 
procesividad, capaz de amplificar fragmentos grandes de hasta 37 kb desde diferentes 
tipos de ADN molde. Debido a estas características, se usó específicamente para la 
generación de los fragmentos MS2V6, así como la comprobación de su integración en 
el sitio de interés. 

× ARNasa A (Roche): endorribonucleasa específica de pirimidina extraída de páncreas 
bovino. Actúa sobre el ARN de cadena sencilla catalizando su degradación. 

× Zimoliasa 20T (US Biological): combinación de enzimas de Artrobacter luteus aptas para 
hidrolizar la pared celular de S. cerevisiae. La zimoliasa 20T tiene una actividad lítica de 
20000 U/g y se preparó a una concentración de 10 mg/ml en sorbitol 1 M.  



MATERIALES Y MÉTODOS 

 98 

6.4.  Tampones y soluciones. 
 

× H2OMQ-DEPC: H2OMQ tratada con dietil pirocarbonato (DEPC) al 0,1%, un inhibidor 
irreversible de ribonucleasas, el cual se deja actuar aproximadamente 16 horas y pasado 
este tiempo se autoclava para garantizar la esterilidad de la solución y la inactivación del 
DEPC. 

× Tampón de extracción de ADN: Tritón 2% (v/v), SDS (Sigma) 1% (p/v), NaCl 0,1 M, Tris-
HCl 10 mM (pH = 8), EDTA (Sigma) 1 mM (pH = 8). 

× Tampón fosfato potásico (KPi): 

o Tampón KPi 0.1 M (pH = 6,4): para 1 l, 27,08 ml de K2HPO4 1 M, 72,2 ml de KH2PO4, 

enrasar hasta 1 l con H2OMQ.  

o Tampón KPi 0.1 M (pH = 6,6): para 1 l, 38,1 ml de K2HPO4 1 M, 61,9 ml de KH2PO4, 

enrasar hasta 1 l con H2OMQ.  

o Tampón KPi 0.1 M (pH = 7,4): para 1 l, 80,02 ml de K2HPO4 1 M, 19,8 ml de KH2PO4, 

enrasar hasta 1 l con H2OMQ.  

× Tampón TAE (50x): Tris 40 mM, ácido acético glacial 20 mM, EDTA 1 mM (pH = 8). 

× Tampón TE (10x): Tris-HCl 50 mM (pH = 7,5), EDTA 1 mM (pH = 8). 

× Tampón ligasa: Tris-HCl 40 mM (pH = 7,8), MgCl2 10 mM, DTT 10 mM y ATP 0,5 mM. 

× PBS 10x: NaCl 8,19% (p/v), KCl 0,2% (p/v), Na2HPO4 1,42% (p/v), KH2PO4 0,245% (p/v). 

× PBS-T: Tween-20 (Sigma) 0,1% (v/v) en PBS1X.  

× Ponceau S: Ponceau S (Sigma) 4,7 g/l, TCA 30 g/l, ácido acético 1% (v/v).   

× Solución I miniprep: Tris (tris(hidroximetil)aminometano) 25 mM, glucosa 50 mM, EDTA 
10 mM (pH = 8).   

× Solución II miniprep: NaOH 200 mM, SDS 1% (p/v). 

× Solución III miniprep: acetato potásico 25% (p/v), pH = 4,8. 

× Solución de deshibridación (“stripping”): Glicina 1,876 g/l, SDS 1% (v/v), pH = 2. 
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× Tampón de lisis I: Tris-HCl 50 mM (pH = 7,4), NaCl 250 mM, glicerol 10%, EDTA 10 mM 
(pH = 8), DTT 1 mM, PMSF 0,5 mM, cóctel de inhibidores de proteasas 1x. 

× Tampón de solubilización 5% TX100: Tris-HCl 50 mM (pH = 7,4), NaCl 250 mM, glicerol 
10%, EDTA 10 mM (pH = 8), PMSF 0,5 mM, Tritón X-100 (TX100, Merk) 5%. 

× Tampón de solubilización 0,5% TX100: Tris-HCl 50 mM (pH = 7,4), NaCl 250 mM, glicerol 
10%, EDTA 10 mM (pH = 8), TX100 0,5%. 

× Tampón de lavado para GFP-TRAP: Tris-HCl 50 mM (pH = 7,4), NaCl 250 mM, glicerol 
10%, EDTA 10 mM (pH = 8). 

× Tampón de lisis µMACs: Tris-HCl 50 mM (pH = 8), NaCl 150 mM, TX100 1%.  

× Tampón de lavado µMACs: Tris-HCl 20 mM, pH = 7,5. Nombrado en el kit como tampón 
de lavado 2. 

× Tampón de elución µMACs: Tris-HCl 50 mM (pH = 6,8), DTT 50 mM, SDS 1%, EDTA 1 
mM, azul de bromofenol 0,005%, glicerol 10%. 

× Tampón de lisis II: Tris-HCl 50 mM (pH = 7,5), NaCl 250 mM, glicerol 10%, EDTA-Na 10 
mM (pH = 8), DTT 1 mM, PMSF 0,5 mM, cóctel de inhibidores de proteasas 1x. Todos los 
componentes fueron preparados en H2OMQ-DEPC y filtrados antes de su uso. 

× Tampón SPBs 5% TX100: Tris-HCl (pH = 7,5) 50 mM, NaCl 250 mM, glicerol 10%, EDTA-
Na (pH = 8) 10 mM, TX100 5%. Todos los componentes fueron preparados en H2OMQ-DEPC 
y filtrados antes de su uso. 

× Tampón SPBs 0,5% TX100: Tris-HCl 50 mM (pH = 7,5), NaCl 250 mM, glicerol 10%, EDTA-
Na 10 mM (pH = 8), TX100 0,5% (a partir del Tampón de solubilización 5% TX100). Todos 
los componentes preparados en H2OMQ-DEPC y filtrados antes de su uso. 

× Tampón de elución: Tris-HCl 50 mM (pH = 7,5), NaCl 250 mM, glicerol 10%, EDTA-Na 10 
mM (pH = 8), DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM, cóctel de inhibidores de proteasas 1x, SDS 1%. 
Todos los componentes preparados en H2OMQ-DEPC y filtrados antes de su uso. 

× Tampón Laemli 3x: Tris-HCl 187,5 mM (pH = 6.8), glicerol 30%, SDS 9%, azul de 
bromofenol 50 g/l.  
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× Tampón SDS 3x: Tampón Laemli 3x, β-mercaptoetanol 6% (v/v), 

× Tampón SDS 2x: Laemli buffer 2x, β-mercaptoetanol al 2% (v/v). 

× Tampón de electroforesis de proteínas 5x: Tris 15 g/l, glicina 72 g/l, SDS 0,5% (v/v). 

× Tampón de transferencia de proteínas 5x: Tris 15 g/l, glicina 72g/l, SDS 0,1% (v/v). 

× Tampón de transferencia de proteínas 1x: A partir del tampón de transferencia 5x, 
preparada con metanol (VWR) al 20% (v/v).  

× Tampón para Fosfatasa Alcalina de proteínas: Tris 50 mM, MgCl2 1 mM, pH = 9. 

× Tampón TES: Tris-HCl 10 mM (pH 7.5), EDTA 10 mM, SDS 0.5% en H2OMQ-DEPC. 

× TBS 10x: NaCl 8% (p/v), KCl 0,2% (p/v), Tris 3% (p/v), pH = 7,4. 

× TBS-T: Tween-20 (Sigma) 0,1% (v/v) en TBS 1x. 

× TRAFO o solución de transformación: por cada reacción de transformación de S. 

cerevisiae: 240 µl PEG 50%, 36 µl acetato de litio 1 M (Sigma), 10 µl de ADN monocatenario 
de esperma de salmón a una concentración de 2 mg/ml, 74-X µl H2OMQ (donde X es la 
cantidad de ADN seleccionada para la transformación).  

× Tampón Bis-Tris: Bis-tris (Sigma) 10 mM, MgCl2 0,1 mM, pH = 6,5. 

× Gradiente de sacarosa: 5 fracciones de 10, 20, 30, 40 y 85,5 % de sacarosa (Merck) en 
tampón Bis-Tris. 

 

 
6.5.  Medios de cultivo 
 
Los medios de cultivo se prepararon en H2OMQ y se autoclavaron. Para la preparación de los 
medios sólidos se agregó, además, un 2% de agar.  
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6.5.1. Medios de cultivo para bacterias 
 

× Medio rico LB (Luria-Bertani): extracto de levadura 0,5%, NaCl 1%, bacto-triptona 1%. Para 
seleccionar bacterias E. coli que portaran plásmidos que les confirieran resistencia a 
ampicilina, se añadieron al medio 100 mg/ml de dicho antibiótico. 

 
 
6.5.2. Medios de cultivo para levaduras. 
 

× Medio de esporulación SPO: acetato potásico 1%, extracto de levadura 0,1%, glucosa 
0,05%, suplementado con mezcla de requerimientos 0,03% y añadiendo, además, histidina 
(0,0005%), leucina (0,003%), metionina (0,0005%), triptófano (0,0005%) y uracilo 
(0,0005%).  

× Medio mínimo SC: YNB 0,17% (Base nitrogenada de levadura, en inglés “Yeast Nitrogen 
Base”), sulfato amónico 0,5%, mezcla de requerimientos 0,13% y glucosa 2%. En función 
de las necesidades, el medio fue suplementado con los siguientes requerimientos: histidina 
0,002%, leucina 0,012%, metionina 0,002%, triptófano 0,002%, uracilo 0,002%.  

× Medio rico YPA: extracto de levadura 1%, peptona bacteriológica 2%, adenina 20 mg/ml. 

× Medio rico YPA+D: Medio YPA con glucosa 2% y adenina 300 mg/ml.  

× Medio rico YPAD: Medio YPA con glucosa 2%. 

× Mezcla de requerimientos (“Drop-out”): mezcla de requerimientos y potenciadores de 
crecimiento sólidos en las siguientes proporciones: adenina 0.25x, alanina 1x, arginina 1x, 
asparragina 1x, ácido aspártico 1x, cisteína 1x, fenilalanina 1x, glicina 1x, glutamina 1x, 
ácido glutámico 1x, inositol 1x, isoleucina 1x, lisina 1x, prolina 1x, serina 1x, tirosina 1x, 
treonina 1x y valina 1x.  

 
 

6.6. Bolas y anticuerpos conjugados utilizados para co-inmunoprecipitación 
 

× Bolas magnéticas “anti-GFP” del kit comercial µMACs® (Miltenyi Biotec). 

× Bolas de agarosa “GFP-TRAP®” (Chromotek). 
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× Bolas sefarosa “Protein A Sepharose™ Fast Flow Affinity Media” (Cytiva): se conjugaron 
con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-GFP antes de su uso. 

× Anticuerpo Anti-GFP JL-8 Living Colors (Clontech): se añadió 1 µl por cada 25 µl de bolas 
de sefarosa equilibradas. 

× Anticuerpo Anti-GFP (ROCHE): se añadió 1 µl por cada 25 µl de bolas de sefarosa 
equilibradas. 

× Proteína purificada recombinante eGFP (1µg/µL, ChromoTek): se usaron 20 µl de eGFP por 
cada 25 µl de bolas GFP-TRAP® o sefarosa conjugada con anticuerpo Anti-GFP.  

 
 
6.7.  Conservación de cepas bacterianas y estirpes de levadura. 
 

6.7.1. Conservación de cepas bacterianas. 
 

Para la conservación de las cepas bacterianas E. coli, las células se cultivaron durante 
toda la noche en medio LB líquido suplementado con antibiótico según el gen de resistencia 
aportado (ampicilina 1:1000, generalmente). Al día siguiente, las bacterias recogidas por 
centrifugación se resuspendieron en glicerol 20% en viales de congelación y se guardaron a -80°C.  
 
 
6.7.2.  Conservación de estirpes de levadura. 
 

Las estirpes de levadura S. cerevisiae se conservaron a partir de biomasa crecida en placa 
de medio sólido (YPAD o medio selectivo si porta un plásmido centromérico para evitar su pérdida). 
Con este fin, se disolvió un poco de la biomasa crecida en glicerol al 20% en el vial de congelación 
y se almacenó a -80°C. 
 
 
6.8.  Técnicas de biología molecular. 
 
6.8.1.  Extracción de ácidos nucleicos. 
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6.8.1.1. Extracción de ADN plasmídico de E. coli (miniprep). 
 

Para extraer ADN plasmídico de las bacterias se empleó un método basado en la lisis 
alcalina. Específicamente, se inoculó una colonia de bacteria en 3 ml de medio LB suplementado 
con antibiótico según el gen de resistencia aportado (ampicilina 1:1000, generalmente) y se cultivó 
durante toda la noche a 37°C en agitación. Pasado este tiempo, se centrifugó el cultivo durante 1 
minuto a 13000 g y las células resultantes se resuspendieron en el vórtex en 100 µl de Solución I 
de miniprep fría. Seguidamente, se añadieron 200 µl de Solución II de miniprep preparada en el 
momento, invirtiendo el tubo varias veces para producir la lisis celular. A continuación, se 
agregaron 150 µl de Solución III de miniprep fría, mezclándolo de nuevo por inversión y se incubó 
durante al menos 10 minutos en hielo. Posteriormente, la muestra se centrifugó a 4°C durante 15 
minutos a 13000 g, el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo con 1 ml de etanol absoluto 
(Emsure) frío y se dejó a -20°C durante al menos 2 horas para precipitar el ADN. Tras la 
precipitación, la muestra se centrifugó a 4°C durante 15 minutos a 13000 g y el pellet resultante 
se dejó secar totalmente. Por último, el pellet seco se resuspendió en H2OMQ, se cuantificó la 
concentración de ADN plasmídico con ayuda de un espectrofotómetro para micro-volúmenes de 
muestra (NanoDrop 1000, Thermo) y se conservó a -20°C hasta su uso. 
 
 
6.8.1.2. Extracción de ADN genómico de S. cerevisiae. 
 

Para extraer el ADN genómico de las levaduras de gemación partimos de las estirpes 
crecidas en medio sólido (YPAD generalmente o, si las células portan un plásmido centromérico, 
medio selectivo para evitar su pérdida). Para ello, se disolvió un poco de la biomasa de cada 
estirpe en 500 µl de tampón TE y se centrifugó durante 1 minuto a 13000 g. A continuación, se 
añadieron al pellet de células 250 µl de tampón de extracción de ADN, 250 µl de fenol-cloroformo 
(Sigma) y un volumen similar de bolas de vidrio (Sigma). Las muestras se homogenizaron a 
máxima velocidad en un vórtex durante 15 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se 
centrifugaron durante 15 minutos a 13000 g. Tras la centrifugación, en la cual se separó la fase 
acuosa de la fase fenólica, se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo con 1 ml de etanol absoluto 
frío y se incubó a -20ºC durante al menos 2 horas para que el ADN precipitase. A continuación, 
las muestras se centrifugaron a 4ºC durante 15 minutos a 13000 g, se retiró el sobrenadante y se 
dejó secar totalmente el pellet. Una vez seco el precipitado, se resuspendió en H2OMQ, se cuantificó 
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la concentración de ADN genómico con ayuda de un espectrofotómetro para micro-volúmenes de 
muestra y se conservó a -20ºC hasta su uso. 
 
 
6.8.1.3. Extracción de ARN de S. cerevisiae. 
 

Para la extracción de ARN de levaduras, se partió de un pellet de células previamente 
congelado, recogido a partir de un cultivo de 10 ml de células con DO600nm = 0,5. A cada muestra 
se le añadieron 400 µl de tampón TES, el mismo volumen de fenol ácido (VWR). A continuación, 
las muestras se homogenizaron en el vórtex durante 15 segundos y se incubaron durante 45 
minutos a 65ºC, agitando durante 15 segundos en el vórtex cada 15 minutos. Transcurrido este 
tiempo, las muestras se incubaron durante 5 minutos en hielo y se centrifugaron a 4ºC durante 5 
minutos a 13000 g. La fase acuosa resultante se transfirió a un nuevo tubo libre de ARNasa frío, 
sobre la que se añadieron otros 400 µl de fenol ácido frío. Esta mezcla se incubó durante 5 minutos 
en hielo y, pasado este tiempo, se centrifugó a 4ºC durante 5 minutos a 13000 g. La fase acuosa 
resultante se transfirió otra vez a un nuevo tubo libre de ARNasa frío, se añadieron 400 µl de 
cloroformo-isoamílico (cloroformo (VWR) / alcohol isoamílico (VWR) 24:1) y se incubó durante 5 
minutos en hielo. Acto seguido, se centrifugó a 4ºC durante 5 minutos a 13000 g y la fase acuosa 
se transfirió a un nuevo tuvo libre de ARNasa frío, al que se añadieron 40 µl de acetato de sodio 
3M pH 5,2 (Merk) y 1 ml de etanol absoluto frío. Esta mezcla se incubó a -20ºC durante 1,5 - 2 
horas para precipitar el ARN y, pasado este tiempo, se centrifugó a 4ºC durante 20 minutos a 
13000 g. El pellet resultante se resuspendió en etanol 70% en H2OMQ-DEPC y se centrifugó de 
nuevo a 4ºC durante 20 minutos a 13000 g. Por último, el pellet se dejó secar a temperatura 
ambiente durante 15 minutos y se resuspendió en 50 µl de H2OMQ-DEPC. En este punto, el ARN 
puede almacenarse a -80ºC hasta su uso. Tanto para purificar el ARN, como para digerir con 
ADNasa los restos de ADN que pudiéramos tener en nuestra muestra, se utilizó el kit comercial 
“RNAeasy” (Quiagen). Una vez obtenido el ARN purificado y sin contaminación de ADN, se 
cuantificó la concentración con un espectrofotómetro para micro-volúmenes de muestra y se 
almacenó a -80ºC hasta su uso. 
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6.8.2. Electroforesis de ADN. 
 

La separación de los fragmentos de ADN según su tamaño se llevó a cabo mediante 
electroforesis en geles de agarosa. Para ello, se utilizaron geles a una concentración de agarosa 
al 1% en tampón TAE 1x con 0,5 µg/ml de bromuro de etidio (Sigma). La electroforesis se realizó 
en tampón TAE 1x a un voltaje constante de 5 V por cada cm de longitud del gel, en cubetas 
horizontales (BioRad). Para determinar el tamaño de los fragmentos de ADN se utilizó el patrón 
“1Kb Plus DNA Ladder” (Invitrogen). La visualización de los geles se llevó a cabo con un trans-
iluminador de luz ultravioleta (BioRad). 
 
 
6.8.3. Deleción y etiquetado de genes. 
 

Tanto la deleción como el etiquetado de genes con distintos epítopos específicos en 
estirpes de S. cerevisiae, se realizaron siguiendo la metodología descrita en (Longtine et al., 1998; 
Sheff & Thorn, 2004), la cual se basa en la amplificación de un fragmento de ADN que contiene el 
epítopo específico y/o el marcador de selección, al que además se le añaden extremos de 
homología al gen de interés. Los extremos homólogos permiten integrar el fragmento amplificado 
en un sitio específico del genoma de la levadura mediante recombinación. En el caso de la deleción 
de un gen concreto, los cebadores diseñados incluían 50 nucleótidos antes del codón de inicio del 
gen (cebador directo o “forward”) y 50 nucleótidos justo después del codón de terminación 
(cebador inverso o “reverse”). Para etiquetar genes en su extremo C-terminal con un epítopo 
específico, se usó la misma estrategia anterior, pero en este caso, las secuencias de homología 
de los cebadores diseñados eran específicamente 50 nucleótidos antes del codón de terminación 
(cebador directo o “forward”) y 50 nucleótidos justo detrás del codón de terminación (cebador 
inverso o “reverse”). Para comprobar si el etiquetado o la deleción de los genes se había llevado 
a cabo correctamente, se realizó un PCR convencional utilizando cebadores que flanqueaban la 
zona delecionada o etiquetada, y se comprobó el tamaño del framento amplificado mediante 
electroforesis de ADN (detallado en el apartado 6.8.2.). Adicionalmente, el marcaje de los genes 
con epítopos se comprobó mediante ensayos Western Blot (análisis Western, apartado 6.13.2.) 
y/o visualización directa por microscopía (apartado 6.11.1.). 
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6.8.4. Síntesis del ARN FLUC. 
 

Para la síntesis del ARN de la luciferasa (FLUC) de Photinus pyralis, utilizado como control 
en los experimentos de RNA-seq y RT-qPCR, se generó un plásmido integrativo que portaba la 
secuencia de FLUC bajo el promotor T7 (pT7-FLUC). Con este fin, se diseñaron cebadores que 
amplificaban la secuencia pT7-FLUC desde la muestra control del kit comercial “HiScribeTM T7 
High Yield ARN Synthesis” (New Englands Biolab). A cada cebador, se le añadió además una 
diana de corte reconocida por una endonucleasa (SacI o KpnI), lo que permitíó tras la amplificación 
de la secuencia de ADN por PCR y su digestión con las enzimas SacI y KpnI, su clonación en el 
plásmido pF75 (pRS304), que se utilizó como vector. El plásmido pF75 se digirió de la misma 
forma que el producto de PCR pero, además, se defosforilaron sus extremos sometiéndolo a un 
tratamiento con fosfatasa alcalina (Roche) durante 1 h a 37ºC con el fin de prevenir su religación. 
Tras la inactivación de la fosfatasa alcalina mediante la adición de 5 µl de EDTA 200 mM y su 
incubación durante 10 minutos a 65ºC, la ligación del vector y el inserto digeridos se realizó 
incubando en presencia de 1-3 U de ADN ligasa del bacteriófago T4 (Roche), en un volumen final 
de 10 µl del tampón comercial de la enzima (tampón ligasa). La solución de ligación se incubó a 
23ºC durante aproximadamente 16 horas. Una vez obtenido el plásmido final que contenía la 
secuencia pT7-FLUC insertada en un plásmido p75 (pF450) y comprobada su secuencia, se 
transformó en bacterias DH5-α para su amplificación y conservación a -80ºC. El plásmido pF450 
se utilizó finalmente para sintetizar el ARN de FLUC usando el kit “HiScribeTM T7 High Yield ARN 
Synthesis” (New Englands Biolab), linealizándolo previamente con la enzima KpnI para que 
pudiera servir como molde. El ARN de FLUC se purificó y se trató con ADNasa usando el kit 
“RNAeasy kit” (Quiagen), tras lo cual se cuantificó y almacenó a -80ºC hasta su uso. 
 
 
6.9.  Obtención de cepas bacterianas. 
 
6.9.1. Transformación de E. coli.  
 

Para transformar bacterias E. coli con un determinado plásmido, partimos de 100 µl de 
bacterias quimio-competentes (DH5-α) a las que se les añadió el ADN de interés. Tras 30 minutos 
de incubación en hielo, las células se sometieron a un choque térmico a 42ºC durante 45 
segundos, y seguidamente se dejaron 5 minutos en hielo. Pasado este tiempo, se añadió 1 ml de 
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medio líquido LB y se incubó a 37ºC durante 45 minutos en agitación. Finalmente, se centrifugaron 
las bacterias a 3000 g durante 5 minutos y se sembraron en placas de medio selectivo: medio 
sólido LB con antibiótico según el gen de resistencia aportado (ampicilina, generalmente). Estas 
placas se dejaron crecer a 37ºC durante al menos 12 horas. Las colonias resultantes se 
comprobaron mediante PCR, y al menos una colonia positiva se inoculó en medio selectivo 
(generalmente, LB con ampicilina) para su conservación a -80ºC. 
 
 
6.10. Obtención de estirpes de S. cerevisiae. 
 
6.10.1. Generación de estirpes por transformación. 
 

La transformación de levaduras con plásmidos o fragmentos lineales de ADN obtenidos 
por PCR convencional, se llevó cabo siguiendo el protocolo descrito en (Gietz & Woods, 2002). En 
concreto, se partió de 50 ml de cultivo líquido (generalmente YPAD) a 26ºC en fase exponencial 
(DO600nm = 0,8 aproximadamente). Las células se centrifugaron durante 5 minutos a 3000 g y, para 
limpiar las células del medio de cultivo, se lavaron con el mismo volumen de H2OMQ estéril. El pellet 
celular obtenido tras la centrifugación se resuspendió en 1 ml de acetato de litio 0,1 M (Sigma) y 
se centrifugó otra vez durante 2 minutos a 3000 g. Las células recogidas se resuspendieron con 
vórtex en 360 µl de la solución de transformación o TRAFO preparada en el momento. 
Seguidamente, se añadió la cantidad de ADN seleccionada para la transformación a la mezcla y 
se incubó a 30ºC durante 30 minutos en rotación suave. A continuación, las muestras se incubaron 
a 42ºC durante 15 minutos sin agitación (choque térmico). Finalmente, las células se recogieron 
mediante centrifugación durante 2 minutos a 3000 g y se sembraron en el medio selectivo 
conveniente. En las transformaciones en las que las levaduras ganaban la resistencia a un 
antibiótico o droga, las células, tras el choque térmico a 42ºC, se centrifugaron durante 2 minutos 
a 3000 g y se resuspendieron en 1 ml de YPAD para seguidamente incubarlas a 30ºC durante 2 
horas en rotación suave. Pasado este tiempo de recuperación, las células se centrifugaron durante 
2 minutos a 3000 g y se sembraron en el medio selectivo con el antibiótico o droga 
correspondiente. 
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6.10.2. Generación de estirpes mediante cruces genéticos. 
 

Para la generación estirpes de levadura mediante cruces genéticos, se mezclaron las 
estirpes parentales de sexo contrario en una placa de YPAD y se cultivaron conjuntamente durante 
toda la noche a temperatura permisiva (generalmente 26ºC). Pasado este tiempo, las células se 
sembraron en zigzag en un medio adecuado para la selección de los diploides. Transcurridas al 
menos 24-48 horas, los diploides que crecían en forma de colonias aisladas se transfirieron en 
forma de parches en placas de YPAD donde se incubarían al menos 24 horas a temperatura 
permisiva. Pasado este tiempo, los parches se replicaron en placas con medio SPO para provocar 
la meiosis y se incubaron durante al menos 48 horas a temperatura permisiva. A continuación, tras 
comprobar al microscopio óptico que los candidatos diploides habían esporulado (presencia de 
tétradas), se resuspendió un poco de biomasa de cada diploide esporulado en 20 µl de una dilución 
1:10 de zimoliasa 20T durante 7 minutos, consiguiendo así la digestión del asca que mantiene 
unidas las esporas. A continuación, se detuvo la reacción de digestión por dilución de la enzima, 
añadiendo a la mezcla 400 µl de H2OMQ estéril. Por último, se sembraron 20 µl de dicha mezcla en 
una placa de YPAD y se diseccionaron las tétradas utilizando un micromanipulador (Singer SMS 
system 200; Singer SMS system Spore Play). El genotipo de las esporas se comprobó mediante 
el crecimiento en distintos medios selectivos, y se determinó el sexo de cada espora analizando 
su capacidad de formar diploides con las estirpes denominadas mating tester (cepas MATa y 
MATα con las mutaciones complementarias a su fondo genético). Por último, se comprobaron 
adicionalmente los diferentes marcadores de cada espora mediante PCR, Western Blot y/o 
microscopía. 
 
 
6.10.3. Marcaje de ARNs para su visualización in vivo en células de levadura. 
 

Las estirpes de S. cerevisiae que portan un ARN marcado para su visualización por 
microscopía fueron construidas a partir de los plásmidos descritos en (Tutucci et al., 2018). En 
estas estirpes, se etiquetó el gen de interés con la secuencia 12xMS2V6 (de aquí en adelante 
MS2V6), y además se introdujo una copia del gen que expresa la proteína MCP, que reconoce 
dicha secuencia, etiquetada con un epítopo fluorescente. Esta metodología permite la 
visualización del ARN mediante microscopía de fluorescencia. Para el etiquetado del gen con 
MS2V6, se amplificó un fragmento de ADN que contenía la secuencia MS2V6 junto a la de un 
marcador de selección, añadiendo además extremos de homología al gen de interés que 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 109 

permitiesen la integración del fragmento amplificado de forma dirigida en el genoma de la levadura 
mediante recombinación homóloga. Esta estrategia es similar a la usada para el marcaje de genes 
con un epítopo en el extremo C-terminal, pero en este caso las regiones de homología de los 
cebadores diseñados contenían el codón de terminación en el cebador directo o “forward”. De esta 
forma, tras la transcripción se obtenía el ARN fusionado a MS2V6, pero se preservaba la secuencia 
de aminoácidos de la proteína tras su traducción. La comprobación del etiquetado del ARN con la 
secuencia MS2V6 se realizó mediante PCR convencional, utilizando cebadores que flanqueaban 
la zona etiquetada. Una vez comprobado el etiquetado del ARN con la secuencia MS2V6, la estirpe 
con esta construcción se cruzaba con otra estirpe, previamente generada, en la que se había 
integrado una copia del gen que codifica la proteína MCP marcada con 2xyeGFP (de aquí en 
adelante MCP-yeGFP). Específicamente, para la construcción de esta última estirpe, las células 
se transformaron con un plásmido integrativo que contenía la secuencia MCP-yeGFP (pF445), 
previamente linealizado con XcmI. El plásmido pF445, a su vez, se construyó a partir del clonaje 
de la secuencia MCP-yeGFP desde un plásmido centromérico (pF405) en uno integrativo (pF333) 
utilizando las enzimas BamHI y SpeI. La comprobación de la integración de MCP-yeGFP se realizó 
mediante PCR convencional, utilizando cebadores que flanqueaban su secuencia. 
 
 
6.11. Técnicas de microscopía. 
 
6.11.1. Microscopía de fluorescencia con células fijadas de S. cerevisiae. 
 

La preparación de células fijadas que expresan proteínas etiquetadas con los epítopos 
fluorescentes GFP (y su derivado yeGFP) o dsRed, se realizó siguiendo el protocolo descrito en 
(de Los Santos-Velazquez et al., 2017). Para ello, las células contenidas en 1 ml de cultivo líquido 
en fase exponencial (medio YPA+D o medio mínimo SC) se centrifugaron durante 1 minuto a 3000 
g y se incubaron, una vez resuspendidas en formaldehido al 2,5% en Tampón KPi 0,1 M (pH = 
6,4), durante 10 minutos a temperatura ambiente para su fijación. A continuación, las células se 
centrifugaron durante 1 minuto a 3000 g y se lavaron 2 veces en tampón KPi 0,1 M (pH = 6,6) y 
tras el último lavado, las células se resuspendieron en tampón KPi 0,1 M (pH = 7,4). En este punto 
las muestras se pueden almacenar a 4ºC durante semanas. Para visualizar la morfología nuclear, 
se realizó la tinción de los núcleos con DAPI. Para ello, las células se centrifugaron a 3000 g, se 
resuspendieron en 1 ml de etanol al 80% y se incubaron durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. A continuación, las células se centrifugaron varias veces durante 1 minuto a 3000 g 
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para eliminar todo el residuo de etanol, y el pellet se resuspendió en 70 µl de DAPI (10 µg/ml). Las 
muestras se prepararon poniendo 2,5 µl de las células en un portaobjetos, cubriendo con un 
cubreobjetos de 20 x 20 mm, y presionando uniformemente para retirar el exceso de cultivo. Las 
muestras se analizaron en un microscopio de fluorescencia DM6000 (Leica) equipado con 
objetivos de inmersión 100x/1.40, filtros A4, L5 y TX2, y una cámara digital DF350 CDD (Leica); 
así como en un microscopio de fluorescencia Apotome (Zeiss) equipado con objetivos de 
inmersión 100x/1.40 y filtros 49 DAPI, 52 HE 488 y 45 TxRed, y una cámara digital Axiocam 506 
(Zeiss). Las imágenes de microscopía obtenidas con el microscopio DM600 se procesaron y 
analizaron usando el programa LAS AF (Leica), Apotome Zen (Zeiss) o Fiji, un paquete de 
procesamiento de imágenes de código abierto basado en ImageJ2 (ImageJ). 
 
 
6.11.2. Visualización in vivo de proteínas y/o ARNs marcados con epítopos fluorescentes 

en S. cerevisiae. 

 
Para visualizar in vivo proteínas etiquetadas con los epítopos fluorescentes GFP (y su 

derivado yeGFP) o dsRed, y/o ARNs marcados, se partió de un cultivo líquido en fase exponencial 
en medio YPA+D o medio mínimo SC. De forma general, las muestras se prepararon poniendo 2,5 
µl del cultivo sobre un portaobjetos, tras lo cual se cubrían con un cubreobjetos de 20 x 20 mm 
que se presionaba uniformemente para retirar el exceso de cultivo. Las muestras se analizaron en 
un microscopio de fluorescencia Apotome (Zeiss) equipado con objetivos de inmersión 100x/1.40, 
y filtros 52 HE 488 y 45 TxRed y una cámara digital Axiocam 506 (Zeiss). Las imágenes de 
microscopía obtenidas se procesaron usando el programa “Apotome ZEN - blue edition” (Zeiss) o 
bien el paquete de procesamiento de imágenes Fiji (ImageJ). 
 
 
6.12. Extracción de proteínas de S. cerevisiae. 
 
6.12.1. Extracción de proteínas mediante lisis alcalina (NaOH).  
 

El método de extracción de proteínas de levaduras con NaOH es una adaptación del 
protocolo descrito en (Horvath & Riezman, 1994). En resumen, se recogieron mediante 
centrifugación a 3000 g durante 5 minutos 3 unidades de DO600nm de un cultivo líquido de levaduras 
en fase exponencial. Para producir la lisis celular, las células se resuspendieron en 400 µl de 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 111 

NaOH 0,15 M previamente enfriado y se incubaron durante al menos 5 minutos en hielo. A 
continuación, las muestras se centrifugaron a 4ºC durante 3 minutos a 6000 g. El pellet resultante 
se resuspendió en 150 µl de tampón SDS 2x (50 µl/ DO600nm) preparado en el momento y se 
desnaturalizó en un termobloque durante 5 minutos a 95ºC o durante 20 minutos a 65ºC según la 
proteína de interés. Por último, se centrifugó durante 5 minutos a 13000 g y el sobrenadante sin 
restos celulares se transfirió a un tubo nuevo y se mantuvo almacenado a -20ºC hasta su uso.  
 
 
6.13. Análisis de proteínas mediante ensayos Western Blot. 
 

Los extractos proteicos obtenidos mediante el protocolo de extracción de proteínas con 
lisis alcalina a partir de cultivos líquidos de levadura, de gradientes de sacarosa, o bien las 
muestras resultantes de las diferentes co-inmunoprecipitaciones (co-IPs) se analizaron mediante 
electroforesis desnaturalizante en condiciones reductoras, separando las proteínas en geles de 
SDS-poliacrilamida. El porcentaje de poliacrilamida en los geles varió dependiendo del tamaño de 
las proteínas de interés a analizar. En resumen, la electroforesis se llevó a cabo en el sistema 
Mini-protean (BioRad), corriendo las muestras en tampón de electroforesis de proteínas 1x 
aplicando un amperaje de 12,5 mA por gel. Se utilizó un patrón de tamaños preteñido (bioBLU 
prestained ladder, gTPbio) como marcador de peso molecular de las proteínas. Tras la finalización 
de la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (AmershanTM 
ProtranTM Premium 0,45 M NC, GE Healthcare Life Sciences). Este proceso se realizó mediante 
un sistema de transferencia húmeda (BioRad; Amersham BioSciences TE62), utilizado para ello 
tampón de transferencia de proteínas 1x, a un amperaje de 400 mA durante 90-120 minutos. Para 
comprobar la eficiencia de la transferencia se tiñeron las membranas con solución Ponceau S 
durante 5 minutos en agitación. A continuación, las membranas se bloquearon con una solución 
de bloqueo al 5% de leche en polvo en PBS-T o TBS-T (en función de anticuerpo empleado), 
durante al menos una hora a temperatura ambiente y en agitación. Tras el bloqueo, las membranas 
se incubaron en agitación con el anticuerpo primario a 4ºC durante toda la noche. Pasado este 
tiempo, para la eliminación del excedente de anticuerpo primario, las membranas se lavaron al 
menos 3 veces a temperatura ambiente y en agitación, durante 7-10 minutos, con PBS-T o TBS-
T según el anticuerpo. Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario 
a temperatura ambiente en agitación durante, al menos, dos horas. Por último, se volvió a repetir 
el proceso de lavado para eliminar el anticuerpo secundario en exceso. La detección de las 
proteínas en las membranas se realizó utilizando el sistema de quimioluminiscencia Western 
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Bright ECL System (Advansta), visualizando la señal quimioluminiscente en el sistema ChemiDoc 
Image System (Biorad). Cuando la señal obtenida era muy débil, se empleó el sistema de 
quimioluminiscencia Supersignal West Femto Trial Kit (Thermo Scientific). La cuantificación de la 
señal quimioluminiscente se realizó con el programa Image Lab (BioRad). Todos los anticuerpos 
primarios y secundarios utilizados, así como las condiciones concretas de bloqueo y concentración 
usadas para el análisis de cada proteína, se especifican en la Tabla M3. 
 
 
6.13.1. Determinación de la concentración de proteínas.  
 

En los ensayos de co-IP fue fundamental determinar qué concentración de proteínas 
presentaba cada extracto obtenido tras su solubilización con el detergente. Para estimar la 
concentración de proteínas se siguió el método descrito en (Bradford, 1976). En concreto, se 
agregaron 3 µl de la muestra de proteínas solubilizadas (previamente diluidas a una proporción 
1/3) a un 1 ml de una dilución 1/5 de reactivo Bradford (BioRad) en H2OMQ. Esta mezcla se incubó 
durante 5 minutos a temperatura ambiente y a continuación, se midió la densidad óptica de las 
muestras a una longitud de onda de 595 nm, utilizando para ello un espectrofotómetro 
(Biophotometer, Eppendorf). En cada experimento, la concentración de proteínas de las muestras 
se determinó utilizando una curva estándar con seroalbúmina bovina (BSA, Sigma) como curva 
patrón.  
 
 
6.13.2. Deshibridación de las membranas de Western Blot. 
 

La deshibridación de las membranas de Western Blot permite la detección de diferentes 
proteínas en una misma membrana de forma sucesiva. En esta Tesis doctoral, se ha utilizado un 
procedimiento basado en un tratamiento ácido de las membranas para lograr la inestabilidad de la 
unión de los anticuerpos previamente empleados. Para ello, las membranas fueron lavadas al 
menos 3 veces a temperatura ambiente y en agitación, durante 7-10 minutos, con TBS-T o PBS-
T. Seguidamente, se incubaron a temperatura ambiente y en agitación durante 30 minutos con 
solución de deshibridación. Pasado este tiempo, las membranas fueron nuevamente lavadas 3 
veces a temperatura ambiente y en agitación, durante 7-10 minutos, con TBS-T o PBS-T. Por 
último, se procedió a un nuevo bloqueo de las membranas a temperatura ambiente y en agitación, 
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durante al menos una hora, con solución de bloqueo al 5% de leche en polvo en TBS-T o PBS-T, 
en función del anticuerpo que se empleara. 
 
 
6.14. Gradiente de velocidad de sedimentación para el aislamiento de los SPBs. 

 
Para la purificación de SPBs intactos en fase soluble mediante centrifugación por 

velocidad de sedimentación, se siguió un protocolo basado en (Fong et al., 2016). En nuestro caso, 
partimos de 50 ml de un cultivo líquido (YPAD) a 26ºC de levaduras en fase exponencial (DO600nm 

= 1, aproximadamente), que se centrifugaron durante 5 minutos a 3000 g. Los pellets resultantes 
se resuspendieron en 1 ml de H2OMQ fría y se traspasaron a tubos específicos para la posterior 
rotura celular. A continuación, las muestras se centrifugaron durante 1 minuto a 11000 g y, para 
limpiar las células de medio de cultivo, se lavaron con H2OMQ fría hasta que fuera transparente el 
sobrenadante tras la centrifugación. En este momento, las células podían conservarse a -80ºC 
hasta su uso o bien procesarse directamente. Para llevar a cabo la rotura celular de forma 
mecánica, a los pellets sele añadieron 500 µl de tampón de lisis I y bolas de vidrio hasta completar 
el volumen. Seguidamente, las células se rompieron en una unidad homogenizadora Multi-beads 
Shocker (Yasui Kikai) enfriada a 4ºC, durante 40 minutos alternando 1 minuto a 2500 g con 1 
minuto parado. Cada lisado resultante se pasó a un tubo siliconizado Ultra Clear (Axygen) frío. A 
continuación, se añadieron otros 500 µl de tampón de lisis I a las bolas de vidrio con el fin de 
recuperar la máxima cantidad de lisado que pudiera haberse quedado junto a las bolas. 
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 4ºC durante 5 minutos a 500 g, y el sobrenadante 
se traspasó a un tubo nuevo frío, realizando este proceso tantas veces que fuera necesario hasta 
que no presentara restos celulares en forma de pellet tras las centrifugaciones. Acto seguido, se 
añadió a la muestra el volumen necesario de tampón de solubilización 5% TX100 para que el 
detergente Tritón X-100 estuviera al 0,5% en la solución, y se incubaron los tubos a 4ºC durante 
90 minutos en rotación suave para solubilizar las proteínas. Las muestras una vez solubilizadas 
se centrifugaron a 4ºC durante 15 minutos a 11000 g, y el sobrenadante de cada tubo se transfirió 
a un nuevo tubo Ultra Clear frío. A continuación, se cargaron 400 µl de la muestra solubilizada 
sobre un gradiente discontinuo del 10 al 85% de sacarosa, en el que cada fracción estaba 
constituida por un volumen de 400 µl y preparada en tampón Bis-Tris. A continuación, la muestra 
se centrifugó a 4ºC durante 5 horas a 50.000 rpm con el rotor TLS-55 (Beckman Coulter) o bien a 
45000 rpm con el rotor SMLS-50 (Beckman Coulter). Con esta centrifugación se conseguía la 
separación de los SPBs intactos de sus componentes en fase soluble mediante centrifugación por 
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velocidad de sedimentación en el gradiente de sacarosa. Pasado este tiempo, se recogieron un 
total de 12 fracciones de 180 µl de volumen cada una, tomándose desde la superficie del gradiente 
(fracción 1) hasta la base (fracción 12), de forma que la concentración de sacarosa fue 
incrementándose desde la fracción 1 a la 12, y el volumen restante del gradiente (< 180 µl) se 
desechó debido a su bajo contenido en SPBs y su difícil manipulación. Un porcentaje de cada 
fracción (aproximadamente el 20%) fue procesado para analizar su contenido mediante ensayos 
Western. Para ello, a cada muestra se le añadió tampón Laemli 3x, para dejarlo a una 
concentración final 2x, y β-mercaptoetanol, para que estuviera a concentración final del 2%, y la 
mezcla se desnaturalizó a 65ºC durante 10 minutos. Una vez comprobado en qué fracciones se 
encontraban los SPBs, se llevaba a cabo el protocolo de co-IP de los SPBs desde las fracciones 
seleccionadas del gradiente de sacarosa (detallado en el apartado 6.16). 
 
 
6.15. Ensayos de co-inmunoprecipitación de proteínas con bolas GFP-TRAP de agarosa. 
 

Para aislar los SPBs a partir de cultivos líquidos de levadura se realizaron ensayos de co-
IP. Cuando las co-IPs se llevaron a cabo usando bolas GFP-TRAP de agarosa, para la rotura 
celular mecánica y posterior solubilización de los extractos se siguió el mismo procedimiento 
detallado en el apartado 6.14. Tras la solubilización, se cuantificó la concentración de proteínas 
de las muestras realizando el método Bradford (detallado en el apartado 6.13.1). Una vez conocida 
la concentración de proteínas, se tomó el volumen necesario de las muestras para proseguir con 
la máxima cantidad de proteína posible (generalmente entre 5000 y 6500 µg de proteína por 
muestra), pero siempre igual para todas las muestras analizadas en cada experimento. A cada 
muestra se ajustó su volumen hasta 1 ml total con tampón de solubilización TX100 0,5%. A 
continuación, se añadieron 25 µl de bolas GFP-TRAP equilibradas con tampón de solubilización 
0,5% TX100 y se incubaron a 4ºC durante toda la noche en rotación. A la mañana siguiente, las 
muestras con las bolas se centrifugaron a 4ºC durante 2 minutos a 2500 g, eliminando el 
sobrenadante y lavando las bolas al menos 5 veces con tampón de lavado para GFP-TRAP. Tras 
el último lavado, las bolas se secaron por aspiración empleando puntas de diámetro inferior al de 
las bolas. Para el análisis mediante ensayos Western de las muestras co-inmunoprecipitadas, las 
bolas se resuspendieron en 40 µl de tampón SDS 2x y se calentaron durante 5 minutos a 95ºC. 
Pasado este tiempo, se centrifugaron durante 2 minutos a 2500 g a temperatura ambiente y se 
recuperó el máximo volumen en un tubo nuevo, que se almacenó a -20ºC hasta su uso. Por otro 
lado, se preparó un control de carga con 100 µg del total de proteína solubilizada (INPUT) de cada 
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muestra, añadiendo tampón de solubilización 0,5% TX100 para que todas las muestras tuvieran 
el mismo volumen. Estas muestras se desnaturalizaron durante 5 minutos a 95ºC tras añadirle el 
volumen necesario de tampón SDS 3x para dejarlo a una concentración final 2x. Una vez 
desnaturalizadas, las muestras se almacenaron a -20ºC su análisis mediante ensayos Western. 
 
 
6.16. Ensayos de co-inmunoprecipitación de proteínas a partir de fracciones del gradiente 

de sacarosa. 
 

Para realizar la co-IP desde fracciones de un gradiente de sacarosa, se unificaron las 
fracciones seleccionadas tras su análisis mediante ensayos Western y se llevaron a un volumen 
final de 1 ml con tampón de solubilización 0,5% TX100. A continuación, se añadieron 25 µl de 
bolas GFP-TRAP equilibradas con tampón de solubilización 0,5% TX100 y se incubó toda la noche 
a 4ºC en rotación. Finalmente, el protocolo se continuó de la misma forma que se describe para la 
co-IP con las bolas GFP-TRAP de agarosa (apartado 6.15.).  

 
 

6.17. Elución de los SPBs de las bolas: eGFP y tampón de elución. 
 

Para la elución de los SPBs intactos de las bolas GFP-TRAP o bolas de sefarosa, se siguió 
el mismo protocolo de co-IP especificado para cada tipo de bola empleada (6.15. para GFP-TRAP 
y 6.19.1 para sefarosa). Tras la incubación de las bolas con la muestra, se lavaron con el tampón 
específico y se secaron por aspiración empleando puntas de diámetro inferior al de las bolas. Para 
la elución de los SPBs utilizando eGFP libre, se añadieron 100 µl de una solución de eGFP (20 µl 
de eGFP (1µg/µL) en 80 µl de tampón de lavado) a cada 25 µl de bolas. A continuación, las bolas 
se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas en rotación suave. Pasado este tiempo, se 
centrifugaron durante 2 minutos a 2500 g y se recogió todo el sobrenadante (eluido resultante) con 
puntas de diámetro inferior al de las bolas. Alternativamente cuando la elución de los SPBs se 
llevó a cabo utilizando tampón de elución, se añadieron 25 µl de este por cada 25 µl de bolas 
secas, y se incubaron a 65ºC durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se centrifugaron durante 2 
minutos a 2500 g y se recogió todo el sobrenadante (eluido) con puntas de diámetro inferior al de 
las bolas. 
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6.18. Ensayos de co-inmunoprecipitación de proteínas con bolas µMACs® magnéticas. 
 

Cuando las co-IP para el aislamiento de SPBs a partir de cultivos líquidos de levadura se 
realizaron empleando bolas µMACs magnéticas, se siguió el mismo protocolo para la rotura 
mecánica, solubilización y cuantificación por Bradford detallado en el caso de las co-IPs con bolas 
GFP-TRAP. Una vez conocida la concentración de proteínas, se tomó el volumen necesario de 
las muestras para proseguir con la máxima cantidad de proteína posible (entre 5000 y 6500 µg de 
proteína por muestra), pero siempre igual para todas las muestras analizadas en cada 
experimento. A cada muestra se ajustó su volumen hasta 1 ml total con tampón de solubilización 
TX100 0,5%. Seguidamente, se añadieron 50 µl de bolas magnéticas anti-GFP del kit comercial 
µMACs y se incubaron a 4ºC durante 30 minutos sin agitación. A continuación, las muestras se 
pasaron por unas columnas contenidas en un imán magnético, las cuales habían sido previamente 
equilibradas con 200 µl de tampón de lisis µMACs. A continuación, las columnas se lavaron 5 
veces con tampón de solubilización TX100 0,5%, y 1 vez con 100 µl de un tampón de lavado 
µMACs. Para la eluir nuestra muestra de las bolas magnéticas, incubamos las columnas con 20 µl 
tampón de elución µMACs, el cual había sido previamente hervido, a temperatura ambiente 
durante 5 minutos. Por último, en cada columna, se añadieron 50 µl adicionales del mismo tampón 
y se recogió el inmunoprecipitado que había sido eluido de las bolas en un tubo nuevo. Además, 
se preparó un control de carga para cada muestra que contuviera 100 µg del total de proteína 
solubilizada (INPUT), añadiendo tampón de solubilización 0,5% TX100 para que todas las 
muestras tuvieran el mismo volumen. A estas muestras se e añadió el mismo volumen de tampón 
SDS 3X para dejarlo a una concentración 1,5X y se desnaturalizaron durante 5 minutos a 95ºC. 
Una vez desnaturalizadas, las muestras se almacenaron a -80ºC hasta su análisis mediante 
ensayos Western. 
 
 
6.19. Purificación de los ARNs asociados a los SPBs en S. cerevisiae. 
 
6.19.1. Purificación de los SPBs. 
 

Para purificar SPBs de S. cerevisiae preservando los ARNs que se asocian a estas 
estructuras, se llevó a cabo un protocolo de co-IP preservando las muestras en todo momento en 
hielo y manteniendo todos los tampones utilizados a 4ºC. Para purificar los SPBs, se partió de 800 
ml de un cultivo líquido (YPAD) a 26ºC en fase exponencial. El cultivo se centrifugó a 4ºC durante 
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10 minutos a 6000 g y el pellet de células resultante se lavó con H2OMQ-DEPC hasta que el 
sobrenadante obtenido tras la centrifugación fue transparente. A continuación, las células se 
resuspendieron en 16 ml de H2OMQ-DEPC y se alicuotaron en 16 tubos específicos para la 
posterior rotura celular (cada tubo contenía aproximadamente 50 DO600nm). Una vez se obtuvieron 
los pellets celulares por centrifugación, estos podían procesarse directamente o bien almacenarse 
a -80ºC hasta su uso. Para realizar la rotura celular, a cada pellet se le añadieron 500 µl de tampón 
de lisis II y bolas de vidrio hasta completar el volumen. Seguidamente, las células se rompieron en 
una unidad homogenizadora Multi-beads Shocker (Yasui Kikai) enfriada a 4ºC, durante 40 minutos 
alternando 1 minuto a 2500 g con 1 minuto parado. Cada lisado resultante se pasó a un tubo 

siliconizado Ultra Clear (Axygen) o a un tubo Premiun Surface (Nerbeplus), libre de ARNasa y 

previamente enfriado. A continuación, se añadieron otros 500 µl de tampón de lisis II a las bolas 
de vidrio con el fin de recuperar la máxima cantidad de lisado que pudiera haberse quedado junto 
a las bolas. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 4ºC durante 5 minutos a 500 g, y el 
sobrenadante se traspasó a un tubo nuevo frío libre de ARNasa, repitiendo este paso tantas veces 
como fuese necesario hasta que al centrifugar no presentara ningún resto celular en forma de 
pellet. Seguidamente, se añadió a la muestra el volumen necesario de tampón SPBs 5% TX100 
para que el detergente Tritón X-100 quedara al 0,5% en la solución, y se incubaron los tubos a 
4ºC durante 90 minutos en rotación suave para solubilizar las proteínas. Las muestras 

solubilizadas se centrifugaron a 4ºC durante 5 minutos a 10000 g y se transfirió el sobrenadante a 
un nuevo tubo frio libre de ARNasa. Para determinar la concentración de proteínas en cada 
muestra se llevó a cabo el método Bradford (detallado en el apartado 6.13.1). Tras ello, se continuó 
con un total de 104000 µg de proteína por estirpe, unificando para ello los 16 extractos de cada 
estirpe en un tubo de 15 ml de capacidad y ajustando el volumen total a 13 ml con tampón SPBs 

0,5% TX100. Seguidamente, se añadieron 0,044 µg del ARN control FLUC y se homogenizó cada 
muestra por inversión. Tras este paso, se tomaron 500 µl del volumen total de la mezcla para 
almacenarlo a -80ºC como INPUT. Al volumen restante de cada muestra se le añadieron 400 µl 
de bolas de sefarosa que habían sido previamente equilibradas con tampón SPBs 0,5% TX100 e 
incubadas con 16 µl de anticuerpo anti-GFP ROCHE (o anti-GFP JL8 según el experimento) a 
temperatura ambiente durante al menos 1 hora en rotación. Una vez se añadieron las bolas, las 
muestras se incubaron durante toda la noche a 4ºC en rotación suave. A la mañana siguiente, se 
centrifugaron durante 2 minutos a 2500 g y se eliminó todo el sobrenadante. Las bolas se 
resuspendieron en tampón SPBs 0,5% TX100 y se transfirieron a un tubo siliconizado Ultra Clear 

o Premiun Surface libre de RNAasa y frío. Con el fin de recuperar la máxima cantidad de bolas, se 
añadieron otros 500 µl del mismo tampón al tubo inicial. A continuación, se centrifugaron a 4ºC 
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durante 2 minutos a 2500 g, se eliminó sobrenadante y, para dejar las bolas lo más limpias posible 
de extracto total, se lavaron otras 5 veces más en 1ml de tampón SPBs 0,5% TX100. Tras los 
lavados, las bolas se secaron por aspiración empleando puntas de diámetro inferior al de las bolas. 
Con el fin de separar los SPBs aislados, las bolas se resuspendieron en 600 µl de tampón de 
elución SDS y se incubaron a 65ºC durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se centrifugaron 
durante 2 minutos a 2500 g y se recuperó el máximo volumen de sobrenadante (eluido) en un tubo 
nuevo libre de ARNasa empleando puntas de diámetro inferior al de las bolas. Con el fin de 
recuperar todo el volumen de eluido posible, se añadieron otros 100 µl de tampón de elución de 
los SPBs a las bolas. Asimismo, para que los INPUTs se encontraran en las mismas condiciones, 
se les añadió el volumen equivalente de tampón de elución SDS y se incubó el mismo tiempo a la 
misma temperatura. Para la comprobación de la co-IP mediante ensayos Western, se procesó un 
porcentaje de la muestra (generalmente el 10%) añadiéndole la cantidad adecuada de azul de 
bromofenol y β-mercaptoetanol para dejarlos a una concentración final equivalente a la del tampón 
SDS 2x. Por último, utilizando el eluido resultante de la co-IP, se procedió a la extracción de los 
ARNs asociados a los SPBs. 
 
 
6.19.2. Extracción y purificación de los ARNs asociados a los SPBs. 
 

Para la extracción de los ARNs asociados a los SPBs se siguió el mismo protocolo que 
para la extracción de ARNs de S. cerevisiae (apartado 6.8.1.3.), pero partiendo en este caso del 
eluido resultante de la co-IP para la purificación de los SPBs. Este eluido tenía un volumen 
aproximadamente de 700 µl, que se dividió en dos tubos libres de ARNasa y fríos. Tras añadir a 
cada tubo 400 µl de TES y 400 µl de Fenol ácido (Merk), se procedió con la extracción tal y como 
se describe en el apartado 6.8.1.3., procesando los INPUTs de la misma forma. Una vez 
precipitado y resuspendido el ARN en H2OMQ-DEPC, utilizamos el kit comercial “RNAeasy kit” 
(Quiagen) para su purificación y digestión con ADNasa. Finalmente, se cuantificó la concentración 
de ARN obtenida con ayuda de un espectrofotómetro para microvolúmenes de muestra y se 
igualaron las concentraciones de las co-IPs, así como de los INPUTs (estos últimos a 1000 ng/µl).  
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6.19.3. Análisis de los niveles de expresión mediante PCR cuantitativa. 
 

Las reacciones de PCR cuantitativa (RT-qPCR) se llevaron a cabo en el sistema de PCR 
en tiempo real 7500 Fast (Thermo Fisher) o el sistema QuantStudio 5 (Thermo Fisher). Para ello, 
se realizó una reacción de retrotranscripción a partir del ARN extraído que se encontraba asociado 
a los SPBs, siguiendo las instrucciones del kit “High capacity cDNA Reverse transcription kit” 
(Applied Biosystems) o bien del kit “SuperScript III” (Invitrogen). Las muestras se trataron con y 
sin retrotranscriptasa para comprobar que la amplificación de ADNc era específica del ARN, y no 
originada a partir de algún resto de ADN contaminante. Las PCR cuantitativas se llevaron a cabo 
tanto en placas de reacción óptica rápida de 96 pocillos MicroAmp™, como en placas de reacción 
óptica de 96 pocillos MicroAmp™ o “No Fast” (Applied biosystems). Para cada reacción de PCR 
cuantitativa se hizo una curva control con diluciones 1:5 de un ADN conocido, los oligos que se 
especifican en la Tabla M4 y el “iTaq Universal SYBR® Green Supermix” (Biorad).  
 
 
6.19.4. Análisis de los resultados obtenidos mediante PCR cuantitativa. 
 

Para analizar los resultados obtenidos mediante PCR cuantitativa, se utilizaron los datos 
de ciclo umbral (“Ct”, del inglés Treshold cycle), aunque también se comprobó que tanto los datos 
de cantidad (“Quantity”) como los de curva de disociación (“Melt curve”) concordaban en cada 
experimento. En cada caso, calculamos un valor que nos indicaba si el ARN de interés se asociaba 
de forma específica al SPB. Para ello, se tuvo en cuenta tanto la cantidad inicial que se tenía para 
ese ARN en el extracto total (INPUT), como la cantidad de dicho ARN que podía unirse 
inespecíficamente a las bolas (control F4550). En primer lugar, al valor Ct de cada ARN le 
descontamos el valor equivalente de Ct de nuestro control FLUC, obteniendo así un nuevo valor 
denominado ΔCt. Así, para los niveles del ARN HXT2 en el INPUT del control (INPUT F4550), el 
valor ΔCt se calcularía:  
 

ΔCtINPUTF4550HXT2 = Ct de HXT2 en el INPUT de F4550 – Ct de FLUC en el INPUT de F4550. 

 

A continuación, se normalizaba el valor de ΔCt obtenido para cada INPUT de la estirpe a partir de 
la cual aislamos SPBs (INPUT F4552) al valor ΔCt del INPUT de la muestra control. De la misma 
forma, también se normalizaban los valores de ΔCt correspondientes a las co-IPs de la muestra. 
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respecto al control. Con estos valores, se obtenía en cada caso (INPUT y co-IP) un nuevo 
parámetro denominado ΔΔCt, que para el INPUt del mismo ejemplo usado anteriormente sería: 
 

ΔΔCtINPUT-HXT2 = ΔCtINPUT F4552-HXT2 - ΔCtINPUT F4550-HXT2. 

 

Finalmente, elevamos 2 al valor negativo de ΔΔCt (2(-ΔΔCt)), normalizando el valor de la co-IP 
respecto al del INPUT. Así, volviendo al mismo caso anterior, el resultado sería: 

 

Nivel de enriquecimiento de HXT2 = 2(-ΔΔCtco-IP-HXT2) / 2(-ΔΔCtINPUT-HXT2). 

 

En el caso del control FLUC, que se añade de forma exógena, dicho valor final debería ser 1. De 
este modo, todos los ARNs para los que el valor calculado de enriquecimiento en la co-IP era 
superior a 1 se consideró que estaban asociados de forma específica al SPB, mientras que 
aquellos ARNs para los que dicho valor fue inferior o igual a 1, se consideró que no se asociaban 
a estas estructuras. Para corroborar el resultado, se realizaron 3 repeticiones independientes para 
cada ARN y se verificó que las diferencias con el ARN control FLUC fuesen estadísticamente 
significativas (*, P < 0.05; **, P < 0,01; ***, P < 0,001) de acuerdo a un test T de student. 
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Figura M1. Análisis de los resultados obtenidos mediante PCR cuantitativa de cualquier ARN de interés. 

Análisis de los resultados obtenidos mediante PCR cuantitativa de un ARN de interés que podría estar asociado a los 
SPBs. Se analizó por RT-qPCR la cantidad de ARN extraído desde una muestra enriquecida en SPBs aislados a partir 
de un extracto de una estirpe que expresa SPC110-GFP SPC42-13MYC NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4552). 
Asimismo, se utilizó como control ARN obtenido a partir de un extracto de una estirpe que expresa SPC42-13MYC 
NUP159-3HA BFA1-mCherry (F4550). Finalmente, también se analizaron por RT-qPCR la cantidad de ARN total en 
cada uno de los extractos antes de llevar a cabo el protocolo de aislamiento de los SPBs (INPUT). 
A. Tabla resumen con los resultados de la amplificación del ARN retrotranscito por PCR cuantitativa. Se detallan los 
datos obtenidos de “Ct” para cada ARN. Los cálculos para obtener el resto de parámetros se realizaron como se 
detalla en la sección 6.19.4. de Materiales y Métodos.  
B. Gráfico en el que se representa el valor final normalizado de enriquecimiento (2(-ΔΔCt) co-IP / 2(-ΔΔCt) INPUT) 
para el ARN de interés respecto al del ARN control (cuyo valor es 1). Como el valor de enriquecimiento del ARN de 
interés es mayor a 1, si el resultado resulta significativo tras realizar el experimento por triplicado, se consideraría que 
el ARN podría estar asociado específicamente a los SPBs. 
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6.20. Tablas. 
 
Tabla M1. Estirpes de levadura. 
 
 

Estirpe Genotipo 

F496 MATa estirpe silvestre 

F499 MATalpha 'mating tester' 

F500 MATa 'mating tester' 

F523 MATa KAR9-GFP::HIS3Mx6 

F2374 MATa KAR9-GFP::HIS3Mx6, myo2::hph::myo2-F1334A-URA3 

F2376 
MATa KAR9-GFP::HIS3Mx6, myo2::hph::myo2-F1334A-URA3, ABP140-
GBP::KANMx4 

F2471 MATa sir2::HIS3Mx6 

F2984 MATa sir2::HIS3Mx6, KAR9-GFP::HIS3Mx6 

F2987 
MATa sir2::HIS3Mx6, KAR9-GFP::HIS3Mx6, myo2::hph::myo2-F1334A-URA3, 
ABP140-GBP::KANMx4 

F3067 MATa trp1::pRS304-SIR2-TRP1, KAR9-GFP::HIS3Mx6 

F3070 
MATa trp1::pRS304-SIR2-TRP1, KAR9-GFP::HIS3Mx6, myo2::hph::myo2-F1334A-
URA3, ABP140-GBP::KANMx4 

F3882 MATa NUP159-3HA::HISMx6 

F3885 MATa Nup116-13Myc::KANMX6. 

F4030 MATa SPC110-3HA::KANMX6 

F4032 MATa SPC42-GFP::HIS3, SPC110-3HA::KANMX6  

F4126 MATa SPC110-GFP::klTRP, SPC42-13MYC::KANMX6 

F4390 MATa SPC42-GFP::HIS3, SPC110-3HA::KANMX6, Nup116-13Myc::kanMX6. 
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F4392 MATa SPC110-GFP-klTRP, SPC42-13MYC::KANMX6, NUP159-3HA::HISMx6 

F4471 
MATa SPC110-GFP-klTRP, SPC42-13MYC::KANMX6, NUP159-3HA::HISMx6 
SPC72-mCherry::KANMX6 

F4521 MATa SPC42-13MYC::KANMX6, NUP159-3HA::HISMx6, SPC72-mCherry::KANMX6 

F4550 MATa BFA1-mCherry::KANMX6, SPC42-13MYC::KANMX6, NUP159-3HA::HISMx6 

F4552 
MATa BFA1-mCherry::KANMX6, SPC42-13MYC::KANMX6, NUP159-3HA::HISMx6, 
SPC110-GFP-klTRP 

F5563 
MATa HXT2-MS2V6::URA3, MCP-NLS-yeGFP::LEU2, SPC110-dsRed-KANMX7, 
kar9::HIS5 

F5565 MATa HXT2-MS2V6::URA3, MCP-NLS-yeGFP::LEU2, SPC110-dsRed-KANMX6 

F5567 MATa MCP-NLS-yeGFP::LEU2, SPC110-dsRed-KANMX6 

F5604 MATa DBP1-MS2V6::URA3, MCP-NLS-yeGFP::LEU2, SPC110-dsRed-KANMX6 

F5606 MATa GLG1-MS2V6::URA3, MCP-NLS-yeGFP::LEU2, SPC110-dsRed-KANMX6 

F5610 MATa PUT1-MS2V6::URA3, MCP-NLS-yeGFP::LEU2, SPC110-dsRed-KANMX6 

F5611 MATa PUT4-MS2V6::URA3, MCP-NLS-yeGFP::LEU2, SPC110-dsRed-KANMX6 

 

 

Tabla M2. Plásmidos. 
 

Plásmidos Inserto Vector Fuente 

pF23 13Myc-KANMX6 pFA6a (Longtine et al., 1998) 

pF55 yEGFP-URA3 pFA6a (Sheff & Thorn, 2004) 

pF403 12xMS2V6-AMP pUC57 (Tutucci et al., 2018) 

pF446 12xMS2V6-URA3 pFA6a Esta Tesis 

pF405 MCP-NLS-2xyeGFP-LEU2 YcpLac111 (Tutucci et al., 2018) 

pF333 LEU2 pRS305 (Sikorski & Hieter, 1989) 
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pF445 MCP-NLS-2xyeGFP-LEU2 pRS305 Esta Tesis 

pF75 TRP1 pRS304 (Sikorski & Hieter, 1989) 

pF450 pT7-FLUC-TRP1 pRS304 Esta Tesis 

 
 
 
Tabla M3. Anticuerpos para Western Blot. 
 

Proteína 
–  

Epítopo 

Tampón 
para 

Bloqueo 

Anticuerpo primario Anticuerpo Secundario 

Anticuerpo Tampón Dilución Anticuerpo Tampón Dilución 

HA 
PBS-T 

5% leche 
HA.11 

(Covance) 

PBS-T 

1% leche 
1% BSA 

1 : 3000 
anti-ratón-
HRP (GH 

Healthcare) 

PBS-T 
1% leche 
1%BSA 

1 : 5000 

GFP 
TBS-T 

5% leche 

JL-8 Living 
Colors 

(Clontech) 

TBS-T 

5% leche 
1 : 1000 

anti-ratón-
HRP (GH 

Healthcare) 

TBS-T 
5% leche 

1 : 3000 

13-Myc 
PBS-T 

5% leche 

Myc9E10 
monoclonal 
(Covance) 

PBS-T 

1% leche 
1% BSA 

1 : 5000 
anti-ratón-
HRP (GH 

Healthcare) 

PBS-T 
1% leche 
1%BSA 

1 : 10000 

mCherry 
PBS-T 

5% leche 
Anti-RFP 

(Chromotek) 
PBS-T 

1% leche 
1 : 1000 

anti-ratón-
HRP (GH 

Healthcare) 

PBS-T 
1% leche 

1 : 3000 

Ras2 
PBS-T 

5% leche 

Anti-Ras2 
(Santa Cruz 
Biotechno-

logy) 

PBS-T 
1% leche 

1% BSA 

1 : 1000 
anti-cabra-

HRP 

PBS-T 
1% leche 

1% BSA 

1: 2000 

Pgk1 
PBS-T 

5% leche 
Anti-Pgk1 

(Invitrogen) 

PBS-T 

1% leche 
1% BSA 

1 : 10000 
anti-ratón-
HRP (GH 

Healthcare) 

PBS-T 
1% leche 
1%BSA 

1 : 10000 
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Sir2 
PBS-T 

5% leche 

Anti-Sir2 
(Santa Cruz 
Biotechno-

logy) 

PBS-T 

1% leche 
1% BSA 

 

1 : 10000 

anti-conejo 
HRP (GH 

Healthcare) 

PBS-T 

1% leche 
1% BSA 

1 : 10000 

 
 
 
Tabla M4. Cebadores para PCR cuantitativa. 

Nombre Secuencia 

ACT1-RT-PCR-FWD TACGCTGGTTTCTCTCTACCTCACGCCATT 

ACT1-RT-PCR-RVS TTGATGTCACGGACAATTTCTCTTTCAGCA 

ATG34-RT-PCR-FWD GCCAAATCTCCGAGGTATTCAGTAT 

ATG34-RT-PCR-RVS AAAAAACCATAGCTCTTTCTGACCC 

ATG8-AS-RT-PCR-FWD ACTTTTCAGCTTTTTCGCAAATCACAGG 

ATG8-AS-RT-PCR-RVS TGAAAAAAGGAAGGCGGAGTCGGAG 

ATG8-RT-PCR-FWD CGTAAATATCTAGTTCCTGCTGA 

ATG8-RT-PCR-RVS TTGTGTTCTTGATATATGGCAGA 

ATP2-AS-RT-PCR-FWD CTGGAACATAAACGGCTTGCACAGA 

ATP2-AS-RT-PCR-RVS GTCGTATTCCATCTGCCGTCGGTT 

CBF1-AS-RT-PCR-FWD TAGATTCCATTGGTGAAGACGTCA 

CBF1-AS-RT-PCR-RVS CCACACATCTAATCAAACGAACGC 

DBP1-RT-PCR-FWD TGAAGCGAATCAAGAAGTTCCCA 

DBP1-RT-PCR-RVS ACTATTGAAAAAACCTCCTCCTC 

DSK2-RT-PCR-FWD GAAGGCTCCAACACGAACAC 

DSK2-RT-PCR-RVS TCAGAAGAGACGCAAATGGG 

FLUC-RT-PCR-FWD CAGCCTACCGTAGTGTTTGTTTCCA 
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FLUC-RT-PCR-RVS ACGTGTACATCGACTGAAATCCCT 

FYV7-AS-RT-PCR-FWD CTTCTCGTCTAGTTTCTTCTTTCCCTCT 

FYV7-AS-RT-PCR-RVS ACCAGAAAAGGAACCAAAAACCGT 

GLG1-RT-PCR-FWD ACCGAAGGAGAAACGAAGACGAGTG 

GLG1-RT-PCR-RVS AGTCCCTTAGGTACAACTGCCAA 

HIT1-RT-PCR-FWD TGGCGTACGATATTGCTCCTTGA 

HIT1-RT-PCR-RVS GCCCTGGGTTGTTCGCTTTC 

HSC82-RT-PCR-FWD ATTGACTTCCTTGACTGATTACGTT 

HSC82-RT-PCR-RVS TGGAGACTTTTCGACTGCCTT 

HSP104-RT-PCR-FWD GAAATTGAAGAGAGATTCGAGCAAA 

HSP104-RT-PCR-RVS GTGCACCCATATCATCGGAA 

HXT2-RT-PCR- FWD TCAACCATCTTCCAAGGCTGCCGGTAA 

HXT2-RT-PCR-RVS AGCCATAGCACGATTTTTGACACGCAA  

IPL1-RT-PCR-FWD CACTATAGATGCATGGGCTCTTGGCGTC 

IPL1-RT-PCR-RVS GGGCATTTTGATATCCAGTGCTGCTATCCT 

KAR2-AS-RT-PCR-FWD CCATTCTATCAATCTCTTCTTGGGT 

KAR2-AS-RT-PCR-RVS GCTAATGGTATTCTGAAGGTGTCTG 

KKQ8-RT-PCR-FWD CAAGGAAATGCAGCGTAAAAACCAG  

KKQ8-RT-PCR-RVS AATGCGATTTTTCTATTTGTGGC 

NUP85-AS-RT-PCR-FWD GTGCCGATAACATTTGATTACCCAA 

NUP85-AS-RT-PCR-RVS GATGCTAAGTATATGTGTAGAATGGAGA 

OKP1-RT-PCR-FWD TGATAGCCACGAATTGAACCTGA 

OKP1-RT-PCR-RVS AACAACGACAGTACTTCCTCCTT 

PDA1-RT-PCR-FWD CATCTGTAACAAGGTGGCTTT 
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PDA1-RT-PCR-RVS CCATGGCAACTTTAAAAACAA 

PET117-RT-PCR-FWD CAAGATAACGTTTGCAGCTTCCT  

PET117-RT-PCR-RVS CTTTCTCAACCTCTTTTCTTCGACT 

PUT1-RT-PCR-FWD AGTATGATTTGCAGGAGAATGGTGT 

PUT1-RT-PCR-RVS AGTCCCTTAGGTACAACTGCCAA 

PUT4-RT-PCR-FWD CAACGGGTATGCCATTTTCATCCCT 

PUT4-RT-PCR-RVS TGGCCGAACCACAAAACCAGGAA 

SIR4-RT-PCR-FWD TTTCTATATCCACGTCGGTC 

SIR4-RT-PCR-RVS TTAACGGTTTTTTTGTAATTTGCAG 

SLI15-RT-PCR-FWD CCTAAATCACTCCGCAGGAAG 

SLI15-RT-PCR-RVS TGGTGAGGATTTTTCGCTTTC 

SPC110-RT-PCR-FWD ATATAAACGCGAACTACAGAAGGTG 

SPC110-RT-PCR-RVS ATTGCTGTTTTCATTCAACTCCTCT 

UAF30-RT-PCR-FWD AGCCTAAAAAAATAAGCGACTGTCC 

UAF30-RT-PCR-RVS GCTCGGAATCTGAAACGATGGG 

YJL225C-RT-PCR-FWD CTCTCGATGCTGATAGGGCTGTT 

YJL225C-RT-PCR-RVS CACACCTCCGAAATCTGCTCCAA 

YJR112W-RT-PCR-FWD TGTTTGCTGAGGACATCGTGACT 

YJR112W-RT-PCR-RVS ATTCACTCGTTACACTTGCGCAT 

YLR154C-G-RT-PCR-FWD CTTTTCTTCTTAACAGCTTATCACCCCGGA 

YLR154C-G-RT-PCR-RVS TCACAAGCGCACCGGAGCCA 
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