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Resumen. 

 

Esta tesis doctoral está dedicada fundamentalmente a la identificación y 

caracterización de transportadores de nitrato/nitrito de la levadura Hansenula 

polymorpha. El uso de las herramientas bioinformáticas nos ha permitido 

identificar en el genoma de H. polymorpha sólo dos proteínas denominadas Nar1 

y Chl1 que comparten similitud de secuencia con los respectivos transportadores 

de nitrito y nitrato descritos en otros organismos. Los resultados del presente 

trabajo indican que Nar1 es una proteína ubicada en la membrana plasmática que 

regula la concentración intracelular de nitrito mediante su excreción. De esta 

forma, las células toman el nitrato del medio principalmente a través del 

transportador de nitrato y nitrito de alta afinidad, Ynt1. Una vez en el citoplasma, 

el nitrato se reduce a nitrito, cuyo excedente es devuelto al medio extracelular a 

través de Nar1, y de otro(s) sistema(s). Pensamos que este mecanismo permite 

mantener el nitrito intracelular por debajo de niveles tóxicos para la levadura. Por 

otra parte, Chl1 participa en la excreción de aminoácidos. La acumulación 

intracelular de fuentes reducidas en ∆chl1 promueven la represión catabólica por 

nitrógeno, que junto con la menor activación de la vía calcineurina, disminuyen 

los niveles de expresión de los genes de la vía de asimilación de nitrato. En 

conjunto, estos resultados nos han permitido conocer nuevos elementos que 

participan en la asimilación de nitrato, si bien ninguno de ellos parece mediar 

directamente el transporte de nitrato o nitrito al interior de la célula. 
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I. INTRODUCCIÓN. 

 

1. La vía de asimilación de nitrato en los seres vivos. 

 

El nitrógeno es un constituyente fundamental de las proteínas, ácidos 

nucleicos y otras moléculas fundamentales para la célula. Las formas asimilables 

de este macronutriente se encuentran en bajas cantidades en la naturaleza. Por 

este motivo el nitrógeno es uno de los factores que controlan la biodiversidad y 

dinámica de los ecosistemas. 

 

El nitrógeno existe en la biosfera en varios estados de oxidación, de N 

(V) a N (-III). Las interconversiones de estas especies de nitrógeno constituyen el 

ciclo biogeoquímico del nitrógeno, siendo las bacterias las que desempeñan el 

papel predominante en dichas transformaciones. El nitrógeno es asimilado por 

los seres vivos bajo diferentes formas químicas. Puede ser asimilado en forma de 

nitrógeno atmosférico mediante la fijación del N2; de formas reducidas, tales 

como amonio y el presente en las moléculas orgánicas; y de formas oxidadas, 

como el nitrato y, en menor medida, el nitrito. 

 

El ciclo biogeoquímico del nitrógeno está compuesto por una etapa de 

fijación del N2; mediado por microorganismos procariotas de vida libre, o en 

simbiosis con algunas leguminosas, cuyo producto es el amonio. Este compuesto 

también puede obtenerse a través de la amonificación, es decir, a través la 

descomposición de los organismos muertos, proceso mediado por ciertas 

bacterias y hongos. Además, el amonio es obtenido a través de la reducción del 

nitrato y del nitrito, constituyendo la etapa de asimilación del nitrógeno. Este es 

uno de los procesos biológicos fundamentales que representa más de 104 

megatones de nitrógeno inorgánico transformado cada año y que supera en dos 

órdenes de magnitud la cantidad de nitrógeno fijado (Guerrero et al., 1981). La 

reducción del nitrato se acopla a la oxidación anaeróbica del carbono orgánico 

rindiendo amonio mediante el proceso de reducción desasimilatorio de nitrato a 
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amonio (DRNA, Dissimilatory Nitrate Reduction to Ammonium). Algunas 

bacterias, como Escherichia coli y Thiosphaera pantotropha emplean el nitrato 

como aceptor de electrones durante la respiración anaerobia (Clegg et al., 2002; 

Bell et al., 1993). Por otra parte, el nitrato obtenido a través de la nitrificación, es 

decir, por oxiddación del amonio a nitrito y luego a nitrato, puede ser 

transformado en N2 a través de la desnitrificación. El N2 también se obtiene a 

partir del medio marino a través de la oxidación anaeróbica del amonio 

(anammox), donde la oxidación del amonio está acoplada a la reducción del 

nitrito (Canfield et al., 2010). La desnitrificación y la anammox cierran el ciclo 

del nitrógeno al devolver el N2 a la atmósfera (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Ciclo del nitrógeno. Se representan las principales vías biológicas de transformación 
del nitrógeno. (Adaptado de Canfield et al., 2010). 
 

El nitrato puede ser asimilado por algunas bacterias, ciertos hongos, 

algunas especies de levaduras y prácticamente todas las algas y plantas 

superiores. El equilibrio natural de los ecosistemas se está viendo afectado por la 

desregulación en el ciclo global del nitrógeno. Se estima que las actividades 

humanas derivadas de la fertilización incontrolada y la sustitución de áreas de 

vegetación natural por cultivos de leguminosas y plantas forrajeras ha provocado 
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que se doble la tasa natural anual de entrada de nitrógeno en el ciclo, originando 

serios problemas medioambientales debido a la contaminación de los acuíferos, 

ríos y lagos (Crawford y Glass, 1998; Daniel-Vedelle et al., 1998). 

 

Además, la contaminación de los acuíferos subterráneos con nitratos 

genera graves problemas de salud si se consume agua en estas condiciones, 

debido a la reducción del nitrato a nitrito por la participación de ciertas bacterias 

presentes en la boca, el estómago y la porción distal del intestino delgado y 

grueso. Las principales fuentes de nitrito en el organismo son: la reducción del 

nitrato por las bacterias de la cavidad bucal (Tannenbaum et al., 1976), la ingesta 

de alimentos procesados con nitrito y la oxidación del NO por la óxido nítrico 

sintasa (NOS) (Ignarro et al., 1993). 

 

Los efectos tóxicos del nitrito sobre la salud humana desarrollados a 

corto plazo son determinantes en la aparición de patologías como la 

metahemoglobinemia (Kohn et al., 2002). Esta patología surge cuando el nitrito 

de la sangre reacciona con la oxihemoblogina produciendo nitrato y 

metahemoglobina. Por tanto, la ingesta excesiva de nitrito puede dar lugar a 

metahemoglobinemia y cianosis, especialmente en los niños pequeños cuyo 

sistema de metahemoglobina reductasa no está maduro (McKnight et al., 1999). 

Por otra parte, en los glóbulos rojos, y bajo condiciones de hipoxia, el nitrito 

puede reaccionar con la hemoglobina desoxigenada formando NO y 

metahemoglobina (Doyle et al., 1981). 

 

A largo plazo el nitrito actúa como carcinógeno debido a la generación 

de nitrosaminas (Guttenplan, 1987; Hecht, 1997). Existe una relación directa 

entre la ingesta de nitrito, la formación de nitrosaminas y el riesgo de padecer 

cáncer gástrico (Tenovuo, 1986; Lee et al., 2006). En condiciones ácidas, como 

las presentes en el estómago, el nitrito se protona rápidamente formando HNO2 

que se descompone dando lugar a varios óxidos de nitrógeno como N2O3, NO2 y 

NO. Estas especies reactivas de nitrógeno, principalmente el N2O3 y el NO2, se 
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oxidan fácilmente originando el ion nitrosonio (NO+) que reacciona con las 

aminas dando lugar a la formación de N-nitrosaminas (Challis y Kyrtopoulos, 

1977). Además, el NO+ promueve la desaminación oxidativa de las bases 

nitrogenadas del ADN provocando la rotura de la hebra y el entrecruzamiento del 

ADN (Spencer et al., 2000). Sin embargo, no todos los efectos del nitrito 

conllevan efectos nocivos en el ser humano. La producción gástrica de NO a 

partir del nitrito acidificado protege a la mucosa gástrica al incrementar el flujo 

sanguíneo y el espesor de la mucosidad (Björne et al., 2004). 

 

En condiciones ácidas el nitrito se reduce a óxido nítrico y éste reacciona 

con el radical superóxido (O2
-) dando lugar a la formación de peroxinitrito 

(ONOO-). El ONOO- oxida a los grupos tiol, genera peroxidación lipídica, 

provoca lesiones en el ADN y afecta a la función mitocondrial. Por todo ello se 

considera que el nitrito actúa como un tóxico célular. 

 

2. Asimilación del nitrato en levaduras. 

 

Como ya se ha comentado el nitrato es una de las fuentes de nitrógeno 

más abundantes en la naturaleza, pero los organismos usan más fácilmente el 

amonio, ya que su uso supone un menor coste energético. Las levaduras han 

desarrollado complejos sistemas de regulación para adaptar su maquinaria 

enzimática a la utilización de las fuentes de nitrógeno disponibles. Los genes que 

codifican las proteínas involucradas en la asimilación del nitrato son inducidos 

por éste y están sujetos a la represión catabólica por nitrógeno (RCN). Sin 

embargo, el uso del nitrato y del nitrito está restringido a pocas especies de 

levaduras pertenecientes a diferentes géneros (Tabla 1). Mientras que otras son 

capaces de usar nitrito pero no nitrato (Siverio, 2002). Las levaduras del género 

Saccharomyces y Schizosaccharomyces son incapaces de usar nitrato o nitrito 

como única fuente de nitrógeno, lo que ha derivado en la escasa atención que se 

ha prestado a la asimilación de nitrato en las levaduras si se comparan con los 
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estudios desarrollados en los hongos filamentosos Neurospora crassa y 

Aspergillus nidulans (Wong et al., 2008). 

 

 
Tabla 1. Géneros de levaduras con especies que utilizan nitrato y nitrito. Modificado de 
Siverio, 2002. 1Algunas especies de estos géneros utilizan nitrito pero no nitrato. 
 

2. 1. Vía de asimilación del nitrato en Hansenula polymorpha. 

 

El nitrato es transportado al interior de la célula mediante transportadores 

específicos y una vez en el citoplasma es reducido a nitrito por acción de la 

enzima nitrato reductasa. La nitrito reductasa reductasa el nitrito a amonio. Estos 

dos pasos consecutivos de reducción precisan de poder reductor, que viene dado 

por nucleótidos de piridina reducidos. 

 

En H. polymorpha los genes que codifican el transportador de nitrato 

(YNT1), la nitrato reductasa (YNR1) y la nitrito reductasa (YNI1) se encuentran en 

un cluster en el genoma de la levadura (Pérez et al., 1997; Ávila et al., 1995; 

Brito et al., 1996) junto con otros dos genes que codifican los factores 

transcripcionales de tipo Zn(II)2Cys6, YNA1 e YNA2 (Ávila et al., 1998; Ávila et 

al., 2002) (Figura 2). Sin embargo, no se sabe cómo la levadura percibe el nitrato 

y trasmite esta señal al interior célular para su utilización. Diversos estudios han 

demostrado que S. cerevisiae siente algunos nutrientes del medio a través de tres 

tipos de sensores presentes en la membrana plasmática (Rubio-Texeira et al., 

2010). El primer tipo de sensores está formado por los receptores clásicos o los 
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receptores acoplados a proteína G, que en levaduras detectan la presencia de 

glucosa y sacarosa o feromonas. La proteína Gpr1 es un sensor de glucosa 

implicado en la síntesis de AMPc (Kraakman et al., 1999) necesario en la 

regulación de la expresión génica de SUC2 que codifica la invertasa (Belinchón y 

Gancedo, 2007). El segundo tipo de sensores está formado por los transceptores 

que no transportan nutrientes, es decir, son homólogos a los transportadores pero 

su función es la de sensor y han perdido la capacidad de transportar cualquier 

sustrato. En este tipo de sensores se encuentran Snf3 y Rgt2, responsables de la 

inducción de genes que codifican transportadores de glucosa y hexosas (Özcan et 

al., 1998), y el sensor Ssy1, necesario en la desrepresión de los genes inducidos 

por aminoácidos que codifican las permeasas específicas de aminoácidos (Didion 

et al., 1998). La unión de la glucosa a la proteína Snf3 o a Rgt2 desencadena una 

serie de reacciones que resulta en la remoción del represor Rgt1 de los 

promotores de los genes diana, entre los que se encuentran varios genes HXT 

implicados en el transporte de glucosa (Moriya y Johnston, 2004). Los 

transportadores de alta afinidad de glucosa, como Hxt4 y Hxt7, se expresan 

cuando la concentración de glucosa en el medio es baja, y su expresión depende 

del sensor Snf3 (Özcan et al., 1996; Lalonde et al., 1999). El sensor Rgt2 es 

necesario en la inducción de la expresión génica en respuesta a altos niveles de 

glucosa. Estos sensores de glucosa difieren en la región carboxilo terminal con 

los transportadores de glucosa (Özcan et al., 1998; Van Belle y André, 2001). 

Los sensores ambientales de glucosa actúan en paralelo con los sistemas de 

detección de metabolitos intracelulares, por lo que las levaduras integran las 

señales nutricionales a partir de los diferentes sistemas de detección regulando la 

expresión génica (Forsberg y Ljungdahl, 2001). La proteína Ssy1 de S. cerevisiae 

es necesaria en la inducción de la expresión de genes que codifican permeasas de 

aminoácidos y del gen PTR2, el transportador de di y tripéptidos (Didion et al., 

1998; Forsberg et al., 2001; Forsberg y Ljungdahl, 2001). Es la región amino 

terminal de Ssy1 la responsable de transmitir las señales inducidas por los 

aminoácidos presentes en el medio (Klasson et al., 1999; Fosberg et al., 2001). 

El tercer tipo de sensores son los transceptores transportadores, es decir, son 
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transportadores de nutrientes que combinan esta función con la de receptor. 

Dentro de este grupo se encuentran Gap1, la permeasa general de aminoácidos 

(Donaton et al., 2003); Mep2, el transportador de amonio de alta afinidad 

implicado en inducir el crecimiento filamentoso de las células en ausencia de este 

compuesto (Lorenz y Heitman, 1998; Van Nuland et al., 2006); y Pho84, el 

transportador de fosfato (Giots et al., 2003). 

 

 
Figura 2. Esquema del cluster de los genes implicados en la vía de asimilación de nitrato en 
H. polymorpha y de las proteínas codificadas. 

 

En muchos organismos asimiladores de nitrato, los genes que codifican 

la maquinaria necesaria para metabolizar el nitrato se encuentran agrupados en el 

genoma, quizás como estrategia que permite una expresión coordinada y una 

regulación más eficiente. En la arqueobacteria Haloferax mediterranii los genes 

implicados en la asimilación del nitrato están en dos operones génicos 

consecutivos formados por los genes nasABC y nasD. El gen nasA codifica la 

nitrato reductasa, nasB codifica una proteína de membrana con similitud al 

transportador NarK, nasC codifica una enzima con similitud a MobA, implicada 

en la unión de GTP a la molibdopterina, y nasD codifica una nitrito reductasa 

dependiente de ferredoxina (Lledó et al., 2005). En los eucariotas, como 

Aspergillus nidulans los genes que codifican un transportador de nitrato (nrtA), la 

nitrato reductasa (niaD) y la nitrito reductasa (niiA) se encuentran agrupados en 

el genoma (Johnstone et al., 1990). En Chlamydomonas reinhardtii estos genes 

forman dos agrupamientos génicos diferentes (Quesada et al., 1998). En uno de 

los cluster se encuentran los genes implicados en el transporte de nitrato (Nrt2;2) 
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y de nitrato/nitrito (Nrt2;1), el gen Nar2, que codifica la proteína estructural 

necesaria en la actividad funcional de NRT2;1 y NRT2;2 (Quesada et al., 1994; 

Zhou et al., 2000), los genes que codifican la nitrato y nitrito reductasa (Nia1 y 

Nii1, respectivamente) y el gen Nar1 que codifica un transportador de nitrito del 

cloroplasto necesario en el crecimiento en presencia de nitrato bajo condiciones 

limitantes del mismo, así como en el uso eficiente de nitrato en condiciones 

limitantes de carbono (Rexach et al., 2000; Mariscal et al., 2004). El otro cluster 

agrupa a dos genes, uno de ellos codifica un transportador biespecífico de 

nitrato/nitrito (Nrt2;3) (Quesada et al., 1998) y un gen de función desconocida 

(Nar5). 

 

El amonio generado en la reducción del nitrato es usado en la síntesis de 

dos aminoácidos: el glutamato y la glutamina (Sttit, 1999; TerSchure et al, 2000) 

(Figura 3). 

 

 
Figura 3. Vía de asimilación de nitrato. El NO3

- entra en la célula a través de los 
transportadores y se reduce a NO2

- por acción de la nitrato reductasa (1). Éste se reduce a NH4
+ 

por la nitrito reductasa (2). El NH4
+ es incorporado al α-cetoglutarato procedente del ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos por la glutamato deshigrogenasa dependiente de NAD(P)H (3) y al 
glutamato por la glutamina sintetasa (4). El glutamato se puede obtener desde la glutamina y el 
α-cetoglutarato por acción de la glutamato sintasa (5). El glutamato es desaminado por la 
glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD+ (6). A partir del glutamato y de la glutamina se 
obtienen los restantes aminoácidos así como las purinas y pirimidinas. Modificado de 
Magasanik y Kaiser, 2002. 
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El poder reductor, en forma de NAD(P)H, y los precursores de la 

glutamina y el glutamato provienen del metabolismo del carbono. El primero 

proviene de la vía de las pentosas fosfato; y el ácido α-cetoglutarato es el 

precursor que deriva del ciclo de los ácidos tricarboxílicos donde actúa como 

intermediario. El nitrógeno amino del glutamato constituye el 85% de la fuente 

de nitrógeno total celular y el grupo amida de la glutamina, el 15% de la fuente 

remanente. 

 

2. 2. Regulación de la vía de asimilación de nitrato. 

 

Las levaduras son capaces de responder y adaptarse rápidamente a los 

cambios del ambiente, lo que resulta esencial para su supervivencia. Uno de los 

requisitos para generar una respuesta fisiológica adecuada es la capacidad de 

sentir y en consecuencia, transducir la información de los niveles de metabolitos 

presentes en el medio extra e intracelular. Por ejemplo, en respuesta a la 

disponibilidad de nutrientes, las levaduras regulan la expresión y la actividad de 

las proteínas implicadas tanto en la asimilación como en la utilización de estos 

nutrientes. 

 

La vía de asimilación de nitrato, y por tanto, la utilización de este 

compuesto dependen de la presencia de fuentes de nitrógeno reducidas en el 

medio de cultivo. Las diferentes fuentes de nitrógeno se pueden clasificar en base 

al efecto que producen sobre el metabolismo del nitrógeno, diferenciando entre 

fuentes preferidas (o ricas) y no preferidas (pobres o alternativas). Las fuentes 

preferidas, como la glutamina, la asparagina y el amonio, desencadenan la 

regulación negativa del catabolismo de otros compuestos de nitrógeno mientras 

que las fuentes no preferidas o alternativas, como el nitrato, la prolina, la urea o 

la alantoína, no tienen efecto sobre el catabolismo de otros compuestos de 

nitrógeno (Magasanik y Kaiser, 2002). Cuando las células disponen de fuentes de 

nitrógeno preferidas todas las vías implicadas en la asimilación de fuentes de 
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nitrógeno alternativas, como la vía de asimilación de nitrato, están sujetas a un 

proceso de regulación negativa. 

 

2. 2. 1. Regulación transcripcional: factores GATA, Ure2 y vía 
de las quinasas TOR. 
 

La inducción de los genes de la vía de asimilación de nitrato tiene lugar 

cuando se conjugan dos señales: una de ellas es la señal de desrepresión que 

afecta a todos los genes relacionados con el metabolismo de fuentes de nitrógeno 

alternativas y, la otra es la señal de inducción que tiene lugar cuando el nitrato 

entra en la célula (Marzluf, 1997; Siverio, 2002; Cooper, 2002). 

 

La señal de desrepresión está mediada por el mecanismo de Represión 

Catabólica por Nitrógeno (RCN), que evita la transcripción de los genes 

implicados en la asimilación y uso de fuentes no preferidas, como el nitrato, 

cuando en el medio existen fuentes preferidas. Este proceso, presente en hongos 

y levaduras, está mediado por los factores transcripcionales tipo GATA y por 

proteínas que interaccionan con estos factores modulando su actividad (Marzluf, 

1997; Magasanik y Kaiser, 2002; Siverio, 2002; Wong et al., 2008).  

 

Los factores GATA reciben este nombre porque se unen a la secuencia 

de ADN (A/T)GATA(A/G) (Merika y Orkin, 1993). En N. crassa y Aspergillus 

nidulans el proceso de represión y desrepresión de los genes implicados en la 

asimilación del nitrato está mediado por los factores transcripcionales NIT2 y 

AREA, respectivamente (Marzluf, 1981). Estos factores son reguladores 

positivos que median la señal de desrepresión, es decir, activan la expresión de 

los genes implicados en la utilización de fuentes de nitrógeno alternativas (Kudla 

et al., 1990; Chiang y Marzluf, 1995; Todd et al., 2005). La expresión y función 

de estos factores se encuentra controlada a varios niveles ya que también están 

sometidos a RCN y en el caso de areA, su promotor presenta sitios GATA que lo 

regulan de forma autógena (Langdon et al., 1995). Por otra parte, la estabilidad 

del ARNm de areA está modulada por los niveles intracelulares de glutamina a 
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través de la región 3’ del mensajero, conocida como 3’ UTR (3’ untranslated 

region), de tal forma que en presencia de glutamina (o asparagina) se produce la 

degradación de los transcritos de areA (Morozov et al., 2001). 

 

La presencia de una fuente de nitrógeno preferida en el medio conlleva a 

la señal de represión mediada por los represores transcripcionales NmrA de A. 

nidulans y Nmr1 de N. crassa. (Xiao et al., 1995; Andrianopoulos et al., 1998). 

 

La levadura S. cerevisiae no asimila nitrato aunque sí crece a partir de 

otras fuentes no preferidas cuya asimilación está sujeta a RCN. Esta respuesta 

está mediada por factores transcripcionales positivos y negativos que compiten 

entre sí por su unión a las secuencias GATA de los promotores de los genes que 

controlan (Coffman et al., 1997; Magasanik y Kaiser, 2002). Los activadores 

transcripcionales son Gln3 y Gat1 y los represores transcripcionales son 

Dal80/Uga43 y Deh1/Gzf3/Nil2 estando todos ellos interconectados en un 

circuito regulador. La desrepresión de los genes sometidos a RCN depende de la 

interacción entre el modulador negativo Ure2 y los activadores Gln3 y Gat1. En 

condiciones de disponibilidad de nitrógeno Ure2 retiene a Gln3, y posiblemente a 

Gat1, en el citoplasma impidiendo la activación de los genes implicados en la 

asimilación de fuentes pobres (Cunningham et al., 2000; Cox et al., 2000). 

Cuando hay escasez de nitrógeno o se trata a las células con rapamicina, Ure2 

libera a los factores positivos permitiendo la expresión de los genes sujetos a 

RCN. El grado de expresión de estos genes está a su vez modulada por los 

factores transcripcionales negativos. Con la excepción de Gln3, todos los genes 

GATA se regulan entre sí y a sí mismos. 

 

La rapamicina es un macrólido lipofílico con actividad antifúngica, 

inmunosupresora y anti-cancerígena. Se une a una peptidíl-propíl isomerasa de 

12 kDa, denominada FKBP12, y este complejo inhibe a las quinasas TOR de S. 

cerevisiae (Lorenz y Heitman, 1995; Crespo y Hall, 2002). En esta levadura hay 

dos quinasas TOR, TOR1 y TOR2 que forman dos complejos diferentes en 
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estructura y función. Es el complejo TORC1, formado por TOR1 o por TOR2, el 

que se inhibe por rapamicina (Loewith et al., 2002). TORC1 controla el 

crecimiento celular regulando los procesos de transcripción, traducción, 

asimilación de nutrientes, biogénesis de ribosomas y la autofagia (Wullschleger 

et al., 2006). Las quinasas TOR participan en la RCN de los genes que codifican 

proteínas implicadas en la asimilación de fuentes de nitrógeno pobres. Así, el 

tratamiento con rapamicina genera la inhibición de la vía TOR mimetizando las 

condiciones de ayuno de nitrógeno, por tanto, se produce la desrepresión de los 

genes sujetos a RCN (Thomas y Hall, 1997). La vía TOR impide la expresión de 

estos genes, controlando la ubicación celular del factor Gln3. En presencia de 

fuentes de nitrógeno preferidas TORC1 forma un complejo con Tap42 (Tor 

associated protein) y la fosfatasa Sit4 que permanece inactiva (Di Como y Arndt, 

1996; Jiang y Broach, 1999). En estas condiciones Gln3 (en estado fosforilado) 

permanece unido a Ure2 en el citoplasma, por lo que hay represión de los genes 

sujetos a RCN. Si el nitrógeno escasea o las células son tratadas con rapamicina, 

el complejo Tap42-Sit4 se disocia de TORC1 y se activa. En estas condiciones 

Gln3 es desfosforilado y entra en el núcleo ejerciendo la desrepresión de los 

genes diana (Beck y Hall, 1999). Este modelo de regulación se encuentra en 

continua revisión tanto por la obtención de nuevas evidencias así como por la 

identificación de nuevos componentes, por lo que la regulación transcripcional 

mediada por las quinasas TOR es bastante más complejo. Contrariamente a lo 

observado en S. cerevisiae, el tratamiento de A. nidulans con rapamicina no 

produce una mayor inducción en la expresión de la permeasa general de 

aminoácidos, la glutamina sintasa y la permeasa de amonio (Fitzgibbon et al., 

2005). 

 

2. 2. 2. Regulación transcripcional: La vía calcineurina. 

 

La calcineurina es una Ser/Thr fosfotasa regulada por Ca2+/calmodulina 

(Mendoza et al., 1994). Esta fosfatasa es un heterodímero compuesto por una 

subunidad catalítica y una subunidad reguladora. En S. cerevisiae la subunidad 
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catalítica está codificada por dos genes redundantes, CNA1 y CNA2, mientras que 

la subunidad reguladora está codificada por un único gen, CNB1 (Cyert et al, 

1991; Kuno et al., 1991; Cyert y Thorner, 1992; Cyert, 2003). 

 

La calcineurina es inhibida específicamente por los inmunosupresores 

FK506 y ciclosporina A (Nakamura et al., 1993). Las células carentes en los 

genes CNB1, CNA1 y CNA2 o las células silvestres tratadas con FK506, son 

sensibles al ser expuestas a diversas situaciones ambientales como la 

alcalinización del medio (Ariño, 2011), la exposición a iones (Mn2+ y Na+/Li+) o 

la incubación prolongada con la feromona del apareamiento (factor α) (Cyert y 

Thorner, 1992; Nakamura et al., 1993; Mendoza et al., 1994; Farcasanu et al., 

1995; Moser et al., 1996; Withee et al., 1997). Además la calcineurina es 

esencial en mutantes con defectos de pared celular, como fks1 (Eng et al., 1994; 

Garret-Engele et al., 1995). Por tanto, la vía de señalización de la calcineurina se 

activa en respuesta a estrés ambiental. 

 

En condiciones de crecimiento normales el nivel de calcio citosólico es 

bajo y la calcineurina permanece inactiva. En cambio, en respuesta a estrés, los 

niveles de calcio citosólico aumentan provocando la activación de la 

calcineurina, lo que desencadena una serie de respuestas que permiten a la célula 

sobrevivir frente a la condición de estrés (Figura 4). 

 

El calcio externo entra a la célula a través de un complejo formado por 

los canales Cch1 y Mid1 (Iida et al., 1994; Paidhungat y Garret, 1997). Estos 

canales están implicados en la entrada de calcio que tiene lugar en respuesta a 

feromonas, estrés del retículo endoplasmático por el incremento de proteínas no 

plegadas, estrés salino y pH alcalino (Bonilla et al., 2002; Matsumoto et al., 

2002; Viladevall et al., 2004). Este flujo de calcio es retroinhibido por la 

activación de la calcineurina (Matheos et al., 1997; Locke et al., 2000; Muller et 

al., 2001) al desfosforilar directamente a Cch1 in vitro, y probablemente in vivo 

(Bonilla y Cunningham, 2003). 
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Además de impedir la entrada, los niveles de calcio citosólico son 

restablecidos por la acción de bombas de calcio del retículo endoplasmático y de 

la vacuola. Pmr1 es una ATPasa de calcio (y de Mn2+) de alta afinidad del 

retículo endoplasmático. La detoxificación de calcio mediante el secuestro de 

este catión en la vacuola se lleva a cabo por la acción de dos transportadores, 

Pmc1, que es una ATPasa de Ca2+, y Vcx1, que es un intercambiador de Ca2+/H+. 

La calcineurina activa la transcripción de PMR1 y PMC1 (Stathopoulos y Cyert, 

1997; Matheos et al., 1997; Stathopoulos-Gerontides et al., 1999) e inhibe la 

actividad de Vcx1 a nivel postranscripcional (Cunningham y Fick, 1996). 

 

La calcineurina controla la expresión de una gran variedad de genes a 

través de la activación del factor transcripcional Crz1 (Stathopoulos y Cyert, 

1997; Matheos et al., 1997; Mendizabal et al., 1998). Crz1 se une 

específicamente al elemento de respuesta dependiente de calcineurina (CDRE), 

presente en el promotor de los genes regulados por la calcineurina. La activiación 

de la calcineurina conlleva a la desfosforilación de Crz1, afectando a su 

localización celular ya que se traslada desde el citosol al núcleo donde activa la 

transcripción génica (Stathopoulos-Gerontides et al., 1999). La fosforilación de 

Crz1 depende de la quinasa activada por AMPc, PKA, por lo esta enzima regula 

negativamente la vía de señalización de la calcineurina (Kafadar y Cyert, 2004). 

 

El mutante cnb1 de S. cerevisiae acumula cantidades elevadas de Li+/Na+ 

(Nakamura et al., 1993), como resultado de la menor expresión del gen ENA1 y 

una menor actividad del sistema de transporte Trk1-Trk2 (Mendoza et al., 1994). 

El gen ENA1 codifica una Na+-ATPasa de tipo P de la membrana plasmática 

implicada en la salida de sodio y litio de la célula (Mendoza et al., 1994). La 

calcineurina regula la transcripción de ENA1 a través del factor transcripcional 

Crz1. En el promotor de ENA1 se han identificado dos elementos CDRE en las 

posiciones -813/-821 y -727/-719, aunque el que se localiza en la posición -727/-

719 es el más relevante para la respuesta transcripcional bajo condiciones de 
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estrés (Mendizabal et al., 2001). Por otra parte, la expresión de ENA1 se 

encuentra regulada por la vía TOR, ya que en su promotor también hay 

secuencias reconocidas por los factores GATA, Gln3 y Gat1, estando la mayoría 

de ellas dispersas entre las posiciones -950 a -1400 (Crespo et al., 2001). 

Además, la inducción de la expresión de ENA1 en respuesta a pH alcalino 

también está regulada por la activación de la vía de señalización de la 

calcinuerina. Aproximadamente el 40% de la respuesta transcripcional total a pH 

alcalino parece estar mediada por la activación de la calcineurina (Serrano et al., 

2002). El estrés por pH alcalino provoca un incremento en la concentración de 

calcio citosólico, activando a la calcineurina y en consecuencia a Crz1 

(Viladevall et al., 2004) que entra en el núcleo induciendo la expresión de un 

conjunto de genes en respuesta a la alcalinización del medio. Otro gen cuya 

inducción es dependiente de calcineurina y de la presencia de pH alcalino es 

PHO89 (Serrano et al., 2002). La expresión de este gen, que codifica un 

cotransportador de Pi/Na+, aumenta en respuesta al calcio, al ayuno de fosfato y 

al estrés salino (Persson et al., 1999) y es dependiente de la activación de la 

calcineurina, presentando un elemento CDRE en la posición -515/-504 del 

promotor (Yoshimoto et al., 2002). La vía de la calcineurina, a través de la 

activación de Crz1, induce la expresión de genes implicados en el metabolismo 

de la glucosa por estrés alcalino como HXT2 que codifica un transportador de 

glucosa de alta afinidad y cuya expresión sucede en condiciones ayuno de 

glucosa (Ruiz et al., 2008). La activación de la calcineurina también induce la 

expresión génica de GSC2/FKS2, que codifica una subunidad catalítica de la 1,3-

β-glucano sintasa, esencial en el proceso de esporulación y en la formación de 

glucano durante el apareamiento (Mazur et al., 1995). 

 

Se ha estudiado como la tolerancia a sales está relacionada con el 

incremento en la tasa de supervivencia de las células expuestas a procesos de 

congelación. Vista la implicación de la calcineurina-Crz1 en la regulación de la 

expresión de genes que confieren resistencia a sales, se ha propuesto que esta vía 

también podría regular la expresión de dichos genes cuando las células se 
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exponen a procesos de congelación, dado el desequilibrio iónico causado por la 

formación de cristales de hielo (Wolfe y Bryant, 1999). Así, el incremento en la 

expresión de los genes dianas controlados por calcineurina-Crz1 permitiría a las 

células de levaduras mitigar los efectos nocivos del estrés salino durante la 

congelación. De hecho, la sobreexpresión de CRZ1 en S. cerevisiae aporta mayor 

tolerancia a la congelación, incrementando la viabilidad celular una 10 veces, 

aunque no se han observado fenotipos asociados a la congelación en ausencia de 

Cnb1 o de Crz1 (Panadero et al., 2007). Por otra parte, se ha descrito un 

incremento en la supervivencia de las células de la cepa silvestre y de las 

afectadas en CNB1 o CRZ1 sometidas a congelación al ser tratadas previamente 

con NaCl. Este hecho descarta la implicación de la vía de señalización de la 

calcineurina en la activación de los mecanismos de protección frente a la 

congelación. Por tanto, la tolerancia a la congelación obtenida al sobreexpresar 

CRZ1 parece ser debida a un papel inespecífico que adquiere este factor 

transcripcional cuando su expresión está alterada, lo que podría afectar las 

características generales modificando la expresión de cientos de genes e 

influyendo positivamente en la resistencia al estrés (Attfield, 1997; Rández et al., 

1999). Por tanto, en S. cerevisiae la congelación no activa una respuesta de 

protección ni a través de calcineurina-Crz1 ni directamente a través de Crz1. 
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Figura 4. Vía de señalización de la calcineurina en S. cerevisiae. Se muestran los principales 
transportadores responsables de la regulación de la homeostasis del calcio: Cch1-Mid1 (en la 
membrana plasmática), Pmr1 (en la membrana del retículo endoplasmático) y Yvc1, Vcx1 y 
Pmc1 (en la membrana de la vacuola). También se representan algunos sustratos directos de la 
calcineurina: los transportadores Cch1 y Vcx1 y el factor transcripcional Crz1. Las flechas de 
color rojo indican los transportadores que están implicados en el incremento de la concentración 
de calcio citosólico. En verde se simbolizan los transportadores que secuestran el calcio del 
citosol. 

 

Estudios recientes desarrollados en nuestro grupo muestran que en H. 

polymorpha la inducción de la expresión de los genes implicados en la tolerancia 

a sales, como ENA1, y de los genes sujetos a RCN, como los genes de la vía de 

asimilación de nitrato, está bajo el control de la vía de señalización de la 

calcineurina. Así, en presencia de sales o de nitrato se produce un incremento en 

el contenido de Ca2+ intracelular procedente del medio. Esta entrada de calcio 

está sujeta a un proceso de retroinhibición promovido por la acumulación del 

calcio en el retículo endoplasmático, proceso mediado por la Ca2+-ATPasa de la 

membrana reticular Pmr1. La activación de la calcineurina, tras el aumento en la 

concentración de calcio citosólico, promueve la desfosforilación del factor de 

transcripción Crz1 que entra en el núcleo induciendo la expresión de ENA1. 

Además, la expresión de HpENA1 también depende del factor transcripcional 
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Gat1, cuya expresión está bajo el control de la vía de señalización calcineurina, 

mediada por Crz1. Por tanto, la expresión de ENA1 está bajo el control dual de la 

calcineurina vía Crz1 y de la calcineurina-Crz1 vía Gat1 (Figura 5) (Rodríguez et 

al., 2010). 

 

Al igual que ENA1, los genes de la vía de asimilación de nitrato también 

se encuentran regulados por la calcineurina. El incremento del calcio intracelular 

que tiene lugar en ausencia de nitrógeno lo que activa la vía calcineurina 

incrementando los niveles de expresión de Gat1, necesario en la desrepresión de 

los genes de la vía de asimilación de nitrato (Rodríguez et al., 2010). Por otra 

parte, Gat1 controla la expresión de otro factor GATA positivo, Gat2, que regula 

la expresión tanto de PMR1 (Rodríguez et al., 2010) como del factor 

transcripcional YNA2 (Rodríguez, tesis doctoral, 2011), necesario en la inducción 

de la expresión de los genes de la vía de asimilación de nitrato. En presencia de 

fuentes preferidas Gat2, al igual que los factores Gat1 y Gln3, permanecería en el 

citosol unido al modulador negativo Ure2. Sin embargo, en presencia de fuentes 

de nitrógeno alternativas, como el nitrato, se produce la disociación de los 

complejos Ure2-GATA. En estas condiciones, Gat2 entra en el núcleo y activa la 

expresión de PMR1, lo que se traduce en incremento del Ca2+ reticular y con ello 

la inhibición de la entrada del calcio desde el medio. Por tanto, en estas 

condiciones existe baja activación de la vía de señalización calcineurina. Por otra 

parte, Gat2 también activa la expresión del factor transcripcional YNA2, 

indispensable en la expresión de los genes de la vía de asimilación de nitrato. 

Una vez que el nitrato entra en la célula se inicia la obtención de amonio, siendo 

el balance entre la señal de inducción (nitrato intracelular), y la señal de represión 

(amonio sintetizado) la que determina la formación de los complejos citosólicos 

Ure2-GATA y en consecuencia el grado de expresión de los genes de la vía de 

asimilación de nitrato (Rodríguez, tesis doctoral, 2011). 
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Figura 5. Vía de señalización de la calcineurina en H. polymorpha. Ure2 regula el contenido 
de Ca2+ celular a través de Gat2 el cual regula la transcripción de PMR1. Pmr1 regula los 
niveles de Ca2+ citosólicos al secuestrar el calcio en el retículo endoplasmático y en el aparato 
de Golgi, modulando de esta forma la activación de la calcineurina. La activación de la 
calcineurina induce la expresión de ENA1 y de los genes de la vía de asimilación de nitrato a 
través de Crz1-Gat1. ENA1 también se induce directamente a través de Crz1. La transcripción 
de Gat2 se activa a través de Gat1. El modelo asume que Ure2 retiene a los factores GATA en el 
citosol en presencia de fuentes de nitrógeno preferidas. Extraído de Rodríguez et al., 2010. 
 

3. Los transportadores de nitrato y nitrito. 

 

Los organismos procariotas y eucariotas que asimilan nitrato y nitrito 

presentan varios sistemas de transporte con características estructurales similares 

pero totalmente diferentes desde el punto de vista cinético (Omata, 1995; Galván 

et al., 1996; Wu y Stewart, 1998; Machín et al., 2001; Jia y Cole, 2005; Orsel et 

al., 2002; Okamoto et al., 2003). Algunos autores han sugerido que varios 

transportadores derivan de otro por duplicación génica y han seguido de un 

proceso de diferenciación cinética proporcionando plasticidad ecológica al 

transporte de nitrato, ya que su concentración en la naturaleza puede cambiar 

varios órdenes de magnitud (Unkles et al., 2001; Wang et al., 2008). 
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Los sistemas de transporte de nitrato de eucariotas se han clasificado 

atendiendo a los datos fisiológicos, es decir, en función de la afinidad e inducción 

por el nitrato, y según las características de las secuencias de los genes que 

codifican dichos transportadores. Atendiendo a la afinidad y a la capacidad del 

nitrato para inducir su expresión se diferencian cuatro tipos: sistemas de 

transporte de nitrato de alta afinidad constitutivos (cHANTS) e inducibles 

(iHANTS), y sistemas de transporte de nitrato de baja afinidad constitutivos 

(cLANTS) e inducibles (iLANTS) (Aslam et al., 1992; Galván y Fernández, 

2001). Desde un punto de vista cinético podemos diferenciar dos grupos de 

transportadores de nitrato: i) los transportadores de alta afinidad, cuya Km está en 

el orden micromolar, presente en levaduras, hongos filamentosos, algas y plantas, 

y ii) los transportadores de baja afinidad, cuya Km está en el orden milimolar, 

presente en plantas y algas, y posiblemente también levaduras. 

 

1) cHANTS (constitutive high affinity nitrate transport systems). Están 

presentes en la cebada, Hordeum vulgare (Aslam et al., 1992), y en 

Arabidopsis (Wang y Crawford, 1996), aunque aún no se han identificado 

los genes que codifican dichos transportadores. Tienen Km muy baja (5-20 

µM) y también baja velocidad máxima, por lo que se les considera de baja 

capacidad de transporte. 

 

2) iHANTS (inducible high affinity nitrate transport systems). La Km es 

moderadamente baja en plantas (20-200 µM), aunque se ha estimado que 

puede bajar hasta 2 µM en ciertos eucariotas inferiores (Forde, 2000). 

Llevan a cabo casi todo el transporte de nitrato cuando su concentración 

en el medio está en el rango micromolar. Son inducibles por nitrato o 

nitrito y están sometidos a represión por amonio y otras fuentes de 

nitrógeno reducidas. Dentro de este grupo se encuentran los 

transportadores de nitrato codificados por los genes crnA de A. nidulans 

(Unkles et al., 1991), BCH de H. vulgare (Vidmar et al., 1999) y nit-10 de 

N. crassa (Gao-Rubinelli y Marzluf, 2004). 
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3) cLANTS (constitutive low affinity nitrate transport systems). Sólo 

contribuyen al consumo de nitrato de forma significativa cuando su 

concentración está en el rango milimolar. No parecen estar afectados por 

la fuente de nitrógeno. En este grupo se encuentra el transportador de 

nitrato codificado por NRT1.2 (NTL1) de A. thaliana (Huang et al., 1999), 

el putativo transportador de nitrato NRT1;1 de tomate, Lycopersicon 

esculentum (Lauter et al., 1996) y OsNRT1 de arroz, Oryza sativa (Lin et 

al., 2000). 

 

4) iLANTS (inducible low affinity nitrate transport systems). En Arabidopsis 

thaliana es el gen CHL1 (NRT1.1) el que codifica este transportador 

inicialmente caracterizado como un transportador de baja afinidad (Tsay 

et al., 1993) aunque posteriormente se caracterizó como un transportador 

de baja y alta afinidad de nitrato (Liu et al., 1999). Otros transportadores 

de nitrato de este grupo están codificados por Nrt2;3 de C. reinhardtii 

(Navarro et al., 2000), previamente descrito como un iHANT, asociado al 

transporte de nitrito (Rexach et al., 1999), y NRT1.2 de Brassica napus 

(Zhou et al., 1998). 

 

Atendiendo a la similitud de secuencias de los genes que codifican los 

transportadores de nitrato se diferencian dos familias génicas: NTR1 y NTR2 

(Crawford y Glass, 1998; Forde, 2000). Los transportadores NRT1 pertenecen a 

la familia proteica PTR (Peptide Transport) (Steiner et al., 1995), que incluye a 

transportadores de oligopéptidos dependientes de H+ presentes en mamíferos, 

plantas, hongos y bacterias (Pao et al., 1998; Paulsen y Skurray, 1994). Aunque 

la familia génica NRT1 tiene una secuencia similar a varios miembros de la 

superfamilia mayor de facilitadores (MFS), contienen segmentos pequeños 

similares entre ellos que la diferencia de la familia génica NRT2 (Pao et al., 

1998). Las proteínas NRT2 tienen 12 dominios transmembrana, con un largo 

loop hidrofílico situado entre el sexto y el séptimo dominio, y con extremos N- y 
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C-terminales cortos como en CrnA de A. nidulans e Ynt1 de H. polymorpha 

(Unkles et al., 1991; Tsay et al., 1993; Pérez et al., 1997; Huang et al., 1999). 

Sin embargo algunos miembros de esta familia presentan un extremo C-terminal 

largo e hidrofílico como ocurre con los transportadores codificados por 

CrNRT2;1 (nar3), CrNRT2;2 (nar4) y HvNrt2;1 (BCH1) (Quesada et al., 1994; 

Trueman et al., 1996). Las proteínas de la familia NTR2, pertenecientes a la 

MFS, presentan la capacidad de transportar nitrato y/o nitrito. Debido a esta 

última característica, también se conoce a esta familia como NNP (Nitrate Nitrite 

Porters). Las proteínas NRT2 comparten el motivo consenso [FYK]-X3-

[ILQRK]-X-[GA]-X-[VASK]-X-[GASN]-[LIVFQ]-X1,2-G-X-G-[NIM]-X-G-

[GVTA], situado en el quinto dominio transmembrana, que constituye la 

secuencia firma de la familia NNP (Pao et al., 1998). Parte de esta secuencia está 

presente en las proteínas crnA de A. nidulans, NRT2 de Chlamydomonas y de H. 

vulgare, y NarK de E. coli, lo que ha sugerido que este motivo podría estar 

implicado en el reconocimiento del sustrato (Trueman et al., 1996). 

 

3.1. Familia NRT1 (PTR). 

 

La capacidad de importar péptidos es una función celular que se da en 

bacterias, hongos, plantas y animales (Steiner et al., 1995; Payne y Smith, 1994). 

Varios de estos organismos poseen parálogos de la familia POT o PTR. Esta 

familia proteica fue descrita por dos laboratorios diferentes. En 1994, Paulsen y 

Skurray describieron la secuencia parcial varios miembros de una nueva familia 

de transportadores que llamaron familia POT (familia de transportadores de 

oligopéptidos dependientes de protones -o de fuerza protón motriz-). 

Posteriormente, Steiner et al., (1995) la denominaron como familia PTR (familia 

de transportadores de péptidos). Ninguno de estos grupos observaron similitud de 

secuencias entre estos transportadores y las permeasas de la MFS. Sin embargo, 

la familia PTR presenta similitud de secuencia con dos de las 17 familias que 

constituyen la MFS. Una de ellas es la familia SP (Sugar Porter), implicada en el 

transporte de galactosa, lactosa, maltosa y α-glucósidos en levaduras y hongos, y 
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la otra es la familia DHA14 (Drug:H+
 Antiporter 14-spanner Drug Efflux 

Family), implicada en la excreción de drogas (Pao et al., 1998). Las proteínas de 

esta familia tienen de 450 a 600 residuos aminoacídicos, siendo las proteínas 

eucarióticas las de mayor tamaño. Aunque el valor nutricional que tienen los 

péptidos como fuente de aminoácidos, carbono y nitrógeno no está del todo 

claro, pueden presentar ciertas ventajas evolutivas. Por ejemplo, los estudios 

realizados en bacterias han mostrado una conexión entre el transporte de péptidos 

y la quimiostasis (Manson et al., 1986), la esporulación (Mathiopoulos et al., 

1991; Perego et al., 1991) y el reciclaje de los péptidos de la pared celular 

(Goodell y Higgins, 1987). Sin embargo, los sistemas de transporte de 

di/tripéptidos también pueden transportar varios agentes antifúngicos y 

antimicrobianos que afectan a la viabilidad celular (Georgiev, 2000). Los 

transportadores de pequeños péptidos son de gran interés por su aplicaciones 

médicas, por ejemplo, en la búsqueda de drogas peptidomiméticas. 

 

Uno de los transportadores de nitrato mejor caracterizado perteneciente a 

esta familia está codificado por el gen NRT1.1 (CHL1) de A. thaliana (Tsay et 

al., 1993). Este transportador presenta afinidad dual por el nitrato y actúa como 

un transportador de alta afinidad o baja afinidad en función de su estado de 

fosforilación. La forma fosforilada se obtiene cuando la concentración externa de 

nitrato es baja. Así, en función de los niveles de nitrato en el ambiente radicular 

se produce la fosforilación/defosforilación del transportador lo que modifica sus 

propiedades funcionales (Wang et al., 1998; Lui y Tsay, 2003). Además, Chl1 

tiene un importante papel en las fases tempranas del desarrollo de órganos 

jóvenes como las puntas de las raíces, las raíces laterales nuevas y hojas 

incipientes (Guo et al., 2001) y contribuye a que las plantas sean susceptibles a la 

sequía debido a su papel en la apertura estomática (Guo et al., 2003). En 1994, 

un año después de la identificación de CHL1, se aislaron varios genes de 

transportadores de péptidos por clonaje funcional desde conejo, PepT1 (Fei et al., 

1994), A. thaliana, AtPTR2 (Frommer et al., 1994; Song et al., 1996), S. 

cerevisiae, PTR2 (Perry et al., 1994) y la bacteria Gram-positiva Lactococcus 
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lactis, DtpT (Hagting et al., 1994) que comparten similitud de secuencias con 

CHL1, lo que ha llevado a su agrupación en una nueva familia denominada 

NRT1 (PTR). Desde entonces CHL1 y estos transportadores de péptidos han 

servido como prototipos en la búsqueda de genes homólogos en otros 

organismos. El mayor número de genes de la familia NRT1 (PTR) se ha 

identificado en plantas, como en A. thaliana donde se han obtenido 53 genes 

putativos, mientras que sólo se han hallado 6 miembros en humanos, 4 en el 

genoma de Caenorhabditis elegans, 3 en el genoma de Drosophila, y 2 en el 

genoma de levaduras (Chiang et al., 2004). La abundancia de estos 

transportadores en plantas se ha atribuido al posible uso de hormonas peptídicas 

o bien a que los transportadores NRT1 (PTR) de plantas podrían transportar otros 

sustratos además de péptidos o nitrato (Chiang et al., 2004). 

 

Los análisis filogenéticos de los transportadores de nitrato y de péptidos 

de la familia NRT1 (PTR) permiten su clasificación en 4 grupos (Figura 6). El 

grupo I está formado por transportadores de bacterias, el grupo II está constituido 

por transportadores de animales, el grupo III por transportadores de hongos y en 

el grupo IV se agrupan los transportadores de plantas y los transportadores de 

histidina/péptidos de mamíferos. Los 4 grupos tienen diferente topología (Figura 

6), aunque todos están constituidos por 12 dominios transmembrana. Los 

miembros del grupo I son compactos, con loops hidrofílicos cortos entre los 

dominios transmembrana, mientras que los miembros de otros grupos contienen 

un loop hidrofílico largo (~ 100 aminoácidos), que aparece entre el dominio 9 y 

10 en el grupo II, entre el dominio 7 y 8 en el grupo III y entre el dominio 6 y 7 

en el grupo IV (Chiang et al., 2004). 
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Figura 6. Clasificación de los transportadores de la familia NRT1 (PTR). LlDtpT y LhDtpT 
son transportadores de péptidos de Lactococcus lactis y L. helveticus, respectivamente; YhiP y 
CePTR2 son transportadores de E. coli y Caenorhabditis elegans, respectivamente. HsPepT2, 
RnPepT2 y OcPepT2 son transportadores de péptidos de riñón humano, de rata y de conejo. 
RnPHT1 y RnPHT2 son transportadores de péptido/histidina expresados en cerebro y en el 
sistema linfático de rata. DmOPT1 es un transportador de péptido expresado en células de 
ovario de Drosophila melanogaster. El transportador fPTR2 de hongos, AtPTR2 de A. thaliana, 
ScPTR2 de S. cerevisiae, y CaPTR2 de Candida albicans, son transportadores de péptidos que 
complementan el transporte de péptido en un mutante de levadura. HvPTR1 es un transportador 
de péptido de cebada (H. vulgare) aislado mediante el uso de primers degenerados. CHL1 
(AtNRT1.1) el transportador de nitrato de A. thaliana fue clonado en un mutante resistente a 
clorato. BnNRT1;2 de nabo (Brassica napus) y LeNRT1-1 y LeNRT1-2 de tomate (L. 
esculentum) se clonaron a través de hibridación homóloga usando como sonda el ADNc de 
CHL1. AtNRT1;2 de A. thaliana y OsNRT1 de arroz (Oriza sativa) se aislaron mediante 
búsqueda de secuencias homólogas en la base de datos EST utilizando la secuencia de la 
proteína CHL1 de A. thaliana. LjNOD65 es un gen específico de nódulo de Lotus japonicus de 
función desconocida. cc, cara citoplasmática. Adaptado de Chiang et al., 2004. 

 

Todos los miembros de los grupos I, II y III son transportadores de 

péptidos, mientras que el grupo IV engloba a transportadores de péptidos y 

nitrato. En base a la similitud de secuencias pueden ser fácilmente clasificados en 

dos subgrupos. Esto plantea la pregunta de si los transportadores de nitrato de 

esta familia pueden transportar péptidos y/o los transportadores de péptidos 

también pueden transportar nitrato. Para responder a la primera cuestión se 

estudiaron dos transportadores de nitrato de plantas de la familia NRT1 (PTR), 
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AtNRT1:2 y OsNRT1, obteniendo que ninguno de ellos transporta péptidos 

(Huang et al., 1999). Para responder a la segunda pregunta se estudiaron dos 

transportadores de péptidos, AtPTR2 (perteneciente al grupo IV) y fPTR2 (del 

grupo III), determinando que ninguno de ellos realiza el transporte de nitrato 

(Chiang et al., 2004). Por tanto, desde un punto de vista funcional, podría 

deducirse que la familia de transportadores de péptidos y de nitrato son dos 

subtipos de transportadores distintos de la familia NRT1 (PTR). 

 

Sin embargo, existen evidencias de que estos transportadores realizan el 

transporte de nitrato y aminoácidos. En B. napus se ha identificado un 

transportador de nitrato de baja afinidad codificado por el gen BnNRT1;2. La 

expresión de este transportador en oocitos de Xenopus resultó en la asimilación 

de nitrato. Además de nitrato este transportador asimila diferentes moléculas que 

contienen nitrógeno, entre ellas histidina, aunque este transporte tiene lugar 

cuando la concentración del sustrato en el medio es elevada (Zhou et al., 1998). 

BnNRT1;2 presenta gran homología con CHL1 tanto a nivel nucleotídico (85 % 

de identidad) como de secuencia aminoacídica (91 % de similitud). BnNRT1;2 

codifica una proteína de 589 aminoácidos y se clasifica dentro del grupo IV de la 

familia NRT1 (PTR). La topología de esta proteína es casi idéntica a la predicha 

para CHL1 (Tsay et al., 1993) y contiene el motivo consenso FY-X2-IN-X-GSL 

descrito en la familia PTR (Zhou et al., 1998; Paulsen y Skurray, 1994; Steiner et 

al., 1995). Sin embargo, en A. thaliana el transporte de nitrato y de histidina tiene 

lugar a través de CHL1 y PTR2, respectivamente (Frommer et al., 1994). 

 

El gen PTR2 codifica el principal transportador de di/tripéptidos (Cai et 

al., 2007) de la familia NRT1 (PTR) en S. cerevisiae cuya expresión depende de 

la disponibilidad y calidad de los nutrientes. La expresión de PTR2 es inducida 

por ciertos aminoácidos, principalmente leucina y triptófano, y se reprime por 

fuentes de nitrógeno reducidas como el amonio (Island et al., 1987), a través del 

represor transcripcional Cup9 (Byrd et al., 1998). 
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3. 2. Familia NRT2 (NNP). 

 

Las proteínas agrupadas en esta familia están presentes en bacterias y en 

diferentes eucariotas tales como levaduras (Ynt1 de H. polymorpha), hongos 

(CrnA de A. nidulans), algas (las proteínas Nrt2 de C. reinhardtii) y plantas 

superiores (como Bch1 y Bch2 de H. vulgare). Sin embargo, y con 

independencia del organismo al que hagamos referencia, las permeasas de nitrato 

de la familia NNP (Nitrate Nitrite Porter) transportan el nitrato desde el medio 

extracelular hacia el citoplasma, mientras que las permeasas de nitrito parecen 

estar implicadas principalmente en su excreción (Tabla 2). 

 

 
Tabla 2. Miembros de la familia NNP. aSP, SwissProt; GB, GenBank; PIR, Protein 
Information Resource. Modificado de Pao et al., 1998. 
 

Uno de los miembros de la familia NNP mejor caracterizados en 

procariotas es el producto del gen narK de E. coli. Esta bacteria emplea el nitrato 

como aceptor de electrones durante la respiración anaerobia siendo el 

transportador NarK uno de los sistemas de transporte de nitrato de alta afinidad, 

que además es capaz de transportar nitrito (Jia y Cole, 2005) y excretarlo al 
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medio extracelular (DeMoss y Hsu, 1991). Por tanto, el transportador NarK 

realiza un antiporte de nitrato/nitrito lo que facilita la respiración anaeróbica del 

nitrato al existir un gradiente de concentración favorable a la entrada de nitrato. 

El potencial de membrana, negativo en el interior, es una barrera que impide la 

entrada pasiva de nitrato y la sincronización de la entrada del nitrato con la 

excreción del nitrito recién formado ayuda a mantener el balance electrogénico 

en la célula (DeMoss y Hsu, 1991). Por otra parte, no se ha descartado que en 

NarK tenga lugar la entrada de nitrato y la salida de nitrito por mecanismos de 

simporte de los respectivos aniones y H+ (Clegg et al., 2006). Otro miembro de 

esta familia homólogo a narK es el transportador de nitrato NarU de E. coli que 

también transporta nitrito, aunque a una tasa mucho más lenta, y está implicado 

en la excreción de nitrito (Moir y Word, 2001; Jia et al., 2009). La expresión de 

narU aumenta cuando el cultivo está en fase estacionaria, obteniendo la tasa 

máxima de excreción de nitrito. Por tanto, NarU transporta el nitrito intracelular 

procedente de la reducción del nitrato hacia el medio extracelular. Dado que su 

expresión tiene lugar en condiciones limitantes de oxígeno algunos autores han 

sugerido que este transportador ayuda a la adaptación de la bacteria desde el 

crecimiento aeróbico a la respiración anaeróbica del nitrato (Cole, 1996; Clegg et 

al., 2002). 

 

El primer miembro de esta familia clonado en eucariotas fue el gen crnA 

(nrtA) de A. nidulans. Este gen codifica una proteína de membrana agrupada 

dentro de la familia de transportadores de nitrato de alta afinidad (Unkles et al., 

1991; Unkles et al., 2001; Forde, 2000). La estructura secundaria deducida de 

esta proteína de 57 kDa (507 aminoácidos), predice que está constituida por doce 

dominios transmembrana en conformación de α-hélice y conectan con loops 

hidrofílicos (Unkles et al., 1991). Como característica única de los 

transportadores de nitrato de alta afinidad, CrnA presenta la secuencia consenso 

AAG-X-GN-X-GGG presente en el quinto y undécimo segmento 

transmembrana, reflejando la posible duplicación de los primeros seis segmentos 

transmembrana. Se cree que esta duplicación sucedió de forma temprana en la 
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evolución de las proteínas MFS (Pao et al., 1998). Otras características de estos 

transportadores son los residuos con carga conservados dentro de las hélices 

hidrofóbicas: la arginina 87 (R87, del segundo segmento transmembrana) la 

arginina 368 (R368, del octavo segmento transmembrana), y el residuo aromático 

de la fenilalanina 47 (F47, localizado en el primer segmento). Otra característica 

más de CrnA de A. nidulans (aunque común entre los transportadores MFS) es su 

loop central, de aproximadamente 96 residuos, situados entre los segmentos 

sexto y séptimo (Forde, 2000). En plantas el loop está compuesto por un número 

menor de residuos aminoacídicos, con una longitud máxima de 32 aminoácidos. 

Además, CrnA presenta un extremo C-terminal hidrofílico y largo de 69 residuos 

necesario para la inserción y estabilidad de la proteína en la membrana 

plasmática (Kinghorn et al., 2005). 

 

En el alga unicelular C. reinhardtii, los sistemas de transporte de nitrato 

y nitrito de la familia NRT2 están codificados al menos por cuatro genes 

denominados NRT2;1, NRT2;2, NRT2;3 y NRT2;4. El transportador NRT2;1 es 

un componente del sistema de transporte I que transporta nitrato y nitrito con alta 

afinidad. NRT2;2 es un componente del sistema de transporte II específico en el 

transporte de nitrato de alta afinidad. Estos sistemas de transporte están 

constituidos por otra proteína denominada NAR2 que resulta esencial para la 

actividad de transporte de Nrt2;1 y Nrt2;2 (Galván et al., 1996; Zhou et al., 

2000). El sistema III es un sistema biespecífico de alta afinidad de nitrato y baja 

afinidad de nitrito codificado por NRT2;3 (Quesada et al., 1998; Rexach et al., 

1999; Navarro et al., 2000). El sistema IV corresponde al transportador 

biespecífico de nitrato y nitrito de alta afinidad (Rexach et al., 1999; Navarro et 

al., 2000). Los sistemas I, II y III son inducidos por nitrato y reprimidos por 

amonio mientras que el sistema IV tiene expresión constitutiva. 
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3. 3. Familia FNT. 

 

En plantas la asimilación de nitrato ocurre a través de transportadores 

ABC, NRT1 y NRT2, mientras que la asimilación de nitrito se lleva a cabo por 

transportadores de las familias ABC, FNT (Formate Nitrite Transporter) y NRT2 

(Crawford y Glass, 1998; Moreno-Vivián et al., 1999; Forde, 2000; Galván y 

Fernández, 2001; Moir y Wood, 2001). 

 

La familia FNT, está presente en bacterias, arqueas, hongos y plantas. 

Las proteínas procariotas de la familia FNT transportan compuestos 

estructuralmente relacionados como el formiato y el nitrito (Suppmann y Sawers, 

1994; Clegg et al., 2002) mientras que las proteínas homólogas de levaduras 

podrían estar implicadas en el simporte de compuestos alifáticos de cadena 

corta/H+ como el formiato, el acetato y el propionato. La familia de 

transportadores formato-nitrito agrupa a proteínas integrales de membrana con un 

tamaño medio de 256 a 285 residuos aminoacídicos y de 6 a 8 dominios 

transmembrana (Suppmann y Sawers, 1994). Las proteínas procariotas mejor 

caracterizadas de esta familia son NirC y FocA de E. coli. NirC, homóloga a 

FocA, es una proteína integral de membrana con seis dominios en α-hélice 

implicada en la asimilación de nitrito (Jia y Cole, 2005). De hecho en ausencia de 

NarK, el transporte de nitrito mediado por NirC es suficiente para mantener la 

tasa máxima de reducción del nitrito a amonio (Clegg et al., 2002). Los últimos 

estudios han determinado que NirC también está implicado en la excreción de 

nitrito (Jia et al., 2009). Las primeras caracterizaciones bioquímicas de FocA ya 

apuntaban a que esta proteína era un canal implicado en el movimiento 

bidireccional de formiato (Suppmann y Sawers, 1994). Los estudios de 

cristalografía han revelado que FocA comparte la misma topología de membrana 

y el mismo tipo de plegamiento que las acuoporinas (Wang et al., 2009), canales 

permeables al agua y al glicerol (Stroud et al., 2003; Carbrey y Agre, 2009), 

aunque no comparten secuencias homólogas. El formiato, al igual que el CO2 y el 

amonio, es una molécula pequeña clave en la evolución temprana de la vida. 
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FocA podría representar a un miembro de una antigua familia de canales 

responsables de la transferencia de pequeñas moléculas a través de las 

membranas celulares. La evolución de las proteínas canal que facilitan la 

transferencia de ácidos orgánicos a través de la membrana de la célula sin un 

requerimiento de ATP debía ser particularmente ventajosa a aquellos organismos 

que viven bajo condiciones fermentativas. 

 

En organismos fotosintéticos un paso clave de la asimilación de nitrato 

ocurre dentro de los cloroplastos, donde el nitrito es reducido a amonio. En el 

alga unicelular C. reinhardtii se han descrito seis genes que codifican 

transportadores putativos de nitrito pertenecientes a la familia FNT (Rexach et 

al., 2000; Galván y Fernández, 2001; Galván et al., 2002; Mariscal et al., 2004). 

El gen CrNAR1;1 codifica una proteína de la membrana del cloroplasto 

implicada en el transporte de nitrito (Rexach et al., 2000). La caracterización de 

cepas portadoras o carentes de este gen sugiere que NAR1;1 está involucrado en 

el transporte de nitrito en plastidios resultando fundamental en la supervivencia 

celular bajo condiciones limitantes de nitrato. Además, controla la cantidad de 

nitrato incorporado por las células bajo condiciones limitantes de CO2 (Rexach et 

al., 2000). Por tanto, existe una coordinación entre la membrana plasmática y 

este transportador de nitrito con el fin de asegurar una asimilación de nitrato 

óptima de acuerdo a la disponibilidad de C y N. 

 

El gen CrNAR1;1 codifica un polipéptido de 355 residuos con un péptido 

de tránsito de cloroplasto (Franzén et al., 1990). La secuencia genómica está 

interrumpida por 4 intrones, con secuencias de splicing en sus terminales 5’ 

([(G,T)/GTGNG]) y 3’ (CAG/G). La región promotora que podría abarcar 1390 

pb, contiene una caja TATA en la posición -47, dos motivos de transcripción 

dependientes de nitrato correspondientes a secuencias ricas de AT seguidas por 

(G,A)(G,G)TCA (Hwang et al., 1997) y varias secuencias GATA. La proteína 

madura de NAR1;1 de 263 aminoácidos presenta similitud con los 

transportadores de formiato de E. coli (32%) y Methanobacterium phormicium 
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(31%) (Rexach et al., 2000). NAR1;1 presenta similitud con las proteínas 

integrales de membrana de bacterias FocA (Suppman y Sawers, 1994) y NirC 

(Peakman et al., 1990). La proteína FocA ha sido propuesta como un canal de 

formiato, y de hecho, los mutantes que carecen de dicha proteína son deficientes 

en su transporte (Suppman y Sawers, 1994). Aunque NirC es un transportador de 

nitrito, no se han descrito fenotipos asociados a su mutación (Cole, 1996). Estas 

proteínas de bacterias y NAR1;1 de C. reinhardtii muestran un perfil de 

hidrofobicidad muy similar (Kyte y Doolittle, 1982), con 6 segmentos 

transmembrana (Figura 7) dentro de los cuales aparece la mayor conservación 

entre las secuencias, especialmente en los dominios transmembrana 4 y 5. 

 

 

Figura 7. Topología del transportador de la membrana del cloroplasto NAR1;1 de C. 
reinhardtii. Los residuos conservados entre las proteínas CrNAR1 se representan en color verde 
y los residuos conservados entre las proteínas CrNAR1 y la familia FNT se representan en color 
azul. Modificado de Galván et al., 2002. 
 

4. Transporte de nitrato y nitrito en H. polymorpha. 

 

H. polymorpha presenta un transportador de alta afinidad, Ynt1 

(iHANT), que constituye el principal transportador de nitrato desde un punto de 

vista cuantitativo. Además, Ynt1 transporta nitrito con elevada afinidad y por ello 

está englobado dentro de la familia NNP. No obstante, la levadura tiene un 

transportador específico de nitrito de alta afinidad independiente de Ynt1 

(Machín et al., 2004). Como ya se ha mencionado, los transportadores de esta 

familia tienen en común la presencia de doce hélices que atraviesan la 

membrana, y presentan en la región citosólica los dominios amino y carboxilo-



  Introducción 

33 

terminal. El extremo C-terminal es corto y entre el sexto y el séptimo dominio 

transmembrana hay un loop central hidrofílico (Pérez et al., 1997; Machín et al., 

2004). Es en este dominio central donde se produce la ubicuitinación y 

fosforilación del transportador. En presencia de glutamina Ynt1 es ubicuitinado 

en los residuos de Lys-253 y 270 del loop central desencadenando la endocitosis 

y degradación vacuolar (Navarro et al., 2006). En condiciones limitantes de 

nitrógeno se produce la fosforilación de la Ser-246 del loop central que implica la 

llegada del transportador desde la ruta biosintética a la membrana plasmática 

(Navarro et al., 2008). 

 

Las características topológicas de Ynt1 son similares al transportador de 

nitrato de A. nidulans, CrnA, y difieren de los transportadores de nitrato de 

plantas. Son varios los organismos que presentan más de un transportador de 

nitrato de alta afinidad. En A. nidulans se conoce otro transportador de nitrato de 

alta afinidad llamado NrtB (Unkles et al., 2001) y en C. reinhardtii se han 

descrito cuatro sistemas de transporte de nitrato y nitrito (Navarro et al., 2000; 

Galván et al., 1996; Rexach et al., 1999). Sin embargo, como ya se ha 

comentado, Ynt1 es el único transportador de nitrato de alta afinidad en H. 

polymorpha. Nuestro grupo ha obtenido evidencias sobre el transporte de nitrato 

de baja afinidad en esta levadura (Machín et al., 2001). A diferencia de lo 

observado en las mutaciones de YNR1 e YNA1, la mutación del gen YNT1 no 

impide el crecimiento de la levadura en presencia de nitrato. Por tanto, H. 

polymorpha transporta nitrato independientemente de Ynt1. Las cepas que 

carecen de actividad nitrito reductasa (∆yni1) excretan nitrito al medio cuya 

cuantificación permite estimar el flujo de entrada de nitrato. En la cepa ∆ynt1 la 

cantidad de nitrito excretada depende de la concentración de nitrato extracelular. 

La cinética de excreción de nitrito mostrada por esta cepa implica la existencia de 

un sistema (o sistemas) de transporte de baja afinidad de nitrato, ya que la mayor 

excreción se alcanza cuando la concentración de nitrato en el medio extracelular 

es alta. Así en la cepa ∆yni1, que no está afectada en el transporte de NO3
-, la 

excreción de nitrito es máxima a una concentración de nitrato de 0,1 mM; 
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mientras que en la cepa ∆[ynt1, yni1, yna1, ynr1] PMOX-YNR1 la excreción es 

máxima cuando la concentración de nitrato es 10 mM (Machín et al., 2001). 

 

El nitrito es menos abundante que el nitrato y resulta más tóxico para las 

plantas. Sin embargo, podría ser un componente importante en los ecosistemas 

donde viven las levaduras y otros microorganismos. Hasta el momento no se ha 

clonado ningún transportador de nitrito de alta afinidad en H. polymorpha. Aún 

así, los estudios desarrollados en nuestro grupo indican que el transporte de 

nitrito podría ser llevado a cabo por el transportador de baja afinidad de nitrato, o 

bien por otro transportador independiente del transporte de nitrato. Aún así, se 

desconoce cuál es la entidad molecular responsable de dicho transporte.  

 

Los experimentos realizados por Machín et al., (2001) muestran que la 

cepa ∆ynt1 excreta nitrito al añadir nitrato al medio. Sin embargo, esta excreción 

disminuye cuando la concentración de nitrato es elevada. Una posible 

explicación para este comportamiento es que el propio nitrito inhibe o inactiva 

algún paso de la ruta, desde la toma de nitrato hasta la propia excreción del 

nitrito. Los resultados obtenidos mostraron que podría existir una inhibición por 

parte del nitrito sobre el transporte de nitrato independiente de Ynt1 (Figura 8A). 

Otra posible explicación para la disminución de la excreción del nitrito en esta 

cepa es que éste es transportado al interior celular una vez que es excretado. En 

resumen, en H. polymorpha existe transporte de nitrito independiente de Ynt1. 

Este transporte puede ser llevado a cabo por algún transportador específico de 

nitrito, o bien por el transportador (o transportadores) de baja afinidad de nitrato, 

comportándose en este caso como un sistema biespecífico (Figura 8B). 
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Figura 8. Modelos propuestos para el transporte de nitrato de baja afinidad y de nitrito de 
alta afinidad en H. polymorpha. A. El transporte de baja afinidad de nitrato y la excreción de 
nitrito se realizan por sistemas independientes, siendo el nitrito excretado el que inhibe al 
transportador de NO3

- de baja afinidad. B. El transporte de nitrato de baja afinidad y la excreción 
de nitrito ocurren a través del mismo sistema. La excreción es el componente de flujo hacia el 
exterior de un transportador de alta afinidad de nitrito. 
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II. OBJETIVOS. 

 

Crecientes evidencias sugieren que el transporte neto de nitrato/nitrito 

depende de la entrada y de la salida de NO3
-
/NO2

-
 de la célula. En la levadura H. 

polymorpha el flujo de entrada de estos aniones tiene lugar principalmente a 

través de Ynt1, aunque se ha observado transporte de nitrato de baja afinidad y 

de nitrito de alta afinidad independientemente de Ynt1, si bien desconocemos los 

transportadores implicados (Machín et al., 2004). Por otro lado, los sistemas de 

excreción de nitrato y de nitrito han recibido escasa atención, o bien han sido 

completamente ignorados. La disponibilidad y el acceso al genoma de H. 

polymorpha nos ha permitido buscar nuevos transportadores de nitrato y nitrito 

mediante un enfoque bioinformático. La identificación de dichos sistemas es 

necesaria para conocer los flujos netos de transporte de estas fuentes 

nitrogenadas y con ello su asimilación neta. Por este motivo los objetivos 

específicos del presente trabajo son: 

 

1. Rastreo en el genoma de H. polymorpha de genes con similitud de 

secuencia a los transportadores de nitrato y nitrito de diferentes 

organismos. 

 

2. Caracterización de la función de las proteínas que codifican NAR1 

y CHL1. 
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III. RESULTADOS 

 

La búsqueda de los genes que codifiquen transportadores de nitrato de 

baja afinidad y nitrito de alta afinidad en el genoma de H. polymorpha se realizó 

usando la secuencia de diferentes transportadores de nitrato y nitrito como 

sondas. En la búsqueda in silico utilizamos la base de datos de H. polymorpha 

propiedad de la empresa privada Reinbiotech (Alemania). El resultado de esta 

búsqueda aportó dos genes candidatos que denominamos HpCHL1 y HpNAR1, 

cuya secuencia aminoacídica tiene similitud con transportadores de nitrato de 

baja afinidad y de nitrito de alta afinidad, respectivamente. 

 

Las funciones Chl1 y Nar1 y su importancia en la vía de asimilación de 

nitrógeno en H. polymorpha se muestran en los apartados de resultados. 
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1. Nar1 participa en la excreción de nitrato y de nitrito en H. 

polymorpha. 
 

Nar1 está implicada en la excreción de nitrato y nitrito en H. 

polymorpha. El flujo de entrada de dichas fuentes alternativas en la levadura es 

superior a la capacidad de asimilación, lo que deriva en la generación de 

intermediarios tóxicos, como el nitrito y el amonio. Estos compuestos son 

excretados al medio evitando su efecto tóxico y, en consecuencia, permite la 

supervivencia celular. 

 

1. 1. El genoma de H. polymorpha codifica la proteína Nar1. 

 

El transporte y la reducción del nitrato en H. polymorpha se lleva a cabo 

mediante el transportador de nitrato y nitrito de alta afinidad (Ynt1); la nitrato 

reductasa (Ynr1) que cataliza la reducción del nitrato a nitrito y la nitrito 

reductasa (Yni1) que reduce el nitrito a amonio. Los genes que codifican estas 

proteínas se encuentran agrupados en el genoma y junto a ellos están los genes 

YNA1 e YNA2 que codifican factores transcripcionales implicados en la 

inducción de YNT1, YNR1 e YNI1 en nitrato.  Por tanto, la entrada de nitrato en la 

levadura tiene lugar a través de Ynt1 cuando este compuesto está presente en el 

medio. Sin embargo, H. polymorpha es capaz de crecer en presencia de nitrato y 

de nitrito aún en ausencia de Ynt1, por lo que la asimilación de estos compuestos 

tiene lugar a través otros sistemas ajenos a Ynt1. Los genes que codifican dichos 

sistemas de asimilación independientes de Ynt1 no se han identificado, si bien la 

asimilación de nitrato y nitrito obtenida en la cepa ∆ynt1 determina la presencia 

de al menos un sistema de nitrato de baja afinidad y un sistema de transporte de 

nitrito de alta afinidad. Por otra parte, una característica de H. polymorpha es la 

excreción de nitrito cuando el nitrato está presente en el medio a concentraciones 

milimolares. Dicha excreción tiene lugar a través de sistemas de transporte 

desconocidos. 

 



Resultados. Caracterización de Nar1   

46 

Para la identificación in silico de posibles genes que codifiquen proteínas 

con similitud a transportadores de nitrato y nitrito de alta afinidad se realizó una 

búsqueda en el genoma de H. polymorpha, usando transportadores de algas, 

plantas, hongos y bacterias (ver Tabla 3) mediante el programa BLAST con la 

matriz BLOSUM62. El alineamiento de secuencias divergentes que realiza esta 

matriz permite detectar similitudes entre secuencias distantes, que compartan 

menos de un 62 % de identidad, por lo que es útil en la obtención de dominios 

conservados. Los resultados de estos análisis aportaron una única proteína que 

denominados Nar1 obtenida a partir de la comparación de los transportadores de 

nitrito CrNAR1 de C. reinhardtii, FocA y FocB de E. coli y un putativo 

transportador de formiato/nitrito de Synechococcus sp, todos ellos pertenecientes 

a la familia de transportadores de formiato y nitrito, FNT (de Formate Nitrite 

Transporter). Sin embargo, con los transportadores de alta afinidad de nitrato de 

plantas y hongos y algunos transportadores de nitrito de bacterias no se 

obtuvieron secuencias similares en la base de datos del genoma de H. 

polymorpha (Tabla 3). 
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Tabla 3. Genes usados en la búsqueda de transportadores de nitrito de alta afinidad en H. 

polymorpha. Algunos de estos genes codifican transportadores de nitrato y/o nitrito de alta 
afinidad, mientras que otros codifican putativos transportadores de nitrito. 
 

La secuencia 5’-TTGATGG-3’ con la que se inicia la traducción del gen 

HpNAR1 se ajusta a la secuencia consenso 5’-(A/G)NNATGG-3’ propuesta 

como señal de inicio de la traducción en levaduras (Kozak, 1981). El estudio de 

la región codificante del gen HpNAR1 mostró la existencia de una pauta de 

lectura abierta de 1428 pb. El análisis de 800 pb de la región promotora del gen 

HpNAR1 a través de la base de datos SCPD (http:://rulai.cshl.edu/SCPD/) mostró 

varios sitios de unión de diferentes factores transcripcionales, entre ellos Gcr1 (-
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762/-758; -123/-119 y -49/-53), Gcn4 (-338/-333 y -315/-310), Pho2 (-796/-789) 

y Scb (-304/-298) (Figura 9). El factor Gcr1 activa la transcripción de tres clases 

génicas que influyen en el crecimiento y la progresión del ciclo celular: las 

enzimas glucolíticas, las proteínas ribosómicas y las ciclinas (Deminoff y 

Santangelo, 2001; Willis et al., 2003; Barbara et al., 2007). El factor 

transcripcional Gcn4 se activa en respuesta al ayuno de aminoácidos, 

incrementando la transcripción de los genes que codifican las enzimas implicadas 

en vías biosintéticas de aminoácidos (Arndt y Fink., 1986; Zaman et al., 1999). 

Pho2 es necesario para la expresión de genes de diferentes vías como la 

biosíntesis de purinas y de histidina y la utilización de fosfato. Controla la 

expresión de diversos genes como PHO5 que codifica la principal fosfatasa ácida 

cuya expresión se induce en condiciones de escasez  de fosfato (Oshima, 1997; 

Lenburg y O'Shea, 1996); HIS4 que codifica un polipéptido multifuncional con 

actividad fosforribosil-ATP pirofosfatasa, fosforibosil-AMP ciclohidrolasa e 

histidinol deshidrogenasa cuya carencia causa auxotrofía a histidina (Alifano et 

al., 1996); y los genes ADE1, ADE2, ADE 5, 7 y ADE8, todos ellos implicados 

en la biosíntesis de novo de los nucleótidos de purinas (Liu et al., 2000). El factor 

Scb, formado por las proteínas Swi4 y Swi6, activa la expresión de genes de 

ciclinas que controlan la transición de la fase G1 a la fase S del ciclo celular 

(Koch et al., 1993). 
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Figura 9. Secuencias de unión de los factores transcripcionales identificadas en el 

promotor de HpNAR1. Se analizan 800 nucleótidos de la región 5´ no codificante del gen 
HpNAR1 representando las secuencias de unión de Gcr1 en amarillo, Gcn4 en verde, Pho2 en 
rojo y Scb en azul. 
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1. 1. 1. HpNAR1 codifica el único transportador de la familia 

FNT en H. polymorpha. 
 

El 92 % de los genes de codifican transportadores de la familia FNT 

están presentes en procariotas, y el 8 % restante se ha identificado en hongos, 

algas, levaduras y protozoos. En E. coli se han identificado varios de estos genes 

(focA, focB y nirC) y en eucariotas es C. reinhardtii, con un total de seis genes, el 

organismo que tiene la máxima representación de este tipo de genes (Mariscal et 

al., 2006). Sin embargo, en la mayoría de los organismos los genes FNT 

aparecen en una sola copia o en dos, como en Staphylococcus aureus (Mariscal 

et al., 2006). La posibilidad de que existan más genes FNT en el genoma de H. 

polymorpha nos llevó a ampliar su búsqueda mediante southern blot, ya que la 

base de datos no contenía la secuencia total del genoma. Con el fin de conocer la 

posible presencia de más miembros de la familia FNT en el genoma de H. 

polymorpha, se empleó la secuencia del gen HpNAR1 como sonda en la 

hibridación. Se emplearon condiciones permisivas durante la hibridación y los 

lavados de la sonda con el fin de identificar genes homólogos de HpNAR1. En la 

Figura 10 se muestra el resultado del southern blot, a partir del cual podemos 

concluir que Nar1 parece ser el único gen que codifica miembros de la familia 

FNT en esta levadura. 
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Figura 10. A. Mapa de restricción de HpNAR1 en el genoma de H. polymorpha. Se 
muestran las dianas empleadas en la digestión del ADN genómico de la cepa NCYC495 así 
como la región que es reconocida por la sonda Nc de 1440 pb. Se representan también los 
valores de las bandas obtenidas en el reconocimiento de HpNAR1 en cada caso. B. Resultados 

del análisis southern blot con la sonda Nc en el ADN genómico de la cepa silvestre. El ADN 
genómico se sometió a digestión total con las enzimas de restricción indicadas y los fragmentos 
se separaron mediante electroforesis. Las condiciones de hibridación fueron de 37 ºC al 40 % de 
formamida; y las de lavado de la sonda fue una vez a temperatura ambiente con SSC 2X; SDS 
0,1 % y dos veces a 42 ºC en el mismo tampón. 
 

1. 2. Caracterización de la proteína Nar1 de H. polymorpha. 

 

La secuencia de aminoácidos codificada por HpNAR1 se obtuvo a partir 

del servidor ExPaSy (http://web.expasy.org/translate/). Empleando esta 

herramienta se determinó la presencia de dominios conservados usando la 

aplicación InterProScan (http://www.ebi.ac.uk). Nar1p presenta un dominio, 

comprendido entre el residuo 11 hasta el 262, con similitud al presente en las 

proteínas agrupadas en la familia FNT. 
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Los miembros de la familia FNT están presentes en la mayoría de los 

filos de bacterias, en arqueas y en eucariotas inferiores, tales como el alga 

unicelular C. reinhardtii (Rexach et al., 2000), la levadura S. cerevisiae 

(Suppman y Sawers, 1994; Jennings y Cui, 2008) y el protista Euglena gracilis 

(Delómenie et al., 2007). Las proteínas de procariotas de la familia FNT 

intervienen en el transporte de compuestos estructuralmente relacionados con el 

formiato (Falke et al., 2010) y el nitrito (Peakman et al., 1990; Clegg et al., 2002; 

Jia y Cole, 2005; Jia et al., 2009). En S. cerevisiae el gen YHL008c codifica una 

proteína homóloga a los transportadores de formiato y nitrito bacterianos. 

Inicialmente se describió como un H+ simporte de acetato (Paulsen et al., 1998). 

En estudios posteriores se ha determinado que carece de la función de 

transportador de monocarboxilatos (Makuc et al., 2001) y ha sido propuesta 

como un sensor que, o bien se activa si la concentración extracelular de Cl- 

disminuye, o transmite la señal activando finalmente al transportador de Cl- 

(Jennings y Cui, 2008). 

 

La proteína Nar1 de H. polymorpha comparte entre el 19 al 29 % de 

identidad con los transportadores de formiato y nitrito de bacterias (Suppmann y 

Sawers, 1994; Nolling y Reeve, 1997; Peakman et al., 1990) y entre el 12 al 23 

% con las seis proteínas NAR1 de C. reinhardtii (Mariscal et al., 2006). El 

empleo de los alineamientos locales nos ha permitido identificar las regiones que 

comparten la mayor similitud entre Nar1 y las proteínas de bacterias y de C. 

reinhardtii, siendo dichas zonas las correspondientes a los respectivos dominios 

FNT (Figura 11 A). Además, Nar1 de H. polymorpha tiene una elevada identidad 

con el transportador YHL008c de S. cerevisiae y un transportador de función 

desconocida de Candida albicans. Los alineamientos múltiples así como las 

principales características de estas proteínas se muestran en la Figura 11 B. 
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Figura 11. A. Alineamientos locales con NirC de E. coli y Nar1.2 de C. reinhardtii. Los 
alineamientos se realizaron con el programa EMBOSS Matcher 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_matcher/). B. Alineamiento múltiple de Nar1 de H. 

polymorpha con proteínas de la familia FNT de levaduras. El alineamiento se realizó con el 
programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). (*) Aminoácidos idénticos; (:) 
sustitución conservativa; (.) sustitución semiconservativa. 
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Todos los miembros de la familia FNT de bacterias tienen entre 256 y 

285 residuos, siendo mayores los representantes en eucariotas, y presentan de 6 a 

8 dominios transmembranales en conformación de α-hélice. Nar1 de H. 

polymorpha tiene 476 aminoácidos, con una masa molecular teórica de 52,3 kDa. 

El perfil de hidrofobicidad de Nar1 de H. polymorpha determinado con los 

programas OCTOPUS (http://octopus.cbr.su.se/index.php) y ExPaSy-TMpred 

(http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/TMPRED_form.html) predicen que está 

constituida por 6 dominios transmembranales en conformación α-hélice al igual 

que las proteínas FocA y NirC de E. coli, las proteínas NAR1 de C. reinhardtii e 

YHL008C de S. cerevisiae (Figura 12). En H. polymorpha las regiones amino y 

carboxilo terminal de Nar1 son citosólicas como en los transportadores FocA y 

NirC de E. coli y NAR1.1 en C. reinhardtii. Sin embargo, el extremo C-terminal 

de HpNar1 es más largo, característica que comparte con el transportador de C. 

albicans y de S. cerevisiae. 

 

El punto isoeléctrico teórico calculado con los programas Compute 

pI/Mw tool-ExPASY (http://www.expasy.org/), Gateway to Isoelectric Point 

Service de EMBL (http://www3.embl.de/cgi/pi-wrapper.pl) y ABIM 

(http://sites.univ-provence.fr/~wabim/english/logligne.html) fue de 6.06 con los 

dos primeros y de 6.43 con el tercero. La proteína NAR1 de C. reinhardtii es una 

proteína integral de la membrana del cloroplasto, implicada en el transporte de 

nitrito hacia el estroma (Mariscal et al., 2004). La localización celular de Nar1 de 

H. polymorpha, así como el de las proteínas con dominios FNT de S. cerevisiae y 

de C. albicans, se analizó con el programa PSORT (http://psort.nibb.ac.jp/). Los 

resultados obteniendos predicen que está principalmente en el retículo 

endoplasmático, con una probabilidad del 55.6 % (34,8 % en S. cerevisiae y 43,5 

% en C. albicans) y en un 33.3 % en la membrana plasmática (26,1 % en S. 

cerevisiae y 30,4 % en C. albicans). 
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Figura 12. Predicción de la topología de Nar1 en la membrana plasmática. Ambos 
extremos están orientados hacia la cara citoplasmática siendo la región C-terminal un dominio 
largo formado por 214 de los 476 residuos que constituyen la proteína. El esquema es una 
adaptación del modelo obtenido con la aplicación informática TMRPres2D 
(http://biophysics.biol.uoa.gr/TMRPres2D/). 
 

1. 3. La cepa ∆∆∆∆nar1 presenta baja actividad nitrato reductasa (NR). 

 

Una vez identificado que el producto del gen HpNAR1 comparte 

similitud de secuencia con transportadores de nitrito y, más específicamente, con 

transportadores de nitrito de la familia FNT, decidimos estudiar si estaba 

implicado en el transporte de nitrito en H. polymorpha. Como primera 

aproximación determinamos la actividad NR y la tasa de excreción de nitrito, ya 

que actúan como indicadores de posibles modificaciones en el metabolismo del 

nitrato. Ambas determinaciones se llevaron a cabo en la cepa mutante, ∆nar1, y 

en la cepa portadora de varias copias del gen HpNAR1, nNAR1 obteniendo que 

ambas cepas tienen menor actividad nitrato reductasa respecto de la actividad de 

la cepa silvestre (Figura 13). 
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Figura 13. Las cepas ∆∆∆∆nar1 y nNAR1 presentan baja actividad nitrato reductasa. Las 
células crecidas en YGNH hasta 10 mg/ml, se recogieron y se lavaron con agua MilliQ fría. A 
continuación se resuspendieron en medio YG con 5 mM de nitrato. La actividad NR se 
determinó en 50 mg de células a los tiempos indicados. Los valores de la actividad NR a las 3 h 
fueron 18.7 ± 4.4 nmoles de nitrito·mg células-1·(min)-1 en la cepa silvestre (barra negra); 8.2 ± 
1.2 nmoles de nitrito·mg células-1·(min)-1 en la cepa ∆nar1 (barra gris claro) y 9.7 ± 2 nmoles de 
nitrito·mg células-1·(min)-1 en la cepa nNAR1 (barra gris oscuro). Se representa la media ± la 
desviación estándar de 3 experimentos independientes. 
 

La menor actividad nitrato reductasa de ∆nar1 se correlaciona con la 

baja tasa de excreción de nitrito (Figura 14 B), independientemente de la 

concentración de nitrato usada (Figura 14 A). Sin embargo, a diferencia de 

∆nar1, la cepa nNAR1 presenta una tasa de excreción de nitrito siempre superior 

a la de la cepa silvestre (Figura 14 A y B). La notable disminución de la actividad 

NR en nNAR1 podría ser el resultado de la inactivación que experimenta esta 

enzima cuando las concentraciones de nitrito extracelulares son elevadas 

(González et al., 1994; Brito et al., 1996). 

 



Resultados. Caracterización de Nar1   

58 

 

Figura 14. La excreción de nitrito disminuye en ∆∆∆∆nar1. A. Dependencia de la excreción de 
nitrito con la concentración de nitrato. Las células crecidas en amonio hasta 10 mg/ml, se 
lavaron y se resuspendieron en YG suplementado 0, 1, 5, 10, 20 y 50 mM de nitrato. Los datos 
corresponden a las 3 horas de inducción de un experimento representativo. B. Cinética de 

excreción de nitrito. El proceso de crecimiento e inducción es igual al descrito en el apartado A 
pero suplementando el medio con 5 mM de nitrato. El nitrito fue determinado en la cepa 
silvestre (•), ∆nar1 (○) y nNAR1 (▼). Se representa el valor medio ± la desviación estándar de 
3 experimentos independientes. 
 

La menor actividad NR de la cepa mutante y nNAR1, así como los 

diferentes patrones de excreción de nitrito de estas cepas, indica la existencia de 

una relación entre Nar1 y la vía de asimilación de nitrato, sugiriendo que Nar1 

podría actuar como una proteína implicada en la excreción de nitrito. 

 

1. 4. La cepa ∆∆∆∆nar1 presenta alteraciones en el consumo de nitrato y 

nitrito. 
 

Con el fin de determinar si Nar1 está implicada en el transporte de nitrato 

o nitrito, se realizaron ensayos de consumo de estos aniones en diferentes 

condiciones experimentales. Tras el ayuno de nitrógeno, el consumo de nitrato y 

nitrito en las cepas silvestre, ∆nar1 y nNAR1 son similares en su etapa inicial, sin 

embargo, ∆nar1 ralentiza el consumo de nitrato a partir de los 120 min (Figura 

15A), y de nitrito a partir de los 90 min (Figura 15 B). A diferencia de ∆nar1, la 

cepa nNAR1 consume el nitrato con mayor velocidad que la cepa silvestre, ya 
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que a los 120 min ha consumido el 95 % del nitrato mientras que el silvestre ha 

consumido aproximadamente el 55 %. Sin embargo, el consumo de nitrito en 

nNAR1 es menor que en la cepa silvestre. En la cepa nNAR1 el consumo de 

nitrito disminuye a partir de los 60 min (Figura 15 B), conservando una 

asimilación más lenta respecto del silvestre. Esta menor tasa de consumo por 

parte de nNAR1 se sigue observando a los 180 min, donde ha consumido sólo el 

85 % del nitrito adicionado al medio, mientras que la cepa silvestre 

prácticamente ha finalizado. 

 

 
Figura 15. ∆nar1 presenta menor consumo de nitrato y nitrito. Las células crecidas en 
amonio hasta 10 mg/ml fueron ayunadas de nitrógeno en YG tamponado a pH 5.5 (MES-Tris 25 
mM) durante 90 min. Los ensayos de consumo de nitrato (A) o de nitrito (B) se iniciaron con 1 
mM o 0.5 mM respectivamente. La disminución de nitrato o nitrito extracelular fue determinada 
en la cepa silvestre (●), ∆nar1 (○) y nNAR1 (▼). Los datos están expresados como el porcentaje 
del nitrato o del nitrito consumido ± desviación estándar de al menos 3 experimentos 
independientes. 
 

Para saber si el transporte de nitrato o nitrito también está alterado en 

∆nar1 y en nNAR1 se determinó el transporte después de incubar las células en 

nitrato. Los resultados muestran que el transporte de 100 µM de nitrato es 

ligeramente más lento en la cepa ∆nar1 respecto de las cepas silvestre y nNAR1 

(Figura 16 A). Sin embargo el transporte de 200 µM de nitrito resultó ser igual en 
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la cepa silvestre y ∆nar1 (Figura 16 B). Por tanto, la inducción previa en nitrato 

modifica levemente el perfil de transporte de nitrato en ∆nar1. 

 

 
Figura 16. Transporte de nitrato y nitrito. A. Transporte de nitrato. Las células crecidas en 
medio YGNH hasta 10 mg/ml, se lavaron y se resuspendieron en medio YG suplementado con 
5 mM de nitrato durante 2 horas. Tras la inducción las células se resuspendieron en medio YG 
tamponado a pH 5,5 (25 mM MES-TRIS). El consumo se inició al adicionar 100 µM de nitrato. 
Los datos están expresados como el porcentaje del nitrato consumido ± desviación estándar de 
al menos 3 experimentos independientes. B. Transporte de nitrito. Las células crecidas hasta 
10 mg/ml en medio YGNH fueron inducidas en medio YG suplementado con 2 mM de nitrato 
durante 2 horas. A continuación se resuspendieron 5 mg/ml de células en medio YG y se 
adicionó al medio 200 µM de nitrito. Los resultados, expresados como el porcentaje de nitrito 
consumido, corresponden a un experimento representativo de los dos ensayos realizados. Las 
cepas analizadas fueron la cepa silvestre (●), ∆nar1 (○) y nNAR1 (▼). 
 

El transporte de nitrato en las cepas WT, ∆nar1 y nNAR1 bajo las 

condiciones hasta el momento utilizadas tiene lugar a través del transportador de 

nitrato y nitrito de alta afinidad Ytn1 y de un segundo sistema de transporte de 

nitrito, cuya expresión depende del factor transcripcional Yna1 (Machín et al., 

2004) necesario en la expresión de los genes de la vía de asimilación de nitrato 

(Ávila et al., 1998). Por tanto, con el objetivo de conocer si Nar1 está implicado 

en el transporte de nitrito hacia el interior celular se usó la cepa ∆ynt1∆nar1. Las 

células se indujeron en 2 mM de nitrato durante 2 h y se inició el transporte con 

200 µM de nitrito. Como se observa en la Figura 17 tanto ∆ynt1 como 

∆ynt1∆nar1 transportan nitrito sin mostrar diferencias entre las cepas. Por tanto, 
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el transporte de nitrito en ∆ynt1∆nar1 tiene lugar a través del sistema de 

transporte de nitrito de alta afinidad e independiente de Ynt1 y de Nar1. Por otra 

parte estos resultados indican que Nar1 no parece estar implicado en el transporte 

de nitrito hacia el interior celular en H. polymorpha. 

 

 

Figura 17. La cepa ∆∆∆∆ynt1∆∆∆∆nar1 transporta nitrito. Las células crecidas hasta 10 mg/ml en 
medio YGNH fueron lavadas e inducidas en medio YG con 2 mM de nitrato durante 2 horas. En 
el consumo de nitrito se usaron 5 mg/ml de células resuspendidas en medio YG al que se 
adicionó 200 µM de nitrito. El transporte de nitrito se determinó en las cepas ∆ynt1 (●) e 
∆ynt1∆nar1 (○). Los datos están expresados como el porcentaje del nitrito transportado ± 
desviación estándar de 3 experimentos independientes. 
 

Por otra parte, en las células ayunadas de nitrógeno o incubadas 

previamente en nitrito, no sólo tiene lugar la entrada de nitrito sino que además la 

cepa ∆ynt1∆nar1 asimila más nitrito que ∆ynt1 (Figura 18). Estos resultados 

revelan la existencia de un sistema específico de nitrito que es independiente de 

la inducción por nitrato, ya que el ayuno de nitrógeno previo a la adición de 

nitrito no impide que sea asimilado. Por tanto existe un transportador de nitrito 

que está activo en condiciones de ayuno de nitrógeno independiente de Ynt1 y 

del transportador de alta afinidad de nitrito inducible por nitrato (Machín et al., 

2004). Además, al comparar el consumo de nitrito en ∆ynt1, o en ∆ynt1∆nar1, en 

condiciones de inducción previa en nitrito con el ayuno de nitrógeno, se observa 
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que ambas cepas consumen antes si han sido previamente expuestas al nitrito. 

Por tanto, el sistema específico de nitrito parece inducirse por nitrito. 

 

 

Figura 18. Consumo de nitrito de ∆∆∆∆ynt1 e ∆∆∆∆ynt1∆∆∆∆nar1. Las células crecidas en medio YGNH 
hasta 10 mg/ml fueron sometidas a ayuno de nitrógeno durante 90 min en medio YG tamponado 
a pH 5.5 (25 mM de MES-Tris) o bien se indujeron en medio YG con 0.5 mM de nitrito durante 
2 horas. Finalizada la inducción, se lavaron y se resuspendieron en medio YG tamponado a pH 
5.5 (25 mM de MES-Tris). En ambos casos el consumo se inició al añadir 0.5 mM de nitrito. La 
disminución de nitrito extracelular fue determinada en ∆ynt1 (ayuno: ●; inducción: ▼) y en 
∆ynt1∆nar1 (ayuno: ○; inducción: �). Los datos están expresados como el porcentaje del 
nitrito consumido ± desviación estándar de 3 experimentos independientes. 
 

El consumo de nitrito también está anticipado en el doble mutante 

∆ynr1∆nar1. Así en condiciones previas de ayuno de nitrógeno se observa que 

tanto la cepa ∆ynr1 como ∆ynr1∆nar1 consumen nitrito. La entrada de nitrito en 

estas cepas tiene lugar a través de Ynt1, ya que las trazas de nitrato presentes en 

el medio de ayuno de nitrógeno ejercen un efecto inductor sobre YNT1, y del 

sistema específico de nitrito de alta afinidad (Navarro et al., 2008). La ausencia 

de Nar1 en el fondo genético ∆ynr1 hace que el consumo de nitrito tenga lugar en 

los primeros 30 min, mientras que ∆ynr1 sólo ha consumido el 64% del nitrito 

añadido al medio (Figura 19). Por tanto, la mutación en HpNAR1 en el fondo 

∆ynr1 hace que la tasa de consumo de nitrito sea mayor. Una posible explicación 

de este comportamiento es que el nitrito consumido en ∆ynr1 es el resultado del 
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nitrito transportado al interior, por Ynt1 y por el sistema de alta afinidad de 

nitrito independiente de Ynt1, más el nitrito que es excretado al medio 

extracelular a través de Nar1. A diferencia de la hipótesis inicialmente planteada 

en la que se consideró que Nar1 podría ser un transportador implicado en la 

entrada de nitrito, los resultados sugieren que Nar1 está implicada en la excreción 

de nitrito y no sabemos si también en la excreción de nitrato. 

 

 

Figura 19. El consumo de nitrito es mayor en ∆∆∆∆ynr1∆∆∆∆nar1. Las células crecidas en YGNH 
hasta alcanzar 10 mg/ml, se lavaron y se ayunaron durante 90 min en medio YG tamponado a 
pH 5.5 (25 mM MES-Tris). Una vez finalizado el ayuno se adicionó nitrito a una concentración 
final de 0.5 mM y determinando el consumo a los tiempos indicados en las cepas ∆ynr1 (●) e 
∆ynr1∆nar1 (○). Los datos están expresados como el porcentaje del nitrito consumido ± 
desviación estándar de 3 experimentos independientes. 
 

1. 5. ∆∆∆∆nar1 acumula nitrito. 

 

Una de las características de H. polymorpha es la excreción del nitrito 

obtenido a partir de la reducción del nitrato cuando éste se usa como fuente de 

nitrógeno. Por tanto, parte del nitrito que está dentro de la célula se reduce a 

amonio, por la acción de la nitrito reductasa, y parte se excreta al medio 

extracelular. Sin embargo, hasta el momento se desconoce el sistema por el que 

el nitrito intracelular es excretado al medio de cultivo. Basándonos en los 
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resultados de consumo de nitrito (Figura 15 B), cabe preguntarse si Nar1 

interviene en la salida de nitrito hacia el medio extracelular. Por tanto, si el nitrito 

sale a través de Nar1 su acumulación será elevada en la cepa ∆nar1 mientras que 

en nNAR1 no habría acumulación. Para determinar si realmente Nar1 participa en 

la salida de nitrito se cuantificó su contenido intracelular en las cepas silvestre, 

∆nar1 y nNAR1 tras la adición de 1 mM de nitrito. Los resultados muestran que 

∆nar1 acumula más nitrito que la cepa silvestre, mientras que no hay 

acumulación en la cepa nNAR1 (Figura 20), indicando en efecto que Nar1 

participa en la salida de nitrito. 

Figura 20. Acumulación de nitrito intracelular. Las células se crecieron en amonio hasta 10 
mg/ml, se lavaron y se mantuvieron en ayuno de nitrógeno durante 120 min. A continuación se 
adicionó 1 mM de nitrito al medio de cultivo y se determinó el nitrito intracelular en las cepas 
silvestre (●), ∆nar1 (○) y nNAR1 (▼). Se representa el valor medio ± desviación estándar de 
tres experimentos independientes. 

Una vez mostrada la participación de Nar1 en la excreción de nitrito 

realizamos ensayos de acumulación de nitrito en condiciones en las que las 

células fueran incapaces de reducir el nitrito a amonio, con el fin de potenciar 

aún más su acumulación. Para ello usamos la cepa ∆yni1, a partir de la cual 

obtuvimos el doble mutante ∆yni1∆nar1. 
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Como hemos mencionado anteriormente, H. polymorpha excreta nitrito 

en presencia de nitrato aún cuando HpNAR1 está delecionado (Figura 14), por lo 

que existe al menos otro sistema más, independiente de Nar1, por el que el nitrito 

es excretado. Sin embargo, desconocemos tanto la identidad molecular de dicho 

sistema como las condiciones bajo las cuales interviene en la salida de nitrito. 

Por ello realizamos dos tipos de ensayos: i) induciendo las células en nitrato 

previamente a la adición de nitrito, y ii) ayunando las células previamente a la 

adición de nitrito. 

 

Los resultados del primer grupo de experimentos muestran que tras de 60 

min de inducción en 5 mM de nitrato, y posterior ayuno, la cepa ∆yni1∆nar1 

acumuló más nitrito que ∆yni1 (Figura 21). Sin embargo, en ambas cepas dicha 

acumulación fue puntual, obteniendo un máximo de acumulación a los 10 min. 

 

 

Figura 21. Acumulación de nitrito intracelular en ∆∆∆∆yni1 y en ∆∆∆∆yni1∆∆∆∆nar1. Las células 
crecidas hasta 10 mg/ml en presencia de amonio fueron lavadas e incubadas en 5 mM de nitrato 
durante 60 min. A continuación se lavaron y se resuspendieron en YG durante 60 min. 
Finalmente se adicionó al medio 1 mM de nitrito y se determinó el nitrito intracelular en las 
cepas ∆yni1 (●) e ∆yni1∆nar1 (○). Los experimentos, de los cuales se representa uno, se 
repitieron 3 veces. 
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Los resultados obtenidos a partir del segundo grupo de ensayos, es decir, 

sin la inducción previa en nitrato, muestran que la cepa ∆yni1∆nar1 acumula 

nuevamente más nitrito al adicionar 1 mM de nitrito. En estas condiciones la 

acumulación máxima tiene lugar a los 20 min, disminuyendo paulatinamente a 

partir de dicho instante (Figura 22). Además, en estas condiciones los valores 

absolutos muestran que la deleción de HpYNI1 potencia la acumulación de nitrito 

si se combina con la deleción de HpNAR1. 

 

 

Figura 22. Nitrito intracelular en ∆∆∆∆yni1 e ∆∆∆∆yni1∆∆∆∆nar1. Las células crecidas en amonio hasta 
10 mg/ml fueron lavadas y resuspendidas en YG manteniéndolas en agitación durante 120 min. 
Finalmente se adicionó nitrito a una concentración final de 1 mM. La concentración intracelular 
de nitrito se determinó en las cepas ∆yni1 (●) e ∆yni1∆nar1 (○). Se representa el valor medio ± 
desviación estándar de 3 experimentos independientes. 
 

Estos resultados indican nuevamente que Nar1 media la salida de nitrito 

y que el sistema de salida de nitrito independiente de Nar1 actúa cuando las 

células han sido previamente incubadas en nitrato. En esta última condición el 

descenso en los niveles intracelulares de nitrito en ∆yni1∆nar1 es más rápido y 

tiene lugar en un intervalo de tiempo corto si lo comparamos con el obtenido 

cuando las células no se han preincubado en nitrato. Por tanto, este sistema 

independiente de Nar1 podría inducirse/activarse en presencia de nitrato, aunque 

no podemos descartar que también lo haga por el nitrito obtenido a partir de la 
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reducción del nitrato. Por otra parte, la cepa ∆yni1, incubada previamente en 

nitrato, sólo acumula nitrito durante los primeros 10 min (Figura 21), ya que el 

anión sale de la célula a través de Nar1 y del sistema de salida de nitrito 

independiente de Nar1. La cepa ∆yni1 también acumula nitrito cuando éste se 

añade al medio de cultivo, permaneciendo prácticamente constante en el tiempo 

(Figura 22). Estos resultados indican que Nar1 evita la acumulación intracelular 

de nitrito cuando las células están en presencia de nitrato y/o nitrito, mientras que 

el sistema de salida independiente de Nar1 parece actuar principalmente si las 

células se han incubado en nitrato. 

 

Con el fin de conocer si Nar1 actúa desde el momento en el que se 

adiciona nitrato, se determinó la acumulación de nitrito en ∆yni1 e ∆yni1∆nar1 

en presencia de 5 mM de nitrato. La cepa ∆yni1∆nar1 acumula progresivamente 

el nitrito, mientras que en ∆yni1 el nitrito intracelular disminuye tras alcanzar el 

máximo a los 10 min (Figura 23 A). Este comportamiento nos lleva a pensar que 

posiblemente Nar1 esté siempre presente en la célula, independientemente de la 

fuente de nitrógeno presente en el medio de cultivo, mientras que el sistema de 

salida de nitrito independiente de Nar1 excreta nitrito si previamente las células 

han sido inducidas en nitrato (Figura 23 B). Una posible explicación de esta 

mayor excreción de nitrito es que la mayor acumulación intracelular de nitrito en 

∆yni1∆nar1 provoca que la excreción a través del sistema independiente de Nar1 

se incremente. Además, este sistema saca el nitrito hacia el medio de cultivo 

desde los primeros 10 minutos de incubación en nitrato, lo que indica que está 

presente incluso cuando las células han sido sometidas a ayuno previo de 

nitrógeno. No obstante, no podemos descartar que dicho sistema se induzca 

durante el periodo de ayuno por las trazas de nitrato (o nitrito) presentes en el 

medio. 
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Figura 23. Acumulación y excreción de nitrito en ∆∆∆∆yni1 e ∆∆∆∆yni1∆∆∆∆nar1. Las células fueron 
crecidas en YGNH hasta 10 mg/ml de células. A continuación se lavaron y se incubaron en YG 
durante 120 min. Finalmente se adicionó al cultivo 5 mM de nitrato. La acumulación (A) y la 
excreción de nitrito (B) se determinaron en las cepas ∆yni1 (●) e ∆yni1∆nar1 (○). Se muestran 
experimentos representativos. 
 

Como hemos visto, la adición de nitrato incrementa los niveles de nitrito 

intracelular (Figuras 21 y 23 A). La mayor acumulación observada en 

∆yni1∆nar1 podría explicarse si consideramos el efecto inductor del nitrato sobre 

los genes de la vía de asimilación de nitrato y más concretamente sobre Ynt1p, lo 

que favorece su transporte al interior de la célula (Figura 19). De esta forma, una 

vez que el nitrato está en el citoplasma se reduce a nitrito, acumulándose en 

mayor medida en ∆yni1∆nar1. Para determinar si la inducción por nitrato es 

responsable de la mayor acumulación de nitrito en aquellas cepas que portan la 

interrupción de Nar1, determinamos su acumulación en ∆ynr1 e ∆ynr1∆nar1 al 

incubarlas en 1 mM de nitrito y en presencia o ausencia de 2 mM de nitrato. Los 

resultados muestran que la mayor acumulación de nitrito se obtiene al incubar 

∆ynr1∆nar1 en 1 mM de nitrito + 2 mM de nitrato (100 nmoles de nitrito/mg de 

células), siendo menor en 1 mM de nitrito (60 nmoles de nitrito/mg de células) 

(Figura 24). Por tanto, la presencia de nitrato favorece la acumulación 

intracelular de nitrito independientemente de la actividad NR. 
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Figura 24. Acumulación de nitrito en ∆∆∆∆ynr1 e ∆∆∆∆ynr∆∆∆∆nar1. Se siguió el mismo procedimiento 
que el descrito en la Figura 14, excepto que las células se incubaron en 1 mM de nitrito y en 
presencia (▼; �) o ausencia de 2 mM de nitrato (●; ○). La concentración intracelular de nitrito 
se determinó en las cepas ∆ynr1 (●; ▼) e ∆ynr1∆nar1 (○; �). Se muestra un experimento 
representativo de 3 ensayos independientes. 
 

Visto lo anterior decidimos determinar las máximas concentraciones de 

nitrito que puede acumular una cepa carente de los genes HpNAR1 y en HpYNI1. 

La cepa ∆yni1∆nar1 acumula más nitrito que ∆yni1, obteniendo el nivel máximo 

de nitrito intracelular a los 30 min tras la incubación en presencia de 1 mM de 

nitrito + 2 mM de nitrato (Figura 25). En estas condiciones también se obtiene la 

máxima acumulación de nitrito en ∆yni1 (Figura 25) y en ∆ynr1 (Figura 24). 

 

Como hemos mencionado anteriormente, los perfiles de acumulación de 

nitrito obtenidos al incubar las células en nitrato podrían deberse al efecto 

inductor que ejerce el nitrato sobre YNT1, así como sobre el sistema de nitrito de 

alta afinidad independiente de Ynt1 (Machín et al., 2004), aumentando el flujo de 

entrada de ambas fuentes nitrogenadas en la célula. Este hecho también puede 

explicar la mayor acumulación de nitrito intracelular observada en ∆ynr1∆nar1 

al adicionar conjuntamente nitrato y nitrito. 
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Figura 25. Acumulación de nitrito combinado con la adición de nitrato y nitrito. Las 
células se crecieron hasta 10 mg/ml, se lavaron y se incubaron en YG durante 120 min. A 
continuación se adicionó 1 mM de nitrito al medio + 2 mM de nitrato. El nivel de nitrito 
intracelular se determinó en ∆yni1 (●) e ∆yni1∆nar1 (○). Se muestra un experimento 
representativo. 
 

En resumen, la levadura tiene como mínimo dos sistemas por los que el 

nitrito abandona la célula, siendo uno de ellos Nar1. Esta proteína parece estar 

presente en la célula de forma constitutiva, ya que su actividad no se incrementa 

por la presencia de nitrato, a diferencia del sistema de salida de nitrito 

independiente de Nar1 que parece responder a la presencia de nitrato. 

 

1. 6. ∆∆∆∆nar1 presenta un reducido crecimiento en nitrito. 

 

Dada la mayor acumulación de nitrito en las cepas que están afectadas en 

HpNAR1, decidimos caracterizar los posibles fenotipos de ∆nar1 mediante 

goteos sobre medio sólido tamponados a diferentes pHs y con varias 

concentraciones de nitrato y nitrito. De todas las condiciones ensayadas tan sólo 

se obtuvieron diferencias entre la cepa silvestre y ∆nar1 en medio sólido con 

nitrito tamponado a pH ácido, mientras que las diferencias en nitrato no fueron 

tan apreciables (Figura 26). Las impurezas del agar del medio sólido modifican 

sustancialmente ciertos fenotipos, por lo que usamos medios líquidos 
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suplementados con nitrato o nitrito con el fin de determinar el comportamiento 

de ∆nar1 mediante curvas de crecimiento.  

 

 
Figura 26. Crecimiento en medio sólido en presencia de nitrito y nitrato. Las cepas 
indicadas se crecieron en medio YPD durante la noche, se lavaron con agua MilliQ estéril y se 
gotearon diluciones seriadas sobre YG tamponado a pH 4.5 y 5 (50 mM ácido tartárico-TRIS) 
con 0.5 mM de nitrito o bien tamponado a pH 5.5 (50 mM MES-TRIS) con 5 mM de nitrato. 
Las placas se incubaron a 37 ºC durante 2 días. 
 

En medio líquido el crecimiento de ∆nar1 en 5 mM de nitrato es 

ligeramente inferior al de la cepa silvestre (Figura 27 A). Sin embargo, en nitrito 

∆nar1 es incapaz de crecer incluso después de 48 h, a diferencia de la cepa 

nNAR1, que alcanza valores de densidad óptica próximos a la cepa silvestre 

(Figura 27 B). Por tanto, la deleción de HpNAR1 impide que la levadura crezca 

con normalidad en nitrito, mientras que su sobreexpresión afecta al crecimiento 

en nitrato. 

 

También se analizó el crecimiento en 1 mM de nitrito de las cepas ∆ynt1 

e ∆ynt1∆nar1, obteniendo que el crecimiento es ligeramente superior al de la 

cepa ∆ynt1 (tabla 5). Estas diferencias de crecimiento apuntan a una mayor 

eficiencia en el transporte de nitrito en el doble mutante, de tal forma que todo el 

nitrito que entra en la célula se reduce a amonio. Por otra parte, estos resultados 

muestran que la ausencia de Ynt1 no impide que la levadura crezca en nitrito, 

sugiriendo nuevamente la existencia de un sistema de transporte específico que 

se induce en nitrito (Figuras 17 y 18).  
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Figura 27. ∆∆∆∆nar1 crece en nitrato pero es incapaz de crecer en nitrito. Las células fueron 
crecidas en YPD hasta saturación durante la noche. Posteriormente se lavaron 0.2 vol. del 
cultivo con agua estéril y se inocularon los medios de cultivo con 5 mM de nitrato (A) o 1 mM 
de nitrito (B) empleando una DO660 inicial de 0.15. El crecimiento se determinó en la cepa 
silvestre (●), ∆nar1 (○) y nNAR1 (�). Los valores corresponden al valor medio ± desviación 
estándar de tres ensayos independientes. 
 

 

Tabla 5. Crecimiento de ∆∆∆∆ynt1 e ∆∆∆∆ynt1∆∆∆∆nar1 en 1 mM de nitrito. Las células crecidas 
previamente en YPD, se inocularon en medios con 1 mM de nitrito a los pHs indicados (50 mM 
de MES-Tris). El medio fue inoculado con una DO660 inicial de 0.15. Los valores corresponden 
al valor medio ± desviación estándar de dos ensayos independientes. 
 

1. 7. Nar1 está implicado en la excreción de nitrato. 

 

H. polymorpha transporta más nitrato del que es capaz de asimilar y el 

excedente de nitrato intracelular es excretado a través de la permeasa Ssu2, 

implicada en la excreción de sulfito (Cabrera, tesis doctoral, 2011). Dada la 

capacidad de Nar1 para excretar nitrito nos preguntamos si también era capaz de 

excretar nitrato. Un indicio que nos llevó a plantearnos esta posible actividad de 

Nar1 fue el hecho de que ∆nar1 consume menos nitrato que el WT (Figura 15 
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A). Así, el nitrato intracelular, que va en aumento en el interior de la célula, 

impide que ∆nar1 consuma más nitrato, lo que evitaría que el nitrito generado 

alcance concentraciones tóxicas en el citoplasma. Por tanto, es posible que Nar1 

comparta junto con Ssu2 la función de excretar nitrato. Con el fin de validar esta 

hipótesis se realizó la determinación del nitrato intracelular en ∆nar1 en 

combinación con la deleción del gen HpYNR1, para evitar la reducción del 

nitrato, favoreciendo la acumulación intracelular de nitrato. La incubación de la 

cepa ∆ynr1∆nar1 en 1 mM de nitrato provoca mayor acumulación de nitrato 

respecto de la obtenida en ∆ynr1 (Figura 28). Este resultado indica que Nar1 está 

relacionada con el flujo de nitrato hacia el medio extracelular. Por lo tanto, H. 

polymorpha excreta nitrato a través de Ssu2 y también a través de Nar1. 

 

La cuantificación del nitrato intracelular en las cepas ∆ynr1∆nar1 e 

∆ynr1∆ssu2 revela las diferencias entre los niveles de nitrato acumulado por 

estos dobles mutantes. Así, una vez transcurridos 200 min de incubación en 

nitrato, la cepa ∆ynr1∆nar1 acumula aproximadamente 4 veces más nitrato (97.5 

nmoles de nitrato/mg de células) que ∆ynr1 (20.5 nmoles de nitrato/mg de 

células), mientras que la cepa ∆ynr1∆ssu2 acumula 1.5 veces más nitrato (32.5 

nmoles de nitrato/mg células) que ∆ynr1. 
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Figura 28. Acumulación intracelular de nitrato en ∆∆∆∆ynr1 e ∆∆∆∆ynr1∆∆∆∆nar1. Células crecidas en 
5 mM de amonio hasta 10 mg/ml y lavadas dos veces con agua MilliQ, se ayunaron de 
nitrógeno en medio YG durante 60 min. Al final del ayuno se adicionó al medio nitrato 1 mM. 
El nitrato intracelular se determinó en las cepas ∆ynr1 (●), ∆ynr1∆nar1 (�) e ∆ynr1∆ssu2 (�). 
Se muestra un experimento representativo. 
 

En resumen, aunque ambas permeasas están implicadas en el flujo de 

salida de nitrato parece que la capacidad de Nar1 de excretar nitrato es mayor a la 

de Ssu2. 

 

Dado que Nar1 y Ssu2 actúan en la excreción de nitrato de la célula se 

determinó el contenido intracelular de nitrato combinando las deleciones en 

HpNAR1 y HpSSU2 en un fondo ∆ynr1. Los resultados obtenidos muestran que 

el triple mutante acumula más nitrato, y que las concentraciones intracelulares 

obtenidas en esta cepa, a partir de los 80 min de incubación, se aproximan a la 

suma de las concentraciones que alcanza cada doble mutante por separado 

(Figura 29). 
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Figura 29. Acumulación de nitrato en ∆∆∆∆ynr1∆∆∆∆nar1∆∆∆∆ssu2. Células crecidas en YGNH hasta 
10 mg/ml, se lavaron dos veces con agua MilliQ y se resuspendieron en medio YG, 
manteniéndolas en ayuno de nitrógeno durante 60 min. Al final del ayuno se adicionó 1 mM de 
nitrato y se retiraron muestras a los tiempos indicados. La concentración intracelular de nitrato 
se determinó en ∆ynr1 (●), ∆ynr1∆nar1 (○), ∆ynr1∆ssu2 (▼) e ∆ynr1∆nar1∆ssu2 (�). Se 
representa el valor medio ± desviación estándar de tres experimentos independientes. 
 

Hasta ahora hemos descrito que Nar1 y Ssu2 tienen funciones similares 

en cuanto al flujo de salida de nitrato, pero desconocemos si actúan de forma 

simultánea o secuencial. Para conocer las condiciones en las que operan estas 

proteínas determinamos el nitrato intracelular a intervalos de tiempo corto (hasta 

los 20 min, Figura 30 A) y largo (a partir de 80 min hasta los 200 min, Figura 30 

B). Los resultados muestran que la acumulación de nitrato sigue siendo máxima 

en el triple mutante desde los 2 min de incubación hasta el final del experimento. 

En cuanto a los dobles mutantes se observa que la cepa ∆ynr1∆ssu2 acumula más 

nitrato durante los primeros 20 minutos, mientras que ∆ynr1∆nar1 se comporta 

de forma similar a la cepa ∆ynr1 (Figura 30 A). Estos resultados indican que el 

nitrato es excretado inicialmente a través de Ssu2, y tras alcanzar 

aproximadamente 60 nmoles de nitrato/mg de células, lo hace a través de Nar1. 

Por tanto, a corto plazo, cuando hay bajos niveles de nitrato intracelular, es la 

proteína Ssu2 la responsable de excretar nitrato, ya que en ∆ynr1∆nar1 no se 
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observa una acumulación apreciable. Por el contrario, ∆ynr1∆nar1∆ssu2 

acumula más nitrato que ∆ynr1∆ssu2, indicando que la salida de nitrato a través 

de Nar1 se inicia cuando se alcanzan niveles del orden de 60 nmoles de 

nitrato/mg de células. Estos resultados sugieren que Ssu2 tiene mayor afinidad 

por el nitrato que Nar1. Esta conclusión también está apoyada por el hecho de 

que ∆ynr1∆nar1 acumula nitrato al prolongar la incubación hasta los 80 min en 1 

mM de nitrato. Además, que Nar1 muestre menor afinidad por el nitrato está de 

acuerdo con su pertenencia a la familia de transportadores de formiato/nitrito, 

siendo esta la primera vez que se describe que un transportador de esta familia 

excreta nitrito y nitrato. 

 

 
Figura 30. Acumulación intracelular de nitrato. Células crecidas en amonio hasta 10 mg/ml, 
se lavaron dos veces con agua MilliQ, y se resuspendieron en medio YG, manteniéndolas en 
ayuno de nitrógeno durante 60 min. Al final del ayuno se adicionó 1 mM de nitrato y se 
retiraron muestras en intervalos de tiempo corto (A) y a tiempos largos (B). La concentración 
intracelular de nitrato se determinó en ∆ynr1 (●), ∆ynr1∆nar1 (▼), ∆ynr1∆ssu2 (○) e 
∆ynr1∆nar1∆ssu2 (�). Se representa el valor medio ± desviación estándar de 3 experimentos 
independientes. 
 

1. 8. Nar1 protege de la toxicidad generada por el nitrito. 

 

La adición de nitrato a los medios de cultivo de H. polymorpha implica 

la generación de nitrito siendo éste uno de los intermediarios tóxicos obtenidos 
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durante la reducción del nitrato. El nitrito es un compuesto tóxico para las 

células. Se ha descrito que la adición de nitrito a medios de cultivo de levaduras 

cuyo pH es ácido (pH = 5.0) da lugar a la formación del ácido nitroso (pKa = 

3.3). El HNO2 es permeable a la membrana plasmática y entra en la célula por 

difusión. Una vez en el interior, el pH neutro del citoplasma provoca su 

oxidación obteniendo NO2
-. Esta forma aniónica es impermeable a la membrana 

plasmática por lo que se acumula dentro de la célula reduciendo los niveles de 

ATP al inhibir la actividad de la gliceraldehído 3-fosfatodeshidrogenasa (Hinze y 

Holzer, 1985). En plantas se ha descrito que la principal vía de síntesis de óxido 

nítrico tiene lugar a partir del nitrito en una reacción catalizada por la nitrato 

reductasa (Klepper, 1987; Yamasaki et al., 1999; Rockel et al., 2002). La enzima 

nitrato reductasa que normalmente reduce el NO3
- a NO2

-, también posee una 

actividad intrínseca a través de la cual, en condiciones en que el NO2
- se acumula 

es capaz de reducirlo a óxido nítrico (NO). El óxido nítrico es un gas 

moderadamente soluble en agua que difunde rápidamente a través de las 

biomembranas. En S. cerevisiae el óxido nítrito induce rotura de las hebras de 

ADN (Sobol et al., 2008). La reacción entre los radicales de óxido nítrico (·NO) 

y superóxido (·O2
-) dan lugar a la formación del peroxinitrito (ONOO-) que causa 

la oxidación de lípidos, inhibición de la síntesis de ADN así como fractura de sus 

cadenas por nitración y desaminación de bases (especialmente de guanina), 

nitración de residuos de aminoácidos aromáticos y la destrucción de restos tioles 

activos (-SH). La nitrosilación de tirosinas puede llevar asimismo a la 

inactivación enzimática por inhabilitación del sitio activo, del sitio de 

reconocimiento de sustrato o cofactor, o de ambos (Peuchen et al., 1997; Navarro 

y Boveris, 2008; Dalle-Donne et al., 2006). Por otra parte, se ha demostrado que 

la adición de ONOO-
 a cultivos de S. cerevisiae provoca inhibición del 

crecimiento como consecuencia del estrés oxidativo (Wu et al., 2011). Como 

hemos visto, uno de los mecanismos que tiene H. polymorpha para regular la 

concentración de nitrito intracelular es la excreción de nitrato y nitrito. Por tanto, 

el proceso de asimilación de nitrato implica que la generación de nitrito ha de 

permanecer en un rango de concentraciones inocuas para la célula. Basándonos 
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en los resultados de acumulación intracelular de nitrato y nitrito de la cepa 

∆nar1, y principalmente en su incapacidad para crecer en presencia de nitrito 

(Figura 27 B), cabe esperar que la ausencia de Nar1 modifique la homeostasis del 

nitrito y en consecuencia afecte a la viabilidad celular. 

 

Como aproximación inicial observamos el estado de supervivencia de las 

células crecidas en 5 mM de nitrato tiñéndolas con azul de tripán, un colorante 

vital que tiñe a las células muertas, observando mayor proporción de células 

muertas en ∆nar1 (Figura 31). 

 

 

Figura 31. Tinción de las cepas silvestre y ∆∆∆∆nar1. Las células, inoculadas a una densidad 
óptica inicial de 0.15 en medio YG con 5 mM de nitrato, se crecieron durante 72 horas 
alcanzando densidades ópticas de 13.4 en la cepa silvestre y 10.5 en ∆nar1. A continuación se 
tiñeron con azul de tripán y se observaron en el microscopio óptico. Las células muertas tienen 
el citoplasma teñido de azul. 
 

En base a estos resultados se llevó a cabo la cuantificación de la 

viabilidad celular al incubar la cepa silvestre, ∆nar1, nNAR1, ∆ssu2, nSSU2 y 

∆nar1∆ssu2 en nitrato y de la cepa silvestre, ∆nar1 y nNAR1 en nitrito. En este 

contexto la viabilidad celular hace referencia a la capacidad que tienen las cepas 

estudiadas para sobrevivir a la incubación en nitrato o nitrito. La supervivencia se 

determinó mediante la capacidad de las levaduras para formar colonias en un 

medio rico. 
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Las incubaciones en nitrato reducen el número de células viables en 

todas las cepas analizadas (Figura 32 A y B). La incubación de las cepas 

silvestre, ∆nar1 y nNAR1 en 10 mM de nitrato durante 4 h redujo la 

supervivencia en un 12 %, 48 % y 82 %, respectivamente. Tras 8 h de incubación 

la reducción de la viabilidad es similar entre las cepas silvestre (63 %) y ∆nar1 

(54 %) mientras que nNAR1 presenta de nuevo la viabilidad más reducida (92 %) 

(Figura 32 A). Las diferencias entre estas cepas radican en su capacidad para 

acumular o excretar nitrito. El hecho de que la viabilidad de la cepa ∆nar1 sea 

similar a la de la cepa silvestre podría deberse al menor consumo de nitrato que 

tiene lugar en ∆nar1 (Figura 15 A). La supervivencia de ∆nar1 disminuye 

notablemente al combinarse con la deleción en HpSSU2, que codifica un 

transportador implicado en la excreción de nitrato (Figura 32 B). La cepa 

∆nar1∆ssu2 tiene una tasa de excreción de nitrito ligeramente superior a la cepa 

silvestre (Figura 32 C). Esta mayor excreción de nitrito en ∆nar1 se debe a la 

mayor acumulación de nitrato intracelular al carecer de Ssu2. De esta forma, la 

mayor acumulación de nitrato induce al sistema de excreción de nitrito 

independiente de Nar1, dando cuenta de la mayor tasa de excreción de nitrito si 

lo comparamos con la obtenida en ∆nar1 (Figura 32 C). Por otra parte, ∆ssu2 

reduce su viabilidad en un 88 %, próximo a los valores obtenidos en ∆nar1∆ssu2 

(86 %) tras 8 h de incubación en nitrato (Figura 32 B). La cepa ∆ssu2 se 

caracteriza por una alta tasa de excreción (Figura 32 C) y baja acumulación de 

nitrito, mientras que ∆nar1∆ssu2 excreta menos nitrito y acumula más nitrato 

(nitrito) que ∆ssu2. La diferencia entre la cepa silvestre y nNAR1 radica en el 

número de copias del gen HpNAR1 que porta cada una y, por tanto, en la tasa de 

excreción de nitrito (Figura 14). La menor viabilidad de nNAR1 la podríamos 

atribuir al gasto continuo de poder reductor necesario en la síntesis de nitrito (que 

no se asimila), lo que ocasiona un consumo energético constante. Este hecho se 

correlaciona con la menor tasa de crecimiento de nNAR1 en 5 mM de nitrato 

(Figura 27 A) así como con la menor viabilidad de la cepa ∆ssu2, cuya excreción 

de nitrito es similar a la de nNAR1. Por otra parte, la menor viabilidad de nNAR1 
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no está afectada por el nitrito intracelular, ya que en esta cepa su acumulación es 

prácticamente nula (Figura 20). La cepa nSSU2 apenas presenta excreción de 

nitrito, y al igual que nNAR1, no lo acumula (Cabrera, tesis doctoral, 2011). La 

menor viabilidad de esta cepa en nitrato podría ser debida al gasto energético 

asociado al transporte y excreción de nitrato. Por tanto, la acumulación y 

excreción de nitrito (y/o nitrato) parecen ser los procesos responsables de la 

menor viabilidad en las diferentes cepas analizadas al ser incubadas en nitrato. 

 

 
Figura 32. Viabilidad celular en nitrato. Las células crecidas en YGNH hasta 10 mg/ml, se 
lavaron con agua MilliQ estéril y se resuspendieron en YG suplementado con 10 mM de nitrato. 
A los tiempos indicados se retiraron muestras del medio de cultivo y se realizaron las diluciones 
para sembrar en medio rico. Las placas fueron incubadas a 37 ºC durante 2 días. La viabilidad 
celular de la cepa silvestre, ∆nar1, nNAR1 (A), ∆ssu2, nSSU2 y ∆nar1∆ssu2 (B) se expresa 
como el porcentaje de unidades formadoras de colonias (UFC). Se representa el valor medio ± 
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desviación estándar de al menos tres experimentos independientes. C. Excreción de nitrito. Las 
células crecidas en YGNH hasta 10 mg/ml se lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en 
YG suplementado con 1 mM de nitrato. A los tiempos indicados se determinó el nitrito 
excretado en las cepas silvestre (●), ∆nar1 (▼), ∆ssu2 (○) y ∆nar1∆ssu2 (�). Se muestra un 
ensayo representativo. 
 

Con el fin de determinar si es el nitrito del medio extracelular el causante 

de la reducción de la viabilidad celular se realizaron incubaciones en nitrito. Los 

resultados muestran que la viabilidad celular de ∆nar1 es inferior en nitrito 

(Figura 33) lo que se correlaciona con los resultados obtenidos a partir de la 

curvas de crecimiento en nitrito (Figura 27 B). La incubación de ∆nar1 en 1 mM 

de nitrito afecta notablemente a la viabilidad celular, siendo del 30 % a las 4 

horas y prácticamente nula al cabo de 8 horas. Esta reducida viabilidad de ∆nar1 

parece ser consecuencia de la acumulación intracelular del nitrito. La 

supervivencia de la cepa nNAR1 también es reducida disminuyendo 

aproximadamente hasta el 60 % tras 8 horas de incubación (Figura 33). Así, tal y 

como hemos propuesto anteriormente, la supervivencia de nNAR1 podría estar 

afectada por el costo energético que supone la excreción del nitrito transportado 

al interior. 

 

En resumen, la viabilidad celular que muestra ∆nar1 en nitrito podría 

derivarse de su acumulación intracelular, de tal forma que Nar1 es esencial para 

mantener la viabilidad de las células en presencia de nitrito, evitando su 

acumulación intracelular. Por otra parte, la menor viabilidad de nNAR1 parece 

estar asociada con el gasto energético que supone el transporte continuado de 

nitrito hacia el medio extracelular. 
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Figura 33. Viabilidad en nitrito. Células crecidas en YGNH hasta 10 mg/ml, se lavaron con 
agua MilliQ estéril y se incubaron en YG tamponado a pH 5.5 (MES-Tris 25 mM) 
suplementado con 1 mM de nitrito. A los tiempos indicados se retiraron muestras del medio de 
cultivo y se realizaron las diluciones para sembrar en medio rico. Las placas fueron incubadas a 
37 ºC durante 2 días. La supervivencia de la cepa silvestre (●), ∆nar1 (○) y nNAR1 (▼) se 
expresa como el porcentaje de unidades formadoras de colonias (UFC). Se representa el valor 
medio ± desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes. 
 

1.9. Expresión de HpNAR1. 

 

Conocer el grado de expresión del gen HpNAR1 nos permite saber si está 

sujeto a la inducción por nitrato y/o nitrito y si responde a la represión catabólica 

por nitrógeno como los genes de la vía de asimilación del nitrato. Para ello se 

cuantificó la expresión relativa del gen HpNAR1 mediante PCR a tiempo real, 

siendo 6 veces superior en nitrato respecto de amonio (Figura 34). 
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Figura 34. Expresión relativa de HpNAR1. Células crecidas en medio con amonio hasta 10 
mg/ml, se lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en medio YG suplementado con 5 mM 
de amonio (columna negra) o nitrato (columna blanca). La expresión se determinó a partir de las 
células incubadas durante 2 horas. Se representa el valor medio ± desviación estándar de al 
menos 3 experimentos independientes. 
 

La expresión del gen HpNAR1 en nitrito a través de PCR a tiempo real 

no aportó datos consistentes por lo que se determinó la expresión del gen a través 

de la actividad β-galactosidasa. Para ello se colocaron en fase las secuencias del 

promotor de HpNAR1 y el gen reportero lacZ. Así, determinamos la expresión de 

la construcción NAR1-lacZ en la cepa silvestre al incubar las células en nitrito 1 

mM, amonio 5 mM y nitrato 5 mM. En nitrito la actividad β-galactosidasa 

descendió en los 60 min siguientes después de ser adicionado al medio (datos no 

mostrados). Pensamos que este descenso en la actividad es consecuencia de la 

propia adición de nitrito ya que la actividad β-galactosidasa fue nula al incubar la 

cepa silvestre o la cepa ∆yni1, portadoras de YNI1-lacZ, en 1 mM de nitrito 

durante 150 min (datos no mostrados). Así, para verificar si era el nitrito el 

responsable del descenso en la actividad, analizamos la actividad de la cepa 

silvestre portadora de la fusión de ENA1-lacZ. Este gen codifica la principal Na+-

ATPasa implicada en la salida de Na+/Li+. El Na+ y el Li+ son inductores de la 

expresión de ENA1 ya que incrementan los niveles de este gen entre 10 y 13 

veces (Rodríguez et al., 2010). Por tanto, determinamos el nivel de expresión de 

ENA1-lacZ al inducir las células en 0,7 M de Na+ en presencia o ausencia de 1 
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mM de nitrito. La incubación en nitrito redujo los niveles de expresión de ENA1 

en un 96 %. Por otra parte la adición de 100 µM de nitrito a la mezcla de 

reacción no modificó la actividad (Figura 35) por lo que la adición de nitrito al 

medio de cultivo disminuye la actividad β-galactosidasa in vivo. 

 

 

Figura 35. La actividad ββββ-galactosidasa está negativamente afectada in vivo por nitrito. 
Las células crecidas en medio YGNH hasta 10 mg/ml se lavaron con agua MilliQ y se 
resuspendieron en YG al que se le adicionó 0.7 M de NaCl y 1 mM de nitrito según se detalla en 
la figura. La actividad β-galactosidasa corresponde a células inducidas en los respectivos 
medios durante 2 horas de incubación y las concentraciones de 10 y 100 µM de nitrito 
corresponden a la concentración final adicionada a la mezcla de reacción. Se muestra un 
experimento representativo. 
 

Cuando analizamos la expresión de HpNAR1 en 5 mM de amonio y de 

nitrato observamos que apenas se modificó después de 7 horas de incubación. Sin 

embargo, la expresión en nitrato fue aproximadamente un 23 % superior respecto 

de la de amonio a partir de las 2 horas (Figura 36).  
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Figura 36. Expresión de NAR1-lacZ. La expresión fue seguida mediante la actividad β-
galactosidasa en la cepa silvestre portadora de la fusión NAR1-lacZ. Las células se crecieron en 
YG suplementado con 5 mM de amonio hasta 10 mg/ml. A continuación se lavaron y se 
resuspendieron en YG suplementado con 5 mM de amonio (●) o 5 mM de nitrato (○). Se 
representa el valor medio de la actividad β-galactosidasa ± desviación estándar de 3 
experimentos independientes. 
 

Los resultados de expresión de HpNAR1 obtenidos por RT-PCR y 

actividad β-galactosidasa fueron poco consistentes. Aún así, los niveles de 

expresión obtenidos en nitrato no alcanzan los observados por el gen HpYNR1 

(Rodríguez et al., 2010). Por otra parte, HpNAR1 se expresa en amonio a 

diferencia del resto de los genes de la vía de asimilación de nitrato (Brito et al., 

1999). La aparente expresión constitutiva de esta proteína podría estar 

relacionada con su papel en la excreción de nitrato y nitrito en esta levadura. Por 

ello, para incidir sobre este tema decidimos determinar los niveles de la proteína 

Nar1-HA en diferentes condiciones.  

 

1.10. Regulación postraduccional de Nar1. 

 

1.10.1. Niveles de Nar1 en diferentes fuentes nitrogenadas. 

 



Resultados. Caracterización de Nar1   

86 

Como se ha expuesto anteriormente, la expresión de HpNAR1 es 

ligeramente superior en nitrato respecto de la mostrada en amonio, y en ambos 

casos las incubaciones durante intervalos prolongados no modifican 

significativamente el nivel de expresión (Figura 36). Sin embargo, Nar1 podría 

estar sometida a algún tipo de regulación postraduccional, como sucede con el 

transportador de alta afinidad de nitrato, Ynt1 (Navarro et al., 2006). La 

presencia de compuestos nitrogenados en estado reducido como la glutamina 

provoca una rápida pérdida del transporte de nitrato a través de Ynt1 ya que 

promueve su degradación vacuolar (Navarro et al., 2006). Sin embargo, en 

presencia de nitrato se induce la expresión del gen YNT1 (Brito et al., 1999), la 

síntesis y la llegada del transportador a la membrana plasmática (Navarro et al., 

2006). Nuestros resultados indican que HpNAR1 tiene expresión constitutiva, 

independientemente de la fuente nitrogenada presente en el medio. Sin embargo, 

en presencia de diferentes fuentes de nitrógeno o en ausencia de ellas, Nar1 

podría estar regulado postraduccionalmente de forma similar a Ynt1. Es decir, 

podría degradarse en presencia de amonio o glutamina y ser más estable en 

presencia de nitrato o de nitrito (Navarro et al., 2006). 

 

En el estudio de la regulación postraduccional de Nar1 se empleó la 

fusión de la ORF de HpNAR1 con el epítopo HA y determinamos los niveles de 

Nar1-HA en condiciones de ayuno de nitrógeno, en presencia de fuentes 

preferidas como amonio y glutamina, y no preferidas como nitrato y nitrito. Los 

resultados muestran que Nar1-HA está presente en ausencia de nitrógeno así 

como en todas las fuentes de nitrógeno analizadas después de 2 horas (Figura 

37). Sin embargo, los niveles de Nar1-HA difieren según la fuente de nitrógeno 

empleada. En amonio, glutamina y nitrato la cantidad es similar y disminuye en 

condiciones de ayuno de nitrógeno siendo aún menores en nitrito. Los resultados 

obtenidos en amonio, nitrato y glutamina corroboran que los niveles de Nar1 son 

constitutivos de acuerdo con los resultados de expresión génica. Los bajos 

niveles de proteína obtenidos en ayuno de nitrógeno permitirían a la levadura 

usar las trazas de nitrito del medio ya que su excreción sería reducida a través de 
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Nar1, mientras que los niveles observados en nitrito podrían deberse a un efecto 

derivado de la propia adición del nitrito. 

 

Por otra parte, cabe destacar los cambios observados en la movilidad 

electroforética de Nar1-HA. El retraso electroforético en nitrato de Nar1-HA es 

ligeramente menor a los obtenidos en amonio y glutamina. Estos cambios 

podrían deberse a modificaciones postraduccionales como la fosforilación 

(Chang y Slayman, 1991; De Craene et al., 2001; Randez-Gil et al., 1997).  

 

 
Figura 37. Inmunoblot de Nar1-HA en distintas fuentes de nitrógeno. Las células se 
crecieron en amonio y después de ser lavadas se incubaron durante 2 horas en YG sin fuente de 
nitrógeno (-N), 5 mM de amonio (NH4

+), 5 mM de nitrato (NO3
-), 1 mM de nitrito (NO2

-) y 5 
mM de glutamina (Gln). 
 

1. 10. 2. Nar1 está fosforilada independientemente de la calidad 

de la fuente nitrogenada. 
 

El análisis de los sitios potenciales de fosforilación en Nar1 con las 

herramientas informáticas NetPhosYeast 1.0 Server, NetPhos 2.0 Server (Figura 

38) y NetPhosK 1.0 Server predicen la fosforilación de numerosos residuos 

localizados principalmente en su extremo carboxilo terminal citosólico (Tabla 6). 

Entre ellos destacan los residuos Ser-298, Ser-327, Ser-462 y Ser-468 como 

aminoácidos con alta probabilidad de ser fosforilados. Algunos de los residuos 

fosfoaceptores del extremo C-terminal son posibles sitios de fosforilación de la 

proteína quinasa A, C y la caseína quinasa II (Tabla 6). 
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Tabla 6. Principales residuos fosfoaceptores de Nar1 y posibles quinasas implicadas. 
NetPhosYeast 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosYeast/) identifica los sitios 
específicos de fosforilación en levaduras. Esta herramienta está construida a partir de una base 
de datos de proteínas de levaduras donde se han identificado experimentalmente los residuos de 
serina y treonina que se fosforilan aportando mayor sensibilidad que los predictores de sitios de 
fosforilación de proteínas de mamíferos. NetPhos 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) 
identifica sitios genéricos de fosforilación teniendo en cuenta las correlaciones entre los 
residuos que rodean al posible residuo fosfoaceptor. Esta herramienta está construida a partir de 
una base de datos de proteínas donde se han identificado experimentalmente los sitios de 
fosforilación (Phosphobase, http://phospho.elm.eu.org/). Para cada residuo fosfoaceptor (S, T, 
Y) el programa compara la secuencia circundante con un logo que incluye 12 residuos hacia los 
extremos amino y carboxilo donde se resaltan los residuos que son encontrados más 
frecuentemente en las secuencias de la base de datos. Este logo no constituye un determinante 
específico para un única quinasa, sino que recoge todas las características de los sitios de 
fosforilación verificados experimentalmente. Los sitios específicos de las quinasas de eucariotas 
es identificado por NetPhosK (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) en base a conjuntos 
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de sitios de fosforilación de S, T e Y validados experimentalmente. PKA, proteína quinasa 
dependiente de AMP cíclico; PKC, proteína quinasa C; CKII, caseína quinasa II. 
 

 
Figura 38. Distribución y probabilidad de putativos sitios de fosforilación de Nar1 según 

NetPhosYeast 1.0 Server. Las barras verticales corresponden a los posibles residuos 
fosfoaceptores de Nar1 (S en azul y T en verde). La altura de la barra indica la puntuación que 
calcula el programa para cada residuo. En rojo se representa la región del extremo C-terminal. 

 

Si la proteína está fosforilada, el grado de asociación de las moléculas de 

SDS con la proteína varía obteniéndose un retraso en la movilidad 

electroforética. Podemos determinar si un cambio de movilidad es debido a 

fosforilación tratando el extracto proteico con λ-proteína fosfatasa. Tras este 

tratamiento aumentaría la movilidad electroforética como consecuencia de la 

desfosforilación de la proteína. En el inmunoblot de los extractos proteicos 

tratados con fosfatasa observamos que Nar1-HA tiene mayor movilidad 

electroforética respecto de los extractos no tratados (Figura 39). 

 

Por tanto, Nar1 está fosforilada al igual que Ynt1 y otras permeasas 

(Navarro et al., 2008; Chang y Slayman, 1991; De Craene et al., 2001) aunque 

desconocemos si el estado fosforilado está asociado con la estabilidad y/o con el 

estado de activación de Nar1. 
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Figura 39. El comportamiento electroforético de Nar1 se debe a fosforilación. Se 
prepararon extractos de células incubadas sin nitrógeno (-N), 5 mM de amonio (NH4

+), 5 mM de 
nitrato (NO3

-), 1 mM de nitrito (NO2
-) y 5 mM de glutamina (Gln) durante 2 h y se trataron con 

λ-proteína fosfatasa (indicado como λ-PPasa +). Los extractos tratados con λ-proteína fosfatasa 
se prepararon sin los inhibidores de fosfatasas y kinasas usados rutinariamente (15 mM de 
EDTA, 15 mM de EGTA, 10 mM de NaN3, 10 mM de KF, 10 mM de Na2P2O7). 
 

1. 10. 3. Comportamiento de la proteína Nar1 en diferentes 

fuentes de carbono. 
 

En C. reinhartii la familia de genes Nar1 tienen expresión diferencial en 

función del estado de la fuente de carbono y nitrógeno disponible (Mariscal et 

al., 2006). En S. cerevisiae la ausencia de carbono o de nitrógeno promueve la 

degradación de Tat2 y Fur4, permeasas de triptófano y de uracilo 

respectivamente (Beck et al., 1999; Volland et al., 1994). En H. polymorpha las 

fuentes de nitrógeno regulan postraduccionalmente al transportador de nitrato de 

alta afinidad (Navarro et al., 2006; Martín et al., 2011). Además, en esta levadura 

la disponibilidad y el tipo de fuente de carbono afectan tanto a la presencia como 

a la estabilidad de Ynt1. Así, en ausencia de carbono los niveles del transportador 

descienden rápidamente mientras que en glucosa se estabiliza. En otras fuentes 

como etanol/glicerol Ynt1 es estable y en sacarosa los niveles de Ynt1 

descienden aunque transcurrido cierto periodo es nuevamente detectado (Martín 

et al., 2011). Este comportamiento de Ynt1 podría responder a la adaptación de 

la maquinaria enzimática celular frente a estados nutricionales adversos. 
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Los antecedentes expuestos derivan en la cuestión de si Nar1 de H. 

polymorpha está regulada a nivel postraduccional por las fuentes de carbono. Por 

ello, se incubó la cepa silvestre portadora de la fusión Nar1-HA en ausencia y 

presencia de diversas fuentes de carbono. Los resultados obtenidos a partir de los 

ensayos de inmunoblot muestran que Nar1 está presente en todas las condiciones 

ensayadas. Sin embargo, aunque modestos, se observan cambios en los niveles 

de Nar1 después de 4 h de incubación en metanol, así como en la movilidad 

electroforética de la proteína en este medio y, en menor medida, en ayuno de 

glucosa (Figura 40). En resumen, las fuentes de carbono usadas no parecen 

ejercer regulación postraduccional sobre Nar1, aunque el metanol aportó los 

niveles más bajos de proteína fosforilada así como de proteína total. 

 

 
Figura 40. Nar1-HA está presente en distintas fuentes de carbono. Las células se crecieron 
en amonio y después de ser lavadas se incubaron en medio mínimo sin fuente de carbono (Y), 
0,5 % de glucosa (YG0.5), 2 % de glucosa (YG 2), 2 % de fructosa (YF), 2 % de galactosa 
(YGal), 2 % de metanol (YM), 1 % de etanol/glicerol (YEG) y 2 % de sacarosa (YSac). Se 
recogieron fracciones a las 2 y 4 h de incubación. 
 

1. 11. Nar1 se localiza fundamentalmente en la superficie celular. 

 

El análisis bioinformático de Nar1 y los ensayos funcionales realizados 

indican que se trata de una proteína integral de la membrana plasmática. Para 
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determinar la localización celular de Nar1 se usó la fusión Nar1-GFP. La 

proteína verde fluorescente (GFP) de la medusa Aequorea victoria se ha usado 

como marcador de la expresión génica y en el estudio de la localización celular 

de proteínas (Chalfie et al., 1994; Prasher et al., 1992). 

 

La fusión de Nar1-GFP permitió detectar la proteína en la membrana 

plasmática, aunque la intensidad de la señal obtenida resultó ser débil. Nar1 e 

Ynt1 están en la membrana plasmática en presencia de nitrato (Figura 41) y 

como puede observarse la señal de Nar1-GFP obtenida es inferior a la obtenida 

con Ynt1-GFP. Como se ha mostrado la inducción de HpNAR1 en nitrato no se 

modifica sustancialmente con el tiempo, a diferencia de HpYNT1. 

 

 
Figura 41. Nar1-GFP está fundamentalmente en la membrana plasmática. Ynt1-GFP y 
Nar1-GFP se crecieron en medio YGNH hasta la fase exponencial. Se lavaron y se 
resuspendieron en medio YG al que se adicionó 5 mM de nitrato incubándolas durante 60 min. 
Ambas proteínas aparecen localizadas en la membrana plasmática. CC = campo claro. 
 

A pesar de la débil señal de fluorescencia de Nar1-GFP, la proteína está 

presente y localizada en la membrana plasmática no sólo en nitrato sino también 

en presencia de amonio (Figura 42). En nitrito la señal es aún menor que la 

observada en los anteriores medios (datos no mostrados). La menor cantidad de 

Nar1 en nitrito obtenida en los ensayos de inmunoblot podría deberse a un 

proceso de degradación de la proteína. Sin embargo, Nar1-GFP se localiza en la 

membrana plasmática y no se detectó su acumulación en la vacuola en este 

medio. 
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Figura 42. Nar1 se localiza en la membrana plasmática independientemente de la fuente 
de nitrógeno. Nar1-GFP se creció en amonio hasta la fase exponencial. Se lavaron y se 
resuspendieron en medio YG al que se adicionó 5 mM de amonio o de nitrato incubándolas 
durante 60 min. Antes de transferir las células a las distintas fuentes de nitrógeno se realizó la 
tinción de las vacuolas con el colorante FM4-64. CC = campo claro. 
 

1. 12. Efecto de Nar1 y Ssu2 sobre la regulación del transportador de 

nitrato de alta afinidad, Ynt1. 
 

Como se ha expuesto anteriormente Ssu2 y Nar1 están implicados en la 

excreción de nitrato y, en el caso de Nar1, además en la salida de nitrito. La 

incapacidad de excretar nitrato y nitrito de las células afecta tanto al crecimiento 

(Figura 27) como a la viabilidad celular (Figura 32 y 33). Además, estudios 

previos realizados en nuestro grupo han descrito que los niveles de Ynt1 

disminuyen en presencia de nitrito (Navarro et al., 2008), lo que nos llevó a 

cuestionarnos cómo responde la proteína Ynt1 en las cepas afectadas en HpSSU2 

y HpNAR1, es decir, en aquellas cepas con alteraciones en la excreción del 

nitrato y nitrito intracelular. Nuestro grupo ha estudiado los niveles de Ynt1 tras 

la incubación de ∆ssu2 y nSSU2 en 1 mM de nitrato durante intervalos cortos de 

tiempo. Los resultados mostraron un incremento de los niveles de Ynt1 en ∆ssu2, 

mientras que nSSU2 presentó niveles inferiores respecto de los obtenidos en la 

cepa silvestre (Cabrera, tesis doctoral, 2011). Estos resultados están en 

concordancia con lo esperado, ya que en ∆ssu2 la acumulación de nitrato 

intracelular aumenta la inducción de los genes de la vía de asimilación, a 

diferencia de lo que ocurre en nSSU2 donde la inducción por nitrato es menor. 

Por otra parte, los niveles de Ynt1 obtenidos en ∆nar1 son similares a los de la 
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cepa silvestre, y ligeramente inferior en nNAR1 (Figura 43). En estas condiciones 

la mayor acumulación de nitrito en ∆nar1 no reproduce los niveles de Ynt1 

observados en ∆ssu2, sin embargo, la cepa nNAR1 se comporta de forma similar 

a nScSSU1 (con varias copias de SSU1 de S. cerevisiae), en cuanto a la elevada 

tasa de excreción de nitrito, donde los niveles de Ynt1 en ambas cepas son 

inferiores en relación con los obtenidos en la cepa silvestre (Cabrera, tesis 

doctoral, 2011). La sobreexpresión de HpNAR1 conlleva una mayor excreción de 

nitrito al medio de cultivo, lo que podría afectar a los niveles de Ynt1 detectados. 

 

 
Figura 43. Inmunoblot de Ynt1. Las células crecidas en medio YGNH hasta 10 mg/ml se 
lavaron y se incubaron en YG al que se adicionó 1 mM de nitrato, retirando las muestras a los 
tiempos indicados. 
 

Dado que ∆ssu2 acumula nitrato (Figura 28) (elevada tasa de excreción 

de nitrito -Figura 32 C-), y ∆nar1 acumula más nitrito (baja excreción) respecto 

de la cepa silvestre, empleamos las cepas ∆yni1∆nar1 e ∆yni1∆ssu2, incapaces 

de sintetizar amonio, con el fin de determinar cuál es el origen del nitrito que 

regula la cantidad de Ynt1 en la membrana plasmática. En 5 mM de nitrato los 

niveles de Ynt1 en ∆yni1∆nar1 (con alto contenido de nitrito citoplasmático -

Figura 44 A-) son mayores que los obtenidos en ∆yni1 (bajo contenido de nitrito 

intracelular -Figura 44 A-), donde los niveles del transportador disminuyen con 

el tiempo (Figura 44 C). Por otra parte, la cepa ∆yni1∆ssu2 (con un contenido de 

nitrito similar al de ∆yni1 -Figura 44 A- y mayor excreción de nitrito -Figura 44 
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B-), presenta bajos niveles de Ynt1 en relación con los obtenidos en ∆yni1 

(Figura 44 C). 

 

 
Figura 44. El nitrito extracelular disminuye los niveles de Ynt1. A. Acumulación de nitrito. 
Las células crecidas en amonio hasta 10 mg/ml se lavaron con agua MilliQ y se mantuvieron en 
ayuno de nitrógeno durante 120 min. A continuación se adicionó 1 mM de nitrito al medio de 
cultivo y a los tiempos indicados se determinó el nitrito intracelular. B. Excreción de nitrito. 
Las células crecidas como en el apartado A y una vez lavadas se resuspendieron en YG al que se 
adicionó 2 mM de nitrato. Las células analizadas son ∆yni1 (●), ∆yni1∆ssu2 (○) e ∆yni1∆nar1 
(▼). En ambos apartados se muestra un experimento representativo de al menos 3 experimentos 
independientes. C. Inmunoblot de Ynt1. Las células crecidas como en el apartado A y una vez 
lavadas se resuspendieron en YG al que se adicionó 1 mM de nitrato. A los tiempos indicados 
se tomaron muestras de cada cultivo para analizar la cantidad de transportador presente en cada 
cepa. 
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La inducción de los genes de la vía de la asimilación de nitrato precisa de 

la entrada del nitrato al interior de la célula. Por tanto, los niveles de Ynt1 

dependen del nitrato intracelular. Sin embargo, Ynt1 no parece estar afectado por 

el nitrito intracelular ya que es en ∆yni1∆nar1 donde se observan los mayores 

niveles del transportador siendo esta cepa la que acumula más nitrito. En 

∆yni1∆ssu2 la acumulación de nitrito es baja pero su tasa de excreción es casi el 

doble de la que presenta ∆yni1∆nar1. Así, el nitrito y, más concretamente, el 

nitrito extracelular parece ser el responsable de disminuir los niveles de Ynt1 

incluso en presencia de nitrato. Para determinar si es el nitrito extracelular el 

responsable de los bajos niveles de Ynt1 incubamos las células ∆yni1 en 5 mM 

de nitrato durante una hora, previamente a la adición de 1 mM de nitrito. Como 

hemos visto ∆yni1 prácticamente no varía el contenido de nitrito intracelular. Los 

niveles de Ynt1 detectados en presencia de nitrato van en aumento con el tiempo, 

pero disminuyen al adicionar el nitrito al medio (Figura 45). Por tanto, la 

cantidad de Ynt1 es menor cuando aumenta la concentración de nitrito en el 

medio de cultivo, independientemente de la cantidad de nitrato y/o nitrito 

intracelular. 

 

 

Figura 45. La cantidad de Ynt1 está regulada por la concentración de nitrito del medio de 
cultivo. Las células crecidas en medio YGNH hasta 10 mg/ml se lavaron con agua MilliQ y se 
resuspendieron en YG al que se adicionó 5 mM de nitrato. Transcurrida una hora de inducción 
se adicionó 1 mM de nitrito a uno de los cultivos. A los tiempos indicados se retiraron muestras 
para analizar la presencia de Ynt1 en la membrana plasmática. 
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Discusión 

 

El proceso de excreción de nitrato y nitrito evita la acumulación tóxica 

del nitrito en H. polymorpha. Nar1 excreta nitrato y nitrito aunque parece tener 

más afinidad por nitrito. 

 

HpNAR1 es el único gen obtenido al comparar la secuencia aminoacídica 

de los transportadores de nitrato y nitrito de alta afinidad de varios organismos 

con la secuencia de proteínas de H. polymorpha. Nar1 comparte similitud de 

secuencia con las proteínas de la familia de transportadores de formiato y nitrito 

(FNT), abundantes en los genomas de procariotas y escasa en eucariotas 

(levaduras, hongos, protozoos y algas) (Mariscal et al., 2006). Los resultados 

obtenidos a través de las herramientas bioinformáticas y de southern blot indican 

que no existen más genes de esta familia en H. polymorpha. La proteína Nar1 de 

H. polymorpha, con 476 aminoácidos y seis putativos dominios trasmembrana, 

junto con NAR1.3 de C. reinhardtii, de 561 aminoácidos (Mariscal et al., 2006) 

y Yhl008c de S. cerevisiae, de 627 aminoácidos, son las proteínas de mayor 

tamaño de la familia FNT identificadas hasta el momento en eucariotas.  

 

Nar1-GFP de H. polymorpha está localizada en la membrana plasmática, 

independientemente de la fuente nitrogenada en la que se incuban las células 

(amonio, nitrato o nitrito), aunque la intensidad de la señal de fluorescencia es 

débil en nitrito. Otros transportadores FNT también se localizan en la membrana 

plasmática o en la membrana del cloroplasto. NitA, el transportador de nitrito de 

alta afinidad implicado en la excreción del nitrito intracelular en A. nidulans, está 

localizado en la membrana plasmática (Wang et al., 2008), mientras que en C. 

reinhardtii los transportadores NAR1.1, NAR1.2 y NAR1.5 se localizan en la 

membrana del cloroplasto (Mariscal et al., 2006). El comportamiento de Nar1-

GFP es diferente al transportador de nitrato y nitrito de alta afinidad, Ynt1. Nar1-

GFP está en la membrana plasmática después de incubaciones prolongadas en 

nitrato mientras que Ynt1-GFP se ubica principalmente en la vacuola ya que la 
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síntesis de amonio y/o glutamina desencadenan el proceso de degradación 

vacuolar (Navarro et al., 2006). Por otra parte, Nar1-GFP está en la membrana 

plasmática tanto en amonio como en nitrato mientras que Ynt1-GFP sólo está 

presente en nitrato y no se observa en amonio o glutamina (Navarro et al., 2006). 

Además, la presencia de Nar1-HA en diferentes fuentes de nitrógeno también 

indica que su regulación a nivel postraduccional difiere de la de Ynt1: i) Nar1-

HA está presente y en estado fosforilado independientemente de la fuente 

nitrogenada o de carbono presente en el medio, mientras que Ynt1 está 

fosforilado en nitrato o en ausencia de nitrógeno (Navarro et al., 2006; Martín et 

al., 2011); ii) Los niveles de Nar1-HA son superiores en amonio, glutamina y 

nitrato en relación con los obtenidos en nitrito y en ayuno de nitrógeno, mientras 

que Ynt1 se ubicuitina y se degrada en la vacuola cuando se adicionan fuentes de 

nitrógeno reducidas (amonio o glutamina) o en ausencia de glucosa (Navarro et 

al., 2006; Martín et al., 2011). Los bajos niveles de Nar1-HA detectados en 

ayuno de nitrógeno podrían favorecer la asimilación de las trazas de nitrato y 

nitrito del medio. Sin embargo, el hecho de obtener bajos niveles de Nar1-HA en 

nitrito es llamativo ya que éste es su sustrato. No obstante, éste comportamiento 

no es exclusivo de Nar1 ya que los niveles del transportador de alta afinidad de 

nitrito, también disminuyen cuando se adiciona nitrito al medio de cultivo 

(Navarro et al., 2008). El hecho de que los niveles de Nar1-HA y de Ynt1 

desciendan en nitrito podría deberse a un efecto derivado de la propia exposición 

de las células al nitrito. Esto explicaría que la señal de Nar1-GFP sea débil en 

nitrito y que la actividad β-galactosidasa de NAR1-lacZ en nitrito esté disminuida 

in vivo. 

 

Los resultados de RT-PCR y β-galactosidasa muestran que la expresión de 

HpNAR1 es ligeramente superior en nitrato respecto de amonio. A diferencia del 

resto de los genes de la vía de asimilación de nitrato, HpNAR1 se expresa en 

presencia de amonio, lo que indica que su expresión es constitutiva. De hecho el 

promotor de HpNAR1 carece de los dominios de unión de los factores 

transcripcionales tipo GATA, implicados en la desrepresión catabólica por 
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nitrógeno. Otros genes implicados en la excreción de nitrito o en su transporte 

hacia los cloroplastos presentan mecanismos de regulación génica independientes 

de la presencia o la calidad de la fuente nitrogenada. Uno de ellos es el gen nark2 

de Mycobacterium bovis, que codifica una proteína putativa de salida de nitrito 

de la superfamilia mayor de facilitadores (MFS), cuya expresión está regulada 

por la presencia o ausencia de oxígeno. El gen nark2 se expresa en anaerobiosis, 

sin embargo, su expresión no se altera por la adición de nitrato al medio de 

cultivo en condiciones de hipoxia (Hutter y Dick et al., 2000). Otro ejemplo es la 

expresión de CsNitr1-L de C. sativus, un transportador de alta afinidad de nitrito 

del cloroplasto. Este gen se expresa en ausencia de nitrógeno y aumenta al 

adicionar nitrato, pero la adición de amonio al medio ni induce ni reprime la 

expresión inducida en nitrato (Sugiura et al., 2007). 

 

Se ha propuesto que las proteínas FNT funcionan como transportadoras 

de aniones derivados del nitrógeno y del carbono. Nar1 no parece transportar 

nitrito hacia interior de la célula, ya que ∆ynt1∆nar1 crece y transporta nitrito 

con la misma tasa que ∆ynt1 (ver tabla 5 y Figura 17). Sin embargo, a pesar de 

que Nar1 no transporta el nitrito desde el medio extracelular, ∆nar1 consume 

menos nitrato y nitrito que la cepa silvestre (Figura 15). El menor consumo de 

nitrato en el mutante podría deberse a la propia acumulación de nitrito 

intracelular: El nitrito acumulado en ∆nar1 induce a HpSSU2 favoreciendo la 

excreción de nitrato al medio extracelular (Cabrera, tesis doctoral, 2011), de tal 

forma que el consumo de nitrato es bajo. Por otra parte, nNAR1 no acumula 

nitrito y en consecuencia la excreción de nitrato a través de Ssu2 es baja, 

obteniendo mayor consumo de nitrato. A su vez ∆nar1 tiene baja tasa de 

consumo de nitrito lo que podría deberse a la progresiva acumulación de nitrito 

en esta cepa. La cepa portadora de varias copias de HpNAR1 consume menos 

nitrito que la cepa silvestre, ya que el nitrito transportado al interior es 

mayoritariamente excretado en la cepa nNAR1. Desconocemos si Nar1 está 

implicado en el transporte de compuestos carbonados como sucede con NAR1.2 

de C. reinhardtii, implicada en el transporte de nitrito y bicarbonato (Mariscal et 
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al., 2006). La proteína Yhl008c de S. cerevisiae se propuso como un H
+
 simporte 

de acetato debido a su homología con los transportadores de formiato-nitrito de 

bacterias (Paulsen et al., 1998), aunque posteriormente se descartó su función 

como transportador de monocarboxilatos (Makuc et al., 2001). Los últimos 

estudios muestran que la deleción del gen YHL008c reduce el flujo de Cl
-
 a través 

del transportador de Cl
-
 de alta afinidad, proponiendo que Yhl008c actúa como 

un sensor de Cl
-
 (Jennings y Cui, 2008). 

 

En H. polymorpha la concentración de nitrato intracelular depende tanto 

de la tasa de reducción a nitrito como de la excreción a través de Ssu2 y de Nar1. 

El hecho de que la excreción de nitrato esté mediada por varias proteínas sugiere 

que los niveles de nitrato intracelular no han de superar cierto valor, asegurando 

su asimilación, y evitando la acumulación intracelular del mismo y en 

consecuencia de nitrito. La acumulación intracelular de nitrato está ampliamente 

descrita en plantas y en algunos microorganismos como Beggiatoa spp 

(Mackown et al., 1981, Breteler y Nissen, 1982, Aslam et al., 1993 y 1996, 

Sivasankar et al., 1997, Fraisier et al., 2000, Quaggiotti et al., 2003). Esta 

bacteria filamentosa acumula entre 3 a 4 veces más nitrato en la vacuola respecto 

de los niveles que alcanza en el ambiente, empleándolo como aceptor final de 

electrones en la respiración (McHatton et al., 1996). Sin embargo, aunque H. 

polymorpha usa el nitrato como fuente de nitrógeno no lo acumula (datos no 

mostrados). Sólo se observa cierta acumulación de nitrato intracelular en ∆ynr1 

que incrementan notablemente en las cepas ∆ynr1∆nar1 e ∆ynr1∆ssu2, 

confirmando que tanto Nar1 como Ssu2 intervienen en la excreción del nitrato 

(Figura 28). El flujo de salida aportado por cada proteína es distinto y varía con 

los niveles intracelulares de nitrato. El nitrato acumulado por la cepa ∆ynr1∆nar1 

sólo supera al de ∆ynr1∆ssu2 a partir de los 80 min desde su adición al medio, 

obteniendo en ∆ynr1∆nar1 entre 2 a 3 veces más nitrato intracelular a los 120 

min de incubación (Figura 28, Figura 29). Sin embargo, a intervalos de tiempo 

corto la mayor concentración de nitrato intracelular se detectó en ∆ynr1∆ssu2 

(Figura 30 A). Por tanto, en ∆ynr1∆ssu2 el nitrato se acumula alcanzando 
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concentraciones intracelulares lo suficientemente elevadas que son excretadas a 

través de Nar1, impidiendo el incremento en la concentración de nitrato 

intracelular. Por otra parte, la cepa ∆ynr1∆nar1 no acumula nitrato a tiempos 

cortos por lo que el nitrato abandona la célula a través de Ssu2. Los valores 

finales de acumulación obtenidos en ∆ynr1∆nar1 indican que la excreción de 

nitrato a través de Ssu2 es insuficiente para evitar su acumulación. Por tanto, 

Nar1 presenta una tasa de excreción de nitrato superior a la de Ssu2. La acción 

secuencial de Nar1 y Ssu2 en ∆ynr1 se puede resumir como sigue: el nitrato 

adicionado al medio es transportado al interior donde se acumula. Parte del 

nitrato intracelular regresa al medio de cultivo a través de Ssu2. Cuando los 

niveles de nitrato intracelular aumentan hasta aproximadamente 60 nmoles de 

nitrato/mg de células la excreción de nitrato a través de Ssu2 es máxima de tal 

forma que el nitrato que sigue entrando en la célula también es excretado a través 

de Nar1. Por tanto, la proteína Nar1 parece mostrar una baja afinidad por nitrato 

y alta capacidad de transporte, mientras que Ssu2 se caracteriza por mostrar baja 

capacidad de transporte aunque su afinidad por el nitrato es superior a la de Nar1. 

La máxima acumulación de nitrato en H. polymorpha se obtiene al combinar las 

deleciones de HpYNR1, HpNAR1 y HpSSU2; sin embargo, los niveles de nitrato 

intracelular podrían ser mayores si existieran más sistemas implicados en su 

excreción. La presencia de varios sistemas implicados en la salida de nitrato no 

es una característica exclusiva de H. polymorpha. En las raíces de Arabidopsis 

thaliana se identificó la primera proteína transportadora de nitrato hacia el medio 

externo, denominada NAXT1. Además de NAXT1, el transporte pasivo de 

nitrato al exterior está mediado al menos por una de las otras siete proteínas 

NAXT pertenecientes a la familia NRT1/PTR (Segonzac et al., 2007). En raíces 

de Zea mays el nitrato tiene un movimiento bidireccional hacia el interior de la 

célula y al medio. Esta salida sostenida de nitrato también sucede en plántulas de 

Triticum sativa, constituyendo la principal causa de disminución de nitrato en el 

tejido (Mackown et al., 1981). En raíces de Phaseolus vulgaris el flujo de salida 

depende tanto de la asimilación del nitrato como de su concentración en el medio 

externo (Breteler y Nissen, 1982). Además, la adición de nitrato a las raíces de H. 
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vulgare eleva la concentración de nitrato citoplasmático incrementando a su vez 

la excreción, siendo éste el componente que más influye en el transporte neto de 

nitrato (Deane-Drummond y Glass, 1983). Por otra parte, la aplicación del 

elicitor cryptogen aislado del hongo Phytophthora criptogea a plantas de tabaco 

produce una excreción rápida del nitrato a través de los canales de aniones, por lo 

que se ha relacionado la salida de nitrato con la respuesta de defensa de la planta 

(Wendehenne et al., 2002). 

 

La principal función de Nar1 es la de transportar el nitrito hacia el medio 

de cultivo tal y como indican los resultados obtenidos a partir del crecimiento y 

contenido intracelular de nitrito. Nar1, a diferencia de Ssu2, es el único sistema 

de transporte del nitrito intracelular hacia el medio de cultivo identificado hasta 

el momento en H. polymorpha. Sin embargo, la levadura dispone de al menos 

otro sistema más que transporta el nitrito hacia el exterior. Las evidencias que de 

las que disponemos son: i) la cepa ∆nar1 presenta una baja tasa de excreción de 

nitrito (Figura 14), ii) la cepa ∆nar1∆ssu2 presenta tasas de excreción de nitrito 

ligeramente superiores a la cepa silvestre al incubar las células en presencia de 1 

mM de nitrato (Figura 32 C), iii) el nitrito acumulado en la célula disminuye 

rápidamente en la cepa ∆yni1∆nar1 en presencia de nitrato (Figuras 21 y 25) y 

lentamente en nitrito (Figura 22) y iv) la cepa ∆yni1∆nar1 excreta más nitrito que 

la cepa ∆yni1 en nitrato 5 mM (Figura 23). Por tanto H. polymorpha dispone al 

menos de dos sistemas por los que excreta el excedente de nitrito citoplasmático, 

siendo uno de ellos Nar1. 

 

La conformación de las proteínas FNTs ha dado lugar al debate de si 

deben ser consideradas como transportadoras o como canales (FNCs). Los 

canales median el transporte pasivo de iones a través de la membrana. La 

difusión de estos iones depende principalmente del voltaje y de la diferencia de 

concentraciones de los iones a través de la membrana. Estos transportadores 

pasivos se caracterizan por ser selectivos, es decir, presentan sitios de unión 

implicados en el reconocimiento del ión transportado. Sin embargo, muchos 
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canales son capaces de transportar un amplio rango de iones siguiendo una 

secuencia de selectividad iónica que además varía en función de las condiciones 

fisiológicas. Así, algunos canales de K
+
 transportan Na

+
 de forma limitada, lo que 

podría repercutir en la tolerancia de las plantas frente a la salinidad (Schachtman 

et al., 1991). Otra característica de los canales es su capacidad para mantener los 

estados conformacionales “abierto” (es decir, en estado activo) y “cerrado” (o 

estado inactivo) en respuesta a la presencia de ligandos o a un cambio en el 

voltaje de la membrana (Maathuis et al., 1997). La estructura cuaternaria de 

FocA de E. coli, perteneciente a la familia FNT, está constituida por la 

asociación de protómeros que forman un pentámero (Wang et al., 2009), 

característica que comparte con otros canales como las acuoporinas, permeables 

al agua y a otras moléculas orgánicas pequeñas como el glicerol (Stroud et al., 

2003; Carbrey y Agre, 2009). La proteína NitA de A. nidulans, otra proteína de la 

familia FNT, es un tetrámero (Beckham et al., 2010) caracterizada como un 

transportador de nitrito de alta afinidad (Km = 4.1 µM) (Wang et al., 2008). Por 

tanto, la pertenencia de una proteína a esta familia indica de que pudieran tratarse 

de canales o transportadores de aniones. Nar1 de H. polymorpha parece 

comportarse principalmente como un transportador de nitrito hacia el medio 

extracelular, sin embargo, es necesario establecer sus parámetros cinéticos. La 

expresión de Nar1 en oocitos de Xenopus permitiría determinar, además de estos 

parámetros, otros posibles sustratos como los descritos en otros miembros de la 

familia FNT. La purificación de Nar1 permitiría analizar si tiene una estructura 

cuaternaria similar a otros canales tal y como se ha descrito con FocA de E. coli. 

 

Los estudios de la regulación postraduccional del transportador de nitrato 

de alta afinidad desarrollados en nuestro grupo mostraron bajos niveles de Ynt1 

al incubar las células en presencia de nitrito (Navarro et al., 2008). En este 

aspecto hemos determinado que la disminución de los niveles de Ynt1 depende 

principalmente de la concentración de nitrito presente en el medio de cultivo. El 

uso de las cepas afectadas tanto en la reducción del nitrito (∆yni1) como en los 

sistemas de salida de nitrato (Ssu2, Nar1) y de nitrito (Nar1) muestra que es el 
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nitrito extracelular, y no el acumulado, el que regula los niveles de Ynt1. 

Además, hemos observado que el nitrito disminuye los niveles de Ynt1 aún en 

presencia de nitrato en las condiciones ensayadas (Figura 45). Como hemos 

mencionado anteriormente, los niveles de Nar1-HA también disminuyen al 

incubar las células en nitrito. Aunque no podemos afirmar que Ynt1 esté 

regulado postraduccionalmente por nitrito, la adición de nitrito al medio de 

cultivo es responsable los menores niveles de Ynt1 y de Nar1-HA lo que podría 

deberse a un efecto general de la adición de nitrito. 

 

El nitrito es un compuesto tóxico que afecta al metabolismo celular, 

aunque se considera que la toxicidad de las soluciones que contienen nitrito son 

debidas al HNO2 (pKa 3.37), al NO
+
 y al ONOO

-
. Las soluciones cuyo pH está en 

el rango de 4 a 6 provocan prácticamente la misma reducción en el crecimiento 

de las plantas que la producida por la adición de nitrito (Lee, 1979). Esta 

restricción en el crecimiento también se produce en la cepa silvestre de H. 

polymorpha, incapaz de crecer en presencia de nitrito cuando el pH del medio 

líquido es inferior a 4.5 (datos no mostrados). El pH del medio de cultivo de 

levaduras alcanza valores de pH tan bajos como 3.5 cuando el medio alcanza la 

fase de crecimiento estacionario (Salhany et al., 1975). Las células de levadura 

son capaces de mantener el pH intracelular entre 6 y 7.5 gracias a la activación de 

la H
+
-ATPasa de la membrana plasmática (Eraso y Gancedo, 1987; Serrano, 

1993). La adición de nitrito a los medios de cultivo de S. cerevisiae produce un 

descenso rápido en el contenido de ATP, como consecuencia de la inhibición de 

la síntesis de ATP ligada a la degradación glicolítica de la glucosa (Hinze y 

Holzer, 1986). En otras levaduras como Debaryomyces hanseii y Candida 

zeylanoides la adición de nitrito al medio de cultivo acidificado (pH 4.5) provoca 

una fuerte inhibición del crecimiento y la acidificación intracelular (Mortensen et 

al., 2008). Por tanto, los organismos capaces de crecer en presencia de nitrito 

deben regular su transporte y reducción a amonio, así como disponer de los 

mecanismos que le permitan descartar el nitrito no reducido. De hecho si Nar1 no 

es funcional las células no crecen en nitrito (Figura 27 B). Este comportamiento 
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es debido al afecto tóxico del nitrito acumulado en ∆nar1, indicando a su vez que 

Nar1 es el principal transportador implicado en la excreción de nitrito en H. 

polymorpha. En E. coli se han descrito tres proteínas integrales de la membrana 

plasmática, NarK, NarU y el transportador NirC de la familia FNT, implicadas en 

la excreción del nitrito. La mayor parte del nitrito producido por la reducción del 

nitrato es expulsado a través de NarK, durante la respiración anaeróbica del 

nitrato (DeMoos y Hsu, 1991; Rowe et al., 2009) y de NarU en la fase de 

crecimiento estacionario (Clegg et al., 2002), ingresando en la célula a través de 

NirC, el transportador específico de nitrito, implicado también en su excreción 

(Jia et al., 2009). En A. nidulans el transportador FNT específico de nitrito NitA 

disminuye la concentración del nitrito citoplasmático cuando las condiciones de 

entrada y reducción de nitrato exceden la capacidad de asimilación por el hongo 

(Wang et al., 2008). En C. reinhardtii los transportadores NAR1.1 y NAR1.2 de 

la familia FNT están implicados, respectivamente, en el transporte de nitrito y de 

nitrito-bicarbonato al interior del cloroplasto (Fernández y Galván, 2007). Por 

tanto, algunas proteínas de esta familia transportan el nitrito hacia el medio 

extracelular impidiendo su acumulación intracelular, o hacia el cloroplasto donde 

es reducido a amonio. En H. polymorpha la excreción de nitrito resulta 

imprescindible para el crecimiento y para la viabilidad celular. La incubación de 

∆nar1 y nNAR1 en nitrito afecta notablemente a la viabilidad celular de ambas 

cepas (Figura 33). El efecto tóxico del nitrito en ∆nar1 se debe principalmente a 

la acumulación intracelular del mismo, mientras que la baja viabilidad de nNAR1 

(Figura 33) puede ser consecuencia del gasto energético que le supone a esta 

cepa mantener la elevada tasa de excreción de nitrito (Figura 14). En nitrato la 

viabilidad de nNAR1 es aún menor (Figura 32 A) que en nitrito lo que podría 

deberse al gasto extra del NAD(P)H necesario en la reducción del nitrato a 

nitrito. Por tanto, la homeostasis del nitrito depende de la excreción mediada por 

Nar1 preservando a la célula de su efecto tóxico (Figura 46). 

 

En resumen, el transporte de nitrato en H. polymorpha lleva asociado el 

proceso de excreción de nitrato, a través de Ssu2 y de Nar1, y del nitrito no 
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asimilado, a través de Nar1. La excreción de nitrato y nitrito a través de Nar1 

evitan la acumulación tóxica del nitrito resultando esencial para el crecimiento de 

la levadura en condiciones de disponibilidad de nitrato y/o nitrito. 

 

 

Figura 46. Esquema de los sistemas de transporte de nitrato y nitrito en H. polymorpha. El 

nitrato es transportado por Ynt1 y por un sistema de transporte de nitrato de baja afinidad (A). 

Una vez en el interior la nitrato reductasa (NR) lo reduce a nitrito. El nitrito es transportado por 

varios transportadores. Uno de ellos es Ynt1, el otro es el sistema de alta afinidad inducido por 

nitrato (B) y un tercer sistema de actividad constitutiva que muestra mayor transporte al ser 

inducido en nitrito (C). La nitrito reductasa (NiR) reduce el nitrito a amonio aunque el 

excedente de nitrito no asimiliado se excreta mayoritariamente a través de Nar1 y al menos de 

un sistema aún no caracterizado (D). El nitrato intracelular es excretado en primer lugar a través 

de Ssu2 y una vez que este sistema se satura la excreción de nitrato tiene lugar a través de Nar1, 

aunque su afinidad parece ser mayor por nitrito. 
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2. Chl1 participa en la excreción de aminoácidos en H. polymorpha. 

 

El nitrato entra en las células de H. polymorpha a través de Ynt1 y al 

menos de otro sistema de baja afinidad cuya identificación ha sido uno de los 

objetivos de este trabajo. En este capítulo describimos el papel de una permeasa, 

con similitud a los transportadores de nitrato de baja afinidad de diversos 

organismos. Nuestros resultados sugieren que Chl1 no está implicada en el 

transporte de nitrato sino en la excreción de aminoácidos. Al igual que la 

excreción de nitrito, la excreción de aminoácidos constituye un mecanismo de 

detoxificación celular del amonio, otro de los intermediarios tóxicos obtenidos en 

la reducción del nitrato. 

 

2.1. El gen HpCHL1 codifica una proteína con similitud a los 

transportadores de nitrato de baja afinidad de la familia NRT1. 
 

En la búsqueda de posibles genes que codificaran proteínas con 

características similares a los transportadores de baja afinidad de nitrato se 

usaron las secuencias de los transportadores de nitrato de baja afinidad presentes 

en algas y plantas (ver Tabla 7). Cuando usamos las proteínas NRT1.2 de Z. 

mays, NRT1.1 de T. aestivum y NRT1 de H. vulgare en el BLAST para rastrear 

su similitud con las proteínas de la base de datos de H. polymorpha encontramos 

una proteína con similitud a los transportadores de oligopéptidos dependientes de 

protones, a la que denominamos Chl1 por pertenecer a la misma familia que el 

transportador de nitrato AtNRT1.1 (CHL1) de A. thaliana. La secuencia de Chl1 

de H. polymorpha presenta una similitud del 48 % con la secuencia del 

transportador de di- y tripéptidos de S. cerevisiae, PTR2, perteneciente a la 

superfamilia mayor de facilitadores (MFS) y más concretamente a la familia 

NRT1. Debido a que casi todos los homólogos a NRT1 identificados en 

animales, bacterias y hongos poseen la capacidad de transportar péptidos y no 

nitrato, la familia de genes NRT1 también ha sido denominada como familia PTR 

(Peptide Transporter) (Steiner et al., 1995). 
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Recientemente se ha secuenciado el genoma de la estirpe NCYC 495 

leu1.1 de H. polymorpha cuya base de datos es de acceso libre por lo que hemos 

realizado nuevamente el análisis comparativo de los transportadores de nitrato de 

baja afinidad con las contenidas en dicha aplicación bioinformática (Grigoriev et 

al., 2011). Los resultados de esta nueva búsqueda aportaron similitud de 

secuencia de las proteínas Nrt1.1 de Oriza sativa y NRT12.3 de C. reinhardtii 

con Ynt1 de H. polymorpha, el transportador de nitrato y nitrito de alta afinidad 

(Pérez et al., 1997; Machín et al., 2004; Navarro et al., 2006; Navarro et al., 

2008; Martín et al., 2011). Sin embargo, no se han hallado nuevas secuencias con 

similitud a transportadores de nitrato de baja afinidad a parte de HpChl1. 

 

Tabla 7. Genes usados en la búsqueda de transportadores de nitrato de baja afinidad en 
H. polymorpha. Estos genes codifican transportadores, o putativos transportadores, de nitrato de 
baja afinidad en algas y plantas. 
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La secuencia 5’-AACATGC-3’ con la que se inicia la traducción del gen 

HpCHL1 se ajusta a la secuencia consenso 5’-(A/G)NNATG(A/G)-3’ propuesta 

como señal de inicio de la traducción en levaduras (Kozak, 1981). El estudio de 

500 pb la región promotora del gen HpCHL1 a través de la base de datos SCPD 

(http:://rulai.cshl.edu/SCPD/) mostró varios sitios de unión de diferentes factores 

transcripcionales (Figura 47) como Gcn4, Hsf1 y Adr1. La secuencia consenso 

TGAXTX a la cual se une el factor transcripcional Gcn4 está presente en cinco 

sitios en el promotor localizados en las posiciones -157, -282, -289, -304 y -432. 

En la levadura S. cerevisiae, Gcn4 es el principal activador transcripcional que 

determina la inducción de un gran número de genes implicados en la denominada 

Respuesta del Control General de Aminoácidos. Esta respuesta se desencadena 

por la carencia de un aminoácido, disparando la traducción del ARNm de Gcn4, 

lo que requiere de la acción de la quinasa Gcn2, activada por la acumulación de 

ARNt no cargados por el ayuno de aminoácidos. Gcn2 fosforila al factor de 

iniciación eIF2α, disminuyendo los niveles de eIF2α no fosforilado, siendo este 

un mecanismo de control traduccional altamente conservado en eucariotas (Arndt 

y Fink, 1986). El factor transcripcional Adr1 presenta dos sitios de unión en las 

posiciones -396 y -415 reconociendo en ambos casos la secuencia 5’-TCTCC-3’. 

En S. cerevisiae, la presencia de etanol en el medio de cultivo aumenta la síntesis 

de este factor transcripcional uniéndose al promotor de la alcohol deshidrogenasa 

(ADH2) activando su expresión (Denis y Young, 1983; Thukral et al., 1992). El 

factor transcripcional Hsf1 regula la transcripción de genes en respuesta a estrés 

(Sorger y Pelham, 1987). La participación en la respuesta a choque térmico es la 

función mejor conocida de Hsf1, el cual se une a las repeticiones invertidas 5’-

NGAAN-3’ de los HSE (Heat Shock Elements) (Amin et al., 1988). Este factor 

también regula la transcripción de cientos de genes dianas, incluyendo los genes 

implicados en el plegamiento de proteínas, la detoxificación, la generación de 

energía, el metabolismo de los hidratos de carbono y la organización de la pared 

celular (Hahn et al., 2004). Además puede inducirse en respuesta a otros agentes 

que causan estrés como metales pesados, anoxia y estrés oxidativo (Chatterjee et 

al., 2000); Lee et al., 2000). En la secuencia del promotor HpCHL1 aparece un 
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elemento de unión de este factor transcripcional en la posición -478. El análisis 

del promotor con la base de datos RSAT (http://rsat.ulb.ac.be/) mostró la unión 

de otros factores transcripcionales, además de los anteriormente obtenidos por la 

base SCPD, entre los que destacan los factores Gcn4 implicado en el 

metabolismo de los aminoácidos (Arndt y Fink, 1986; Hinnebusch y Natarajan, 

2002); Gat1, Gln3, Dal80 y Gzf3, relacionados con el metabolismo del nitrógeno 

(Coffman et al., 1996; Minehart y Magasanik, 1991; Cunningham y Cooper, 

1991; Soussi-Boudekou et al., 1997; Rodríguez et al., 2010); los factores 

transcripcionales asociados con la respuesta a diversos tipos de estrés como Hsf1, 

Msn4 (Stathopoulos y Cyert, 1997; Hahn et al., 2004; Estamond y Nelson, 2006; 

Martínez-Pastor et al., 1996) y Crz1, factor transcripcional implicado en la 

expresión de genes asociados con la respuesta a estrés salino en S. cerevisiae 

(Cyert et al., 2003) y H. polymorpha así como en la transcripción de los genes 

sensibles a represión catabólica por nitrógeno en H. polymorpha (Rodríguez et 

al., 2010); Sfp1 asociado con el control del tamaño celular (Xu y Norris, 1998; 

Jorgensen et al., 2004); Stb4 cuya función se ha asociado con la regulación de la 

expresión de transportadores (Ward y Bussemaker, 2008) y Cup9, represor 

transcripcional del gen PTR2 de S. cerevisiae (Xia et al., 2008). 
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Figura 47. Lugares de unión de factores transcripcionales al promotor de HpCHL1. En 
rojo se muestran los sitios de unión de Gcn4 en las posiciones -157/-152; -282/-277; -289/-285; 
-304/-299 y -432/-427; en azul los de Adr1 en las posiciones -396/-390 y -415/-409; en cursiva 
y subrayado el de Hsf1 en la posición -478/-485; en subrayado se representan los sitios de unión 
de Gat1 en el sitio -33/-26 y -45/-38; en verde el de Gln3 en el sitio -31/-27 y -44/-40; en gris el 
de Dal80 en el lugar -32/-26 y -45/-39; el rectángulo negro marca los sitios de unión de Gzf3 en 
el sitio -31/-24 y -44/-37; en los rectángulos fucsias los sitios de Crz1 en las posicines -580/-
572; -341/-333; -221/-213; -283/275 y -212/-204; en el rectángulo naranja el de Msn4 en -165/-
161; en amarillo el de Sfp1 en el sitio -60/-80; en rectángulo azul los de Stb4 en la posición -
110/-104; -235/-229 y -449/-443 del promotor y en violeta los lugares de unión de Cup9 en las 
posiciones -340/-332; -253/-195; -207/-199 y -62/-54. 
 

2.2. Chl1 de H. polymorpha pertenece a la familia NRT1 (PTR). 

 

Una vez obtenida la secuencia nucleotídica de HpCHL1 desde la base de 

datos del genoma de H. polymorpha (Rheinbiotech, Alemania) obtuvimos la 

secuencia aminoacídica empleando la herramienta disponible en la base de datos 

ExPaSy (http://web.expasy.org/translate/). La proteína Chl1 de H. polymorpha 

está constituida por 573 aminoácidos y tiene una masa molecular teórica de 63,5 

kDa. El análisis de posibles dominios conservados en Chl1 se llevó a cabo con la 
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herramienta InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/), obteniendo el dominio PTR 

presente en las proteínas agrupadas dentro de la familia de transportadores NRT1 

(PTR). Además de este dominio HpChl1 también presenta la secuencia FING 

(FYxxINxGSL) propia de este grupo de transportadores que suele estar situada 

en el cuarto o quinto dominio transmembrana, así como la secuencia conservada 

ExCERFxYYG presente en el primer dominio transmembrana (Figura 48). 

 

 
Figura 48. Representación de las secuencias conservadas de los transportadores PTR. Los 
motivos conservados de la familia PTR están presente en HpChl1 y se ajusta prácticamente a 
dicha secuencia consenso. (∗) aminoácidos idénticos; (:) sustitución conservativa; (.) sustitución 
semiconservativa. 
 

Los miembros de la familia NRT1 (PTR) transportan una gran variedad 

de sustratos que contienen nitrógeno tales como aminoácidos, péptidos y nitrato 

(Williams y Miller, 2001). La mayor representación de genes que codifican 

putativos transportadores de esta familia se han identificado en plantas, siendo 

los ejemplos más representativos los hallados en Arabidopsis con un total de 53 

genes y Oryza con 80 genes. Los miembros de esta familia también están 

presentes en bacterias, levaduras y animales aunque en menor número. La 

abundancia de genes NRT1 (PTR) en plantas superiores sugiere que esta familia 

podría presentar funciones asociadas al transporte de nitrato o incluso al 

transporte de compuestos aún no identificados (Tsay et al., 2007). Sin embargo, 

no todos los transportadores NRT1 (PTR) de plantas son transportadores de 

nitrato. Así, la expresión heteróloga de AtPTR2, HvPTR1, AtPTR1 y AtPTR3 en 

oocitos de Xenopus o en levaduras ha determinado su función como 

transportadores de dipéptidos (Rentsch et al., 1995; Chiang et al., 2004; Song et 

al., 1996; West et al., 1998; Dietrich et al., 2009; Karim et al., 2007). En el resto 

de los organismos los transportadores NRT1 (PTR) caracterizados llevan a cabo 

el transporte de di/tripéptidos (Fei et al., 1994; Hanting et al., 1997; Leibach y 

Ganapathy, 1996; Adibi, 1997). 
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La proteína Chl1 de H. polymorpha presenta entre el 26 al 38 % de 

identidad con las proteínas PTR de diferentes levaduras como C. albicans, 

Debaryomyces hansenii, S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y 

Cryptococcus neoformans, y un 17 % con el transportador de di/tripépdios DtpT 

de Lactococcus lactis (Figura 49 A). Por otra parte, HpChl1 tiene entre el 9 al 16 

% de identidad con las proteínas NRT1 (PTR) de plantas, obteniendo mayores 

porcentajes de identidad y similitud con los transportadores de di y tripéptidos. 

Los alineamientos locales de Chl1 con estas proteínas muestran que las 

secuencias de mayor similitud de secuencia son las correspondientes al dominio 

PTR (Figura 49 B). 
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Figura 49. A. Alineamiento múltiple de Chl1 de H. polymorpha con proteínas de la familia 
NRT1 (PTR) de levaduras. Las secuencias de las proteínas se alinearon empleando la 
herramienta bioinformática ClustalW. Los dominios PTR, en color azul, fueron determinados 
por la aplicación InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/). En los rectángulos se representan las 
secuencias conservadas. B. Alineamientos locales de Chl1 con HvPTR1 y ZmNRT1.2 de 

plantas. Los alineamientos se realizaron con el programa EMBOSS Matcher 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_matcher/). (*) aminoácidos idénticos; (:) sustitución 
conservativa; (.) sustitución semiconservativa. 
 

El punto isoeléctrico teórico fue calculado con los programas Compute 

pI/Mw tool-ExPASY (http://www.expasy.org/), Gateway to Isoelectric Point 

Service de EMBL (http://emblheidelberg.de/cgi/pi-wrapper.pl) y ABIM 

(http://www.iut-arles.up.univ-mrs.fr/w3bb/d_abim/) obteniendo valores de 5.68, 

5.6 y 5.54, respectivamente. El análisis de la secuencia peptídica a través del 

programa PSORT (http://psort.nibb.ac.jp/), predice la localización de la proteína 

principalmente en la membrana plasmática (73,9 %) y en el retículo 

endoplasmático (17,4 %). La fusión de la proteína GFP al extremo C-terminal de 

Chl1 no ha aportado cepas con la construcción Chl1-GFP funcional. Tampoco ha 

sido posible obtener cepas portadoras de la fusión entre Chl1 y el epítopo HA. El 

perfil de hidrofobicidad de la proteína determinado con los programas 

OCTOPUS (http://octopus.cbr.su.se/index.php) y ExPaSy-TMpred 

(http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/TMPRED_form.html) predicen que Chl1 está 

constituida por 12 dominios transmembrana (Figura 50), característica que 

comparte con otras proteínas de la MFS como PTR2 de S. cerevisiae, el 

transportador de di/tripéptidos identificado en esta levadura (Homann et al., 

2005), y NRT1.1 (CHL1) de A. thaliana (Huang et al., 1996; Saier, 1994). 
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Figura 50. Esquema de la topología de la proteína Chl1 de H. polymorpha. El análisis 
bioinformático de la estructura secundaria de Chl1 predice doce regiones transmembrana en 
hélice α. El esquema es una adaptación del modelo obtenido con la aplicación informática 
TMRPres2D (http://biophysics.biol.uoa.gr/TMRPres2D/). 
 

Los transportadores de nitrato de la familia NRT1 y la proteína de la 

familia PTR comparten motivos conservados y una topología común, con doce 

segmentos transmembrana dispuestos en α-hélice (Paulsen y Skurray, 1994) lo 

que ha llevado a agruparlas en la familia NRT1 (PTR) (Tsay et al., 2007). No 

obstante, existen diferencias entre las proteínas de la familia NRT1 (PTR), como 

es la secuencia consenso RXXT/S, responsable de la fosforilación del 

transportador NRT1.1 de A. thaliana, aunque dicha secuencia consenso no está 

presente en ninguno de los transportadores de la familia PTR identificados en 

animales y bacterias. Esto podría indicar que a pesar de tener homología de 

secuencia y compartir la misma estructura secundaria, la asimilación de nitrato 

de la familia NRT1 y la de péptidos de la familia PTR ha evolucionado por 

mecanismos diferentes. Así, los transportadores de nitrato no pueden transportar 

péptidos (Chiu et al., 2004; Huang et al., 1999; Lin et al., 2000) y los 

transportadores de péptidos no transportan nitrato (Chiang et al., 2004). El 

transportador de nitrato NRT1.1 de A. thaliana presenta cambios en su afinidad 

por el nitrato atendiendo al estado de fosforilación/desfosforilación del residuo 

de treonina en la posición 101 (T101), ejerciendo como un transportador de 

nitrato de alta afinidad en estado fosforilado y de baja afinidad en estado 

desfosforilado (Liu y Tsay, 2003). Sin embargo, no todos los transportadores de 
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nitrato de la familia NRT1 tienen esta afinidad dual por el nitrato. Un ejemplo es 

el transportador de expresión constitutiva AtNRT1:2, homólogo a AtNRT1 que 

transporta el nitrato con baja afinidad (Huang et al., 1999). HpChl1, al igual que 

AtNRT1:2, carece de la secuencia de fosforilación RXXT/S en el sitio 

correspondiente a la T101 de AtNRT1.1, presentando en su lugar un residuo de 

ácido aspártico (D116). El análisis de los potenciales sitios de fosforilación de 

Chl1 se llevó a cabo con las aplicaciones informáticas NetPhos 2.0 Server, 

NetPhosYeast 1.0 Server (Figura 51) y NetPhosK 1.0 Server obteniendo 

múltiples sitios de fosforilación (Tabla 8). 

 

 

Tabla 8. Principales residuos fosfoaceptores de Chl1 y posibles quinasas implicadas. 
NetPhosYeast 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosYeast/) identifica los sitios 
específicos de fosforilación en levaduras. NetPhos 2.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) identifica sitios genéricos de fosforilación teniendo 
en cuenta las correlaciones entre los residuos que rodean al posible residuo fosfoaceptor. 
NetPhosK (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) identifica sitios específicos de quinasas 
en proteínas eucariotas en base a conjuntos de sitios de fosforilación de S, T e Y validados 
experimentalmente. PKA, proteína quinasa dependiente de AMP cíclico; PKB, proteína quinasa 
B; PKC, proteína quinasa C; PKG, proteína quinasa dependiente de GMP cíclico. 
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Figura 51. Distribución y probabilidad de putativos sitios de fosforilación de Nar1 según 
NetPhosYeast 1.0. Las barras verticales corresponden a los posibles residuos fosfoaceptores de 
Chl1 (S en azul y T en verde). La altura de la barra indica la puntuación que calcula el programa 
para cada residuo. 
 

Los resultados derivados del análisis de la secuencia proteica de Chl1 

indica que esta proteína se parece más a los transportadores de péptidos que a los 

transportadores de nitrato de la familia NRT1 (PTR). 

 

2.3. HpChl1 no está implicada en el transporte de nitrato de baja 

afinidad. 
 

Los estudios del sistema de nitrato de baja afinidad realizados en nuestro 

laboratorio han determinado ciertas características de dicho sistema de 

transporte. Entre otras, la levadura que carece de Ynt1 es capaz de crecer en 5 

mM de nitrato, dando cuenta de la existencia de dicho sistema (Machín et al., 

2001). Por ello, con el fin de determinar el posible papel de Chl1 en el transporte 

de nitrato de baja afinidad fue necesario construir cepas carentes en los dos 

genes: HpCHL1 y HpYNT1. Los resultados de crecimiento de ∆ynt1 e 

∆ynt1∆chl1 en 1 y 5 mM de nitrato muestran que estas cepas son capaces de 

crecer por igual en nitrato (Figura 52 A), lo que sugiere que Chl1 no parece estar 

implicado en el transporte de nitrato de baja afinidad en esta levadura. La cepa 

∆ynt1 transporta menos nitrato en relación con la cepa silvestre, lo que se traduce 

en una menor tasa de excreción de nitrito al incubarla en presencia de 
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concentraciones micromolares de nitrato (Machín et al., 2001). Por tanto, si Chl1 

estuviera implicada en el transporte de nitrato de baja afinidad, la tasa de 

excreción de nitrito sería menor que en ∆ynt1 al incubarla en presencia de 

concentraciones milimolares de nitrato. Sin embargo, las tasas de excreción de 

nitrito de ∆ynt1∆chl1 en presencia de 10, 50 y 300 mM de nitrato son similares al 

control, ∆ynt1 (Figura 52 B). De nuevo estos resultados indican que Chl1 no 

parece intervenir en el transporte de nitrato de baja afinidad. 

 

 

Figura 52. Chl1 no parece estar implicado en el transporte de nitrato de baja afinidad. A. 

∆∆∆∆ynt1 e ∆∆∆∆ynt1∆∆∆∆chl1 crecen por igual en nitrato. Células crecidas en medio YG suplementado 
con nitrato a las concentraciones indicadas durante 40 h. El medio fue inoculado con una DO660 

= 0.15 de las cepas ∆ynt1 (columnas negras) e ∆ynt1∆chl1 (columnas blancas). Los valores 
mostrados corresponden al valor medio de la densidad óptica alcanzada ± la desviación estándar 
de dos experimentos independientes. B. Excreción de nitrito. Células crecidas en amonio hasta 
10 mg/ml se lavaron y se resuspendieron en medio YG suplementado con 10, 50 y 300 mM de 
nitrato. Se muestra un experimento representativo de la excreción de nitrito a los 90 min de 
incubación de la cepa ∆ynt1 (•) y de dos clones de ∆ynt1∆chl1 (▼, �). 
 

El sistema de transporte de baja afinidad de nitrato se caracteriza por ser 

constitutivo con respecto a la fuente de nitrógeno (Machín et al., 2001), a 

diferencia del sistema de alta afinidad, mediado por Ynt1 (Ávila et al., 1998; 

Pérez et al., 1997). Por tanto, el transporte de nitrato de baja afinidad ocurre en la 

levadura sin necesidad de someter a las células a un proceso de inducción previo 

en nitrato. Los resultados de crecimiento y excreción de nitrito de ∆ynt1∆chl1 
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apuntan a que Chl1 no es el transportador de nitrato de baja afinidad, aunque 

desconocemos si realiza un transporte residual de nitrato en el rango de 

concentración milimolar. Por ello realizamos ensayos de consumo de 1 mM de 

nitrato durante intervalos largos obteniendo que ∆ynt1∆chl1 es capaz de 

consumir nitrato al igual que la cepa ∆ynt1 (Figura 53), por lo que Chl1 no 

parece transportar nitrato con baja afinidad. 

 

 

Figura 53. Consumo de nitrato de ∆∆∆∆ynt1 e ∆∆∆∆ynt1∆∆∆∆chl1. Células crecidas en amonio hasta 10 
mg/ml, se lavaron y se resuspendieron a 20 mg de células/ml en medio YG conteniendo 1 mM 
de nitrato. A los tiempos indicados se determinó la desaparición de nitrato del medio de cultivo 
en las cepas ∆ynt1 (•) e ∆ynt1∆chl1 (○). Los resultados corresponden al valor medio ± la 
desviación estándar de dos ensayos independientes. 
 

Otra aproximación que nos permite determinar si Chl1 está o no 

implicado en la asimilación de nitrato de baja afinidad se basa en medir la 

acumulación intracelular de este anión. Para ello se realizó la siguiente 

aproximación experimental: se llevó a cabo la deleción de los genes HpYNA1 y 

HpYNR1 en ∆chl1 obteniendo la cepa RG73 incapaz de expresar el gen HpYNT1 

comportándose, a efectos de asimilación de nitrato, como la cepa ∆ynt1 (Figura 

54 B). Como controles se usaron las cepas RG74, que comparte las deleciones de 

la cepa RG73 pero sobre un fondo genético ∆ssu2, afectado en el sistema de 

excreción de nitrato (Cabrera, tesis doctoral, 2011); RG77 afectada en la 
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reducción del nitrato pero no en su transporte que ocurre a través de Ynt1; y 

FN3203 afectada en los genes HpYNT1 y HpYNR1 (Figura 54 A). La adición de 

nitrato al medio de cultivo provoca la acumulación de nitrato intracelular en 

todas las cepas por lo que el transportador de nitrato de baja afinidad permanece 

activo cuando se deleciona HpCHL1. La cepa RG77 acumula más nitrato que 

ninguna otra, ya que en esta cepa hay expresión de HpYNT1, seguida en orden 

decreciente por RG74, RG73, y FN3203 (Figura 54 C). La mayor concentración 

intracelular de nitrato en RG77 respecto de la obtenida en RG74 es debida a la 

ausencia del sistema de excreción de nitrato Ssu2. 

 

 



  Resultados. Caracterización de Chl1 

 123 

 
Figura 54. Chl1 no está implicado en el transporte de nitrato. A. Cepas usadas en el 
estudio de la acumulación de nitrato intracelular. Las cepas RG73 y RG74 se obtuvieron de 
la recombinación homóloga con el fragmento derivado del plásmido pNJ4ALEU2, mientras que 
la cepa RG77 se obtuvo de la recombinación homóloga del fragmento obtenido a partir del 
plásmido pNR::LEU2. B. Inmunoblot de Ynt1 en la cepa RG73. Células crecidas en amonio 
hasta 10 mg/ml, se lavaron y se resuspendieron en YG manteniéndolas en este medio durante 
1.5 h. Al finalizar el ayuno de nitrógeno se adicionó al medio 5 mM de nitrato. A los tiempos 
indicados se tomaron muestras para realizar el inmunoblot de Ynt1 en la cepa RG73 empleando 
como cepa control ∆ynr1. C. Acumulación de nitrato. El procedimiento seguido es igual al del 
apartado B excepto que la concentración de nitrato adicionada fue de 15 mM de nitrato. Se 
representa el valor medio de la concentración intracelular ± la desviación estándar de tres 
experimentos independientes. RG73 (○), RG74 (�), RG77 (▼) y FN3202 (•). 
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Los resultados nos muestran que Chl1 no participa en el transporte de 

nitrato de baja afinidad, ya que la acumulación de nitrato intracelular en la cepa 

RG73 alcanza concentraciones similares a las obtenidas en la cepa FN3203, y 

además son notablemente superiores cuando la salida de nitrato está afectada. 

 

2.4. Caracterización de la cepa ∆∆∆∆chl1. 

 

2.4.1. ∆∆∆∆chl1 crece bien en nitrato. 

 

Según los resultados expuestos Chl1 no parece estar asociado con la 

entrada de nitrato de baja afinidad en H. polymorpha. Sin embargo, con el fin 

conocer si existe una relación entre esta proteína y el metabolismo del nitrógeno 

se cuantificó la expresión relativa de HpCHL1 mediante PCR a tiempo real y se 

llevó a cabo la búsqueda de fenotipos de la cepa ∆chl1 tanto en medio sólido 

(Figura 55 A) como en medio líquido (Figura 55 B) en presencia de nitrato como 

fuente de nitrógeno. Los resultados de crecimiento no muestran diferencias 

apreciables entre la cepa mutante y la cepa silvestre en las condiciones 

analizadas. Por tanto, no parece existir una relación entre la función de la 

proteína Chl1 y el metabolismo del nitrato. Sin embargo, la expresión del gen se 

incrementó al incubar la cepa silvestre en 5 mM de nitrato durante dos horas, 

siendo tres veces superior en relación con la expresión que presenta en amonio 

(Figura 55 C). 
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Figura 55. A. Crecimiento en medio sólido en presencia de nitrato y nitrito. Las cepas 
silvestre (WT) y ∆chl1 se crecieron en medio YPD durante la noche, se lavaron con agua MilliQ 
estéril y se gotearon empleando diluciones seriadas sobre medio sintético suplementado con 5 
mM de nitrato. Las placas fueron incubadas a 37 ºC durante 2 días. B. Densidad óptica en 

medio líquido en presencia de nitrato. Las células se crecieron en medio YG suplementado 
con nitrato a las concentraciones indicadas y se inoculó con una DO660 = 0.15. Los valores 
corresponden al valor medio ± desviación estándar de dos ensayos independientes. C. 

Expresión relativa de HpCHL1. Células crecidas en amonio hasta alcanzar 10 mg/ml, se 
lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en medio YG suplementado con 5 mM de amonio 
(columna negra) o nitrato (columna gris). La expresión relativa se determinó a partir de las 
células incubadas durante 2 horas. Se representa el valor medio ± desviación estándar de tres 
experimentos independientes. 
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2.4.2. La mutación en HpCHL1 reduce los valores de actividad nitrato 

reductasa e incrementa la excreción de nitrito. 
 

Como hemos visto la deleción de HpCHL1 no impide que la levadura 

crezca en nitrato. Sin embargo, para conocer si la deleción de HpCHL1 afecta a 

la vía de asimilación de nitrato determinamos tanto la actividad nitrato reductasa 

en ∆chl1 y en la cepa portadora de varias copias del gen, nCHL1, como la 

excreción de nitrito. Los resultados obtenidos muestran la reducción de la 

actividad nitrato reductasa en un 16 % en ∆chl1 respecto a la cepa silvestre 

(Figura 56 A). Sin embargo, la tasa de excreción de nitrito en ∆chl1, lejos de 

disminuir acorde con los valores de actividad nitrato reductasa, supera los valores 

obtenidos en la cepa silvestre (Figura 56 B). Resultados recientes de nuestro 

grupo indican que la expresión de la nitrito reductasa es reprimida por la 

acumulación de fuentes reducidas, derivadas de la reducción del nitrato, con el 

consiguiente incremento en la tasa de excreción de nitrito (Cabrera, tesis 

doctoral, 2011). Por otra parte, también se sabe que la actividad nitrato reductasa 

de H. polymorpha no está sujeta a regulación postranscripcional o 

postraduccional por fuentes de nitrógeno reducidas (Ávila et al., 1998; Ávila et 

al., 2002; Navarro et al., 2003), por lo que la acumulación intracelular de dichos 

nutrientes no provoca la pérdida de actividad, aunque sí afecta a la expresión del 

gen HpYNR1 (Ávila et al., 1998; Ávila et al., 2002). Quizás la menor actividad 

nitrato reductasa observada en ∆chl1 se deba a la represión de HpYNR1 ejercida 

por la acumulación de alguna fuente nitrogenada reducida, como el amonio o los 

aminoácidos. Además, dicha acumulación explicaría el aumento de la tasa de 

excreción de nitrito como consecuencia de la inhibición de la actividad nitrito 

reductasa. Por otra parte, la cepa portadora de varias copias de HpCHL1, nCHL1, 

presenta valores de actividad nitrato reductasa similares a la cepa silvestre 

(Figura 56 A) aunque, a diferencia de ésta última, la tasa de excreción de nitrito 

es prácticamente nula (Figura 56 B). Por tanto, la sobreexpresión de HpCHL1 

devuelve a la levadura a los valores de actividad nitrato reductasa de la cepa 

silvestre, pero con una drástica reducción en la excreción de nitrito. Estos 
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resultados muestran la existencia de una relación entre la función de Chl1 y la 

asimilación de nitrato, indicando que Chl1 posiblemente actúe en el transporte de 

fuentes de nitrógeno reducidas ya que la cepa nCHL1 parece derivar todo el 

nitrito hacia la obtención de dichas fuentes. Además, teniendo en cuenta que 

Chl1 se parece a los transportadores de péptidos de la familia NRT1 (PTR), 

posiblemente su función esté relacionada con este tipo de transporte. Por otra 

parte, Chl1 tan sólo comparte un 17 % de similitud con la proteína Aqr1 de S. 

cerevisiae, perteneciente a la familia de transportadores de resistencia a múltiples 

fármacos, implicada en la excreción de aminoácidos, a través de un mecanismo 

de antiporte de H+, cuando existen altas concentraciones de aminoácidos en el 

citosol (Velasco et al., 2004). Dado el comportamiento en nitrato obtenido en 

∆chl1 y nCHL1 podemos inferir que Chl1 posiblemente realiza el transporte de 

fuentes de nitrógeno reducidas hacia el exterior, aunque sin descartar que 

también esté implicada en el proceso de asimilación. Así, la pérdida total de 

excreción de nitrito de la cepa nCHL1 podría deberse a un efecto sumidero del 

nitrito hacia la síntesis de compuestos nitrogenados reducidos que en 

determinadas circunstancias abandonan la célula por este putativo transportador 

de aminoácidos. 

 

 

Figura 56. A. Actividad NR de la cepa silvestre, ∆∆∆∆chl1 y nCHL1. Células crecidas en 5 mM 
de amonio hasta 10 mg/ml se lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en medio YG en 
presencia de 5 mM de nitrato durante 2 horas. Las actividades específicas obtenidas a partir de 
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50 mg de células (peso fresco) fueron 29.2 ± 2.88 mU·mg proteínas-1 en la cepa silvestre, 25.9 ± 
2.66 mU·mg proteínas-1en ∆chl1, y 28.9 ± 0.57 mU·mg proteínas-1 en nCHL1. Se representa el 
valor de la media ± desviación estándar de tres experimentos independientes. B. Cinética de 

excreción de nitrito. El proceso de crecimiento e inducción es igual al descrito en el apartado 
A. El nitrito fue determinado en la cepa silvestre (•), ∆chl1 (○) y en dos clones de la cepa 
nCHL1 (▼, �). Se representa un experimento representativo. 
 

El comportamiento de la cepa ∆chl1, en cuanto a su actividad nitrato 

reductasa y excreción de nitrito, es similar al descrito previamente en la cepa 

∆ure2 de H. polymorpha. En esta levadura Ure2 es un modulador negativo 

implicado en la represión catabólica del nitrógeno (RCN) y se asume que, al 

igual que en S. cerevisiae, secuestra a los factores transcripcionales Gln3, Gat1 y 

Gat2 en el citoplasma, impidiendo su entrada en el núcleo. Por tanto, la deleción 

de HpURE2 provoca la expresión de los genes sujetos a RCN mediada por los 

factores trasnscripcionales positivos. La determinación de la actividad nitrato 

reductasa de la cepa ∆ure2 en 5mM de nitrato es aproximadamente un 80 % de la 

actividad de la cepa silvestre (Figura 57 A), con una tasa de excreción de nitrito 

superior (Figura 57 B). La actividad nitrato reductasa en ∆ure2 en presencia de 

nitrato debería ser superior a la obtenida pues no opera la represión catabólica 

por nitrógeno, sin embargo, ∆ure2 presenta bajos niveles de Gat1 por lo que la 

expresión de HpYNR1 es menor (Rodríguez et al., 2010). Debido a este 

paralelismo fenotípico entre ∆ure2 y ∆chl1 en relación con los valores de 

actividad nitrato reductasa y excreción de nitrito decidimos analizar si la deleción 

de HpCHL1 también afecta al patrón de desrepresión en presencia de fuentes 

preferidas de nitrógeno, tal y como se ha observado previamente en ∆ure2 

(Rodríguez et al., 2010). Para ello, se cuantificó la actividad nitrato reductasa en 

presencia de 2.5 mM de nitrato y 5 mM de amonio. En estas condiciones la 

actividad nitrato reductasa de ∆chl1 es considerablemente menor, obteniendo tan 

sólo el 17 % de la actividad mostrada por la cepa silvestre, mientras que ∆ure2 

ve incrementada su actividad en aproximadamente un 215 % (Figura 57 A). Por 

tanto, la deleción de ∆chl1 no supone la desrepresión de los genes sujetos a RCN, 

sino una mayor represión de los genes de la vía de asimilación de nitrato. Por 

otra parte, los valores de expresión génica de HpYNR1 en la cepa ∆chl1, 
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determinados mediante actividad β-galactosidasa, correlacionan con  los 

obtenidos a partir de los ensayos de actividad nitrato reductasa. La expresión de 

HpYNR1 inducida en 5 mM de nitrato se reduce en un 64 %, llegando al 82 % en 

presencia de 2.5 mM de nitrato y 1 mM de amonio (Figura 57 C). Este descenso 

en la actividad nitrato reductasa parace indicar un incremento en la concentración 

intracelular de fuentes de nitrógeno reducidas. 

 

 
Figura 57. A. Actividad nitrato reductasa. Las células se crecieron en medio YGNH hasta 10 
mg/ml, se lavaron y se resuspedieron en medio YG al que se adicionó nitrato 5 mM o 2.5 mM 
de nitrato y 5 mM de amonio. Las actividades se determinaron en 50 mg de células después de 
dos horas de incubación en la cepa silvestre (columna negra), ∆chl1 (columna gris) y ∆ure2 
(columna blanca). Se representa el valor medio ± la desviación estándar de tres experimentos 
independientes. B. Excreción de nitrito. Se procedió como en el apartado A pero adicionando 
en este caso 50 mM de nitrato. Se muestra un ensayo representativo. Cepa silvestre (•), ∆chl1 



Resultados. Caracterización de Chl1   

 130 

(○) y ∆ure2 (▼). C. Efecto de las fuentes nitrogenadas sobre la expresión de HpYNR1 en la 

cepa silvestre y ∆∆∆∆chl1. La expresión de YNR1 se determinó mediante ensayos de actividad β-
galactosidasa en la cepa silvestre y ∆chl1 portadoras de la construcción YNR1-lacZ siguiendo la 
metodología descrita en el apartado A. Se representa el valor medio ± la desviación estándar de 
tres experimentos independientes. 5 mM de nitrato: cepa silvestre (•) y ∆chl1 (○); 2.5 mM de 
nitrato + 5 mM de amonio: cepa silvestre (▼) y ∆chl1 (�). 
 

Las actividad nitrato reductasa y la excreción de nitrito, junto con los 

niveles de expresión de HpYNR1, son consistentes con la hipótesis de que Chl1 

está implicado el transporte fuentes de nitrógeno reducidas hacia el medio 

extracelular. Así, la mayor acumulación intracelular de dichas fuentes en ∆chl1 

son las responsables de la menor expresión del gen de la nitrato reductasa en 

nitrato. 

 

2.4.3. La deleción y sobreexpresión de HpCHL1 afectan al crecimiento 

en amonio. 
 

El amonio es, junto con el glutamato, una de las fuentes de nitrógeno 

preferidas por H. polymorpha. Sin embargo se ha descrito que, al igual que 

ocurre con el nitrito, el exceso de amonio intracelular resulta tóxico para las 

levaduras (Hess et al., 2006), bacterias (Müller et al., 2006) plantas (von Wiren y 

Merrick, 2004) y mamíferos (Zwingmann y Leibfritz, 2005). Por tanto, las 

células deben de disponer de mecanismos de control implicados en la 

homeostasis del amonio con el fin de evitar la toxicidad derivada de su 

acumulación en el citoplasma. En el caso de H. polymorpha la concentración de 

amonio citosólico sería la resultante entre el transporte desde el medio de cultivo 

y hacia el exterior, el obtenido por la reducción del nitrato y el procedente del 

catabolismo de aminoácidos. 

 

Si tal y como hemos propuesto Chl1 participa en la excreción de fuentes 

de nitrógeno reducidas, su deleción generaría un incremento intracelular de 

aminoácidos y posiblemente del amonio, como precursor que es de éstos. 

Basándonos en esta hipótesis determinamos si la cepa ∆chl1 y la portadora de 

varias copias de HpCHL1 crecen normalmente en presencia de 5 mM de cloruro 
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de amonio (medio YGNH) o de 37.8 mM de sulfato amónico (medio YGAS), en 

medio sólido y líquido. Aunque el crecimiento de ambas cepas es similar al de la 

cepa silvestre en medio sólido (Figura 58 A), la cepa nCHL1 se caracteriza por 

formar colonias de menor tamaño en medio YGNH si las comparamos con el 

tamaño que adquieren las colonias de la cepa silvestre y ∆chl1, mientras que esta 

característica no se observa en medio rico (Figura 58 B). Sin embargo, es en el 

medio líquido donde se aprecian ciertas diferencias de crecimiento entre las 

cepas, siendo nCHL1 la que muestra mayor incapacidad para crecer en las 

condiciones ensayadas (Figura 58 C). 

 

 
Figura 58. A. Crecimiento en medio sólido en presencia de amonio. La cepa silvestre (WT), 
∆chl1 y varios clones de nCHL1 se crecieron en YPD durante la noche, se lavaron con agua 
MilliQ estéril y se gotearon en los medios indicados empleando diluciones seriadas. Las placas 
fueron incubadas a 37 ºC durante 2 días. B. Tamaño de las colonias en medio rico (YPD) y 

amonio (YGNH). Se procedió como en el apartado A y se sembró 1 vol. de suspensión celular 
que contiene 102 células. C. Densidad óptica en medio líquido en presencia de amonio. Las 
células se crecieron en medio YGAS (izquierda) o medio YGNH (derecha) inoculando cada 
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cultivo con una DO inicial de 0.15. Cepa silvestre (•), ∆chl1 (○) y nCHL1 (▼). En ambos casos 
se muestra un ensayo representativo. 
 

Por tanto, la deleción de HpCHL1 y, en mayor medida, su 

sobreexpresión afecta al crecimiento de la levadura en amonio. El 

comportamiento de ∆chl1 en este medio podría deberse al efecto tóxico derivado 

de la acumulación del amonio (Hess et al., 2006) o de los aminoácidos (Vitiello 

et al., 2007), mientras que en nCHL1 sería la excreción de estas fuentes, y en 

consecuencia su escasa disponibilidad, la responsable del menor crecimiento 

observado. 

 

2.4.4. La deleción en HpCHL1 incrementa los niveles celulares de 

nitrógeno total. 
 

Chl1 no guarda similitud de secuencia con las proteínas MEP 

responsables del transporte de amonio en S. cerevisiae (datos no mostrados) 

(Marini et al., 1997). Sin embargo, el comportamiento en amonio de ∆chl1 y, en 

mayor medida, el de la cepa nCHL1 nos ha llevado a plantearnos si existe una 

relación entre la función de Chl1 y el transporte de esta fuente nitrogenada en H. 

polymorpha. Para ello determinamos el consumo de amonio empleando como 

método cuantitativo el reactivo Nessler, el cual reacciona con el amoníaco, el 

amonio y algunos aminoácidos. Por tanto, la aproximación empleada nos da 

cuenta del nitrógeno presente en el medio de cultivo (considerado aquí como 

nitrógeno total) y no exclusivamente del amonio presente. Los resultados 

muestran cierta depleción del nitrógeno total en el medio de cultivo de la cepa 

silvestre desde los primeros minutos de la adición de amonio. En la cepa ∆chl1 el 

nitrógeno total aumenta alcanzando el máximo a los 10 min de incubación, y a 

continuación disminuye alcanzando prácticamente los mismos valores que al 

inicio del consumo. Por tanto, la cepa mutante ∆chl1 consume parte del 

nitrógeno presente en el medio. En relación con la cepa nCHL1 también se 

obtiene un incremento en el nitrógeno total desde los primeros 5 min 

permaneciendo constante durante el ensayo, sin que se produzca consumo 
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(Figura 59 A). Los resultados obtenidos en el consumo de amonio (nitrógeno 

total) en estas cepas correlacionan con los valores de nitrógeno intracelular, 

determinado a través de ensayos de acumulación de amonio durante intervalos 

largos de incubación. Así, en la cepa silvestre y aún más en ∆chl1 aumenta la 

cantidad de nitrógeno intracelular mientras que en nCHL1 permanece constante 

(Figura 59 B). 

 

 
Figura 59. A. Consumo de amonio. Las células crecidas en medio YGNH hasta 20 mg/ml, se 
lavaron 2 veces con agua MilliQ y finalmente se resuspendieron en medio YG manteniéndolas 
en ayuno de nitrógeno durante 1 h. A continuación se adicionó al medio 0.6 mM de amonio. B. 

Acumulación de amonio intracelular. Las células se crecieron hasta 10 mg/ml, se lavaron 3 
veces con agua MilliQ y se resuspendieron en YG manteniéndolas en ayuno de nitrógeno 
durante 2 h. A continuación se adicionó al medio 5 mM de amonio y se determinó el contenido 
de intracelular de nitrógeno a los tiempos indicados. En ambos casos se muestran experimentos 
representativos ensayados en la cepa silvestre (•), ∆chl1 (○) y nCHL1 (▼). 
 

De esta forma, los resultados de consumo y acumulación de amonio 

indican que posiblemente Chl1 esté implicada en la excreción de amonio y/o de 

aminoácidos. Si tal y como proponemos, Chl1 realizara dicha excreción, la 

cantidad de Ynt1 en ∆chl1 incubada en nitrato debería ser inferior a la obtenida 

en la cepa silvestre. Además, dada la menor expresión de HpYNR1 en ∆chl1, es 

probable que la inducción del resto de los genes de la vía de asimilación de 

nitrato también esté disminuida en esta cepa. Los ensayos de inmunoblot 

muestran que Ynt1 está presente en cantidades inferiores en ∆chl1 y aún menores 
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en nCHL1 respecto de las obtenidas en la cepa silvestre (Figura 60 A). Los 

niveles de Ynt1 obtenidos en nCHL1 podrían deberse a una reducción en la 

síntesis general de proteínas por la excreción de aminoácidos que tiene lugar en 

esta cepa. Por otra parte, Ynt1 es estable en ausencia de nitrógeno, 

permaneciendo principalmente en estado fosforilado. Se ha propuesto que la 

fosforilación del transportador interviene en el direccionamiento y permanencia 

en la membrana plasmática (Navarro et al., 2008). El estudio de la estabilidad de 

Ynt1 en un medio libre de nitrógeno muestra que el transportador es menos 

estable en ∆chl1, acompañado de un menor grado de fosforilación dada la mayor 

acumulación de fuentes de nitrógeno reducidas (Figura 60 B). Estos resultados 

apoyan las observaciones previas obtenidas a partir del consumo y acumulación 

de amonio en ∆chl1 y nCHL1. 

 

 

Figura 60. A. Inmunoblot de Ynt1 en la cepa silvestre, ∆∆∆∆chl1 y nCHL1. Células crecidas en 
medio sintético con 5 mM de amonio hasta 10 mg/ml fueron lavadas y resuspendidas en medio 
YG al que se adicionó 1 mM de nitrato. A los tiempos indicados se tomaron muestras para 
realizar el inmunoblot de Ynt1. B. Estabilidad de Ynt1. Las células se crecieron en medio 
YGNH hasta 10 mg/ml y se resuspendieron, previo lavado, en medio YG al que se añadió 5 mM 
de nitrato, manteniéndolas en agitación durante 2 h. Finalmente se lavaron y se incubaron en 
medio YG retirando muestras del cultivo a los tiempos indicados. 
 

En resumen, la cepa afectada en HpCHL1 acumula algún tipo de fuente 

nitrogenada reducida, lo que lleva a esta cepa a consumir poco amonio; mientras, 

la sobreexpresión del gen hace que el transporte de amonio sea nulo. Así, una vez 
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en el citoplasma el amonio es transferido a los esqueletos carbonados para 

sintetizar aminoácidos que son excretados al medio. De esta forma el contenido 

intracelular de nitrógeno en nCHL1 se mantiene constante limitando la síntesis de 

proteínas y, en consecuencia, su crecimiento. 

 

2.4.5. La cepa ∆∆∆∆chl1 es sensible al amonio y nCHL1 excreta 

aminoácidos. 
 

Hess y colaboradores han descrito que S. bayanus y tres cepas de S. 

cerevisiae excretan aminoácidos al medio de cultivo en respuesta al estrés 

producido por la toxicidad del amonio acumulado en las células en medios 

pobres de potasio. Esto se debe a un mayor transporte de los iones amonio al 

interior de la célula mediado por los canales de potasio (Hess et al., 2006). Así, 

en condiciones de exceso de carbono y disponibilidad de otros nutrientes, el 

amonio que entra en la célula es más del que se puede incorporar a los 

aminoácidos, generándose un exceso intracelular del mismo que resulta tóxico. 

Por tanto, a bajas concentraciones de potasio la levadura es incapaz de crecer en 

amonio cuando esta es la única fuente de nitrógeno disponible. Nuestra hipótesis 

propone que Chl1 actúa como un transportador de aminoácidos, o incluso de 

amonio. Esto nos llevó a plantear si a H. polymorpha también le resulta tóxico el 

amonio en medios pobres en potasio. Dado que la concentración de potasio en el 

medio sintético (YG) es de 7.35 mM, siendo esta concentración probablemente 

superior a la presente en el medio ambiente, determinamos el comportamiento de 

la cepa ∆chl1 y nCHL1 en medios con amonio y bajas concentraciones de 

potasio. Los resultados obtenidos muestran que concentraciones inferiores a 100 

µM de potasio impiden el crecimiento de estas cepas (Figura 61). En presencia 

de 100 µM de potasio se observa que la cepa ∆chl1 es sensible a la toxicidad del 

amonio (acumula amonio o aminoácidos), mientras que nCHL1 crece en estas 

condiciones (excreta amonio o aminoácidos), al igual que la cepa silvestre. El 

incremento de la concentración de potasio en 10 veces evita el efecto tóxico del 

amonio en ∆chl1. Por tanto, podemos concluir que la toxicidad a amonio en 
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medios con bajas concentraciones de potasio es una característica presente en 

algunas especies de Saccharomyces y en H. polymorpha. Además, la función de 

Chl1 está relacionada con la respuesta celular frente a la toxicidad por amonio, 

bien porque transporta amonio directamente al medio o bien porque transporta 

aminoácidos, lo que confirma nuestra hipótesis inicial sobre la función de Chl1 

en el transporte de fuentes de nitrógeno reducidas hacia el medio extracelular. 

 

 
Figura 61. Concentraciones micromolares de potasio provocan toxicidad por amonio en 

∆∆∆∆chl1. Células crecidas en YPD durante la noche se lavaron con agua MilliQ estéril y se 
gotearon en los medios indicados empleando diluciones seriadas. Todos los medios de cultivo 
contienen 37.8 mM de sulfato amónico. El cloruro de potasio se adicionó a la concentración 
indicada en la figura y los medios fueron tamponados a pH 5.5 empleando 50 mM de MES-Tris. 
Las placas donde se gotearon la cepa silvestre (WT), ∆chl1 y nCHL1 fueron incubadas a 37 ºC 
durante 2 días. 
 

Los mismos autores han propuesto que esta respuesta es un mecanismo 

conservado de detoxificación equivalente al presente en mamíferos, donde el 

exceso de amonio se elimina a través de la orina en forma de urea. Además, se ha 

descrito que la expresión constitutiva de los genes MEP, implicados en el 

transporte de amonio en S. cerevisiae, aumentan su entrada en la célula, 

reproduciendo tanto los efectos de la toxicidad del amonio como la excreción de 

aminoácidos (Hess et al., 2006). 

 

Con el fin de conocer si el bajo crecimiento de nCHL1 en amonio 

(Figura 58 C), así como la tolerancia al amonio en medios pobres en potasio 
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(Figura 61) se debía a la excreción de aminoácidos, se determinó el perfil de 

aminoácidos en el medio de cultivo mediante la cromatografía líquida de alta 

resolución. Para ello se emplearon medios de cultivos sintéticos carentes tanto de 

fuentes de nitrógeno como de aminoácidos. Como se muestra en la Figura 62 A -

izquierda-, el análisis de los filtrados del medio de cultivo revela la presencia de 

aminoácidos al transferir las células a medio fresco, principalmente por parte de 

la cepa ∆chl1. La incubación de las cepas ∆chl1 y nCHL1 en YGNH durante180 

min mostró un perfil de excreción de aminoácidos totalmente diferente siendo 

nCHL1 la que más aminoácidos excreta (Figura 62 A, -derecha-). Así, en este 

periodo de incubación detectamos una señal significativa para 12 de los 20 

aminoácidos a partir de nCHL1, siendo principalmente la serina seguida de ácido 

aspártico, alanina y glicina los aminoácidos mayoritariamente excretados (Figura 

62 B). 

 

Estos resultados confirman que Chl1 está implicada en la excreción de 

aminoácidos, ya que la sobreexpresión de HpCHL1 genera un incremento en la 

cantidad de aminoácidos en el medio. Por otra parte, la cepa ∆chl1 sólo excreta 

aminoácidos, aunque en concentraciones reducidas, una vez que el cultivo es 

transferido a un medio de cultivo fresco sin aminoácidos. Es posible que los 

aminoácidos detectados en esta etapa sean excretados de la célula a través de 

otros transportadores de aminoácidos o permeasas al incubar las células en un 

medio sin nitrógeno. Por otra parte, es probable que Chl1 intervenga en el 

transporte pasivo de aminoácidos actuando posiblemente como un transportador 

bidireccional que excreta aminoácidos bajo determinadas condiciones de 

crecimiento. Se ha sugerido que este comportamiento en el transporte sucede en 

los transportadores de aminoácidos regulados por el sistema SPS, 

tradicionalmente considerados como sistemas de entrada de aminoácidos. Sin 

embargo, se sabe que estos transportadores son pasivos y, por lo tanto, pueden 

ser bidireccionales. De hecho, existen evidencias que apoyan la capacidad que 

tienen estos transportadores para excretar aminoácidos: la adición de aspartato, 

un inductor del sistema SPS, lleva aparejada la excreción de un amplio espectro 
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de aminoácidos, mientras que el uso de la prolina, que no induce al sistema, no lo 

hace (Regenber et al., 1998; Hess et al., 2006). 

 
Figura 62. Determinación de aminoácidos mediante HPLC. A. Aminoácidos excretados al 
medio de cultivo. Células crecidas en medio YNGH hasta 10 mg/ml se lavaron con agua 
MilliQ y se resuspendieron en el mismo medio (izquierda) incubándolas durante 180 min 
(derecha). Cepa silvestre (columna negra), ∆chl1 (columna gris claro) y nCHL1 (columna gris 
oscuro). B. Perfil de aminoácidos excretados. Los valores de aminoácidos detectados están 
expresados en µg/ml de medio. Se representan los valores obtenidos a partir de un ensayo. 
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2.5. Estado de la vía de señalización de calcineurina en la cepa ∆chl1.

2.5.1. Viabilidad celular de ∆chl1 y nCHL1 tras la exposición al frío.

Una característica que hemos observado al trabajar rutinariamente con 

∆chl1 y nCHL1 es su menor crecimiento en amonio si se han expuesto a bajas 

temperaturas (4 ºC) durante varios días. La viabilidad, determinada como el 

número de unidades formadoras de colonias en placas de YDP, disminuye 

considerablemente en la cepa ∆chl1, si bien nCHL1 es prácticamente igual de 

viable que la cepa silvestre (Figura 63). Además, hemos observado que las 

células de los cultivo de nCHL1 muestran baja adherencia a la superficie de los 

recipientes empleados en las centrifugaciones y escasa compactación de las 

células sometidas a centrifugación. Estos fenotipos son similares a los que 

presenta la cepa ∆cnb1 de H. polymorpha, afectada en la unidad reguladora de la 

calcineurina (Rodríguez, tesis doctoral, 2011). La coincidencia de fenotipos entre 

estas cepas junto con la presencia de un sitio de unión del factor transcripcional 

Crz1 en el promotor de HpCHL1 nos llevó a estudiar el estado de la vía 

calcineurina en la cepa ∆chl1. 
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Figura 63. La exposición prolongada al frío afecta a la viabilidad celular de ∆∆∆∆chl1. La cepa 
silvestre (columna negra), ∆chl1 (columna gris claro) y nCHL1 (columna gris oscuro) fueron 
crecidas toda la noche en YPD y se guardaron a 4 ºC durante más de 3 semanas. A los tiempos 
indicados se realizó la siembra de 102 células en placas de YPD, obteniendo el número de 
colonias después de 2 días de crecimiento a 37 ºC. Se representa el valor medio ± la desviación 
estándar de dos experimentos independientes. 

2.6. Estado de la vía de señalización de calcineurina en la cepa ∆chl1.

Estudios recientes de nuestro grupo han mostrado la conexión entre la 

regulación de los genes sujetos a RCN y la vía de señalización de la calcineurina 

(Rodríguez et al., 2010). Esta proteína, con actividad fosfatasa, se activa al 

aumentar la concentración de Ca2+ citoplasmático, tal y como sucede en 

condiciones de ayuno de nitrógeno o en presencia de fuentes no preferidas de 

nitrógeno, como el nitrato. En este ambiente se activarían los canales de calcio de 

la membrana plasmática y/o de los orgánulos donde se acumula el Ca2+ 

incrementando la concentración de Ca2+ citosólico, el cual activa en última 

instancia a la calcineurina. Esta proteína regula los niveles de expresión de los 

genes sujetos a RCN mediante la activación del factor transcripcional Crz1, 

regulando (entre otros) la expresión de dichos genes vía Gat1 (Figura 5). Así, en 

presencia de nitrato los genes de la vía de asimilación de nitrato se expresan 

gracias a la desrepresión ejercida por Gat1, controlado por la calcineurina-Crz1 

(Rodríguez et al., 2010), y a la inducción por nitrato. 

Crz1 se une específicamente al elemento de respuesta dependiente de 

calcineurina (CDRE), secuencia que está presente en el promotor de los genes 

cuya expresión está regulada por calcineurina. Para comprobar el estado de 

activación de la vía calcineurina en ∆chl1 se cuantificó mediante ensayos de 

actividad β-galactosidasa el nivel de expresión 4xCDRE-lacZ en la cepa silvestre 

y en ∆chl1, portadoras de esta construcción. Los resultados obtenidos tras 4 horas 

de inducción en presencia de 0.7 M de NaCl, muestran que la expresión 

4xCDRE-lacZ en ∆chl1 es un 66 % inferior a la obtenida en la cepa silvestre. 

Además, en las condiciones ensayadas el incremento de la expresión 4xCDRE-
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lacZ en ∆chl1 es del 17 %, mientras que la inducción en la cepa silvestre es 

prácticamente el doble, aumentando un 30 % (Figura 64). La menor expresión 

4xCDRE-lacZ en ∆chl1 indica que existe menor activación de la calcineurina. 

Por otra parte, ∆chl1 presenta marcada sensibilidad al macrólido FK506, 

inhibidor específico de la calcineurina (Parent et al, 1993), lo que correlaciona 

con una menor activación de la vía calcineurina. 

 

 
Figura 64. A. Efecto de la deleción de HpCHL1 sobre la expresión génica dependiente de 

calcineurina. La expresión se determinó mediante actividad β-galactosidasa en la cepa silvestre 
(•) y dos clones ∆chl1 (○,▼) que portan la construcción 4xCDRE-lacZ. Células crecidas en 
amonio hasta 10 mg/ml fueron lavadas con agua MilliQ y transferidas al mismo medio al que se 
adicionó 0.7 M de NaCl manteniéndolas en agitación durante 4 h. Se representa el valor medio 
± la desviación estándar de tres experimentos independientes. B. ∆∆∆∆chl1 es sensible a FK506. 
Células crecidas en YPD durante la noche, se lavaron con agua MilliQ estéril y se realizaron 
diluciones seriadas para gotear en medio sintético con 5 mM de amonio y 25 µg/ml de FK506. 
Las placas se incubaron a 37 ºC durante 2 días. 
 

En H. polymorpha la calcineurina también controla la expresión de otros 

genes como HpENA1 vía Crz1 o bien a través de Gat1 (Rodríguez et al., 2010). 
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Ena1 es una Na+-ATPasa de tipo P implicada en la detoxificación de Na+ y Li+ en 

S. cerevisiae, de tal forma que las células que carecen de esta proteína presentan 

un incremento drástico en su sensibilidad a estos cationes (Haro et al., 1991). 

Nuestro grupo ha determinado que la expresión de ENA1, vía Crz1-Gat1, 

depende del grado de activación de la calcineurina. Así, ∆ure2 (con bajo 

contenido en calcio) tiene una menor activación de calcineurina y, en 

consecuencia, la expresión de ENA1-lacZ también es baja, lo que se traduce en 

un fenotipo de sensibilidad a Li+ y Na+. Por tanto, visto que la menor activación 

de la calcineurina repercute sobre el estado de activación de Crz1, y en 

consecuencia de ENA1, determinamos su expresión en ∆chl1. Los valores de 

expresión ENA1-lacZ obtenidos en ∆chl1 son inferiores a los de la cepa silvestre, 

aunque mayores que en ∆ure2, indicando que en ∆chl1 la activación de la 

calcineurina es menor (Figura 65 A). Por otra parte, estos resultados se 

correlacionan con los valores de expresión de YNR1-lacZ obtenidos en ∆chl1 

(Figura 57 C), así como con los fenotipos de sensibilidad a Li+ y Na+ (Figura 65 

B) derivados de la menor expresión de HpENA1. 

 

 

Figura 65. Expresión de ENA1 en la cepa silvestre y ∆∆∆∆chl1. La expresión de ENA1 se 
determinó mediante ensayos de actividad β-galactosidasa en la cepa silvestre (•), ∆ure2 (○) y en 
dos clones de ∆chl1 (�, ▼) portadoras de la construcción ENA1-lacZ. Las células crecidas en 
medio con amonio hasta alcanzar 10 mg/ml lavaron con agua MilliQ y se resuspendieron en el 
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mismo medio, tamponado a pH 5.5 (50 mM de MES-Tris), al que se adicionó 0.7 M de NaCl. 
Se muestra un experimento representativo de los tres experimentos independientes realizados 
sin diferencias significativas. B. ∆∆∆∆chl1 es sensible a Li

+
 y Na

+
. Las células crecidas en YPD 

durante la noche se lavaron con agua MilliQ estéril y se realizaron diluciones seriadas para 
gotear en medio sintético tamponado a pH 5.5 (50 mM MES-Tris) al que se adicionó 30 mM de 
LiCl o 0.85 M de NaCl. Las placas se incubaron a 37 ºC durante 2 días. 
 

La deficiencia de calcineurina en S. cerevisiae lleva asociada la 

sensibilidad a Na+ y Li+, a Mn2+ así como defectos en la estructura de la pared 

(Rusnak y Mertz, 2000). Los mutantes calcineurina presentan una desregulación 

en la homeostasis del Mn2+ debida principalmente a la menor expresión de PMR1 

que codifica una bomba de Ca2+ del aparato de Golgi. Esta bomba secuestra el 

Mn2+ en los compartimentos tardíos de la vía de secreción (Matheos et al., 1997). 

El Mn2+ también puede ser transportado a la vacuola por Vcx1p, un 

intercambiador Ca2+/H+ (Pozos et al., 1996). Por otra parte, se ha descrito que los 

mutantes calcineurina son sensibles a SDS ya que controla la expresión de genes 

implicados en la síntesis de la pared celular (FKS1, MPK1 y PKC1) (Eng et al., 

1994; Garrett-Engele et al., 1995; Parent et al., 1993), de tal forma que la falta de 

expresión de dichos genes conlleva a defectos en la pared (Cyert, 2003). En 

nuestro grupo se ha caracterizado el fenotipo de la cepa ∆cnb1, y al igual que en 

S. cerevisiae, presenta marcada sensibilidad a Na+, Mn2+ y SDS (Rodríguez et al., 

2010). Vista la menor activación de la calcineurina en ∆chl1 quisimos determinar 

si también existe un fenotipo asociado en Mn2+ y SDS. Los resultados obtenidos 

muestran que ∆chl1 tiene una marcada sensibilidad a SDS y una ligera 

restricción de crecimiento en presencia de MnCl2 (Figura 66). Estos fenotipos de 

∆chl1 muestran nuevamente que la deleción de HpCHL1 incrementa los niveles 

citoplasmáticos de amonio (y posiblemente de aminoácidos) lo que reduce la 

activación de la vía de calcineurina (Rodríguez, tesis doctoral, 2011), 

mimetizando la sensibilidad a cationes y SDS descrita en la cepa ∆cnb1 de H. 

polymorpha (Rodríguez et al., 2010) y de S. cerevisiae (Rusnak y Mertz, 2000). 
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Figura 66. Sensibilidad de ∆∆∆∆chl1 a MnCl2 y SDS. Células crecidas en YPD durante la noche, 
se lavaron con agua MilliQ estéril y se gotearon diluciones seriadas de la cepa silvestre 
(derecha) y ∆chl1 (izquierda) en medio sintético tamponado a pH 5.5 con MnCl2 o en YPD con 
SDS. Las placas se incubaron a 37ºC durante 2 días. 
 

Dado que la activación de la calcineurina depende de la concentración de 

Ca2+ intracelular, se estudió el papel de este catión en la cepa ∆chl1. Los valores 

de Ca2+ intracelular en ∆chl1 fueron similares a los obtenidos en la cepa silvestre 

y en nCHL1, siendo unas 2.5 veces inferiores a los obtenidos en la cepa ∆cnb1, 

que carece de la subunidad reguladora de la calcineurina (Figura 67). Por otra 

parte, las cepas ∆chl1 y nCHL1 no mostraron diferencias de crecimiento en 

medio sólido en presencia de 0.4 M de cloruro de calcio (datos no mostrados). 

Estos resultados indican que la concentración de Ca2+ intracelular no varía 

sustancialmente ni en ausencia de HpCHL1 ni cuando está sobreexpresado. Sin 

embargo, la menor activación de la calcineurina en ∆chl1 podría deberse las 

oscilaciones en la concentración de Ca2+ citosólico a tiempos cortos. Teniendo en 

cuenta que esta vía se activa principalmente en ausencia de fuentes de nitrógeno 

o en nitrato, la mayor acumulación de amonio intracelular en ∆chl1 (Figura 59 B) 

podría disminuir la activación de la calcineurina. 
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Figura 67. Contenido intracelular de calcio. Las células fueron crecidas en medio YGNH 
hasta una DO660 de 0.3. A continuación se recogieron por filtración y se analizaron por 
espectrofotometría de absorción atómica. Los valores se expresaron en nmol de Ca2+·mg de las 
células-1. Se representan los valores medios ± la desviación estándar de tres mediciones 
realizadas en dos experimentos independientes. 
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Discusión 

 

La búsqueda bioinformática de posibles transportadores de nitrato de 

baja afinidad a partir de la base de datos del genoma de H. polymorpha aportó 

una ORF a la que denominados HpCHL1. Los resultados obtenidos en este 

trabajo nos indican que Chl1 de H. polymorpha no participa en el transporte de 

nitrato de baja afinidad, sino que está implicada en el transporte hacia el exterior 

de la célula de fuentes de nitrógeno reducidas. 

 

Chl1 de H. polymorpha presenta similitud de secuencia con las proteínas 

agrupadas dentro de la familia NRT1 (PTR), presente principalmente en 

eucariotas, entre los que se encuentran levaduras, plantas y mamíferos (Steiner et 

al., 1995), y con un único representante identificado en procariotas (Hagting et 

al., 1994). HpChl1 tiene poca similitud con AtNRT1.1 (AtCHL1), el 

transportador de nitrato de afinidad dual perteneciente a la subfamilia proteica IV 

de la familia NRT1 (PTR) (Steiner et al., 1995; Chiang et al., 2004). El hecho de 

que denomináramos esta ORF con el nombre de HpCHL1 se debe a: i) El gen 

debía ser llamado con un nombre diferente al aportado por la base de datos cuyo 

uso era restringido, ii) El nombre CHL1 indica que la proteína que codifica 

pertenece a familia NRT1 (PTR) así como la posibilidad de que dicho gen 

codificara un putativo transportador de nitrato. Esta familia está constituida 

principalmente por transportadores de péptidos, cuya asimilación constituye una 

fuente de carbono y/o nitrógeno para la mayoría de las especies de bacterias, 

hongos, plantas y animales. Todos los miembros de la familia NRT1 (PTR) 

transportan péptidos aunque con algunas excepciones como son AtNRT1.1 que 

transporta nitrato (Tsay et al., 1993), CsNitr-L que transporta nitrito desde el 

citoplasma hacia el estroma del cloroplasto (Sugiura et al., 2007) y BnNRT1;2 

que transporta nitrato e histidina (Zhou et al., 1998). Los sistemas de asimilación 

de péptidos mejor caracterizados son los de Salmonella typhimurium y E. coli, 

aunque estos sistemas de transporte pertenecen a la superfamilia de 

transportadores ABC, cuyos integrantes se caracterizan por presentar cuatro 
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dominios asociados a la membrana: dos de ellos son hidrofóbicos y, en general, 

atraviesan seis veces la membrana y los otros dos dominios, localizados en la 

cara citoplasmática, contiene el casete de unión a ATP (Higgins, 1992). Sin 

embargo, los transportadores de péptidos de la familia NRT1 (PTR) no 

comparten las características distintivas con los transportadores de la 

superfamilia ABC. Chl1 no comparte similitud de secuencia ni con los 

transportadores de amonio, pertenecientes a la familia de proteínas Mep/Amt 

(Marini et al., 1997), ni con Aqr1, un transportador implicado en la excreción de 

aminoácidos en S. cererevisiae (Velasco et al., 2004). 

 

Atendiendo a la familia a la que pertenece Chl1 y a los resultados 

obtenidos a partir de ∆chl1 y nCHL1, su función está asociada al transporte hacia 

el exterior de fuentes de nitrógeno reducidas. La posible participación de Chl1 en 

el transporte de nitrato de baja afinidad analizada en ∆ynt1∆chl1 mediante 

ensayos de crecimiento (Figura 52), consumo (Figura 53) y acumulación 

intracelular de nitrato (Figura 54 C) muestran que Chl1 no parece participar en la 

asimilación de nitrato al comportarse como ∆ynt1. Aún así, Chl1 podría 

transportar nitrato con muy baja capacidad siendo indetectable en nuestros 

ensayos; sin embargo de ser así su repercusión es escasa o nula en la asimilación 

de nitrato. La expresión heteróloga de Chl1 permitiría analizar si realmente es un 

transportador de nitrato. 

 

No obstante, el comportamiento de la cepa ∆chl1 en nitrato establece la 

relación entre la función de Chl1 y la vía de asimilación de nitrato. Las 

evidencias que nos han permitido establecer dicha conexión han sido: i) 

reducción de la actividad nitrato reductasa con mayor tasa de excreción de nitrito 

en la cepa ∆chl1 (Figura 56 B), ii) menor expresión de HpYNR1 en nitrato 

(Figura 57 C) y, iii) mayor represión en amonio y nitrato (Figura 57 A). La cepa 

∆chl1 presenta características similares a la cepa que carece del regulador 

negativo Ure2 cuando ambas son incubadas en nitrato. Ambos mutantes 

presentan actividades reductasas en torno al 20 % y alta tasa de excreción de 
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nitrito. Sin embargo, en amonio y nitrato existe una clara diferencia entre ambas 

cepas: en ∆ure2 se produce la desrepresión de los genes de la vía de asimilación 

de nitrato (Rodríguez et al., 2010), mientras que en ∆chl1 el amonio ejerce su 

efecto represor (Figura 57 A). El hecho de que la actividad nitrato reductasa de 

∆chl1 sea menor en nitrato se debe a represión ejercida por la acumulación 

intracelular de fuentes de nitrógeno reducidas, afectando en consecuencia la 

expresión de los genes de la vía de asimilación de nitrato. La acumulación de 

amonio (y/o de aminoácidos) que tiene lugar en ∆chl1 reprime la expresión de 

HpYNI1, el gen que codifica la nitrito reductasa, obteniendo una elevada tasa de 

excreción de nitrito (Figura 56 B). De hecho, esta acumulación intracelular de 

fuentes de nitrógeno reducidas en ∆chl1 está de acuerdo con los menores niveles 

de Ynt1 observados en nitrato respecto de los obtenidos en la cepa silvestre 

(Figura 60 B), mostrando también menor estabilidad en ayuno de nitrógeno. 

Además, nCHL1 tiene una actividad nitrato reductasa similar a la cepa silvestre y 

una excreción de nitrito prácticamente nula. En conjunto, estos resultados apoyan 

de nuevo que Chl1 no parece estar implicada en el transporte de nitrato. 

 

Chl1 actúa como un sumidero de nitrógeno limitando los niveles 

citoplasmáticos de fuentes de nitrógeno reducidas. De hecho, el menor 

crecimiento de nCHL1 y la formación de colonias de menor tamaño en amonio 

apoyan la participación de Chl1 en la excreción de compuestos nitrogenados 

reducidos (Figura 58). Además, la excreción de aminoácidos en ∆chl1 es 

prácticamente nula y sólo se detectan pequeñas cantidades de aminoácidos al 

resuspender las células crecidas en amonio a un medio sin nitrógeno. Este 

comportamiento de ∆chl1 podría deberse a un proceso de descarga de los 

aminoácidos acumulados en el citoplasma a través de sistemas de baja 

especificidad o incluso a través de transportadores de aminoácidos de expresión 

tardía así como a posibles defectos de la pared celular, como muestra el menor 

crecimiento en SDS. Asimismo, la acumulación de nitrógeno total en ∆chl1 y el 

menor consumo de amonio (nitrógeno total) en nCHL1 (Figura 59) se 
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correlacionan con los comportamientos de crecimiento y excreciones de 

aminoácidos observados en estas cepas. 

 

Por otra parte, podría ser la propia acumulación intracelular de amonio la 

responsable del menor crecimiento de ∆chl1 en medios pobres de potasio. La 

toxicidad por amonio es un proceso descrito tanto en plantas como en levaduras. 

Se han considerado diferentes procesos responsables de la toxicidad ejercida por 

el amonio: la salida de protones asociados a la entrada de amonio, las 

modificaciones del pH citosólico, la sustitución o reemplazo del amonio por 

cationes esenciales, tales como K+ y Mg2+, los cambios en el contenido de 

carbohidratos de la planta y el desacoplamiento de la fotofosforilación 

(Kronzucker et al., 2001). En A. thaliana se ha descrito que los canales de 

potasio KAT1 presentan altas tasas de transporte de amonio (Schachtman et al., 

1992). El menor crecimiento de S. cerevisiae y S. bayanus en medios de cultivo 

pobres en potasio se debe a un incremento en el flujo de entrada de amonio, que 

resulta tóxico para la levadura. El amonio entra en la célula por los canales de 

potasio cuando la concentración de K+ en el medio es baja. Así, en condiciones 

de bajo potasio y altas concentraciones de amonio, las células quedan expuestas a 

la toxicidad del amonio intracelular. Sin embargo, la levadura presenta un 

mecanismo de detoxificación basado en la excreción de grandes cantidades de 

aminoácidos al medio de cultivo, siempre que exista disponibilidad de fuentes de 

carbono y otros nutrientes (Hess et al., 2006). Por tanto, la mayor sensibilidad de 

∆chl1 en medios con amonio y pobres en potasio sugiere que Chl1 está implicada 

en la detoxificación del amonio citosólico al transportar los aminoácidos hacia el 

medio extracelular. Las levaduras, al igual que los eucariotas superiores, evitan el 

efecto tóxico del amonio intracelular excretando compuestos ricos en nitrógeno 

como los aminoácidos. 

 

La presencia de sitios de unión de los factores transcripcionales 

implicados en la represión catabólica por nitrógeno en el promotor de HpCHL1 

(Figura 47) indica que Chl1 está regulada por la calidad de las fuentes 
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nitrogenadas, como sucede con otras permeasas de aminoácidos (Didion et al., 

1998; Klasson et al., 1999). De hecho la expresión de HpCHL1 aumenta tres 

veces en nitrato respecto de la expresión que muestra en amonio, coincidiendo 

con la expresión de HpGAP1 en las mismas condiciones de inducción (Rodríguez 

et al., 2010), por lo que ambos genes se desreprimen en presencia de fuentes no 

preferidas. El hecho de que la expresión de Chl1 aumente en nitrato sugiere que 

la excreción de aminoácidos, además de la excreción de nitrato y nitrito, debe 

estar asegurada ya que el exceso de amonio en el citoplasma es tóxico. En S. 

cerevisiae la acumulación intracelular de amonio incrementa la excreción de 

aminoácidos a través de transportadores de aminoácidos regulados por el sistema 

SPS (Hess et al., 2006). Estos transportadores son inducidos por niveles elevados 

de amonio intracelular, lo que facilita la excreción de aminoácidos, pudiendo ser 

posiblemente el único medio de detoxificación de amonio. En S. cerevisiae se 

desconocen los genes que codifican estos transportadores pero su expresión está 

controlada por el sistema sensor de aminoácidos SPS, implicado en la inducción 

de múltiples genes que codifican diferentes permeasas de aminoácidos (AGP1, 

BAP2, BAP3, GNP1, VAP2 y TAT2) así como del transportador de péptidos 

(PTR2) (Didion et al., 1998; Klasson et al., 1999). En H. polymorpha hemos 

identificado que el gen HpCHL1 codifica a un transportador implicado en la 

excreción de aminoácidos que podría ser inducido por el sistema SPS ya que de 

los 15 aminoácidos que detectamos a partir de los filtrados del medio no se 

encontró arginina, siendo éste el único aminoácido que no es sustrato de los 

transportadores del sistema SPS (Hess et al., 2006). 

 

Es posible que la vía TOR regule la actividad de Chl1, al igual que 

regula a otras permeasas como Gap1 y Tat2 en S. cerevisiae (Beck et al., 1999; 

Beck et al., 1999; Schmidt et al., 1998). Sin embargo, la cepa ∆chl1 no muestra 

sensibilidad a rapamicina en las condiciones analizadas (6 µM de rapamicina, 

datos no mostrados) lo que sugiere que la actividad de Chl1 es independiente de 

la vía TOR. Actualmente estamos inmersos en las determinaciones de los niveles 

de aminoácidos citoplasmáticos y extracelulares en ∆chl1 y nCHL1 incubadas en 
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rapamicina. Los diferentes perfiles de acumulación y excreción podrían aportar 

información sobre el posible grado de implicación de la vía TOR en la actividad 

de Chl1. 

 

La acumulación de amonio intracelular en ∆chl1 produce menor 

activación de la vía calcineurina. En H. polymorpha esta vía controla la 

expresión de los genes sujetos a RCN, así como la expresión de ENA1, la Na+-

ATPasa de la membrana plasmática, en función de la calidad de las fuentes de 

nitrógeno (Rodríguez et al., 2010). La activación de la calcineurina en esta 

levadura tiene lugar en ayuno de nitrógeno o en nitrato. En S. cerevisiae la 

activación de la vía implica un incremento en la concentración de calcio 

citosólico. En estas condiciones la calcineurina desfosforila al factor 

transcripcional Crz1, que entra en el núcleo uniéndose a los elementos de 

respuesta dependientes de calcineurina o CDRE. Esta secuencia está presente en 

el promotor de HpENA1 y HpGAT1, el factor transcripcional positivo implicado 

en la desrepresión de los genes sujetos a RCN. Por tanto, la activación de la vía 

calcineurina en H. polymorpha da lugar a la expresión de HpENA1, mediada por 

los factores transcripcionales Crz1 y Gat1, así como de los genes de la 

asimilación de nitrato vía Gat1 (Rodríguez et al., 2010). La menor activación de 

la vía calcineurina en ∆chl1 está de acuerdo tanto con el incremento intracelular 

de fuentes reducidas derivadas de la incapacidad de la célula para detoxificar el 

amonio como con la menor expresión de HpYNR1 en presencia de nitrato. La 

baja activación de la vía calcineurina en la cepa ∆chl1 también se hace patente a 

partir de los resultados de expresión obtenidos de CDRE-lacZ y ENA1-lacZ, así 

como los fenotipos de menor viabilidad en frío, daños de la pared celular y 

sensibilidad a sales. 

 

Desconocemos el estado de activación de la vía calcineurina en nCHL1, 

aunque los resultados de los que disponemos indican que son similares a los 

obtenidos en una cepa silvestre, al menos durante las primeras horas de 

incubación en nitrato, ya que ambas cepas comparten los mismos valores de 
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actividad nitrato reductasa así como la misma tolerancia a sales. Por tanto, es 

probable que la vía calcineurina no esté sustancialmente afectada en nCHL1. Por 

otra parte, los niveles de Ynt1 obtenidos en nCHL1 son inferiores a los obtenidos 

en la cepa silvestre e incluso en la cepa ∆chl1. Este hecho responde a la diferente 

regulación postraduccional a la que se encuentran sometidos los genes de la vía 

de asimilación de nitrato. Así, Ynt1 es ubicuitinado y degradado en la vacuola en 

presencia de fuentes de nitrógeno preferentes, como la glutamina (Navarro et al., 

2006) mientras que Ynr1 no está afectada por la calidad de la fuente nitrogenada 

(Ávila et al., 1998; Ávila et al., 2002; Navarro et al., 2003). Por tanto, tras la 

reducción del nitrato se obtienen los aminoácidos que escapan de la célula a 

través de Chl1. La presencia de aminoácidos en el medio ejercería el mismo 

efecto sobre Ynt1 que el observado en glutamina o en amonio. Además, y al 

igual que en la cepa ∆chl1, Ynt1 está mayoritariamente desfosforilado siendo 

este comportamiento similar al obtenido cuando, en presencia de nitrato, se 

adiciona amonio o glutamina (Navarro et al., 2008). 

 

En resumen, el transporte de fuentes no preferidas como el nitrato o de 

fuentes preferidas como el amonio incrementan los niveles intracelulares de 

compuestos de nitrógeno reducidos. El amonio transportado desde el medio 

extracelular o el sintetizado a partir del nitrato se incorpora a los esqueletos 

carbonados para la síntesis de los aminoácidos. Cuando los niveles de amonio 

intracelular son elevados (por ejemplo, en condiciones de bajo potasio y elevado 

amonio) se produce la detoxificación de las fuentes reducidas mediante la 

excreción de aminoácidos a través de Chl1. De hecho, la cepa ∆chl1 en nitrato 

presenta una excreción de nitrito elevada debida a la acumulación intracelular de 

fuentes reducidas que regulan negativamente el gen de la nitrito reductasa 

(Cabrera, tesis doctoral, 2011) (Figura 68). 

 



Discusión. Caracterización de Chl1   

154 

 

Figura 68. La excreción de aminoácidos actúa como un mecanismo de detoxificación de 
fuentes de nitrógeno reducidas. El nitrato transportado por Ynt1 es reducido por acción de la 
nitrato (NR) y la nitrito reductasa (NiR) hasta amonio. La acumulación intracelular de amonio 
produce una regulación negativa sobre el gen que codifica la nitrito reductasa, incrementando la 
tasa de excreción de nitrito. El amonio es incorporado a los esqueletos carbonados para la 
síntesis de aminoácidos (AA) que son excretados a través de Chl1 cuando las fuentes 
nitrogenadas reducidas alcanzan niveles intracelulares tóxicos. 
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CONCLUSIONES 

 

1. HpNAR1 es el único miembro de la de la familia FNT (Formate Nitrite 

Transporter) identificado en el genoma de H. polymorpha. 

 

2. Nar1 excreta nitrito y participa en la detoxificación de este anión tóxico, 

siendo el único sistema con dicha actividad identificado hasta el momento en H. 

polymorpha. Nar1 también excreta nitrato, actuando de forma secuencial con 

Ssu2 de tal forma que el nitrato es excretado por Nar1 cuando los niveles 

intracelulares superan la capacidad de excreción a través de Ssu2. 

 

3. Nar1 se localiza en la membrana plasmática independientemente de la fuente 

de nitrógeno presente en el medio. 

 

4. El gen HpNAR1 no está sujeto a represión catabólica por nitrógeno aunque 

muestra una expresión ligeramente superior en nitrato La fuente de carbono no 

ejerce regulación postraduccional sobre Nar1. 

 

5. La cepa ∆ynt1∆nar1 no presenta cambios significativos en el transporte de 

nitrito indicando que Nar1 no transporta nitrito hacia el interior de la célula. 

 

6. HpCHL1 es el único gen identificado en el genoma de H. polymorpha que 

codifica una proteína con similitud a los transportadores de la familia NRT1 

(PTR), cuya expresión está inducida en nitrato. 

 

7. Chl1 es un transportador de la membrana plasmática con escaso o nulo papel 

en el transporte de nitrato. Chl1 podría estar implicada en la detoxificación de 

fuentes reducidas a través de la excreción de aminoácidos. 

 

8. La acumulación intracelular de fuentes reducidas en ∆chl1 conduce a una 

menor activación de la vía calcineurina. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

1. Microorganismos, medios de cultivo y condiciones de crecimiento. 

 

1. 1. Cepas bacterianas. 

 

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo fueron: i) Escherichia 

coli XL1 Blue (Stratagene, U.S.A.) recA1 endA1 gyrA96(NaIr thi-1 hsdR17(rk
-

mk
+) supE44 relA1 lac F’[proAB lacZ∆M15 Tn10 (Tetr)] empleada en la 

amplificación rutinaria de ADN plasmídico; ii) E. coli DH5α: (Φ80dlacZ∆M15) 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(rk
-mk

-) supE44  relA1 deoR ∆(laZYA-argF) 

U169 usada también en la amplificación de ADN plasmídico y en la obtención 

de plásmidos que no fueron obtenidos en la cepa XL1 Blue; iii) SCS110: rpsL 

(Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dan dcm supE44 ∆(lac-

proAB) F’[traD36 proAB lacIqZ∆M15] empleada para obtener el ADN 

plasmídico no metilado. 

 

1. 2. Cepas de levaduras. 

 

Se utilizó como cepa silvestre H. polymorpha NCYC 495 (syn. CBS1976, 

ATCC14754, NRRL-Y-1789, VKM-Y-1397) (Wickerham, L.J. 1951) y cepas 

derivadas del doble mutante auxotrófico NCYC 495 ura3 leu2. El apéndice I 

resume los genotipos de las cepas empleadas, así como su nombre y origen. 

 

Mayoritariamente se usaron cepas prototróficas complementando las 

auxotrofías leu2 y ura3 con los plásmidos portadores de los genes LEU2 y URA3 

de H. polymorpha (Agaphonov, M.O. et al., 1994; Marzluf, G.A., 1997). 
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1. 3. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento bacteriano. 

 

En el crecimiento de las bacterias se usó medio sólido y líquido. El 

medio de crecimiento usado fue LB (Luria Bertani). El medio líquido se preparó 

disolviendo los componentes en agua destilada, tamponándolo y esterilizándolo 

en autoclave durante 20 min a 121ºC y 1.1 bar de presión. Para los medios 

sólidos se añadió Bacto-Agar a una concentración de 2 % (p/v). Los antibióticos, 

previamente filtrados, se añadieron al medio estéril templado a partir de una 

solución concentrada 500 veces. Las concentraciones finales fueron 50 µg/ml de 

ampicilina y 10 µg/ml de tetraciclina. En el caso del antibiótico zeocina se 

añadieron 2.5 µg/µl al medio templado a 55ºC a partir de una disolución 

concentrada de 100 mg/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU). Las bacterias se 

crecieron a partir de la siembra de una colonia, tanto en medios sólidos como en 

la obtención de preinóculos usados para la inoculación de matraces Erlenmeyer 

que contienen un volumen de medio correspondiente a un quinto de su 

capacidad, con una agitación orbital de 200 rpm. El crecimiento en medio 

líquido se determinó midiendo la DO a 660 nm. 

 

En la preparación de células competentes, es decir, susceptibles de ser 

transformadas con ADN plasmídico, se usó el medio SOB. La incubación de las 

células tras la transformación se llevó a cabo en medio SOC, con idéntica 

composición que el SOB y suplementado además con glucosa 20 mM. 

 

En la conservación de las bacterias durante largos períodos se congeló a 

-80ºC en glicerol al 15% (v/v). 
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Medio LB Medio SOB 
  

Bacto-Triptona 1 % (p/v) Triptona 2 % (p/v) 

Extracto de levadura 0.5 % (p/v) Extrato de levadura 0.5 % 

NaCl 0.5 % ó 1 % (p/v) según el 

antibiótico empleado 
NaCl 10 mM 

Ajustado a pH 7 con NaOH 1N KCl 2.5 mM 

 MgCl2 10 mM1 

 MgSO4 10 mM1 
1El cloruro magnésico y sulfato magnésico se añadieron al medio a partir 
de disoluciones concentradas estériles. 

 

1. 4. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento de levaduras. 

 

La preparación de los medios de crecimiento se realizó disolviendo los 

diferentes componentes en agua MilliQ y se sometió a la esterilización en las 

mismas condiciones que la usada en los medios de bacterias. En la preparación 

de medios sólidos se empleó Bacto-Agar al 2 % (p/v). El crecimiento de H. 

polymorpha en medio no selectivo o medio rico se llevó a cabo en YPD. El 

medio mínimo usado en el crecimiento selectivo se denomina YG, compuesto 

por “Yeast nitrogen base without amino acids and ammonium sulfate” (YNB, 

Difco) al 0.17 % (p/v), que contiene todos los cofactores y vitaminas necesarias, 

y glucosa al 2 % (p/v). La adición de la fuente nitrogenada a este medio, en 

forma de cloruro amónico, recibió el nombre de YGNH; cuando se usó nitrato 

sódico pasó a denominarse YGNO y cuando se añadió nitrito sódico se 

denominó YGNO2. El medio YGAS contiene “Yeast nitrogen base without 

amino acids” (YNB, Difco) al 0.67 % (p/v) que aporta todos los componentes 

necesarios para el crecimiento de la levadura y como fuente de nitrógeno 37.8 

mM de sulfato de amonio. La concentración de la fuente de nitrógeno usada en 

los diferentes experimentos se indica a continuación de las siglas del medio. 
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YPD 

 

Glucosa 2 % (p/v) 

Peptona 2 % (p/v) 

Extracto de levadura 1 % (p/v) 

Agar 2 % (p/v) 

 

Las auxotrofías de uracilo y leucina se suplieron añadiendo estos 

compuestos a partir de soluciones 50 veces concentradas y estériles, a unas 

concentraciones finales de 0.18 mM y 0.23 mM, respectivamente. En la 

selección de transformantes portadores del gen ble, que confiere resistencia al 

antibiótico zeocina se usó el medio sólido YPD suplementado con 10 µg/µl del 

antibiótico a partir de una disolución concentrada de 100 mg/ml. 

 

H. polymorpha crece a 37º C, aunque su temperatura óptima de 

crecimiento es de 42º C (Levine y Cooney, 1973). El crecimiento se realizó en 

placas de Petri o en matraces Erlenmeyer con una agitación orbital de 200 rpm. 

El crecimiento se determinó midiendo la densidad óptica a 660 nm. Esta 

levadura presenta una relación lineal entre la DO660 y la concentración de células 

del cultivo durante su fase exponencial, según la fórmula: 

 

1 U DO660 = 3.75 mg/ml (peso fresco) ≅ 7·107 células/ml (I) 

 

Para la conservación durante largos períodos de tiempo se congeló a -80º 

C en glicerol al 15 % (v/v). 
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Composición del Yeast nitrogen base without amino acids and 
ammonium sulphate (concentraciones en el medio) 
    

ácido p-

aminobenzoico 

200 µg/l biotina 2 µg/l 

ácido bórico 500 µg/l cloruro cálcico 0.1 g/l 

pantotenato cálcico 400 µg/l sulfato de cobre 40 µg/l 

cloruro férrico 200 µg/l ácido fólico 2 µg/l 

inositol 2 mg/l sulfato magnésico 0.5 g/l 

sulfato de manganeso 400 µg/l niacina 400 µg/l 

ioduro de potasio 100 µg/l fosfato potásico 

monobásico 

1 g/l 

piridoxina hcl 400 µg/l riboflavina 200 µg/l 

cloruro sódico 0.1 g/l molibdato sódico 200 µg/l 

tiamina hcl 400 µg/l sulfato de zinc 400 µg/l 

pH final: 4,5    

Yeast nitrogen base w/o amino acids, igual composición más sulfato amónico 5 g/l 
 

1. 4. 1. Medios de cultivo y condiciones en la inducción de los 
genes de asimilación de nitrato de H. polymorpha. 

 

Con el fin de inducir la expresión de los genes de asimilación de nitrato 

de H. polymorpha las células se crecieron durante la noche en YGNH 5 mM 

hasta una DO = 2.7 unidades. Se recogieron mediante centrifugación a 4863 x g 

(5000 rpm) durante 7 min, se resuspendieron en agua para eliminar restos del 

medio anterior, se volvieron a centrifugar y finalmente se resuspendieron en 

medio de inducción YGNO. La concentración de nitrato sódico varió de 1 a 10 

mM según el experimento y en ocasiones se emplearon concentraciones de hasta 

20-50 mM. Las células se incubaron en este medio de 30 a 120 min en la 

mayoría de los experimentos. En ocasiones, antes de transferir las células al 

medio de inducción se incubaron en un medio sin nitrógeno (YG) durante 60-90 

min con el fin de obtener niveles de inducción elevados y reproducibles. 
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1. 4. 2. Preparación de las cepas en la siembra por goteo. 

 

Las siembras por goteo, junto con el crecimiento en medio líquido, 

permite la caracterización fenotípica de las cepas en estudio. Las cepas 

estudiadas en este trabajo fueron goteadas sobre medios sólidos con diferente 

composición cuya finalidad fue la determinación de los fenotipos asociados a la 

deleción o sobreexpresión de un gen, donde las diferencias en el crecimiento 

entre cepas vienen dadas en el número e intensidad de las diluciones crecidas. 

Para ello, una colonia se creció en 5 ml de YPD líquido hasta alcanzar la fase 

estacionaria. De cada precultivo se recogió 1 ml de medio, en tubo eppendorf 

estéril, por centrifugación a 16060 x g (13000 rpm) durante 1 minuto. Las 

células se lavaron con 1 ml de agua MilliQ estéril centrifugando de la misma 

forma y resuspendiéndolas en 500 µl de agua estéril. A continuación se 

realizaron diluciones (entre 1/4 a 1/16) de las suspensiones celulares y se 

determinó el número de células lavadas según la expresión (I), usando el lector 

de microplaca Multi Skan EX (Labsystems). Sobre microplacas, esterilizadas por 

exposición a UV durante la noche, se realizaron hasta 5 diluciones seriadas en 

agua estéril, de tal forma que 5 µl de cada dilución contuvieran de 106 a 102 

células. En el goteo se usó una pipeta multicanal (Finnpipette BioControl-

Thermo Labsystems, Helsinki, Finlandia) que permitió la siembra simultánea de 

8 cepas por placa. Las placas se incubaron a 37º C durante 48 h. 

 

2. Transformación de microorganismos. 

 

2. 1. Transformación de bacterias. 

 

La transformación de bacterias se realizó principalmente por choque 

térmico. En la obtención de células competentes de E. coli se desarrolló el 

protocolo descrito por Hanahan (1986). En la obtención de células competentes 

se partió de un precultivo (5 ml) crecido hasta fase estacionaria en LB 

suplementado con tetraciclina, en el caso de la cepa XL1 Blue. Se inocularon 
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200 ml de medio SOB (con o sin tetraciclina según la cepa bacteriana), con 0.18 

vol. del preinoculo, y se dejaron crecer hasta fase exponencial (DO595 = 0.4 – 

0.6) a 37º C. A continuación se enfrió el cultivo en hielo durante 30 min, seguido 

de una centrifugación durante 7 min, 4º C, a 4863 x g (5000 rpm). Se 

resuspendieron en 1/3 vol. de la solución RF1 frío (66 ml), se incubó en hielo 

durante 30 min y se centrifugó en las misma condiciones. En este punto las 

células se resuspendieron en 1/12 vol. de RF2 frío (16 ml), incubándose 15 min 

en hielo. Finalmente se prepararon alícuotas de 200 µl en tubos eppendorf 

estériles que se enfriaron rápidamente sumergiéndolos en nitrógeno líquido. Las 

células se almacenaron a -80º C hasta el momento de uso. 

 

RF1 RF2 
  

RbCl 100 mM RbCl 10 mM 

MnCl2·4H2O 50 mM CaCl2·2H2O 75 mM 

Acetato de sodio 30 mM Glicerol 15% (v/v) 

CaCl2·2H2O 10 mM MOPS 10 mM (ácido 3-

[morfolino] propanosulfónico) 

Glicerol 15% (v/v)  

pH 5.8 con ácido acético.  
Esterilizar por filtración 

pH 6.8 con NaOH.  
Esterilizar por filtración 

 

En la transformación se añadió a las células competentes, una vez 

descongeladas el ADN plasmídico (en un volumen no superior a 10 µl), 

incubando la mezcla en hielo 30 min. A continuación, se sometió a choque 

térmico durante 90 s a 42º C, y se incubaron inmediatamente en hielo 2 min. Se 

añadieron 800 µl de SOC y se incubó la mezcla a 37º C en agitación 1 hora. 

Finalmente las células se recogieron a la máxima velocidad en una 

microcentrífuga durante 1 min y se sembraron en placas de LB-agar 

suplementadas con los antibióticos adecuados, generalmente ampicilina y 

zeocina. La eficiencia de la transformación es de unos 107 transformantes/µg de 

ADN. En la selección por color de las colonias portadoras de plásmidos 

recombinantes (α-complementación del gen lacZ) (Sambrook y Russell 2001), 
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las células se sembraron en placas de LB-agar sobre las que se extendieron 20 µl 

de X-gal a partir de la disolución comercial concentrada (50 mg/ml) (Promega, 

Madison, WI, USA) y 100 µl de IPTG 100 mM, incubando las placas a 37º C al 

menos unos 30 min antes de la siembra de las bacterias. Las colonias de color 

azul son las que portan el plásmido comercial religado mientras que las de color 

blanco portan el plásmido con el inserto de interés. El color azul de las colonias 

se intensifica al incubar las placas a 4º C. 

 

En el caso de que se necesite una eficicienca de transformación mayor 

que 107 transformantes/µg de ADN se realizó la transformación por 

electroporación, siguiendo las recomendaciones del fabricante del electroporador 

BTX 600 (Electro Cell Manipulator 600). Las bacterias electrocompetentes se 

obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento que en la obtención de bacterias 

competentes para transformación por choque térmico. Sin embargo, los lavados 

fueron realizados en agua MilliQ estéril y fría, y las alícuotas de bacterias se 

realizaron en 40 µl de glicerol, frío y estéril, al 10 % conservándolas a -80º C 

hasta el momento de uso. El proceso de transformación se realizó colocando la 

mezcla de células competentes y ADN plasmídico en el fondo de una cubeta de 

electroporación fría de 2 mm de separación entre electrodos. Se aplicó un pulso 

eléctrico de 5 milisegundos (campo eléctrico de 2.5 KV·cm, 50 µF de 

capacitancia y 129 Ω de resistencia) y a continuación se añadió rápidamente 800 

µl de SOC, resuspendiendo las células con cuidado. La mezcla se incubó a 37º C 

durante 1 hora sin agitación y se sembraron de la misma forma que las bacterias 

transformadas por choque térmico. 

 

2. 2. Transformación de H. polymorpha. 

 

La preparación de células competentes de levaduras y la transformación 

de las mismas se llevó a cabo según el protocolo descrito por Faber et al., 

(1994). Se partió de un precultivo de YPD (5 ml), crecido hasta fase estacionaria 

a 37º C. Se usó 0.15 vol. del mismo para inocular 50 ml de YPD precalentado a 
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37º C, y se dejó crecer hasta alcanzar una DO660 = 1.2 –1.5 (∼108 células/ml). 

Las células fueron recogidas por centrifugación a 4,836 x g (5000 rpm) durante 7 

min y resuspendidas en 0.2 vol. del tampón KPi, pH 7.5, al que se añadió DTT a 

una concentración final de 25 mM, incubándose en dicho buffer durante 15 min 

a 37º C. Luego se lavaron dos veces con tampón STM frío; el primer lavado se 

hizo con 1 vol. y el segundo con 0.5 vol. En todo momento las células se 

mantuvieron en hielo y se centrifugaron en las mismas condiciones entre 

lavados. Posteriormente se resuspendieron en 0.005 vol. de STM y se prepararon 

alícuotas de 60 µl que se congelaron en nitrógeno líquido, almacenándolas a -80º 

C hasta el momento de uso. 

 

KPi 50 mM DTT STM 
   

K2HPO4 1M 
Preparar en 0.01 M de acetato de 

sodio 

Sacarosa 270 

mM 

KH2PO4 1M 
Ajustar el pH 5.2 y esterilizar por 

filtración 
Tris-HCl 10 mM 

Ajustar el 

pH 7.5 
Conservar a -20º C MgCl2 1 mM 

  Ajustar el pH 7.5 

 

La cantidad de ADN utilizado en las transformaciones fue de ∼1 µg, en 

un volumen no superior a 5 µl que se añadió a las células competentes 

descongeladas sobre hielo. La mezcla se colocó en el fondo de una cubeta de 

electroporación fría de 2 mm de separación entre electrodos, aplicándole un 

pulso de 5 milisegundos (campo eléctrico de 7.5 KV·cm, 50 µF de capacitancia y 

129  Ω de resistencia).Tras el pulso eléctrico se añadió a la cubeta 1 ml de YPD 

resuspendiendo las células con cuidado y se incubó la mezcla a 37º C durante 1 

hora sin agitación. Las células se recogieron mediante centrifugación durante 60 

s a máxima velocidad en una microcentrífuga, se lavaron con 1 ml de YG y 

finalmente se resuspendieron en 200 µl del medio mínimo. La siembra de las 
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células se hizo sobre placas que contenían el medio apropiado en la selección de 

los transformantes. 

 

3. Técnicas relacionadas con proteínas. 

 

3. 1. Manipulación de extractos proteicos. 

 

3. 1. 1. Obtención de extractos celulares. 

 

Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de células en fase 

exponencial (DO.660 = 2-2.6) aproximadamente 50 mg de células (peso fresco) 

mediante centrifugación a 4863 x g (5000 rpm) durante 5 min a 4º C en tubos de 

vidrio de fondo redondo. Las células se lavaron con agua fría y se congelaron a -

20º C hasta el momento de uso. Una vez descongeladas sobre hielo se añadió a 

cada muestra de 250 a 300 µl de tampón de extracción, en la determinación de la 

actividad nitrato reductasa o β-galactosidasa respectivamente, conteniendo 

además el cóctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini Tablets, Roche, 

Indianapolis, EEUU). Los extractos celulares se mantuvieron durante todo el 

proceso a 4º C. A continuación se sometieron a rotura mecánica con bolas de 

vidrio (∅ 0.5 mm) en un homogenizador FastPrep (FP120, BIONOVA, Francia) 

durante 20 segundos a una velocidad de 6 m/s, rompiendo las células por 

cizallamiento. Tras enfriar los viales en hielo, se perforaron por el fondo con la 

ayuda de una aguja hipodérmica caliente y se centrifugaron sobre tubos nuevos a 

baja velocidad, 820 x g (3200 rpm) durante 1 min. El sobrenadante se transfirió a 

un tubo nuevo y se clarificó centrifugándolo a 16060 x g (13000 rpm) durante 60 

s. Posteriormente el sobrenadante se clarificó mediante centrifugación de 10580 

x g (13000 rpm) durante 10 min a 4ºC. Así obtuvimos los extractos proteicos 

totales libres de los restos celulares generados por la rotura. Estos extractos 

proteicos fueron empleados en los ensayos de actividad nitrato reductasa y β-

galactosidasa. 
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Tampón de extracción 
 

Tampón fosfato potásico 100 mM, pH 7.4 

FAD 20 µM 

EDTA 1 mM 

 

3. 1. 2. Determinación de la concentración de proteínas en 
extractos celulares. 

 

En la determinación de las actividades enzimáticas y en el análisis de 

proteínas mediante electroforesis SDS-PAGE se cuantificó la concentración de 

proteínas mediante el método Bradford (1976) usando el reactivo de Bradford 

del kit comercial Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) y γ-

globulina como proteína patrón. Los extractos se diluyeron de 5 a 10 veces en 

agua y se utilizó de 5 a 10 µl del diluido en la determinación de la concentración 

de proteínas, añadiendo 200 µl del reactivo de Bradford. La reacción 

colorimétrica se dejó desarrollar durante 5 min y se determinó la absorbancia a 

590 nm en un lector de placas multipocillo (Thermo Labsystems, Finlandia). 

 

3. 2. Determinación de la actividad nitrato reductasa. 

 

La obtención de los extractos proteicos fue necesaria en la determinación 

de la actividad nitrato reductasa (NR) de las cepas estudiadas en este trabajo. En 

dicha determinación se usó el tampón de ensayo de la enzima. 

 

Tampón de ensayo 
 

Tampón fosfato potásico 100 mM, pH 7.4 

FAD 40 µM 

NaNO3 40 mM 

 

La actividad nitrato reductasa en levaduras se determinó en un volumen 

de reacción de 500 µl. La mezcla de reacción contenía 250 µl de tampón de 
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ensayo y de 10 a 20 µl de extracto, completándose hasta 450 µl con agua. Esta 

mezcla se incubó a 30º C, iniciando la reacción mediante la adición de 50 µl de 

NADH 2 mM. Después de 15 min la reacción se detiene por adición de 500 µl de 

N-(1-naftil)-etilendiamina 0,02 % (p/v) (reactivo A) y 500 µl de sulfanilamida 1 

% (p/v) en HCl 1 % (v/v) (reactivo B) (208). Estas dos soluciones permiten la 

detección colorimétrica del nitrito producido por acción de la nitrato reductasa. 

El desarrollo de color es proporcional a la concentración del ión. La 

cuantificación se llevó a cabo midiendo la absorbancia de la solución a 540 nm y 

la pendiente de la curva de calibrado obtenida. La actividad específica nitrato 

reductasa se expresa como nmoles de nitrito·minuto-1 (mU) · mg de proteína-1; y 

se calcula según la fórmula:  

 

Act. NR = [DO540/pendiente de la curva de nitrito] / [Vextracto(ml) x 

proteínas totales (mg/ml) x tiempo (min)] 

 

3. 3. Determinación de la actividad ββββ-galactosidasa. 

 

La determinación de la actividad β-galactosidasa mediante extractos se 

realizó para medir con el fin de determinar la expresión de los genes en estudio 

mediante la fusión de sus promotores al gen lacZ. En dicha determinación se usó 

el tampón de ensayo de la enzima denominado tampón Z. 

 

Tampón Z 
 

KCl 10 mM 

MgSO4·7H20 1 mM 

β-mercaptoetanol 0.27 % (v/v) 

Na2HPO4 60 mM pH 7 

NaH2PO4 40 mM pH 7 

 

La actividad β-galactosidasa se valoró en un volumen de reacción de 

600 µl. La mezcla de reacción contenía de 10 a 30 µl de extracto, 450 µl de 
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tampón Z y se completó con agua MilliQ hasta un volumen final de 600 µl. La 

mezcla de reacción se incubó a 30º C durante 5 min tras los cuales se inició la 

reacción por adición de 100 µl de ONPG (o-nitrofenol β-D-galactopiranósido) 

recién preparado a 4 mg/ml en tampón Z. La reacción se dejó desarrollar hasta 

que la disolución tomó un color amarillo pálido y se detuvo añadiendo 250 µl de 

Na2CO3 1 M. La absorbancia se determinó a 420 nm. Un valor de 0.0045 

unidades de A420nm corresponde a 1 nmol/ml de o-nitrofenol producido. La 

actividad específica se expresa en nmoles de o-nitrofenol · minuto-1(mU) · mg de 

proteína-1; y se calculó según la fórmula: 

Act. = [DO470] x Vreacción(ml) / [0.0045 x Vextracto(ml) x proteínas totales 

(mg/ml) x tiempo (min)] 

3. 3. 1. Determinación de la actividad ββββ-galactosidasa in situ a 
partir de células permeabilizadas con cloroformo sobre filtros. 

Las células se sembraron en medio YGNH 5 mM sólido y se incubaron a 

37º C hasta que las colonias adquirieron un tamaño entre 1-3 mm ∅. A 

continuación y con ayuda de un palillo estéril se ordenaron las colonias a modo 

de estrías en medio YGNH y medio YGNO 5 mM (medio de inducción, siempre 

y cuando se tratara de genes inducidos por nitrato) donde se incubaron durante 

48 h. Transcurrido este tiempo se depositaron filtros de papel Whatmman 3 MM 

sobre las placas con el fin de transferir las células al papel. Como control del 

ensayo se transfirieron células crecidas en medio YGNH 5 mM, donde la 

expresión de los genes de la vía de asimilación de nitrato no está inducida. 

La permeabilización de las células se logró sumergiendo los filtros en 

cloroformo de forma que las células quedaran en contacto directo con el 

disolvente durante 5 min. Se usó un recipiente de vidrio de 23 x18 cm, con una 

profundidad de 3 cm, que se rellenó a la mitad de su capacidad total. 

Transcurrido ese tiempo y una vez eliminado el cloroformo por evaporación, 

cada filtro se puso en contacto con 1.5 ml de la mezcla de reacción (Tampón Z + 
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X-gal a 1 mg/ml), usando la base de una placa de Petri, manteniéndolas en 

oscuridad a 30º C. El desarrollo de la actividad, detectable por la coloración azul 

que adquieren las células, tuvo lugar después de 15-20 min en las células que 

habían crecido en YGNO 5 mM y alcanzó su máximo a las pocas horas de 

incubación. Las células que habían crecido en YGNH 5 mM desarrollaron el 

color a partir de la primera hora y el máximo de coloración se alcanzó después 

de 18 h. 

 

3. 4. Obtención de extractos de proteínas de membrana para SDS-
PAGE. 
 

Los extractos se obtuvieron a partir de 50 mg de células (peso fresco) 

mediante la adición de tampón de extracción frío. La suspensión, que siempre se 

mantuvo en hielo durante todo el proceso, se transfirió a un tubo de 1.5 ml al que 

se añadieron bolas de vidrio de 5 mm ∅. Se sometieron a 20 segundos de rotura 

mecánica en un FastPrep (FP120, BIONOVA, Francia) a una velocidad de 6 

m/s. Tras enfriar los viales en hielo, se perforaron por el fondo con la ayuda de 

una aguja hipodérmica caliente y se centrifugaron sobre tubos nuevos a baja 

velocidad, 820 x g (3200 rpm) durante 1 min a temperatura ambiente. El 

sobrenadante se clarificó mediante 3 centrifugaciones consecutivas a 820 x g 

(3200 rpm) durante 1 min a temperatura ambiente. El sobrenadante clarificado se 

centrifugó a 20500 x g (15000 rpm) durante 30 min a 4º C para obtener una 

fracción enriquecida en membrana plasmática. Después de esta centrifugación se 

descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 70 µl de disolución de 

resuspensión con ayuda de una micropipeta. Se usaron 10 µl de extracto para la 

cuantificación de las proteínas y al resto se le añadió 20 µl de tampón de 

desnaturalización 4X. Finalmente los tubos se calentaron a 40º C durante 30 min 

y se conservaron a -20º C hasta la electroforesis. 
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Tampón de 
extracción 

Disolución de 
resuspensión 

Tampón de 
desnaturalización (4X)  

   

EDTA 15 mM 
Tritón X-100 0.025 % 

(p/v) 
SDS 12 % (p/v) 

EGTA 15 mM EDTA 15 mM 
β-mercaptoetanol 6 % 

(v/v) 

Na2P2PO7 10 mM EGTA 15 mM Glicerol 30 % (v/v) 

NaN3 10 mM Na2P2PO7 10 mM 
Azul de bromofenol 0.05 

% (p/v) 

NaF 10 mM NaN3 10 mM Tris-HCl 150 mM pH 7 

Inhibidores de 

proteasas 

Complete Mini 

NaF 10 mM  

PMSF 2 mM   

Tris-HCl 50 mM 

pH 7.5 
  

 

3. 5. Tratamiento de los extractos proteicos con λ-proteína fosfatasa. 

 

Para desfosforilar a Nar1-HA se trataron 20 µg de proteínas de 

membrana con 150 U de λ-proteína fosfatasa (New England Biolabs, Beverly, 

EEUU) durante 25 min a 30ºC en presencia del tampón de la λ-proteína fosfatasa 

y 2 mM de MnCl2. Los extractos se obtuvieron como se describe en el apartado 

anterior excepto porque el tampón de extracción y disolución de resuspensión 

carecían de EDTA, EGTA, NaF, Na2P2O7 y NaN3. Después del tratamiento con 

λ-proteína fosfatasa se añadió tampón de desnaturalización (4X) y se calentaron 

los extractos a 40ºC durante 30 min. 
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Tampón de reaccion de λ-proteína fosfatasa 
 

EDTA 0.1mM 

ditiotreitol 5 mM 

Brij35 0.01% (p/v) 

Tris-HCl 50 mM pH 7.5 

 
3. 6. Electroforesis desnaturalizante de proteínas en geles de 
poliacrilamida (SDS-PAGE). 
 

Las proteínas se separaron por electroforesis usando minigeles 

discontinuos de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) desarrollando la 

electroforesis en una cubeta vertical Mini-Protean3 (Bio-Rad, Hercules, CA, 

EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante. 

 

Los geles discontinuos se elaboraron a partir de una disolución de 

acrilamida/bis-acrilamida [30 % (p/v) monómero total; 2.67 % (p/v) 

entrecruzamiento]. El gel superior, o gel de compactación de la muestra, de unos 

2 cm de largo, se preparó al 4 % (p/v) de monómero total, Tris-HCl 0.125 M pH 

6.8. El gel inferior, o gel de resolución de la muestra, se preparó con un 

porcentaje que osciló entre el 10 al 12 % (p/v) según la aplicación, Tris-HCl 

0.375 M pH 8.8. La concentración de SDS en ambos geles fue 0.1 % (p/v). 

 

La electroforesis se desarrolló en el tampón de electroforesis aplicando 

tres diferencias de potencial distintas a lo largo del tiempo. Se inició con 50 V 

hasta que la muestra entró completamente en el gel de compactación, luego se 

aumentó hasta 150 V para provocar la compactación y 100 V una vez dentro del 

gel de resolución hasta el final de la electroforesis. 
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Tampón de electroforesis 
(pH 8.3) 

Acrilamida/bis-acrilamida 
30 % T, 2.67 % C 

  

Tris 25 mM Acrilamida 29.2 % (p/v) 

Glicina 192 mM 
N’N’-bis-metilén-acrilamida 

0.8 % (p/v) 

SDS 0.1 % (p/v)  

 

Para determinar el desarrollo de la electroforesis así como para estimar 

la masa molecular de las bandas se usó el marcador de masa molecular preteñido 

con colorantes específicos (Dual Color, Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) (Figura 

69). 

 

 

Figura 69. Marcadores preteñidos Precision Plus Protein Standards, Kaleidoscope  y 
Dual Color. 
 

3. 7 Transferencia de proteínas a membranas de PVDF. 

 

Las proteínas una vez separadas por electroforesis se transfirieron a 

membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore, Billerica, MA, EEUU) mediante 

el dispositivo de electrotransferencia Mini Trans-Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, 
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EEUU) con el fin de realizar a continuación la inmunodetección de la proteína 

específica (western blot). Las membranas se humedecieron en metanol durante 

unos 15 s, con el fin de activarlas, y a continuación fueron sumergidas en 

tampón de transferencia. Se pusieron en contacto con los geles de poliacrilamida 

como describe el manual del aparato y en la orientación adecuada respecto a los 

electrodos de la cubeta. La transferencia se realizó en tampón de transferencia 

aplicando una diferencia de potencial constante de 100 V durante 90 min a 4º C. 

Una vez finalizada la transferencia las membranas se dejaron secar y se 

conservaron a 4º C hasta el momento de la inmunodetección, para lo cual fue 

preciso activar las membranas en metanol durante unos segundos y retirar el 

exceso del mismo con PBS-T. 

 

Tampón de transferencia (pH 8.3) 
 

Tris 25 mM 

Glicina 192 mM 

Metanol 20 % (v/v) 

 

3. 8. Inmunodetección de proteínas transferidas a membranas (western 
blot). 
 

Las membranas se bloquearon con la disolución de bloqueo (leche en 

polvo desnatada La Asturiana 5 % (p/v) disuelta en PBS-T) durante 60 min con 

agitación a temperatura ambiente. Después del bloqueo se incubó con el 

anticuerpo primario a la dilución indicada en la tabla 9. La incubación con el 

anticuerpo primario se realizó en una disolución de leche desnatada al 0.5 % 

(p/v) en PBS-T durante 60 min. A continuación se lavaron las membranas con 

PBS-T para eliminar el exceso de anticuerpo realizando tres lavados 

consecutivos de 4, 6 y 8 min cada uno. Al finalizar los lavados se incubó la 

membrana durante 30 min con el anticuerpo secundario anti-IgG conjugado a 

peroxidasa de rábano a la concentración indicada en la tabla 9 en una disolución 

de leche desnatada al 0.5 % (p/v) en PBS-T. Seguidamente se retiró el exceso de 

anticuerpo secundario lavando las membranas de la misma forma que para el 
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anticuerpo primario y se llevó a cabo la detección de las bandas específicas 

mediante el sistema de quimioluminiscencia ECL Plus (Amersham Biosciences, 

Buckinghamshire, Reino Unido) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

La señal quimioluminiscente se detectó directamente usando la cámara CCD del 

sistema de análisis ChemiDoc XRS Gel Documentation systems  y se usó el 

programa de imagen Bio-Rad Quantity One (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU) o 

por impresión de una película radiográfica. 

 

 Antígeno Naturaleza Dilución 
empleada 

Origen 

Ynt1 Inmunosuero 
de conejo 

1:1.500 GMN1 

HA Anticuerpo 
monoclonal 

1:1000 Roche 
Anticuerpos 

primarios 

ScPma1 Inmunosuero 
de conejo 1:40.000 Dr. R. 

Serrano2 
IgG de 
ratón 

Inmunosuero 
de oveja 1:3.000 Sigma Anticuerpos 

secundarios IgG de 
conejo 

Inmunosuero 
de cabra 

1:50.000 Amersham 
1GMN: Grupo del Metabolismo del Nitrógeno 
2Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas. Universidad Politécnica de Valencia-

CSIC. 

Tabla 9. Anticuerpos utilizados en este trabajo y concentraciones de uso. 

 

4. Determinación del transporte de nitrato. 

 

El transporte de nitrato se determinó siguiendo la desaparición del 

nitrato del medio (Machín et al., 2004 (197 RM)). Los cultivos de levaduras se 

crecieron en medio YGNH hasta alcanzar los 10 mg de células/ml. A 

continuación se incubaron en medio YGNO 1-5 mM o se ayunaron en medio YG 

durante 90 min. Se recogieron por centrifugación, se lavaron con agua fría y se 

resuspendieron en 4.8 ml de YG MES-Tris 25 mM pH 5.5 a una concentración 

de 5-10 mg de células/ml. Esta suspensión se realizó en tubos tipo Falcon de 50 

ml y se incubaron en un baño a 37º C con agitación. Transcurridos 2 min de 

incubación se inició el consumo con la adición de nitrato a una concentración 
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final que osciló entre 100 y 500 µM. A partir de este momento se tomaron 

alícuotas de 200 µl del medio, vertiéndose cada una sobre 100 µl de HCl 0.35 M 

con la finalidad de detener el consumo. Finalizado el ensayo, se midió la 

DO660nm de la suspensión celular que aún quedaba en el tubo Falcon para 

determinar la concentración de células y las muestras tomadas a lo largo del 

tiempo se neutralizaron añadiendo 40 µl de Tris 1M. Las muestras se 

centrifugaron a 16.060 x g (13.000 rpm) durante 3 min. Las muestras se 

congelaron a -20º C hasta el momento de la determinación del nitrato. 

 

La concentración de nitrato de cada alícuota se determinó transformando 

el nitrato en nitrito mediante el uso de la NR purificada de Aspergillus sp 

(Roche, Indianápolis, IN, EEUU) o de H. polymorpha (The Nitrato Elimination 

Company, Inc., Lake Linden, MI, EEUU) usando NADH como donador de 

electrones en la reacción de reducción. La concentración del nitrito producido se 

determinó colorimétricamente (Snell y Snell, 1949). El proceso se llevó a cabo 

de la siguiente manera: de cada muestra se tomaron dos volúmenes de 30 µl que 

se transfirieron a una placa multipocillo. A uno de estos volúmenes se le añadió 

30 µl de agua, con el fin de determinar el nitrito excretado, y al otro se añadió 30 

µl de mezcla de ensayo, conteniendo la NR purificada (The Nitrate Elimination 

Co, Inc. (NECi) y el NADH, con el fin de determinar el nitrito resultante de la 

reducción del nitrato junto con el nitrito excretado. En la placa también se 

incluyó una curva patrón de nitrato. La placa multipocillo se incubó a 30º C 

durante 1 h y se detuvo la reacción añadiendo 60 µl de reactivo A (N-(1-naftil)-

etilendiamina 0.02 % (p/v)) y 60 µl de reactivo B (sulfanilamida 1 % (p/v) en 

HCl 1 % (v/v)). La reacción se dejó desarrollar durante 15 min y se midió la 

absorbancia a 540 nm. 

 

El valor de consumo de nitrato se obtuvo representando el valor de 

absorbancia de nitrito total sustraído el nitrito excretado para cada punto frente al 

tiempo. La velocidad de consumo es la pendiente del tramo lineal de cada 
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representación expresada en nmoles de nitrato · min-1 y relativizada por la 

concentración de células del ensayo. 

 
Mezcla de Ensayo 

 

NR purificada 7.5 x 10-5 U/µl 

NADPH/NADH 150 µM 

Tampón fosfato potásico 50 mM pH 7.5 

 

5. Determinación del transporte de nitrito. 

 

El transporte de nitrito se determinó siguiendo el mismo procedimiento 

que el descrito en el consumo de nitrato. Las células fueron incubadas 

previamente en YGNO 1-5 mM o ayunadas en medio YG durante 90 min. A 

continuación se resuspendieron en 4.8 ml de YG MES-Tris 25 mM pH 5.5 ó 6. 

En ocasiones el ensayo de consumo se realizó a pH 4 utilizando como tampón el 

ácido tartárico-Tris 20 mM. Esta suspensión se realizó en un tubo tipo Falcon de 

50 ml y se incubaron en un baño a 37º C con agitación. Transcurridos 2 min de 

incubación se inició el transporte con la adición de nitrito a una concentración 

final que osciló desde los 100 a los 500 µM. Se retiraron 200 µl de medio a los 

tiempos indicados en cada ensayo y se vertieron sobre tubos de 1.5 ml 

conteniendo 200 µl de reactivo B (sulfanilamida 1 % (p/v) en HCl 1 % (v/v)) con 

el fin de detener el consumo. Finalizado el ensayo, a cada tubo se le añadió 200 

µl de reactivo A (N-(1-naftil)-etilendiamina 0.02 % (p/v)). Los tubos se 

centrifugaron 3 min a 16060 x g (13000 rpm) y a continuación se determinó la 

concentración de nitrito para cada punto midiendo la absorbancia a 540 nm 

después de 15 min. 

 

La velocidad de consumo de nitrito se calculó a partir de la pendiente del 

tramo lineal de la representación de la concentración de nitrito frente al tiempo, 

expresada en nmoles de nitrito · min-1 y relativizada por la concentración de 

células en el ensayo. 
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6. Acumulación de nitrato y nitrito intracelular. 

 

Las células de levaduras de H. polymorpha se caracterizan por consumir 

nitrato y nitrito. Su entrada en la célula conlleva una reducción hacia amonio por 

la acción consecutiva de las actividades NR y NiR. También se observa la salida 

de nitrito hacia el medio extracelular cuando su concentración intracelular supera 

la capacidad de catálisis de la NiR. Al bloquear la salida de nitrato/nitrito se 

produce su acumulación en las células, la cual se incrementa en las cepas 

carentes de NR o NiR. 

 

Las células se crecieron en medio YGNH hasta 10 mg/ml. A 

continuación se lavaron y se resuspendieron en medio YG manteniéndolas en 

ayuno. Los periodos de ayuno a los que se expusieron las células fueron 

variables según se determinara la acumulación intracelular de nitrato o de nitrito. 

Así las células sometidas a acumulación de nitrato se ayunaron durante 60 min 

mientras que en la acumulación de nitrito se realizaron periodos de ayuno desde 

los 30 min hasta los 120 min en función de las cepas y de la inducción previa 

con nitrato (1 ó 5 mM). Durante todo el proceso las células se incubaron a 37 ºC 

con agitación. En la mayoría de los casos las concentraciones usadas fueron de 1 

mM de nitrato y nitrito. En la detección del nitrato/nitrito intracelular se 

recogieron 250 mg de células sobre 1 vol de agua fría. Se centrifugó el medio a 

4863 x g (5000 rpm) durante 7 min y se lavaron nuevamente en agua fría. Las 

células fueron congeladas a -20º C hasta el momento de su uso. 

 

La rotura celular se realizó en 1 ml de tampón de acumulación (tubo de 

1.5 ml) que se calentó durante 5 min en un bloque térmico a 80º C. El material 

celular se centrifugó a 20500 x g (15000 rpm) durante 30 min trasvasando 1 ml 

de sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml. El sobrenadante se concentró hasta 

0.5 vol en un concentrador de ADN (Heto, Dinamarca). Se adicionó 0.5 vol de 

agua MilliQ y se concentró nuevamente hasta alcanzar 0.5 vol. El procedimiento 

usado en la determinación del nitrato intracelular fue el descrito en la 
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determinación del transporte de nitrato (ver el apartado 4). En el caso de la 

determinación de nitrito intracelular se usaron 30 µl de sobrenadante al que se 

adicionaron 30 µl de agua bidestilada. A continuación se añadieron 60 µl de 

reactivo B (sulfanilamida 1 % (p/v) en HCl 1 % (v/v)) y 60 µl de reactivo A (N-

(1-naftil)-etilendiamina 0.02 % (p/v)). La absorbancia se determinó después de 

15 min a 540 nm usando el lector de microplaca Multi Skan EX (Labsystems). 

 

Tampón de Acumulación 
 

75 % de etanol 

70 mM de HEPES-Tris pH 7.5 

 

7. Determinación de amonio. 

 

7. 1. Consumo de amonio. 

 

El consumo de amonio se determinó siguiendo su desaparición del 

medio (Umbreit et al., 1964 (300 RM). Los cultivos de levaduras se crecieron en 

medio YGNH hasta alcanzar 20 mg de células/ml. A continuación se recogieron 

por centrifugación, se lavaron dos veces en agua fría y se resuspendieron en 

medio YG ayunándolas durante 60 min. Las células se mantuvieron en agitación 

en un baño a 37º C. Al finalizar el ayuno se adicionó al medio 0.6 mM de 

amonio, retirando 1 ml de medio a los tiempos indicados que se vertieron sobre 

tubos de 1.5 ml. Los tubos se centrifugaron 3 min a 16060 x g (13000 rpm). 

Finalmente se hizo una dilución para que el cultivo quedara a 1/100 y a partir de 

estas muestras se llevó a cabo la determinación de amonio. 

 

En la determinación de amonio se usaron 190 µl del sobrenadante, 

previamente diluido 100 veces, al que se adicionó 10 µl de reactivo de Nessler 

(Fluka, Alemania). A continuación se determinó la concentración de amonio 

para cada punto midiendo la absorbancia a 420 nm después de 2 min de la 

adición del reactivo de Nessler. 



Materiales y Métodos _  

 

184 

7. 2. Acumulación de amonio. 

 

La determinación del amonio intracelular se llevó a cabo creciendo las 

células en medio YGNH hasta 10 mg/ml. Una vez alcanzada esta concentración 

se lavaron tres veces y se resuspendieron en medio YG manteniéndolas en estas 

condiciones en agitación 2 h a 37º C. Una vez finalizado el ayuno se añadió al 

medio cloruro de amonio 5 mM. Para la detección del amonio intracelular se 

recogieron 250 mg de células sobre 1 vol de agua fría. Se centrifugó el medio a 

4863 x g (5000 rpm) durante 7 min y se lavaron nuevamente en agua fría. Las 

células fueron congeladas a -20º C hasta el momento de su uso. 

 

El procedimiento seguido fue el mismo que en la determinación del 

nitrato y nitrito intracelular, con la excepción de que el sobrenadante obtenido no 

se concentró. Se usaron 190 µl del sobrenadante, al que se adicionó 10 µl de 

reactivo de Nessler (Fluka, Alemania). A continuación se determinó la 

concentración de amonio para cada punto midiendo la absorbancia a 420 nm 

después de 2 min de la adición del reactivo de Nessler. 

 

8. Determinación de aminoácidos por HPLC. 

 

Una vez que el nitrato se reduce a nitrito y éste a amonio la célula 

dispone del nitrógeno para sintetizar los aminoácidos. La carencia de 

aminoácidos afecta al metabolismo, y por ende, al crecimiento de las células en 

el medio de cultivo. Por ello se cuantificaron los aminoácidos con el fin de 

determinar si la cepa ∆chl1 estaba afectada en el flujo de aminoácidos a través de 

la membrana plasmática. Las medidas fueron realizadas en el laboratorio del Dr. 

Carlos Díaz, Dra. Elena Rodríguez y Dra. Beatriz Rodríguez del Departamento 

de Química Analítica, Nutrición y Bromatogía de la Facultada de Química de 

esta Universidad. 
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Los extractos usados en la determinación de los aminoácidos 

intracelulares se obtuvieron a partir de células crecidas en YGNH hasta los 10 

mg/ml. Las células se lavaron y se inocularon en medio YGNH fresco 

manteniéndolas en agitación en un baño a 37º C durante 3 h. A continuación se 

recogieron 250 mg de células sobre 1 vol de agua fría. Se centrifugó el medio a 

4863 x g (5000 rpm) durante 7 min y se lavaron nuevamente en agua fría. 

Seguidamente las células se resuspendieron en 1 ml de tampón de acumulación y 

las muestras fueron procesadas según lo descrito en el apartado 6. Además de la 

determinación intracelular también se analizaron los aminoácidos presentes en el 

medio de cultivo con el fin de identificar y cuantificar los aminoácidos 

excretados. Para ello se centrifugó 1 vol. del medio de cultivo a 4863 x g (5000 

rpm) durante 7 min y a continuación se filtraron 10 ml del sobrenadante con el 

fin de eliminar totalmente las células del medio. Tanto los extractos como el 

medio filtrado se mantuvieron a -80º C hasta el momento del análisis. 

 

Los aminoácidos fueron sometidos a análisis por HPLC después de la 

derivatización con 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC). 

AQC fue adquirido como parte del kit comercial AccQ Fluor (Waters Assoc., 

Milford, MA). En la derivatización de los aminoácidos se agregaron 60 µl del 

tampón de borato 200 mM, y 20 µl de reactivo AccQ Fluor y la mezcla se agitó 

durante unos segundos. El vial se calentó en un bloque térmico a 55 ºC durante 

10 minutos. En la preparación del estándar se combinaron 10 µl del estándar 

(estándar de aminoácidos hidrolizados, Waters Assoc., Milford, MA) con 70 µl 

de tampón de borato y 20 µl de reactivo AccQ Fluor, y se procesó de la misma 

manera que la muestra. Finalmente, se inyectaron en el sistema de HPLC 10 µl 

de muestra o 5 µl de la solución de estándares. 

 

El sistema de HPLC consistió de un módulo de separación 2690 de 

Waters, y un detector de fluorescencia 474 de Waters (Waters Assoc., Milford, 

MA). La integración y proceso de los datos se realizó aplicando el programa 

Waters Millenium 32 Chromatography Manager (Rodríguez Galdón, B et al.; 
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2010). La seperación de los derivatizados AQC se llevó a cabo usando una 

columna AccQ·Tag de 3.9 x 150 mm, que tuvo lugar a 37º C en gradiente de 

elusión, y la tasa de flujo fue de 1.0 ml/min. Se usaron tres eluyentes: el eluyente 

A fue un tampón de acetato-fostato (Waters ACC·Tag), los eluyentes B y C 

fueron acetonitrilo y agua Milli-Q, respectivamente. El programa de gradiente 

empleado fue el siguiente: 0 min, 100% A; 0.5 min, 99% A y 1% B; 18 min, 95 

% A y 5% B; 19 min, 91% A y 9% B; 29.5 min, 83% A y 17% B; 33 min, 60% 

B y 40% C; 36 min, 100% A, manteniendo estas condiciones durante 50 min. 

Los aminoácidos-AQC derivatizados fueron detectados por su fluorescencia a la 

excitación de 250 nm y emisión a 395 nm. Los picos de HPLC fueron 

identificados mediante la comparación de los datos de tiempo de retención 

obtenidos a partir de los estándares (Figura 70). 

 

 
Figura 70. Cromatograma del patrón comercial. Se representan los picos de los aminoácidos 
analizados, así como los tiempos de retención de cada uno de ellos. Los aminoácidos se 
expresaron en µg/ml de medio. 

 

9. Medida del contenido de calcio intracelular mediante 

espectrofotometría de absorción atómica de llama. 

 

El método de absorción atómica de llama se usó en la determinación de 

calcio en extractos totales de células. Las medidas se llevaron a cabo en el 

Servicio de Espectroscopía de Absorción Atómica de la Universidad de La 
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Laguna mediante un Espectrofotómetro de Absorción Atómica con atomización 

de llama de aire/acetileno y protóxido de nitrógeno/acetileno Varian 220 FS. 

 

La absorción atómica es una técnica ampliamente usada en la detección 

y determinación cuantitativa de múltiples elementos del sistema periódico. Con 

este método se pueden determinar metales como cadmio, calcio, cesio, cromo, 

cobalto, plomo, níquel, etc. Su uso se extiende a diversos campos: análisis de 

aguas, de suelos, bioquímica, toxicología, medicina, industria farmacéutica, 

industria alimenticia, industria petroquímica, etc. 

 

Este método consiste en la determinación de las especies atómicas por su 

absorción a una longitud de onda particular. La especie atómica se logra por 

atomización de la muestra, siendo los diferentes procedimientos utilizados para 

llegar al estado fundamental del átomo lo que diferencia las técnicas y accesorios 

utilizados. La técnica de atomización más usada es la de absorción atómica con 

llama, que nebuliza la muestra y luego la disemina en forma de aerosol dentro de 

un llama de aire acetileno u óxido nitroso-acetileno. 

 

9. 1. Obtención de extractos totales para la determinación de calcio 
intracelular mediante espectroscopia de absorción atómica. 
 

Los cultivos se inocularon en medio YGNH a partir de precultivos, 

crecidos hasta saturación en YPD, a una DO660 de 0.075 (∼ 0.28 mg de 

células/ml). Se recogieron aproximadamente 3 mg de células mediante filtración 

por vacío en filtros de membrana de 0.8 µm (Millipore, MA, EEUU). Las células 

se lavaron dos veces filtrando 5 ml de solución de lavado fría (MgCl2 100 mM). 

Las células del filtro se resuspendieron en 5 ml de solución de lavado y se 

transfirieron a un nuevo filtro, realizando un último lavado. A continuación las 

células se resuspendieron en 5 ml de HCl 0.1 M tras lo cual se tomaron 3 

alícuotas de 200 µl para la determinación de la densidad óptica de la suspensión 

celular. Finalmente se incubaron toda la noche con agitación suave. Las muestras 

se centrifugaron 7 minutos a 4863 x g (5000 rpm) para eliminar los restos 
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celulares y determinar el calcio en el sobrenadante. La calibración del 

instrumento se realizó con una curva de calibrado con las siguientes 

concentraciones del patrón: 0; 0.2; 0.5; 1; 2 y 3 ppm de calcio. A las soluciones 

de la curva de calibrado se añadió potasio para minimizar las posibles 

interferencias por ionización del calcio. Los valores de las medidas se expresan 

en nmoles de calcio/mg de células. 

 

10. Técnicas microscópicas. 

 

10. 1. Tinción de las vacuolas con FM4-64. 

 

En la visualización de las vacuolas en el microscopio de epifluorescencia 

se usó el colorante FM4-64 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EEUU). Éste 

es un colorante vital de naturaleza lipofílica que se incorpora a las células 

mediante endocitosis y es conducido a la vacuola donde se acumula en la 

membrana vacuolar (Vida y Emr, 1995 (301 RM)). El procedimiento empleado 

en la tinción de las vacuolas consistió en la centrifugación de 5 ml  de un cultivo 

de 2.7 unidades de DO660 que a continuación se resuspendieron en 330 µl de YG 

al que se añadió el colorante a una concentración final de 10 µM a partir de una 

disolución concentrada de 1 mM en agua. Las células se incubaron a 37º C en 

agitación durante 15 min y a continuación la suspensión celular se añadió a 5 ml 

de medio fresco precalentado a 37ºC. La observación de las vacuolas se realizó 

después de 1.5 h de la incubación con el colorante, tiempo suficiente en que el 

colorante se concentra en la membrana vacuolar. 

 

10. 2. Observación de las células en el microscopio de epifluorescencia. 

 

En la observación de las células portadoras de la proteína verde 

fluorescente (GFP) o las teñidas con el colorante FM4-64 se emplearon 5 µl del 

medio de cultivo que se colocaron sobre un portaobjetos para su observación 

directa en el microscopio. Se usó un microscopio Nikon H550S Eclipse 50i  
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equipado con una cámara Nikon Digital DXM 1200F (Nikon, Japón). Se usó el 

programa ACT-1 (Nikon, Japón) para controlar el microscopio y la cámara así 

como para la captura de imágenes. Las imágenes se procesaron utilizando el 

programa Corel Photo Paint. Las células se observaron empleando un objetivo 

de inmersión de 100X con AN de 1.3, empleando los filtros adecuados para 

detectar la fluorescencia de la GFP (GFP-B, EX: 460-500, BA: 510-560) y del 

FM4-64 (FITC, EX: 510-560, BA: 590). 

 

11. Técnicas relacionadas con manipulación de ácidos nucleicos. 

 

La mayoría de las técnicas descritas a continuación están recogidas en 

Sambrook (2001) (302 RM). 

 

11. 1. Extracción de DNA plasmídico bacteriano a pequeña escala 
(“mini-preps”). 
 

Las minipreparaciones de ADN plasmídico se realizaron con 

modificaciones del protocolo descrito por Holmes y Quigley, (1981) (Colmes y 

Quigley, 1981 (303 RM)) y se usó principalmente en la comprobación de las 

construcciones de ADN. Las bacterias resultantes de las transformaciones fueron 

crecidas a 37º C en 2 ml de medio líquido LB con los antibióticos adecuados 

para la selección del plásmido. Tras la centrifugación del cultivo durante 60 s a 

16060 x g (13000 rpm), se eliminó el sobrenadante, se resuspendió el sedimento 

en 100 µl de tampón STET mediante vórtex y la mezcla se colocó en un baño 

con agua hirviendo durante 1 minuto. A continuación, y tras centrifugar durante 

10 min a 16060 x g (13000 rpm), el sedimento mucoide, que contiene restos 

celulares y ADN cromosómico, fue eliminado con ayuda de un palillo estéril. El 

ADN plasmídico, presente en el sobrenadante, se precipitó durante 5 min 

añadiendo 200 µl de isopropanol a temperatura ambiente. Los tubos se 

centrifugaron a la misma velocidad que en el paso anterior durante 5 min y a 

continuación se lavó con 1 ml de etanol al 70 % (v/v). Las muestras se 

centrifugaron como en el paso anterior y se eliminaron los restos de etanol 
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incubando los tubos a 37º C. El ADN plasmídico fue finalmente resuspendido en 

20 µl de agua. 

 

Tampón STET 
 

Sacarosa 0.023 mM 

EDTA 50 mM 

Tritón X-100 

Tris-HCl 50 mM pH 8 

 

En la obtención de ADN plasmídico de mayor pureza, con calidad 

suficiente para llevar a cabo manipulaciones más complejas como restricciones 

enzimáticas, se emplearon los kits comerciales Qiaprep Spin Miniprep Kit 

(QIAgen, Hilden, Alemania) e ilustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit (GE 

Healthcare, Reino Unido), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Estos 

kits están basados en el procedimiento de lisis alcalina (Bimboim y Doly, 1979 

(304 RM) y en la utilización de una resina de intercambio iónico inmovilizada en 

una columna que, en determinadas condiciones de pH y concentración salina, 

retienen selectivamente el ADN. Finalmente el ADN se eluyó en condiciones de 

baja salinidad. 

 

11. 2. Extracción de ADN total de levadura. 

 

EL ADN genómico de levadura fue necesaria en las comprobaciones 

mediante PCR de las mutaciones realizadas en las cepas, hibridación y obtención 

de sondas, y en el subclonaje de los genes de interés. Mediante el siguiente 

proceso se obtuvo ADN en cantidad y calidad suficiente. 

 

Las células crecidas hasta fase estacionaria en 5 ml de YPD a 37º C se 

recogieron por centrifugación a 4863 x g (5000 rpm) durante 5 min, se lavaron 

con 1 ml de agua MilliQ y se sedimentaron nuevamente por centrifugación. 

Posteriormente se resuspendieron en 500 µl de tampón de lisis pasando la 
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suspensión celular a viales de 2 ml. A continuación se añadieron bolas de vidrio 

de 0.5 mm de ∅ hasta la formación de un menisco. La rotura se realizó en el 

FastPrep FP120 (BIONOVA) durante 20 s a una velocidad de 4 m/s. Las 

muestras se centrifugaron a 16060 x g (13000 rpm) durante 1 min, y se transfirió 

el sobrenadante a un tubo eppendorf añadiendo 100 µl de acetato de amonio 7 

M, pH 7. La mezcla se incubó a 65º C durante 5 min y luego se enfrió en hielo 

durante otros 5 min. La extracción se llevó a cabo añadiendo 500 µl de 

cloroformo y, tras unos segundos de vórtex, se centrifugó a 16060 x g (13000 

rpm) durante 5 min. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y al ADN se 

precipitó con 1 ml de isopropanol durante 5 min a temperatura ambiente. 

Finalmente se recoge el precipitado mediante centrifugación a 16060 x g (13000 

rpm) durante 5 min. El sedimento se lavó con 1 ml de etanol al 70% (v/v) y los 

restos del mismo se eliminan secando los precipitados a 37º C. El ADN 

genómico se resuspendió en 25-50 µl de agua MilliQ. El ADN genómico 

obtenido mediante este procedimiento está contaminado con ARN, el cual se 

elimina por adición de 0.5-1 µl de ARNasa 10 mg/ml incubando la reacción 

durante 30 min a 37º C. La precipitación del ADN genómico se realizó 

añadiendo 100 µl de etanol/acetato amónico 7.5 M (6:1) y posterior lavado con 

etanol 70% (v/v). Las centrifugaciones se realizaron a 4º C a 10580 x g (13000 

rpm) durante 10 y 4 min, respectivamente. Finalmente el ADN se resuspendió en 

20 µl de agua bidestilada. 

 
Tampón de lisis 

 

EDTA 50 mM 

SDS 1 % 

Tris-HCl 100 mM pH 8 

 

11. 3. Cuantificación del ADN. 

 

La concentración de ADN plasmídico presente en las muestras extraídas 

se estimó de forma semicuantitativa mediante la comparación de la fluorescencia 

emitida por los marcadores de masa molecular cuyas intensidades corresponden 
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a cantidades conocidas de ADN. Los geles de agarosa se tiñeron con bromuro de 

etidio y se visualizaron exponiéndolos a luz UV (302 nm). El patrón de peso 

molecular utilizado de forma rutinaria fue el fago λ, digerido con la enzima de 

restricción BstEII, generando un grupo de fragmentos de 0.2 a 8.5 Kpb. En el 

análisis de fragmentos de ADN de pequeño tamaño el patrón usado fue el 

marcador de peso molecular PCR Marker (de 700 a 50 pb) (New England 

Biolabs, Inc., Beverly, MA, EEUU). 

 

11. 4. Precipitación de ADN. 

 

La precipitación de ADN se realizó mediante la mezcla con acetato de 

sodio a una concentración final de 0.3 M y dos volúmenes de etanol frío a 96 % 

(v/v) en un volumen final de 200 µl. El ADN se dejó precipitando 30 min a -20º 

C y a continuación se centrifugó a 20500 x g (15000 rpm) durante 15 min, a 4º 

C. El precipitado obtenido se lavó con etanol frío al 70 % (v/v) y se centrifugó 

nuevamente a 20500 x g (15000 rpm) durante 5 min, a 4º C. El sobrenadante se 

retiró y se dejó secar el precipitado a 37º C. Finalmente se resuspendió en agua 

bidestiliada. 

 

12. Análisis y modificación de ADN. 

 

12. 1. Análisis de ADN mediante electroforesis. 

 

La separación, identificación y purificación del ADN plasmídico o del 

genómico de la levadura así como de los productos de PCR, se realizaron 

mediante electroforesis en geles de agarosa. 

 

12. 1. 1. Electroforesis en geles de agarosa. 

 

La separación de ácidos nucleicos con un tamaño comprendido entre 0.3 

y 30 Kpb se realizó en geles de agarosa sumergidos en tampón TAE 1X. Los 
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geles se prepararon en dicho tampón a la concentración adecuada de agarosa 

(0.7-1%) según el tamaño de los fragmentos de ADN a separar y se fundió 

calentándola en un microondas; posteriormente se dejó enfriar a temperatura 

ambiente hasta su gelificación. En cada pocillo del gel se aplicaron 10-20 µl de 

muestra mezclada con 1-2 µl de tampón de carga 10X. Las electroforesis se 

realizaron a una diferencia de potencial constate de 95-140 V (75 mA). 

 

El avance de la electroforesis en el gel se visualiza por los colorantes del 

tampón de carga, el azul de bromofenol y el verde de xilén cianol. Una vez 

finalizada la electroforesis los geles fueron sumergidos en una solución acuosa 

de bromuro de etidio preparada a 0.5 mg/ml y en la visualización de los 

resultados los geles se expusieron a luz ultravioleta de 302 nm. Se fotografiaron 

empleando los equipos de documentación Gel Documentation System (UVP, 

Upland, CA, EEUU) y ChemiDocTM XRS Gel Documentation systems acoplado 

a una cámara CCD Bio-Rad (Hercules, CA, EEUU) y el programa informático 

Bio-Rad Quantity One. El tamaño de los fragmentos de ADN fue estimado en 

función de los patrones moleculares de tamaño y cantidad conocidos. 

 
Tampón TAE 50X Tampón de carga 10X 

  

Tris 2 M Glicerol 50 % 

Ácido acético glacial 5.7 % (v/v) pH 8 EDTA 1 mM 

EDTA 50 mM 
Azul de bromofenol 0.25 % 

(p/v) 

 
Verde de xilén cianol 0.25 % 

(p/v) 

 

12. 2. Modificación enzimática del ADN. 

 

12. 2. 1. Digestión de ADN con endonucleasas de restricción. 

 

El tratamiento con endonucleasas de restricción se usó en la obtención 

de fragmentos a partir de los plásmidos previamente construidos y en la 
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linearización de ciertos plásmidos con la finalidad de dirigir su integración en el 

genoma de la levadura. El ADN se digirió a la temperatura requerida por la 

endonucleasa de restricción utilizada, en un volumen de reacción de 20-100 µl, 

con una concentración de DNA ≅ 25-100 ng/µl, empleando de 5 a 10 U de 

enzima por µg de ADN y el tampón recomendado por la casa comercial que 

distribuye la enzima (Roche, Promega, Takara, New England Biolabs). En 

ocasiones la digestión se llevó a cabo utilizando el tampón universal OPA+ (One-

Phor-All Buffer PLUS, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Reino Unido) 

diluido convenientemente según la enzima utilizada. (OPA 10X: Tris-acetato 

100 mM pH 7.5; acetato magnésico 100 mM y acetato potásico 500 mM). 

 

12. 2. 2. Aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de 
agarosa. 

 

Una vez que el ADN fue digerido con enzimas de restricción se procedió 

a la separación electroforética de los fragmentos resultantes. Con el fin de 

obtener únicamente el fragmento de interés se extrajo directamente del soporte 

de agarosa la banda correspondiente al peso molecular esperado, cortando el 

bloque de agarosa con un bisturí estéril. A partir de ese punto la extracción del 

ADN se realizó según las indicaciones de los Kits comerciales QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen, Alemania) y High Pure PCR Product Purification Kit 

(Roche, Alemania). Estos Kits se fundamentan en la adsorción del ADN a una 

matriz y su posterior elusión en condiciones de baja salinidad o en presencia de 

agua bidestilada. 

 

12. 2. 3. Relleno de extremos 3’ no protuberantes. 

 

En los casos en que fue necesario rellenar extremos 3’ no protuberantes 

se utilizó la actividad polimerasa del fragmento Klenow de la ADN polimerasa I 

de E. coli (Promega, Madison, WI, EEUU), en presencia de los dNTPs 

apropiados, siguiendo las recomendaciones de la casa. Los fragmentos fueron 

previamente purificados utilizando los Kits comerciales citados en el apartado 
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anterior. El ADN limpio fue concentrado hasta un volumen de 10-15 µl. La 

reacción de relleno se llevó a un volumen final de 20 µl. 

 

Reacción de relleno con Klenow 
  

ADN 1-4 µg 

Tampón de reacción Klenow 1X 

dNTPs 40 µM 

Fragmento Klenow de ADN pol I 1 U/µg de ADN 

H2O Hasta 20 µl 

 

La solución de dNTPs contiene 5 mM de cada uno de los 

desoxinucleótidos (dATP, dCT, dGTP, dTTP). La composición del tampón en 

las reacciones de relleno fue: Tris-HCl 0.5 M pH 7.2; MgSO4 100 mM, DTT 1 

mM, diluyéndose 10 veces para su uso. La reacción de relleno se realizó durante 

10 min incubando la mezcla a 37º C y se inactivó el fragmento Klenow 

calentándola a 75º C durante 10 min. 

 

12. 2. 4. Defosforilación de extremos 5’ de moléculas de ADN. 

 

Con la defosforilación se eliminan los grupos fosfato de los extremos 5’ 

de los plásmidos linealizados, impidiendo que el plásmido recircularice en 

ligamientos posteriores. Este paso es necesario en el proceso de construcción de 

plásmidos recombinantes con fragmentos de ADN de diversos orígenes. Tras el 

tratamiento con la endonucleasa de restricción adecuada y en algunos casos de 

relleno de los extremos, el plásmido a desfosforilar es previamente extraído de 

gel siguiendo el procedimiento detallado en el apartado 12.2.2. La reacción de 

defosforilación la desarrolló la fosfatasa alcalina termolábil, aislada de camarón 

(Pandalus borealis) (Roche, Indianápolis, IN, EEUU), que se inactivó al final 

del proceso a 65º C durante 15 min. La defosforilación se llevó a cabo en un 

volumen máximo de 10 µl considerando las siguientes recomendaciones 

estándares: 
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• Hasta un máximo de 1 pmol de extremos 5´ fosforilados (protuberantes 

o recesivos) se incubaron a 37º C durante 10 min con 1 unidad de fosfatata 

alcalina (pmol de extremo 5’ fosforilados = 2 x (ng de ADN/660 x Kpb)). 

• Ηasta un máximo de 0.2 pmoles de extremos 5’ fosforilados romos se 

incubaron a 37º C durante 60 min con 1 unidad de fosfatasa alcalina. 

 

La composición del tampón de defosforilación 10X es Tris-HCl 0.5 M 

pH 8.5 y MgCl2 50 mM. La inactivación de la enzima permitió llevar a cabo la 

reacción de ligamiento empleando directamente un volumen adecuado de la 

reacción de defosforilación, sin necesidad de eliminar la enzima. 

 

12. 2. 5. Adición de desoxiadenosinas a extremos 3’ romos de 
moléculas de ADN. 

 

La adición de desoxiadenosinas se llevó a cabo con el fin de ligar 

fragmentos de ADN de extremos romos, fundamentalmente productos de PCR 

amplificados con Pfu polimerasa (la Pfu polimerasa carece de actividad 

transferasa terminal) con el vector pGEM-T easy (Promega, Madison, WI, 

EEUU). El clonaje en el vector pGEM-T easy requiere la adición de una simple 

desoxiadenosina (dATP) a los extremos 3´ de estos fragmentos, para lo cual se 

requiere una polimerasa carente de actividad exonucleasa 3´→ 5´ y con actividad 

transferasa terminal, como la Taq polimerasa. Se siguieron las recomendaciones 

del fabricante para llevar a cabo la reacción, empleando de 1-2 µl del producto 

de PCR previamente aislado de gel en un volumen total de reacción de 10 µl. 

 
Adición de desoxiadenosinas  

Producto de PCR 

purificado 
1-2 µl 

Tampón Taq polimerasa 1X 

dATP 0.2 mM 

Taq ADN polimerasa 5 U 
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La mezcla se incubó a 70º C durante 30 min y fue empleada 

directamente en las reacciones de ligamiento sin necesidad de posteriores 

purificaciones. 

 

12. 2. 6. Ligamiento de moléculas de ADN. 

 

El vector y el inserto fueron digeridos y purificados de geles de agarosa 

en la mayoría de los subclonajes excepto en aquellos en los que el vector 

empleado fue el plásmido comercial pGEM-T easy (Promega, Madison, WI, 

EEUU). En este caso el vector fue usado siguiendo las recomendaciones de la 

casa, y el inserto, obtenido principalmente a partir de la PCR, fue previamente 

purificado mediante el Kit comercial High Pure PCR Product Purification Kit 

(Roche, Alemania). El resto de subclonajes se llevaron a cabo usando la enzima 

T4 ADN-ligasa (Roche, Indianápolis, IN, EEUU) en el tampón propio de la 

enzima a 1X (Tris-HCl 66 mM pH 7.5; MgCl2 5 mM; DTT 5 mM; ATP 1 mM). 

El volumen final de reacción fue de 10 µl-15 µl aplicándose una relación molar 

vector: inserto de 1:3 para extremos cohesivos, y se realizaron relaciones 1:5 y 

1:10 en el caso de extremos romos. En ligamientos de extremos cohesivos y 

romos la mezcla de reacción se incubó toda la noche a 4º C. La cantidad de 

vector empleada en las reacciones fue aproximadamente de 100-150 ng. La 

cantidad de enzima usada varió en función de la cantidad de ADN en la mezcla 

de ligamiento, así como en función del volumen de reacción (el glicerol que 

forma parte del tampón en el que se conserva la enzima no puede alcanzar en la 

mezcla de ligamiento un porcentaje final superior al 15%, de lo contrario 

inhibiría la reacción). 

 

Con la mezcla del ligamiento se transformaron células competentes de 

E. coli, según se describe en el apartado 2.1. Tras la selección de los 

transformantes, los plásmidos construidos fueron obtenidos y analizados 

mediante mini-preps (ver apartado 11.1.). 
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12. 3. Amplificación de moléculas de ADN por PCR. 

 

La reacción en cadena de la polimerasa o PCR se utilizó para amplificar 

un fragmento de ADN que se encuentra entre dos regiones de secuencia 

conocida, a partir de las cuales se diseñan dos oligonucleótidos sintéticos o 

cebadores que son complementarios, cada uno, a un extremo del segmento de 

ADN de interés. El objetivo de la PCR es incrementar el número de copias del 

fragmento de ADN entre las regiones delimitadas por los oligonuclétoidos 

cebadores. Así, tras permitir la hibridación de los cebadores con el ADN 

desnaturalizado, se efectúa la copia de las hebras correspondientes utilizando una 

ADN polimerasa y los cuatro desoxinucleósido trifosfato. Las moléculas de 

ADN bicatenario generadas son desnaturalizadas e hibridadas cíclicamente con 

los cebadores y la reacción de polimerización se repite un número determinado 

de ciclos subsiguientes. 

 

En este trabajo la PCR ha sido utilizada con distintos fines: obtención de 

fragmentos de ADN en la construcción de plásmidos, identificación de clones de 

bacterias y levaduras que portan fragmentos de ADN de interés, obtención de 

sondas, determinación de la orientación del inserto en un plásmido, obtención de 

fragmentos de ADN para transformar levaduras y confirmación de la 

interrupción de una secuencia génica en levaduras. 

 

12. 3. 1. PCR a partir de ADN purificado. 

 

La reacción de amplificación se llevó a cabo en tubos de 0,2 ml en 

volúmenes que oscilaron de 20 a 100 µl. Los componentes y concentraciones se 

indican a continuación: 

 

 

 

 



 Materiales y Métodos 

 

199 

Mezcla de reacción de PCR 
 

5 ng de ADN plasmídico 
ADN molde 

100 ng de ADN genómico 

Oligonucleótido forward 0.5 µM 

Oligonucleótido reverse 0.5 µM 

Tampón Taq 

polimerasa 
1X 

dNTPs 0.2 mM 

Taq polimerasa 0.8-1.2 U 

 

Las moléculas de ADN molde estaban disueltas en agua bidestilada. Los 

cebadores usados en este trabajo encuentran recogidos en el apéndice III. En su 

diseño se tuvo en cuenta que no existiera complementariedad en los extremos 3’ 

de cada pareja, evitando así la formación de dímeros de cebadores, y además, 

que sus secuencias no generasen apareamientos intramoleculares, que evitan la 

amplificación deseada. Además se procuró que los cebadores empleados en este 

trabajo poseyeran una Tm similar. El diseño de los oligonucleótidos se realizó a 

través del programa de la base de datos de Saccharomyces (Saccharomyces 

Genome Database: http://genome-www.stanford-edu/saccharomyces). La 

mezcla de dNTPs se preparó a una concentración final de 5 mM para cada uno 

de los desoxinucleótidos. Las condiciones en las que se desarrolló la reacción de 

amplificación se describen en la tabla 10. 

 

Temperatura Tiempo Número de ciclos 
   

94º C 1.5 min 

94º C 30 s 

Tªanillamiento1 30 s 

72º C Tiempo de extensión2 
  

72º C 5-10 min 

30 

1 Tªanillamiento, generalmente 5º C por debajo de la Tm de los cebadores 
2 Tiempo de extensión, 1 min por Kpb de ADN 
Tabla 10. Condiciones para la amplificación de ADN por PCR empleando la Taq 
polimerasa. 
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Se usó ADN polimerasa de la casa comercial Biotools (Biotools B&M 

Labs S.A., Madrid, España) de forma rutinaria y, Pfu ADN polimerasa 

(Promega, Madison, WI, EE.UU.) cuando fue preciso obtener copias de alta 

fidelidad, ya que posee actividad correctora (3’→ 5’ exonucleasa) con una tasa 

de error de 6 a 100 inferior respecto de la Taq polimerasa. El tampón de la ADN 

polimerasa 10X empleado fue: Tris-HCl 750 mM (pH 9.0), KCl 500 mM, 

(NH4)2SO4 200 mM y MgCl2 20 mM y el tampón de Pfu polimerasa 10X fue: 

Tris-HCl 200 mM, pH 8.8, KCl 100 mM, (NH4)2SO4 100 mM, MgSO4 20 mM, 

Triton X-100 1% y BSA-libre de nucleasa 1 mg/ml. Cuando se empleó la Pfu 

polimerasa se aumentó el número de ciclos de 30 a 35 y se aumentó a 2 min por 

Kpb a amplificar. 

 

12. 3. 2. PCR en la obtención de sondas de ADN. 

 

En la detección específica de secuencias de ADN fue necesaria la previa 

inmovilización de los mismos en un soporte sólido, lo que se realizó mediante la 

técnica del southern blot que consiste en la transferencia del ADN desde geles de 

agarosa a membranas de nylon cargadas positivamente. La detección se realizó 

mediante el empleo de sondas de ADN marcadas convenientemente según el 

procedimiento que se detalla a continuación. 

 

12. 3. 2. 1 Marcaje no radiactivo de fragmentos de ADN 
mediante PCR empleados como sondas. 

 

El ADN fue marcado enzimáticamente mediante PCR usando una 

mezcla de desoxinucleótidos que contiene dATP, dCTP, dGTP a una 

concentración de 2 mM. El dTTP se encuentra a una concentración de 1.3 mM. 

Por último la mezcla contiene dUTP acoplado a la molécula de digoxigenina a 

una concentración de 0.7 mM, digoxigenin-11-dUTP lábil álcali, (Roche, 

Alemania). Se comprobó si el producto de PCR se encuentra marcado, 

observando cierto retraso en la electroforesis al haber incorporado las moléculas 
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de digoxigeninas. A continuación el ADN marcado se purificó mediante el kit 

comercial High Pure PCR Product Purification kit (Roche, Alemania). La 

cantidad de sonda marcada se estimó por comparación con el Dig-labeled 

control DNA (Roche, Alemania), ADN control marcado de concentración 

conocida. Las sondas obtenidas se usaron en la hibridación del ADN 

inmovilizados sobre membranas, permitiendo su detección con anticuerpos 

específicos anti-DIG conjugados con fosfatasa alcalina, anti-digoxigenin Fab 

fragments (Roche, Alemania), a través del sistema colorimétrico NBT/BCIP o 

usando el sistema de detección quimioluminiscente CDP-Star (Roche, 

Alemania). 

 

13. Southern blot. 

 

El ADN genómico (1-2 µg) digerido con las endonucleasas de 

restricción adecuadas fue separado por electroforesis. La transferencia a 

membranas de nylon cargadas positivamente (Roche, Alemania) se realizó por el 

método de transferencia alcalina descendente (Sambrook et al., 1989). Sobre una 

pila de papel seco de 3-4 cm de altura se colocaron en el siguiente orden: 4-5 

papeles empapados en tampón de transferencia y de tamaño igual que el gel, la 

membrana de nylon, el gel y 5-10 papeles de filtro empapados en tampón de 

transferencia que sirvieron como puente entre el depósito, conteniendo el 

tampón, y el gel. 

 

Después de una hora de transferencia, la membrana se neutralizó con 

tampón SSC 2X durante 20 min. Tras el secado de la membrana durante 5 min a 

30º C, el ADN se unió covalentemente a la membrana mediante exposición a luz 

ultravioleta (120 mJ/cm2). 
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Tampón de transferencia Tampón SSC 20X 
  

NaOH 0.4 N (preparada en el momento) NaCl 3 M 

 Citrato sódico 0.3 M 

 pH 7 ajustado con HCl 

 

Las hibridaciones de ADN-ADN se realizaron según las 

recomendaciones de (Engler-Blum et al., 1993 (374 RM)). La prehibridación e 

hibridación de la membrana se realizó a 42º C en presencia de formamida al 

40%. Las membranas se prehibridaron al menos durante dos horas. El volumen 

de solución, en mililitros, empleado durante la prehibridicación fue del 10% de 

la superficie de la membrana. Tras estas dos horas se añadió la sonda marcada 

con digoxigenina previamente desnaturalizada por calentamiento a 100º C 

durante 10 min en solución de hibridación y rápido enfriamiento en un baño con 

etanol-hielo-agua durante 5 min. El volumen de la solución de hibridación fue 

del 5% de la superficie de la membrana. La hibridación se desarrolló durante 

toda la noche a 42º C. 

 

Tampón de 
Prehibridación e 

Hibridación 
Tampón de Bloqueo I Tampón 

Maleico 
   

SSC 5X 
Agente bloqueante 10% 

(p/v) (Roche, Alemania) 

Ácido maleico  

100 mM, pH 7.5 

Lauril sarcosina 0.1% 

(p/v) 

disuelto en tampón 

maleico 
NaCl 150 mM 

SDS 0.02%   

Formamida 40%   

Tampón de bloqueo I 

1.6% (v/v) 
  

 

Después de la hibridación se llevó a cabo el procedimiento de detección. 

Previamente la membrana se lavó una vez en condiciones de baja rigurosidad, a 

temperatura ambiente durante 15 min, con tampón de lavado I y dos veces en 

condiciones de alta rigurosidad, a 63 º C durante 15 min, con tampón de lavado 
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I. Con los pasos de lavado se elimina la sonda que se ha hibridado 

inespecíficamente. 

 

Tampón de lavado I 
 

SSC 2X 

SDS 0.1% (p/v) 

 

La detección inmunológica de la las bandas hibridadas se realizó 

mediante el sistema DIG DNA Labelling and Detection Kit (Roche, Alemania) 

siguiendo las recomendaciones del fabricante. El sistema está basado en el 

reconocimiento inmunológico de la sonda marcada con digoxigenina con el 

anticuerpo-DIG conjugado con fosfatasa alcalina. La visualización del resultado 

se llevó a cabo sobre la membrana utilizando el tampón de detección de la 

fosfatasa alcalina que contiene los sustratos colorimétricos NBT (Nitro-Blue-

Tetrazolium Salt) y  BCIP (5-bromo-cloro-3-indolil-fosfato) a 5 µg/ml y 10 

µg/ml, respectivamente, y que por acción de la fosfatasa alcalina producen un 

precipitado coloreado sobre la membrana. También se empleó el revelado con el 

sustrato quimioluminiscente CDP-Star de la fosfatasa alcalina (Disodio 2-cloro-

5-(4-methoxispiro (1,2-dioxetano-3,2'-(5'-cloro) triciclo [3.3.1.13,7]decan)-4-il) 

fenil fosfato) (Roche, Alemania). 

 

Tampón de 
detección de la 

fosfatasa alcalina 
NBT BCIP 

   

Tris-HCl 0.1 M pH 9.5 

100 mg/ml en 

dimetilformamida 70% 

(v/v) 

50 mg/ml en 

dimetilformamida 

100% (v/v) 

MgCl2 0.05 M   

NaCl 0.1 M   
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14. Principios de la técnica de PCR a Tiempo Real. 

 

La PCR a tiempo real (RT-PCR) se empleó con el fin de determinar el 

nivel de expresión del gen en estudio bajo ciertas condiciones en las que puede 

modificarse su expresión génica (incremento o disminución) o permanecer 

constate. En este trabajo la RT-PCR se ha empleado con la finalidad de 

determinar si el patrón de expresión del gen NAR1 de H. polymorpha se 

modifica en presencia de nitrato como única fuente de nitrógeno. Es una técnica 

complementaria al northern blot, pero la precisión y cuantificación de la 

expresión permite diferenciar pequeñas variaciones a medida que transcurre la 

reacción, ya que el producto de amplificación (amplicón) se cuantifica a medida 

que transcurren los ciclos de la PCR. 

 

La técnica está basada en la detección y cuantificación de un reportero 

fluorescente, cuya señal aumenta en proporción directa a la cantidad de producto 

de PCR en la reacción; y en el empleo de un termociclador que tiene acoplado un 

sistema de detección que es capaz de adquirir y cuantificar la señal emitida por el 

reportero al final de cada ciclo en cada muestra. 

 

Cuanto mayor sea el número de copias del gen de estudio al inicio, se 

observará antes un aumento significativo de fluorescencia. El umbral fijo de 

fluorescencia se establece significativamente por encima de la línea de base. El 

parámetro CT (threshold cycle) o ciclo umbral, se define como el número de 

ciclo en el cual la emisión de fluorescencia excede al umbral fijado (Figura 71). 

En este punto en el que la fluorescencia alcanza el umbral, la reacción se 

encuentra en fase exponencial, existiendo relación lineal entre el logaritmo del 

cambio de la fluorescencia y el número de ciclos. Cuanto mayor es la cantidad 

de ADNc molde de partida menos ciclos son necesarios para que el producto de 

la reacción se acumule y por tanto sus valores de CT serán menores. El CT nos 

permite cuantificar el ADNc presente en la muestra y por tanto la expresión del 

gen que queremos estudiar bajo las condiciones deseadas, de tal forma que la 
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diferencia de expresión entre dos muestras viene determinada por las diferencias 

entre sus CT. La señal de fluorescencia es medida a tiempo real durante el 

transcurso de la reacción y es digitalizada y transformada en un valor numérico 

que corresponde al valor de CT para cada uno de los productos amplificados. 

 

 
Figura 71. Detección de la fluorescencia, proporcional a la cantidad de producto 
amplificado. La gráfica muestra la fluorescencia emitida en cada ciclo para los diferentes 
productos amplificados. Existe una señal base que está por debajo del límite de detección. El 
umbral se fija por encima de la línea base, y se observa que cada producto amplificado 
sobrepasa el umbral en diferentes ciclos de PCR. 
 

La detección de las muestras puede realizarse a través de varios 

reactivos fluorescentes como los agentes intercalantes fluorescentes (SYBR 

Green), sondas de hidrólisis (Tapman) y sondas de hibridizantes (Molecular 

Beacons y Scorpions). En este trabajo el fluorescente empleado fue el SYBR 

Green (Figura 72). Es un agente intercalante que se une al ADN de doble cadena 

aportando un incremento de la fluorescencia a medida que aumenta la cantidad 

de producto de PCR. El empleo de este fluorescente aporta una serie de ventajas: 

simple y económico, fácil de usar, sensible, versátil (no se necesitan sondas 

específicas o cebadores ad hoc). Pero también presenta desventajas que deben 

ser consideradas, ya que durante la reacción de PCR puede unirse a dímeros de 

oligonucleótidos y a otros productos inespecíficos, resultando en una 

sobreestimación de la concentración del amplicón. Por tanto, funciona muy bien 

para reacciones de PCR simples con oligonucleótidos que no generen 

amplificaciones espurias. 
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Figura 72. Esquema de unión del SYBR Green al ADN. A. El SYBR Green (en verde) se 
intercala en el ADN bicatenario recién sintetizado. B. La emisión de la fluorescencia es 
proporcional a la concentración de ADN bicatenario. 
 

Los dímeros de cebadores y productos inespecíficos influyen en la 

cuantificación del producto de PCR, por lo que es necesario realizar el análisis 

de las curvas de disociación o “melting point”. Estas curvas se obtienen de la  

representación de la fluorescencia emitida como función de la temperatura, 

aportando una “curva de melting” para cada amplicón (Figura 73). Así podemos 

diferenciar un único pico en torno al valor de temperatura que se corresponde 

con la Tm del producto esperado. De tal forma que si se observan picos 

secundarios estaríamos ante la producción de productos inespecíficos. 

 

 
Figura 73. Análisis de la curva de fusión de 2 muestras (A y B). La muestra A sólo produce 
un pico resultante del producto de amplificación específica. El ejemplo B muestra un pico de un 
producto específico, y un pico a una temperatura correspondiente a la amplificación de dímeros 
de cebadores. 
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14. 1. Cuantificación de la expresión génica en la PCR a tiempo real. 
 

Los datos obtenidos después de la PCR a tiempo real pueden ser 

analizados a través de dos métodos de cuantificación: 

 

Cuantificación absoluta: se determina el número de copias del amplicón 

de interés relacionando la señal de PCR con una curva de calibración. 

Cuantificación relativa: se determina como la expresión relativa del gen 

diana versus un gen de referencia o “housekeeping gene”. Este segundo método 

es el elegido en la determinación de la expresión génica de HpNAR1 en 

presencia de nitrato. 

 

Las diferencias en los niveles de expresión entre el gen de estudio y el 

gen de referencia pueden verse afectadas por diferencias en la eficiencia de la 

síntesis de ADNc entre las dos muestras, lo que origina variación en el ADN que 

será empleado como molde en las reacciones de PCR a tiempo real. Estas 

diferencias se traducen en distintos valores de CT, que no reflejan las diferencias 

de expresión entre las dos muestras. La corrección de estas variaciones 

experimentales se consigue mediante normalización con respecto a un control 

interno. Ese control interno es un gen de referencia endógeno cuyo nivel de 

expresión no se ve afectado por el tratamiento experimental. Cuanto más 

abundante y constante sea la expresión del control interno mejor resulta la 

comparación de la expresión relativa de los genes de estudio. Los genes de 

referencia más comúnmente empleados como control interno son GAPDH 

(gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa), 18S RNA, tubulina, EF1α, 

poliubicuitinas y la β-actina. En este trabajo usamos este último como gen de 

referencia. 

 

14. 2. Método de análisis aplicado a la estimación relativa de la 
expresión génica. 
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Hay varias estrategias que permiten cuantificar de forma relativa la 

expresión de un gen. Entre ellas comentaremos dos métodos, uno de ellos el 

denominado método comparativo de CT (∆∆CT) y el estándar relativo. 

 

El método comparativo de CT (∆∆CT), desarrollado por Schmittgen y 

Livak (2008) (330 RM), permite la cuantificación relativa de la expresión de un 

gen, sin usar curvas estándar, ya que los niveles de expresión se relativizan 

frente a un gen de referencia endógeno. Sin embargo para que el método pueda 

aplicarse, la dinámica de amplificación del gen diana y del gen de referencia 

endógeno debe ser muy similar. Este método asume que las eficiencias de los 

dos amplicones son aproximadamente iguales al 100%, es decir, que ambas 

reacciones de amplificación se llevan a cabo de forma igualmente eficiente en el 

rango de cantidades iniciales de molde. 

 

El modelo matemático ∆∆CT parte de la siguiente ecuación: 

 

Cambio = [ (Ediana) 
∆C

T
 diana)]/[(Ereferencia) 

∆C
T

 referencia)] (1) 

Donde: 

Ediana → Eficiencia de amplificación del gen diana 

Ereferencia → Eficiencia de amplificación del gen de referencia 

∆CT diana → Diferencia del gen diana en la condición control y la condición 

experimental 

∆CT referencia → Diferencia del gen referencia en la condición control y la 

condición experimental 

 

La eficiencia de amplificación se calcula utilizando el valor de la 

pendiente obtenida en la curva estándar, mediante la siguiente ecuación: 

 

E = 10 (1/-pendiente) (2) 
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Como se asume que la eficiencia de amplificación tanto en el gen de 

referencia como del gen diana es del 100%, el valor de la pendiente es de –3.23 y 

el valor de E=2. Reemplazando estos valores en la ecuación (1), la misma se 

convierte en: 

 

Cambio = 2-∆(∆C
T

) (3) 

Donde 

∆CT = CT diana – CT referencia 

∆(∆CT) = ∆CT muestra o condición experimental - ∆CT condición control 

 

Este es un método que simplifica los cálculos que deben realizarse sobre 

los datos obtenidos, sin embargo en la mayoría de las amplificaciones por PCR a 

tiempo real, las eficiencias de amplificación varian dando valores diferentes al 

100% y afectando por tanto a la cuantificación de las cantidades iniciales en 

diversas muestras. Por este motivo hemos empleado el método desarrollado por 

Pfaffl (2001). 

 

El método del estándar relativo, o del cambio relativo de Pfaffl, presenta 

la ventaja frente al método descrito anteriormente de tener en cuenta la eficiencia 

de amplificación obtenida tanto en el gen de referencia como en el gen diana. 

Para esto emplea una “curva estándar relativa”, que se obtiene mediante la 

realización de un mínimo de cuatro diluciones seriadas de las muestras de ADNc 

de cada condición y la medida de la expresión de los genes de referencia y diana 

(Figura 74). A partir de los valores de CT obtenidos de cada dilución se 

representan en referencia a la dilución correspondiente para cada gen y 

condición analizada. La pendiente de la recta resultante se utiliza en el cálculo de 

la eficiencia de amplificación mediante la ecuación (2) y el cambio relativo de 

expresión se calcula aplicando la ecuación (1). 
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Figura 74. Curva estándar de un amplicón. La representación de los valores de CT obtenidos 
para cada dilución de una muestra de ADNc de un gen respecto a la dilución correspondiente 
genera una recta, cuya pendiente se usa en el cálculo de la eficiencia de amplificiación del gen 
en estudio, en una determinada condición y cepa. 

 
14. 3. Obtención del ADNc y reacción de RT-PCR. 
 

A través de la reacción de PCR a tiempo real se realizó el estudio de la 

expresión de los genes HpNAR1 y HpCHL1 mediante la amplificación de una 

región concreta de su secuencia. Cada amplicón fue analizado en la cepa 

silvestre en dos condiciones de estudio (amonio y nitrato). El tamaño de los 

amplicones osciló entre 120 a 200 pb. Los cebadores empleados tienen un 

tamaño entre 15-20 pb. Se intentó mantener el porcentaje G/C por debajo del 

70%, ya que porcentajes mayores predisponen a interacciones no específicas que 

pueden ser detectadas en el caso del uso de SYBR Green y reducen la eficiencia 

de la reacción. Además en el diseño de los cebadores se evitó que éstos formaran 

estructuras secundarias y la formación de dímeros. El diseño de los cebadores se 

realizó a través del programa Primer3 (http:://www.genome.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer/Primer3_www.cgi). 

 

La cepa silvestre creció en medio YGNH hasta una densidad óptica de 

10 mg/ml. A continuación, las células se recogieron centrifugando el medio a 

4863 x g  (5000 rpm) durante 7 min. Se lavaron con agua fría y se 

resuspendieron en medio YGNO (conteniendo 5 mM de nitrato; condición de 
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ensayo) y en medio YGNH (conteniendo 5 mM de amonio; condición control). 

Se mantuvieron en agitación a 37° C durante 2 horas. Seguidamente se 

centrifugó el medio, se lavaron las células en las mismas condiciones que antes y 

se congelaron a -20° C hasta el momento de la extracción del ARN. La 

extracción de ARN se realizó empleando el Kit comercial RNeasy Mini Kit 

(Qiagen, Alemania), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este Kit está 

basado en la utilización de una resina de intercambio iónico inmovilizada en una 

columna que en condiciones de alta concentración salina retiene selectivamente 

al ARN. Así se pueden aislar con buen rendimiento moléculas de ARN mayores 

de 200 nucleótidos. 

 

Partiendo de 100 mg de células se procedió a la rotura mecánica 

mediante el empleo del homogenizador FastPrep FP120 (Q-BIOGENE, Francia). 

La rotura se realizó con bolas de vidrio de 0.5 mm de ∅ a una velocidad de 6 

m/s durante 20 s y el tampón de rotura suministrado por el Kit, el cual está 

compuesto por isotiocianato de guanidina que inactiva las RNasas. Tras la rotura 

las muestras se enfriaron en hielo durante 5 min, transcurrido este tiempo se 

centrifugaron durante 2 min a 16060 x g (13000 rpm). El sobrenadante fue 

transferido a un nuevo tubo eppendorf y sometido a una nueva centrifugación a 

4° C, esta vez a 1500 x g durante 5 min. La adición al sobrenadante de un 

volumen de etanol al 70 % (v/v), aportó las condiciones apropiadas para la unión 

del ARN a la resina. Una vez que la mezcla fue aplicada a la columna se 

procedió a los lavados repetidos con un tampón de alta concentración salina que 

elimina los contaminantes, mientras que el ARN permanece unido a la resina. 

Finalmente el ARN fue obtenido tras la adición de agua libre de RNasas. 

 

Las moléculas de ADN que pudieran estar presentes en la muestra 

fueron degradadas por la adición de 27 U de DNasa I (Rnase-Free Dnase Set, 

Qiagen, Alemania) por cada 10 µl del eluido durante 10 min a temperatura 

ambiente. Las DNasas se inactivaron tras la adición de EDTA a una 

concentración final de 4 mM. Para comprobar que el ADN había sido eliminado 
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de la muestra se realizó una PCR usando los cebadores diseñados para el gen de 

la actina. La ausencia de producto de PCR confirmó la pureza de las muestras. 

 

La obtención del ADNc se llevó a cabo utilizando el Kit comercial 

iScript (Biorad, EEUU) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los 20 µl 

de muestra de la retrotranscripción fue considerada como la dilución 1/1, y a 

partir de ella se realizaron diluciones de 1/5, 1/25, 1/125 y 1/625. De cada una de 

estas diluciones se emplearon 3 µl como molde en las reacciones de 

amplificación a tiempo real. En la reacción de PCR a tiempo real se empleó el 

SYBR Green a 2X y el resto de los componentes se obtuvieron a partir del Kit 

comercial GeneAmp Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA, EEUU) 

La mezcla de reacción contiene todos los componentes necesarios en la reacción 

de PCR, excepto los cebadores específicos de cada amplicón. Los cebadores se 

añaden a una concentración final de 0.5 µM a partir de una solución stock de 20 

µM. Las reacciones de PCR se realizan en placas multipocillos diseñadas para el 

termociclador iCycler iQ (Biorad, EEUU) y se cubren con un film óptico 

autoadhesivo que permite la detección de la fluorescencia emitida desde las 

muestras y evita su evaporación. Cada reacción se realiza en un volumen final de 

20 µl. 

 

La reacción de amplificación se realizó siguiendo el siguiente protocolo: 

 
 
 
 

    

Desnaturalización 2 min 95° C 1 ciclo 
    

15 segundos 95° C 

20 segundos 60° C 
Amplificación y 

cuantificación 
20 segundos 72° C 

40 ciclos 

    

Melting 
Incremento de 0.5° 

C/segundo 

Desde 60° C a 

90° C 
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La determinación de la fluorescencia emitida se realizó en el paso de 

extensión del amplicón, es decir, en el paso de 60° C. Una vez finalizada la 

reacción se comprobó la ausencia de dímeros de cebadores y la especificidad de 

los productos de PCR mediante el análisis de las “curvas de melting”. La 

especificidad de los productos de PCR fue confirmada mediante electroforesis 

con la obtención de una única banda del tamaño esperado. 

 

Se determinaron los valores de CT para las cuatro diluciones (1/1, 1/5, 

1/25, 1/125 y 1/625) de cada amplicón en la condición de control y ensayo. La 

representación de los valores de CT versus el logaritmo de la dilución 

correspondiente generó las “curvas estándar relativas” y los valores de las 

pendientes obtenidas fueron empleados en el cálculo de la eficiencia de 

amplificación de cada amplicón. El valor de ∆CT 
diana se calculó hallando la 

diferencia del CT del gen diana en la condición control y la condición 

experimental para cada dilución y luego se hizo un promedio de los valores. De 

la misma forma se calculó el ∆CT 
referencia utilizando los valores de CT obtenidos 

para el gen de la β-actina. Estos valores se emplearon como exponentes en la 

ecuación (1), lo que permitió conocer el cambio de la expresión del gen en 

estudio que se produce en la condición experimental (YGNO) en comparación 

con la condición control correspondiente (YGNH). 

 
15. Metodología específica desarrollada en la realización de este 
trabajo. 
 

15. 1. Plásmidos pNAR1 y pNAR1–PfuA. 
 

El plásmido pNAR1 resultó del ligamiento entre el vector comercial 

pGEM-T Easy (Promega, EE.UU.), linearizado en la diana EcoRV del polilinker, 

y el fragmento de 2876 pb (788 pb antes de la ORF de HpNAR1 y 684 pb 

después de la misma), obtenido por PCR de genómico con la polimerasa Taq, 

usando los oligos 334int-F y 334int-R. Este fragmento porta el gen que codifica 

la proteína Nar1. Este plásmido sirvió como base para la posterior interrupción 
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del gen HpNAR1. La construcción del plásmido pNAR1–PfuA es idéntica a la 

construcción del plásmido pNAR1. La diferencia entre ambos está en la enzima 

polimerasa empleada en la obtención del gen HpNAR1. En este segundo caso el 

gen HpNAR1 fue obtenido mediante PCR utilizando a la polimerasa Pfu, la cual 

rinde copias de mayor fidelidad que las obtenidas por la polimerasa Taq. Otra 

diferencia es la aplicación del plásmido pNAR1-PfuA ya que se empleó en la 

construcción de pLEU2-NAR1-PfuA el cual se usó a su vez en la obtención de la 

cepa portadora de varias copias del gen HpNAR1. 

 

 
Figura 75. Esquema de la construcicón del plásmido pNAR1. 

 
15. 2. Plásmido p∆∆∆∆nar1 y p∆∆∆∆nar1::LEU2 
 

El plásmido p∆nar1 se construyó a partir del plásmido pNAR1 y el 

fragmento de 1970 pb del plásmido pBSURA3. Se realizó una deleción de 347 

pb sobre el plásmido pNAR1 utilizando las enzimas de restricción BamHI y 

KpnI. Por otra parte, el plásmido pBSURA3 fue tratado con las mismas enzimas 

de restricción liberando el gen HpURA3. La inserción del gen HpURA3 dentro 

del gen NAR1 genera la interrupción del mismo. El plásmido resultante, p∆nar1, 

tiene 7514 pb y se empleó como molde en la reacción de PCR con los oligos 
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334int-F y 334int-R a partir de la cual se obtuvo el fragmento de interrupción de 

4499 pb, utilizado en la obtención de la cepa ∆nar1::URA3, leu2. 

 

 

Figura 76. Esquema de la construcción del plásmido p∆∆∆∆nar1. 
 

Para la obteción de los dobles mutantes ∆nar1∆yni1 fue necesaria la 

interrupción del gen HpNAR1 con el marcador HpLEU2. El plásmido resultante, 

p∆nar1::LEU2 se obtuvo a partir de los plásmidos pNAR1 y pGEMLEU2. 

Ambos plásmidos se digirieron con las endonucleasas KpnI y BamHI. Esta doble 

digestión de pNAR1 provocó la deleción de 347 pb del gen HpNAR1. 

Finalmente, mediante ligamiento cohesivo con 1397 pb del fragmento obtenido 

de pGEMLEU2 se obtuvo el vector p∆nar1::LEU2, empleado como ADN molde 

en la PCR que rinde el fragmento de 3926 pb empleado en la interrupción 

génica. Los cebadores empleados en dicha PCR fueron 334int-F y 334int-R. 
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Figura 77. Esquema de la construcción del plásmido p∆∆∆∆nar1::LEU2. 
 

15. 3. Plásmido pLEU2-NAR1-PfuA. 
 

Este plásmido se obtuvo mediante ligamiento del fragmento de 2492 pb 

Sal I-Sal I del plásmido pNAR1-PfuA y el plásmido pGEMLEU2 digerido con 

la misma enzima de restricción, rindiendo el plásmido pLEU2-NAR1-PfuA de 

6998 pb. Este plásmido se empleó para la sobreexpresión del gen HpNAR1 en la 

cepa ∆nar1::URA3, leu2, linearizando el plásmido a nivel del gen HpLEU2 con 

la enzima NarI, favoreciendo así la integración dirigida en este gen. 
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Figura 78. Esquema de la construcción del plásmido pLEU2-NAR1-PfuA. 
 

15. 4. Plásmido pCHL1. 
 

Este plásmido consta de un fragmento de 2728 pb (538 pb antes de la 

ORF y 480 pb después de la misma) correspondiente al gen HpCHL1 obtenido 

por PCR de genómico, con los oligos 299int-F y 299int-R, usando Taq 

polimerasa, y el vector pGEM-T Easy. pCHL1 fue empleado como plásmido de 

partida para la posterior deleción del gen HpCHL1 obteniendo el plásmido 

p∆chl1. La construcción del plásmido pCHL1 es idéntica a la construcción del 

plásmido pCHL1–PfuA. La diferencia entre ambos está en la enzima polimerasa 

empleada en la obtención del gen HpCHL1. En este segundo caso el gen 

HpCHL1 fue obtenido mediante PCR utilizando a la polimerasa Pfu. Otra 

diferencia fue su aplicación, ya que se empleó en la obtención de la cepa 

portadora de varias copias del gen HpCHL1. 
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Figura 79. Esquema de la construcción del plásmido pCHL1. 
 

15. 5. Plásmido p∆∆∆∆chl1. 
 

El plásmido p∆chl1 se obtuvo generando una deleción de 1802 pb de 

HpCHL1, digiriendo a pCHL1 con las enzimas XhoI y Bc I, y ligando un 

fragmento de 2908 pb del gen HpURA3 a partir del plásmido pBSURA3, 

obtenido mediante digestión con las enzimas XhoI y BamHI. El plásmido 

resultante, de 5892 pb, se empleó como molde en la reacción de PCR con los 

oligos 299int-F y 299int-R, a partir de la cual se obtuvo el fragmento de 

interrupción de 2877 pb, utilizado en la obtención de la cepa ∆chl1::URA3, leu2. 
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Figura 80. Esquema de la construcción del plásmido p∆∆∆∆chl1. 
 

15. 6. Plásmido pLEU2-CHL1-Pfu.1. 
 

Este plásmido se obtuvo mediante ligamiento del fragmento de 2585 pb 

SalI-SalI del plásmido pCHL1-PfuA y el plásmido pGEMLEU2 digerido con la 

misma enzima de restricción, rindiendo el plásmido pLEU2-CHL1-PfuA de 

7092 pb. Este plásmido se usó en la sobreexpresión del gen HpCHL1 en la cepa 

∆chl1::URA3, leu2. El vector se integró en el locus HpLEU2 linealizando el 

vector en el gen HpLEU2 con la enzima BstE II. 
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Figura 81. Esquema de la construcción del plásmido pLEU2-CHL1-Pfu.1. 
 

15. 7. Plásmido pYNT1LEU2A. 
 

Con el fin de construir el doble mutante ∆chl1∆ynt1, afectado en el gen 

del transportador de alta afinidad, HpYTN1, construimos un plásmido portador 

de HpYNT1 interrumpido con el gen marcador HpLEU2. El plásmido resultó del 

ligamiento de extremos romos entre pNT0 digerido en los sitios EcoRV, 

provocando una deleción de 165 pb en HpYNT1. El gen HpLEU2 se obtuvo a 

partir de la digestión del plásmido pGEMLEU2 con el enzima EcoRI. Este 

fragmento, de 1509 pb se rellenó con el fragmento Klenow de la polimerasa, lo 

que aportó extremos romos necesarios en la fusión con el plásmido pNT0-

EcoRV. La PCR sobre pYNT1LEU2A, usando los oligonucleótidos GFP-F y 

GFP-R rindió un fragmento de 2567 pb que se usó en la interrupción del gen 

HpYNT1. 
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Figura 82. Esquema de la construcción del plásmido pYNT1LEU2A. 
 

15. 8. Plásmido pNAR1-HA. 
 

Con la finalidad de etiquetar a la proteína codificada por el gen HpNAR1 

se orientó en fase dicho gen con seis copias del epítopo HA. En la obtención del 

plásmido pNAR1-HA se empleó el plásmido pHA1, digerido con HindIII y 

BglII, y el producto de PCR de 1440 pb del gen HpNAR1 carente del codón de 

parada. Los cebadores 3-F y 3-R empleados en la PCR portan en su secuencia las 

dianas respectivas de HindIII y BglII, permitiendo el ligamiento cohesivo y en 

fase entre el gen y las copias de HA. La integración dirigida de pNAR1-HA se 

realizó cortando el plásmido con KpnI, y los clones portadores de la construcción 

se identificaron mediante western blot empleando el anticuerpo comercial anti-

HA (Roche, Alemania). 
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Figura 83. Esquema de la construcción del plásmido pNAR1-HA. 
 

15. 9. Plásmido pNAR1-GFP. 
 

Con el fin de estudiar la localización celular de la proteína Nar1 se 

construyó el plásmido pNAR1-GFP. Para ello se empleó el vector pANL31, 

portador del gen que codifica a la proteína verde fluorescente o GFP, digerido 

con las enzimas de restricción HindIII y BglII, y el producto de PCR de 1440 pb 

del gen HpNAR1 carente del codón de parada. Los cebadores 3-F y 3-R 

empleados en la PCR portan en su secuencia las dianas respectivas de HindIII y 

BglII, permitiendo el ligamiento cohesivo y en fase entre HpNAR1 y GFP. La 

integración dirigida de pNAR1-GFP digerido con KpnI aportó una copia extra de 

HpNAR1 y en fase con GFP. Los transformantes portadores de dicha copia se 

identificaron mediante western blot empleando el anticuerpo comercial anti-GFP 

(Roche, Alemania). 
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Figura 84. Esquema de la construcción del plásmido pNAR1-GFP. 
 

15.10. Plásmido pNAR1-lac Z. 
 

La amplificación de 931 pb del promotor de HpNAR1 se realizó 

empleando la polimerasa Pfu y los cebadores proNAR1-F (con la secuencia de 

corte de BamHI) y proNAR1-r (con la secuencia de corte de SphI), se clonó en el  

vector comercial pGEM-T Easy, obteniendo el vector pGEM-PNAR1. El 

fragmento correspondiente al promotor se obtuvo mediante digestión con las 

enzimas de restricción BamHI y SphI y se clonó en el vector YEp356/LEU, 

cortado con las mismas enzimas, mediante ligamiento cohesivo. El plásmido 

resultante es pNAR1-lac Z y se linealizó con la enzima BstEII con el fin de 

dirigir la integración en el genoma. 
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Figura 85. Esquema de la construcción del plásmido pNAR1-lac Z. 
 

15. 11. Plásmido pNR::LEU2 y pNJ4LEU2. 
 

Para la obtención de dobles mutantes afectados en el gen HpYNR1 fue 

preciso construir un plásmido portador de la delección de dicho gen en 

combinación con el marcador auxotrófico LEU2 de H. polymorpha. El plásmido 

de partida fue pNJ4A que se digirió con la enzima de restricción NcoI, 

delecionando 868 pb de HpYNR1. Por otra parte el plásmido pBSURA3 se trató 

con las enzimas de restricción BamHI y BglII obteniendo un fragmento de 1780 
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pb que contiene a HpURA3. El plásmido y el inserto se ligaron, previo 

tratamiento con la ADN polimerasa klenow obteniendo el plásmido pNR::URA3 

de 11331 pb. Este plásmido fue nuevamente digerido con la enzima NcoI 

deleccionando un fragmento de 1788 pb que contiene el gen HpURA3. El 

plásmido pGEMLEU2 se trató con EcoRI obteniendo un fragmento de 1509 pb. 

Plásmido e inserto se rellenaron y se ligaron obteniendo finalmente el plásmido 

pNR::LEU2. Este plásmido se empleó como molde de la PCR, usando como 

cebadores NCYC2 y NCYC1’, de la que se obtuvo el fragmento de 2965 pb. La 

recombinación homóloga entre el producto de PCR y el ADN genómico generó 

la interrupción del gen HpYNR1. Los dobles mutantes fueron seleccionados 

inicialmente por su fenotipo de resistencia a clorato, y posteriormente se 

comprobó la interrupción génica por PCR de ADN genómico con los cebadores 

NCYC1 y URE2 interr F. 
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Figura 86. Esquema de la construcción del plásmido pNR::LEU2. 

 

En la obtención de los triples mutantes se llevó a cabo la deleción de 

1638 pb del gen HpYNR1 (de 2577 pb) y 806 pb del HpYNA1 (de 1587 pb) 

mediante la digestión del plásmido pNJ4A con las enzimas de restricción NcoI y 

NdeI. El plásmido pGEMLEU2 fue tratado con las mismas enzimas obteniendo 

un fragmento de 1551 pb que contiene el gen HpLEU2. Tras el ligamiento 

cohesivo entre los fragmentos obtenidos se obtuvo el plásmido pNJ4ALEU2. 

Este plásmido se empleó como molde de la PCR a partir de la cual se obtuvo el 

fragmento de 3734 pb empleado en la interrupción de los genes HpYNR1 y 
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HpYNA1. Los cebadores utilizados fueron NCYC1’ e YNI1-2F. La 

recombinación homóloga entre el producto de PCR y el ADN genómico generó 

la interrupción de ambos genes. La selección de los triples mutantes se llevó a 

cabo como en el caso anterior aunque en esta ocasión la comprobación mediante 

PCR se llevó a cabo empleando los cebadores Q-YNA2-F y URE2 interr F. 

 

 
Figura 87. Esquema de la construcción del plásmido pNJ4LEU2 e identificación de clones 
∆∆∆∆ynr1∆∆∆∆yna1. Los clones de levadras obtenidos de la transformación con pNJ4LEU2 fueron 
ordenados mediante estrías sobre placas con nitrato 5 mM y clorato 200 mM. Los clones se 
crecieron a 37 ºC durante 2 días. 
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Apéndice I. Cepas 

 

     

NOMBRE GENOTIPO ORIGEN OBTENCIÓN CEPA 
     

NCYC 495 ura3, leu2 GMN
1 

GMN GMN 
     

WT* 

NCYC 495 

ura3::pBSURA3(URA3) 

leu2::p18B1(LEU2) 

GMN GMN GMN 

     

Rm1 
NCYC 495 

leu2::p18B1(LEU2)ura3 
GMN GMN GMN 

     

WT URA3 

NCYC 495 

ura3::pBSURA3(URA3) 

leu2 

GMN GMN GMN 

     

∆ynt1 ura3, leu2 GMN GMN GMN 
    

∆ynt1 
∆ynt1:: LEU2, URA3 

Este 

trabajo 

RG49 + 

pBSURA3 
RGM06 

     

∆chl1::URA3, leu2 
Este 

trabajo 

NCYC 495 + 

p∆chl1 
RG50 

    ∆chl1 

∆chl1::URA3, LEU2 
Este 

trabajo 
Rm1 + p∆chl1 RG51 

     

∆nar1::URA3, leu2 
Este 

trabajo 

NCYC495 + 

p∆nar1 
RG52 

    ∆nar1 

∆nar1::URA3, LEU2 
Este 

trabajo 

Rm1 + 

p∆nar1 
RG53 

     

∆ynt1∆nar1 
∆ynt1::LEU2, 

∆nar1::URA3 

Este 

trabajo 

RG49 + 

p∆nar1 
RG54 

     

∆ynt1∆chl1 
∆chl1::URA3, 

∆ynt1::LEU2 

Este 

trabajo 

RG50 + 

pYNT1LEU2

A 

RG55 

     

nNAR1 nNAR1 URA3, LEU2 
Este 

trabajo 

RG52 + 

pLEU2-

NAR1-PfuA 

RG58 

     

∆nar1 

PYNR1-lacZ 

∆nar1::URA3, (PYNR1-

lacZ), LEU2 

Este 

trabajo 
RG52 + pGP1 RG59 

     

∆chl1∆ssu2 
∆chl1::URA3, 

∆ssu2::Ble, leu2 

Este 

trabajo 

RG50 + 

ssu2::ble de 

p∆SSU1.2-

BleoR 

RG61 

     

NAR1-GFP 
NAR1-GFP URA3, 

LEU2 

Este 

trabajo 

FN1 (GMN) + 

pNAR1-GFP 
RG62 

     

NAR1-HA NAR1-HA URA3, LEU2 
Este 

trabajo 

RG53 + 

pNAR1-HA 
RG65 
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∆yni1∆nar1 
∆yni1:: URA3, ∆nar1:: 

LEU2 

Este 

trabajo 

FN137 

(GMN) + 

p∆nar1::LEU

2 

RG67 

     

∆ynr1∆nar1 
∆ynr1::LEU2, 

∆nar1::URA3 

Este 

trabajo 

RG52 + 

ynr1::LEU2 

de 

pNR::LEU2 

RG70 

     

WT PNAR1-

lacZ 

URA3, PNAR1-lacZ, 

LEU2 

Este 

trabajo 

WT URA3 + 

pNAR1-lacZ 
RG71 

     

RG73 
∆chl1::URA3 ∆[yna1, 

ynr1]::LEU2 

Este 

trabajo 

RG50 + 

ynr1::LEU2 

de pNJ4LEU2 

RG73 

     

RG74 

∆chl1::URA3, 

∆ssu2::ble ∆[yna1, 

ynr1]::LEU2 

Este 

trabajo 

RG61 + 

ynr1::LEU2 

de pNJ4LEU2 

RG74 

     

∆chl1 PYNR1-

lacZ 

∆chl1::URA3, PYNR1-

lacZ LEU2 

Este 

trabajo 
RG50 + pGP1 RG75 

     

FN3203 

∆ynt1::ura3 

∆ynr1::URA3 

leu2::pGP1 (PYNR1-lacZ 

HpLEU2) 

GMN GMN FN3203 

     

RG77 
∆chl1::URA3, 

∆ynr1::LEU2 

Este 

trabajo 

RG50 + 

ynr1::LEU2 

de 

pNR::LEU2 

RG77 

     

nCHL1 nCHL1 URA3, LEU2 
Este 

trabajo 

WT URA3 + 

pLEU2-

CHL1-Pfu.1 

RG78 

     

∆ynr1∆nar1

∆ssu2 

∆ynr1∆nar1∆ssu2 

URA3 LEU2 ZEO 

Este 

trabajo 

RG70 + 

ssu2::ble de 

p∆SSU1.2-

BleoR 

RG79 

     

WT PCDRE-

lacZ 

WT URA3 (PCDRE-lacZ 

HpLEU2) 
GMN GMN 

CR 

8001 
     

∆chl1 

PCDRE-lacZ 

∆chl1::URA3 (PCDRE-

lacZ HpLEU2) 

Este 

trabajo 

RG50 + 

pAMS367LE

U2 

RG83 

     

WT PENA1-

lacZ 

WT URA3 (PENA1-lacZ 

HpLEU2) 
GMN GMN 

CR 

4001 
     

∆ure2 PENA1-

lacZ 

∆ure2::URA3 (PENA1-

lacZ HpLEU2) 
GMN GMN 

CR 

4002 
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∆chl1 PENA1-

lacZ 

∆chl1::URA3 (PENA1-

lacZ HpLEU2) 

Este 

trabajo 

RG50 + 

pENA1-lacZ 
RG84 

 
1
GMN: colección del Grupo del Metabolismo del Nitrógeno. 

 

Descripción del genotipo de las cepas bacterianas utilizadas 

 

ara Su mutación causa incapacidad para crecer con arabinosa 

dam ADN adenina metilasa. Los mutantes no pueden metilar la 

adenina de la secuencia GATC 

dcm ADN citosina metilasa. Los mutantes no pueden metilar la 

citosina de las secuencias C*CAGG y C*CTGG 

endA Endonucleasa I específica de ADN. Su mutación mejora el 

rendimiento y calidad de los plásmidos amplificados 

galK La mutación confiere incapacidad para utilizar galactosa 

gyrA Subunidad A de la ADN girasa; mutación gyrA96 confiere 

resistencia a ácido naladíxico 

hsdR Codifica la enzima de restricción EcoK . La mutación en este gen 

permite la propagación en E. coli de ADN procedente de otros 

organismos 

lacI Proteína represora del operón lac. El mutante lacI
q
 sobreexpresa el 

represor lacI 

lacY Utilización de lactosa; permeasa de galactosa 

lacZ β-D-galactosidasa; utilización de lactosa. La mutación en lacZ 

produce colonias blancas en presencia de X-gal 

lacZ∆M15 Mutación de lacZ; deleción del dominio N-terminal de la β-D-

galactosidasa que permite la complementación α por el segmento 

presente en pBluescript o lambda ZAP II para producir una β-D-

galactosidasa funcional 

proAB Los mutantes requieren prolina para crecer en medio mínimo 

recA Su mutación impide la recombinación general y produce 
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sensibilidad a luz UV 

relA Permite la síntesis de ARN en ausencia de síntesis proteica 

rpsL proteína S12 de la subunidad 30 S del ribosoma 

supE Supresor de mutaciones ámbar. Algunos fagos necesitan este gen 

mutado para crecer 

Tet
r
 Resistencia a la tetraciclina 

thi-1 Los mutantes requieren vitamina B1 (tiamina) para crecimiento en 

medio mínimo 

Tn10 Transposón que normalmente porta el gen Tet
r
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Apéndice II. Plásmidos 

 

   

NOMBRE CARACTERÍSTICAS ORIGEN 
   

pGEM-T Easy Amp
R
; lacZ Promega 

   

pBSURA3 p BS KS(+); HpURA3; Amp
R
 GMN

1 

   

pGEMLEU2 pGEM-T Easy; HpLEU2; Amp
R
 GMN 

   

pNAR1/pNAR1-

PfuA 
HpNAR1; Amp

R
 Este trabajo 

   

p∆nar1 ∆nar1::HpURA3; Amp
R
 Este trabajo 

   

p∆nar1::LEU2 ∆nar1::HpLEU2; Amp
R
 Este trabajo 

   

pLEU2-NAR1-PfuA HpNAR1; HpLEU2; Amp
R
 Este trabajo 

   

pCHL1 HpCHL1; Amp
R
 Este trabajo 

   

p∆chl1 ∆chl1:: HpURA3; Amp
R
 Este trabajo 

   

pLEU2-CHL1-Pfu.1 HpCHL1; HpLEU2; Amp
R
 Este trabajo 

   

pNT0 HpYNT1; Amp
R
 GMN 

   

pYNT1LEU2A ∆ynt1::HpLEU2; Amp
R
 Este trabajo 

   

pHA1 6HA; ble; Amp
R
 Este trabajo 

   

pNAR1-HA HpNAR1-6HA; ble; Amp
R
 Este trabajo 

   

pANL31 eGFP; ble; Amp
R
 GMN 

   

pNAR1-GFP HpNAR1-GFP; ble; Amp
R
 Este trabajo 

   

YEp356/LEU lacZ; HpLEU2; Amp
R
 GMN 

   

pGEM-PNAR1 Promotor de HpNAR1; Amp
R
 Este trabajo 

   

pNAR1-lacZ PNAR1-lacZ; HpLEU2; Amp
R
 Este trabajo 

   

pNJ4A 
HpYNI1; HpYNA1; HpYNR1; 

HpYNA2; Amp
R
 

GMN 
   

pNR::URA3 ∆ynr1::HpURA3; Amp
R
 Este trabajo 

   

pNR::LEU2 ∆ynr1::HpLEU2; Amp
R
 Este trabajo 

   

pNJ4ALEU2 
HpYNI1;∆[yna1, ynr1]; HpLEU2; 

HpYNA2; Amp
R
 

Este trabajo 
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Apéndice III. Cebadores 

 

   

NOMBRE SECUENCIA 5’ →→→→ 3’ UTILIDAD 
   

334int-F CACATAAACGAGTACCATCCG 
Amplificación de 

HpNAR1 
   

334int-R AACAGAATAAAGCGGCCAAG 
Amplificación de 

HpNAR1 
   

ext334 TGGATATGGGAGTGCAGAAGA 

Confirmación de la 

interrupción de 

HpNAR1 
   

299int-F ATGTGTTATTCTGGCCGCTG 
Amplificación de 

HpCHL1 
   

299int-R TCGAAGACAATCTTGGTCTCG 
Amplificación de 

HpCHL1 
   

ext299 TTCTGGTTGCTTTTGGGTGGT 

Confirmación de la 

interrupción de 

HpCHL1 
   

GFP-F 
TACCAAGCTTCGACAAGTATGG

CC 

Amplificación de la 

secuencia de HpYNT1 

La secuencia subrayada 

es la diana de Hind III. 
   

GFP-R 
AGAGGATCCATTTTCCGCTTTC

C 

Amplificación de la 

secuencia de HpYNT1. 

La secuencia subrayada 

es la diana de BamH I 
   

3-F 
AAGCTTATGGCAGATGACACAT

ACTAT 

Fusión del gen 

HpNAR1. La secuencia 

subrayada es la diana de 

HindIII 
   

3-R 
AGATCTATTTGCGTCTCTCTTCT

CGT 

Fusión del gen 

HpNAR1. La secuencia 

subrayada es la diana de 

BglII 
   

proNAR1-F 
GGATCCCACAAAGAAGAGAAG

AGACTG 

Amplificación del 

promotor de HpNAR1 
   

proNAR1-r 
GCATGCAGTATGTGTCATCTGC

CAT 

Amplificación del 

promotor de HpNAR1 
   

NCYC1 GCAGCAATGATACAT 

Confirmación de la 

interrupción génica de 

HpYNR1 
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NCYC1’ TATCCAACTTGCGCG 

Amplificación de la 

secuencia de 

ynr1::LEU2 
   

NCYC2 GAGCCGCCACTGACA 

Amplificación de la 

secuencia de 

ynr1::LEU2 
   

URE2 

interr F 
AGCTCCAGCCATTGCACG 

Confirmación de la 

interrupción génica de 

HpYNR1 
   

YNI1-2F GCAAAAACGAGCTCTATTGC 

Amplificación de la 

secuencia de 

ynr1::LEU2 
   

Q-YNA2-F GCAGCAGGAGCACAACATAG 

Confirmación de la 

interrupción génica de 

HpYNR1 
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Apéndice IV. Herramientas Bioinformáticas 

 

  

NOMBRE DIRECCIÓN 
  

ABIM 
http://sites.univ-

provence.fr/~wabim/english/logligne.html 
  

ABIM http://www.iut-arles.up.univ-mrs.fr/w3bb/d_abim/ 
  

ClustalW2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 
  

Compute pI/Mw 

tool-ExPASY 
http://www.expasy.org/ 

  

EMBOSS Matcher http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_matcher/ 
  

ExPaSy http://web.expasy.org/translate/ 
  

ExPaSy-TMpred http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/TMPRED_form.html 
  

Gateway to 

Isoelectric Point 

Service 

http://www3.embl.de/cgi/pi-wrapper.pl 

  

Gateway to 

Isoelectric Point 

Service 

http://emblheidelberg.de/cgi/pi-wrapper.pl 

  

InterProScan http://www.ebi.ac.uk 
  

NetPhos 2.0 Server http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
  

NetPhosK 1.0 

Server 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/ 

  

NetPhosYeast 1.0 

Server 
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosYeast/ 

  

OCTOPUS http://octopus.cbr.su.se/index.php 
  

Phosphobase http://phospho.elm.eu.org/ 
  

Phyre
2
 http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/ 
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Primer3  
http:://www.genome.wi.mit.edu/cgi-

in/primer/Primer3_www.cgi 
  

PSORT http://psort.nibb.ac.jp/ 
  

Saccharomyces 

Genome Database. 
http://genome-www.stanford-edu/saccharomyces 

  

SCPD http:://rulai.cshl.edu/SCPD/ 
  

TMRPres2D http://biophysics.biol.uoa.gr/TMRPres2D/ 
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