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Resumen 
 
El ADN es el único biopolímero que no es desechable ni reciclable, y debe, por lo tanto, 

repararse al ser dañado. La radiación solar, los productos químicos y los subproductos 

metabólicos amenazan constantemente la estructura del ADN. Esta situación forzó la 

evolución de sistemas de reparación de ADN, cada uno de los cuales se ocupa de una clase 

específica de lesiones. Más aún, en respuesta a agentes genotóxicos la expresión génica es 

inhibida, y ha sido reportado que parte de esta inhibición es a consecuencia de la degradación 

específica en el proteasoma de la ARN Polimerasa II (RNAPII). En este sentido, se demostró 

recientemente que la abundancia de la RNAPII es un determinante clave en la modulación de 

los patrones de expresión génica y la supervivencia celular frente a la exposición a agentes 

genotóxicos. Sin embargo, y a pesar de su relevancia, los mecanismos que controlan los 

niveles de la RNAPII no se comprenden completamente. 

Así, nos propusimos identificar nuevos factores que estén involucrados en el mecanismo que 

orquesta la degradación de la RNAPII bajo estrés genotóxico. En esta tesis se generaron 

versiones fluorescentes de Rpb1, la subunidad mayor y catalíticamente activa de la RNAPII 

de Saccharomyces cerevisiae, con el objetivo de establecer las condiciones para la 

realización de un rastreo a mediana escala de factores involucrados en la vía de degradación 

de la RNAPII. De esta manera, trabajamos sobre la puesta a punto de un protocolo que nos 

permita evaluar la degradación de la RNAPII en levaduras, y corroboramos que la exposición 

de levaduras al agente genotóxico 4NQO provoca la degradación específica de Rpb1. 
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Strategies for the identification of new factors involved in the degradation pathway of 

the RNA polymerase II in response to ADN damage 

Abstract 

DNA is the only biopolymer that is neither disposable nor recyclable and must, therefore, be 

repaired when damaged. Solar radiation, chemical agents, and metabolic byproducts 

constantly threaten DNA structure. This situation has driven the evolution of DNA repair 

systems, each addressing specific types of lesions. Moreover, in response to genotoxic 

agents, gene expression is inhibited, and it has been reported that part of this inhibition is due 

to the specific proteasomal degradation of RNA Polymerase II (RNAPII). In this regard, it was 

recently demonstrated that RNAPII abundance is a key determinant in modulating gene 

expression patterns and cell survival upon exposure to genotoxic agents. However, despite 

its relevance, the mechanisms that control RNAPII levels are not yet fully understood. 

Hence, we aim to identify new factors that are involved in the mechanism that orchestrates 

RNAPII degradation under genotoxic stress. In this thesis, we generated fluorescent versions 

of Rpb1, the major and catalytically active subunit of RNAPII in Saccharomyces cerevisiae, 

with the objective of establishing the conditions for a medium-scale screening of factors 

involved in RNAPII degradation pathways. Thus, we worked on establishing a protocol that 

allows us to evaluate RNAPII degradation in yeast, and confirmed that yeast exposure to the 

genotoxic agent 4NQO specifically induces Rpb1 degradation. 
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Introducción 

La Respuesta al daño al ADN 

 

El ADN es el único biopolímero que no es desechable ni reciclable, y debe, por lo 

tanto, repararse al ser dañado (Hoeijmakers, 2009). La integridad del ADN se ve 

comprometida por tres flancos. En primer lugar, reacciones espontáneas —mayormente de 

hidrólisis— intrínsecas a su naturaleza química en solución acuosa generan sitios abásicos y 

causan deaminación. En segundo lugar, como subproducto del metabolismo celular, se 

generan especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno, agentes alquilantes y demás 

compuestos dañinos. Por último, el ADN puede también sufrir lesiones causadas por agentes 

exógenos, como la radiación ultravioleta (UV) o compuestos como el cisplatino y la 4-

nitroquinolina (Hoeijmakers, 2009; Muñoz et al, 2022). 

La luz UV que alcanza la superficie de la Tierra es el carcinógeno más prominente y 

ubicuo en nuestro ambiente natural. Si bien la capa de ozono absorbe las longitudes de onda 

más energéticas del espectro UV (UV-C), los rayos UV-A y UV-B pueden inducir entre 10.000 

y 100.000 lesiones por célula expuesta por hora (Jackson & Bartek, 2009). Estas lesiones 

interfirieren con la replicación y transcripción del genoma y pueden inducir la aparición de 

mutaciones o aberraciones genéticas de gran magnitud. Ante esta situación, han 

evolucionado diversos mecanismos encargados de detectar lesiones en el ADN, señalizar su 

presencia y promover su reparación. La Reparación por Escisión de Base (BER, Base-

Excision Repair) remueve modificaciones que causan distorsiones sutiles en la estructura del 

ADN, como lesiones oxidativas, pequeños productos de alquilación y algunos tipos de 

rupturas de simple cadena (SSBs, Single-Strand Breaks). En cambio, las rupturas de doble 

cadena (DSBs, Double-Strand Breaks) son resueltas por Recombinación Homóloga (HR) o 

por el sistema de Unión de Extremos No Homólogos (NHEJ, Non-Homologous ADN End 

Joining) (Jackson & Bartek, 2009). Por su parte, la Reparación por Escisión de Nucleótidos 

(NER, Nucleotide Excision Repair) es excepcional entre los mecanismos de reparación del 

ADN en cuanto a la gran variedad de lesiones que logra eliminar, incluyendo lesiones 

inducidas por luz UV, como dímeros de pirimidinas por ciclobutano (CPDs) y fotoproductos 

(6-4) pirimidín-pirimidona ((6-4)PPs), aductos químicos voluminosos, uniones intracatenarias 

inducidas por drogas como el cisplatino y, finalmente, algunos tipos de daño oxidativo como 

las  ciclopurinas. Esta gran versatilidad probablemente se deba a que el sistema NER 

reconoce distorsiones en la estructura de doble hélice, más que un tipo de lesión en particular 

(Marteijn et al, 2014). 

Tanto los CPDs como los (6-4)PPs implican uniones covalentes entre dos pirimidinas 

contiguas y generan, en consecuencia, distorsiones en la estructura del ADN (Figura I-1). En 
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particular, los (6-4)PPs generan una distorsión en la doble hélice más prominente que los 

CPDs, y por lo tanto son reconocidos y reparados más fácilmente (Marteijn et al, 2014). Por 

otra parte, ante la exposición a radiación UV-B, la formación de CPDs es mayoritaria en 

relación a los 6-4PPs: mientras que los primeros representan cerca del 75%, los 6-4PPs 

representan poco menos del 25% restante (Ravanat et al, 2001). 

 

 

Figura I-1. Lesiones generadas por radiación UV en el ADN. Las principales lesiones en el ADN producidas 

por la exposición a luz UV son los dímeros de pirimidinas por ciclobutano (CPDs, señalizados como T<>T) y los 

fotoproductos (6-4) pirimidín-pirimidona ((6-4)PPs, señalizados como T[6-4]T). La figura muestra los fotoproductos 

que se forman entre timinas adyacentes. El mismo tipo de fotoproductos puede formarse entre cualquier tipo de 

pirimidinas adyacentes T-T, T-C, C-T y C-C, a excepción de los fotoproductos (6-4), no se forman en sitios C-T. 

Reproducido de (Sancar, 2003).   

 

Reparación por Escisión de Nucleótidos 

 

 NER es un sistema de reparación multiproteico, siendo XPA, XPB, XPC, XPD, XPE 

(también llamado DDB2), XPF, XPG y XPV algunos de sus factores más estudiados  (Fousteri 

& Mullenders, 2008). La detección del daño por el sistema NER ocurre por dos vías distintas 

que utilizan luego la misma maquinaria para reparar el daño: la reparación acoplada a la 

transcripción (TC-NER, Transcription Coupled NER) y la reparación global del genoma (GG-

NER, Global Genome NER) (Figura I-2). 

En la vía de reparación por GG-NER, el dímero XPC-RAD23B se une al ADN simple 

cadena (ADNsc) expuesto en la hebra complementaria a la dañada. En este sentido, la 

presencia de (6-4)PPs genera una pequeña región de ADNsc en la hebra complementaria 

que es fácilmente reconocido por XPC. Sin embargo, dado que los CPDs sólo distorsionan 

levemente la doble hélice, constituyen un sustrato pobre para el reconocimiento por XPC 

(Sugasawa et al, 2001). Así, para la reparación de CPDs por la vía GG-NER, el complejo UV-

DDB (compuesto por los factores DDB1 y DDB2/XPE) se une directamente a la lesión y 

funciona como un factor de reconocimiento de daño auxiliar, que estimula la subsecuente 

unión de XPC (Fitch et al, 2003). Estudios estructurales muestran que DDB2/XPE tuerce el 

ADN, generando una región de ADNsc mayor, lo cual facilita la unión de XPC (Scrima et al, 

2008). La unión de XPC favorece el reclutamiento del factor General de la Transcripción IIH 
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(TFIIH), cuyas dos helicasas, XPB y XPD, abren la doble hélice a ambos lados de la lesión, 

generando una burbuja de reparación. En esta etapa, se ha reportado que XPA cumple un 

rol importante en la verificación de la presencia del daño (Camenisch et al, 2006; Sugasawa 

et al, 2009). Si se corrobora la lesión, el factor XPA y la proteína de unión a ADNsc RPA 

coordinan el reclutamiento de las endonucleasas XPF y XPG, que cortan la hebra dañada a 

ambos lados de la lesión, dejando un gap de aproximadamente 25 nucleótidos (Fagbemi et 

al, 2011). Finalmente, este gap será rellenado gracias a la acción de ADN polimerasas y 

ligasas (Spivak, 2015).  

 En la vía de reparación por TC-NER, el reconocimiento de la lesión inicia cuando una 

RNAPII se queda atascada en ella, sin poder transcribirla. En este contexto, se recluta la 

translocasa CSB (Cockayne Syndrome protein B) y, a su vez, el complejo RNAPII-CSB recluta 

CSA (Cockayne Syndrome protein A), parte del complejo E3 ubiquitin ligasa DDB1-CUL4-

RBX1 (CRL4CSA). Este complejo induce su auto-ubiquitinación, la ubiquitinación de CSB y el 

reclutamiento de UVSSA (UV Stimulated Scaffold Protein A), factor específico de TC-NER 

(van der Weegen et al, 2020). A su vez, UVSSA recluta a TFIIH, y es en este paso donde TC-

NER y GG-NER convergen en la maquinaria común de procesamiento de la lesión por NER 

(Okuda et al, 2017). Cabe destacar que tanto los CPDs como los (6-4)PPs son reconocidos 

con la misma eficiencia por esta sub-vía de NER, ya que ambas lesiones representan un 

obstáculo para una RNAPII elongación (Hu et al, 2015). 
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Figura I-2. Sistema de reparación por escisión de nucleótidos (NER). El sistema NER se divide en dos vías 

paralelas de reconocimiento del daño. GG-NER detecta ADN dañado en todo el genoma gracias a los factores de 

reconocimiento XPC y XPE/DDB2. En TC-NER es la RNAPII quien, al reconocer una lesión que no puede sortear, 

se detiene y recluta a los factores CSA y CSB. Las dos vías de reconocimiento convergen en el reclutamiento de 

factores que generan una burbuja de reparación, escinden la hebra dañada y dejan un gap que es luego re-

sintetizado y ligado. Figura gentilmente cedida por el Dr. Nicolás Nieto Moreno, adaptada de (Marteijn et al, 2014). 

 

Consecuencias clínicas por deficiencias en NER 

 

 Las mutaciones en genes implicados en NER pueden dar lugar a fenotipos que varían 

desde un desarrollo normal con una predisposición extrema al cáncer, hasta defectos del 

neurodesarrollo, asociados con anomalías de envejecimiento prematuro pero sin 

predisposición al cáncer. Mutaciones en factores específicos de la vía de reconocimiento TC-

NER, como las proteínas CSA y CSB, provocan el síndrome Cockayne. Aunque 

históricamente síntomas de esta enfermedad como el envejecimiento prematuro se asociaron 

a la muerte celular prematura, causada a su vez por la acumulación de complejos de 

transcripción frenados en lesiones (Marteijn et al, 2014), se ha ido acumulando cada vez más 

evidencia de que los síntomas más severos observados en estos pacientes son en realidad 

resultado de defectos en la transcripción (Wang et al, 2014; Nieto Moreno et al, 2023). 

 Defectos en factores XP, tanto exclusivos de GG-NER (DDB2/XPE y XPC) como 

compartidos entre GG-NER y TC-NER (XPA, XPB, XPD, XPF y XPG), se asocian con una 

predisposición extrema al cáncer, evidente en pacientes con Xeroderma Pigmentosum (XP) 

(DiGiovanna & Kraemer, 2012). Sin embargo, los fenotipos de los pacientes con XP también 

son difíciles de explicar únicamente por fallas en la reparación vía NER tanto de lesiones 

inducidas por luz UV como de lesiones inducidas por el estrés oxidativo (Zhu et al, 2024). 

Degradación de la RNAPII frente al daño al ADN inducido por luz UV 

 

 La respuesta al daño al ADN es una respuesta integral que no involucra únicamente 

la reparación de las lesiones, sino también un amplio abanico de procesos celulares, muchos 

de los cuales implican cambios en los patrones de expresión génica. En este sentido, y de 

manera notable, la subunidad mayor de la RNAPII, RPB1, es específicamente degradada por 

la vía de ubiquitina-proteasoma en respuesta al UV (Ratner et al, 1998). En efecto, se ha 

demostrado que es el daño al ADN, y no otras consecuencias de la exposición al UV como la 

peroxidación lipídica o de proteínas, el responsable de la degradación de RPB1 (Muñoz et al, 

2017).  

Además de ser específicamente degradada en respuesta al UV, RPB1 posee otra 

característica distintiva: cuenta con un dominio carboxilo terminal (CTD) formado, en 
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mamíferos, por 52 repeticiones del heptapéptido YSPTSPS. Como se observa, todos los 

aminoácidos que forman parte del heptapéptido pueden sufrir modificaciones post-

traduccionales (PTMs) (Muñoz et al, 2010). Estas PTMs son clave en la regulación de la 

transcripción, pues favorecen o impiden la interacción de diversos factores con la RNAPII, por 

lo que usualmente se define al CTD como una “plataforma de interacción”. En particular, las 

RNAPII transcripcionalmente activas presentan un CTD fosforilado mientras que, por el 

contrario, en RNAPII inactivas y localizadas en el nucleoplasma, el CTD no está fosforilado. 

Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de PTMs a las cuales está sujeta la RNAPII, al 

realizar un western blot contra RPB1 se observan principalmente dos bandas: una, de menor 

movilidad electroforética, que corresponde a la fracción extensamente fosforilada en diversos 

residuos del CTD (RNAPIIo, Figura I-3) y otra, que corresponde a la fracción poco o no 

fosforilada (RNAPIIa, Figura I-3). Así, se ha repostado hace ya varios años que otro de los 

fenómenos que ocurren frente a la exposición al UV es la hiperfosforilación del dominio CTD 

de la RNAPII (Ratner et al, 1998) (Figura I-3). 

 

 

Figura I-3. Hiperfosforilación y degradación de RPB1. Western blot de RNAPII total en células Hep3B a 

diferentes tiempos después del tratamiento con UV (20 J/m²). En la calle 4 se añadió el inhibidor del proteasoma 

MG132 a las células antes de irradiar. Se señalan las bandas correspondientes a la forma hiperfosforilada (RNAPII 

O) y la forma hipofosforilada (RNAPII A) de RPB1. ERK-2 se presenta como control de carga. Adaptado de (Muñoz 

et al, 2009). 

 

Más recientemente, se identificó el residuo lisina 1268 (K1268) como relevante en la 

la poli-ubiquitinación que precede a la degradación de la subunidad RPB1 (Tufegdžić 

Vidaković et al, 2020). Como se observa en la Figura I-4, el reemplazo de la lisina 1268 por 

un aminoácido no ubiquitinable (K1268R) previno la degradación de la RNAPII y permitió 

estudiar las consecuencias de los niveles de RNAPII sobre los perfiles de expresión génica y 

la sobrevida celular. En particular, experimentos con esta mutante sugieren que la 

degradación de RPB1 modifica patrones de expresión génica, indicando que la cantidad de 

RNAPII es un regulador central en la respuesta transcripcional ante el daño al ADN (Tufegdžić 

Vidaković et al, 2020). 
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Figura I-4. La lisina 1268 es importante para la degradación de RPB1. Análisis por western blot de la 

degradación de RPB1 WT o K1268R inducida por UV tras irradiación con 20 J/m². Se trabajó con un sistema de 

switchover, en el cual se impide la síntesis de la proteína endógena vía siRNAs contra la secuencia codificante de 

su ARN mensajero, y se transfectan versiones exógenas de RPB1 WT o K1268R, etiquetadas con His-tag, cuyas 

secuencias poseen mutaciones sinónimas que las vuelven resistentes al siRNA. Vinculina se usó como control de 

carga. Adaptado de (Tufegdžić Vidaković et al, 2020). 

 

Factores involucrados en la degradación de la RNAPII frente al daño por luz UV 

 

 Como se mencionó anteriormente, la detención de la RNAPII frente a una lesión en el 

ADN favorece el reclutamiento de factores específicos de TC-NER, como CSB y CSA. Hace 

tiempo se propuso que, ante una RNAPII detenida, su destino podría implicar el retroceso de 

todo el complejo (backtracking) o, alternativamente, la degradación de RPB1. En este sentido, 

se considera que la degradación de la RNAPII ocurre como un “último recurso” para exponer 

la lesión, únicamente cuando el retroceso no es posible (Wilson et al, 2013). Así, este modelo 

supone una degradación en cis, en la cual la misma RNAPII detenida es blanco de 

degradación. Sin embargo, al menos en teoría, lo que se requiere para la reparación del daño 

es el desalojo de la RNAPII de la cromatina, independientemente de que luego esta sea 

degradada o no por el sistema ubiquitina-proteasoma (Muñoz et al, 2022). En este sentido, 

algunos trabajos recientes (Steurer et al, 2022; Bay et al, 2022), así como resultados no 

publicados de nuestro grupo (Choudhary et al, en referato) sugieren que el modelo del “último 

recurso” no representaría la única vía de control de los niveles de RPB1. 

En este sentido, evidencia reciente ha revelado que, ante el daño al ADN por 

tratamiento con luz UV, existe degradación de RNAPII unida a promotores pero no 

necesariamente detenidas en una lesión (Steurer et al, 2022). Por otro lado, también se ha 

demostrado degradación de RPB1 independiente de VCP/p97, una segregasa dependiente 

de ATP reportada como necesaria para el desalojo de la cromatina y posterior degradación 

de moléculas de RNAPII, lo que abre la posibilidad de una vía de degradación de moléculas 

de RPB1 no unidas a la cromatina (Aoi et al, 2021). Estos resultados son compatibles con un 
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modelo en el cual la detención de la RNAPII en cis a la lesión desencadena la degradación 

de RPB1 en trans a la lesión (Muñoz et al, 2022) (Figura I-5).  

 

 

Figura I-5. Posibles vías de degradación de RPB1. Históricamente, la degradación de RPB1 inducida por daño 

en el ADN se ha asociado con un mecanismo de último recurso, en el cual RPB1 es degradada en cis a la lesión 

para facilitar el acceso de los factores de reparación TC-NER (centro). Más recientemente, se ha propuesto la 

degradación en trans de RPB1 pausada en regiones promotoras proximales (izquierda), y también se ha 

demostrado la degradación de RPB1 independiente de la segregasa VCP/p97, lo que abre la posibilidad de una 

degradación de RPB1 no unida a la cromatina (derecha). Adaptado de (Muñoz et al, 2022). 

 

Siguiendo la misma línea, resultados de nuestro grupo indican que el sistema de 

reconocimiento por GG-NER también interviene en la degradación de RPB1 ante el daño al 

ADN, dado que células deficientes en componentes de esta sub-vía de reconocimiento 

presentan un menor nivel de degradación de RPB1 que células salvajes. De este modo, no 

solamente la RNAPII involucrada en TC-NER, aquella que está transcribiendo activamente, 

sino todo el pool de RNAPII, podría degradarse ante el daño al ADN (Choudhary et al, en 

referato) (Figura I-6).  

Más aún, observamos también que células donde la lesión puede ser reconocida pero 

la reparación, o procesamiento de la lesión, no puede ser completada (células HaCaT knock 

out para el factor de reparación XPA) muestran una degradación exacerbada de RPB1. En 

conjunto, estos resultados sugieren que la reparación del ADN por el sistema NER regula los 

niveles de RPB1 en queratinocitos humanos, donde una menor capacidad de reconocimiento 

de lesiones implica una menor degradación de RPB1, mientras que un procesamiento 

incompleto de la lesión resulta en una degradación aumentada (Choudhary et al, en referato) 

(Figura I-6). Estos y otros experimentos nos han permitido sugerir que el procesamiento de la 

lesión por el sistema de reparación NER no solo procesa (repara) lesiones, sino que favorece 

una vía de señalización que induce la degradación, en trans a la lesión, de RPB1.  
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Figura I-6. Efectos opuestos en los niveles de RPB1 en células deficientes en el reconocimiento o 

procesamiento de la lesión. Mientras defectos en el reconocimiento del daño previenen la degradación de RPB1 

(A), el procesamiento incompleto de la lesión resulta su degradación exacerbada (B). A) Queratinocitos humanos 

HaCaT WT o XPC-DDB2 doble KO (dKO XPC-DDB2) fueron irradiados con las dosis de UV indicadas y 

cosechados luego de 12 horas. B) Queratinocitos humanos HaCaT WT y XPA KO fueron irradiados con las dosis 

de UV indicadas y cosechados 3 h o 12 h después. La abundancia relativa de RPB1 se evaluó mediante western 

blot, utilizando anticuerpos contra el dominio N-terminal (NTD) de RPB1 y contra Vinculina como control de carga. 

Adaptado de (Choudhary et al, en referato). 

 

Por otro lado, si únicamente TC-NER estuviera involucrado en la degradación de 

RPB1, aumentar su eficiencia conduciría a un incremento en la degradación. Sin embargo, 

resultados preliminares de nuestro grupo indican que el escenario es más complejo. En 

principio, ante tratamientos que decompactan la cromatina —aumentando la tasa 

transcripcional (Grunstein, 1997; Wang et al, 2014), lo cual favorecería la actividad de TC-

NER (Palomera-Sanchez & Zurita, 2011)— se esperaría observar una degradación 

exacerbada de la RNAPII. Por el contrario, nuestros resultados muestran una prevención de 

este fenómeno (Figura I-7). Esto sugiere que TC-NER no es el único modo de control de este 

fenómeno, y que el estado de compactación de la cromatina regula la degradación de la 

RNAPII a través de una vía desconocida. 
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Figura I-7. El estado de compactación de la cromatina regula la degradación de la RNAPII. A) Células HaCaT 

WT fueron irradiadas con 20 J/m2 de UV e inmediatamente después incubadas en medio de cultivo con Tricostatina 

A (TSA, un inhibidor de deacetilasas de histonas, el cual favorece la apertura cromatínica (Eberharter & Becker, 

2002)). B) Células HaCaT WT fueron irradiadas con 20 J/m2 de UV. Inmediatamente después de la irradiación, las 

células fueron tratadas con medio de cultivo isosmótico o hiposmótico (el cual también conduce a la 

decompactación de la cromatina (Krieger et al, 2021)). En ambos paneles (A y B), las células fueron cosechadas 

a los tiempos indicados después de la irradiación y el tratamiento correspondiente. Los niveles de RNAPII total 

fueron evaluados por western blot utilizando anticuerpos contra RPB1 total. Se muestran los niveles de vinculina 

y/o tubulina como controles de carga así como los niveles de acetilación de la histona H3 en respuesta al 

tratamiento con TSA. Resultados no publicados de nuestro grupo. 

 

NER en Saccharomyces cerevisiae 

 

Teniendo en cuenta la relevancia de la expresión génica para la vida de la célula, es 

sorprendente que las consecuencias de la degradación de la RNAPII en respuesta al daño al 

ADN no hayan sido del todo dilucidadas. El trabajo con levaduras proporciona una poderosa 

herramienta para ahondar en estos mecanismos, dado que la respuesta al daño al ADN por 

UV está altamente conservada entre levaduras y humanos, incluyendo la vía NER y la 

ubiquitinación y degradación de la RNAPII en respuesta al daño al ADN (Tatum et al, 2011; 

Wilson et al, 2013). 

De hecho, se ha identificado en levaduras el residuo ortólogo a la K1268, la lisina 1246 

(K1246) de la subunidad Rpb1 —la subunidad mayor de la RNAPII en levaduras— como el 

principal sitio de poli-ubiquitinación involucrado en la degradación proteasomal (Tufegdžić 

Vidaković et al, 2020). La mutación de este residuo (i.e., Rpb1-K1246R) afectó la 

ubiquitinación y degradación de Rpb1 frente al tratamiento con 4-Nitriquinolina 1-óxido 

(4NQO) (Figura I-8). El 4NQO es un agente químico que simula los efectos del UV al inducir 

aductos voluminosos en el ADN, uniéndose covalentemente a bases de guanina y, 

minoritariamente, a bases de adenina (Ikenaga et al, 1975). Estos aductos voluminosos 

formados por el 4NQO son, en gran medida, procesados por el sistema NER (Williams et al, 
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2010; Choi et al, 2014), y ya hace algunos años se reportó que el tratamiento con 4NQO 

provoca la degradación específica de Rpb1 en levaduras (Malik et al, 2008). La luz UV 

impacta de manera heterogénea en los cultivos líquidos de levaduras, con lo cual el uso de 

4NQO supone una ventaja en este aspecto, dado que la droga logra difundir 

homogéneamente en el cultivo. 

 

Figura I-8. La lisina 1246 es importante para la degradación de Rpb1 ante daño al ADN en levaduras. Análisis 

por western blot de la degradación de TAP-Rpb1 WT o K1246R en Saccharomyces cerevisiae tras el tratamiento 

con 10 µg/mL de 4-NQO. La tubulina se utilizó como control de carga. Adaptado de (Tufegdžić Vidaković et al, 

2020). 

 

Un elemento clave a destacar es que se han identificado numerosos ortólogos en 

levaduras de los factores NER humanos, lo que refuerza su utilidad como modelo para el 

estudio de esta vía de reparación (Tatum et al, 2011) (ver Tabla I-1). Además, al igual que en 

células humanas, se ha reportado que el estado cromatínico influye en la eficiencia de la 

reparación por NER en levaduras, modulando el acceso de la maquinaria de reparación a las 

lesiones en el ADN (Yu et al, 2011; Yu & Waters, 2005). 

Más allá de las similitudes señaladas anteriormente, las levaduras también exhiben 

ciertas diferencias en comparación con los humanos. Entre ellas, podemos nombrar el hecho 

de que presentan fotoliasas. Las fotoliasas son flavoenzimas activables por luz blanca que 

revierten específicamente las distintas lesiones generadas por la irradiación UV. Si bien 

existen fotoliasas que se encargan de reparar específicamente CPDs o (6-4)PPs, en 

Saccharomyces cerevisiae sólo se reportó la presencia de una fotoliasa específica de CPDs. 

A su vez, ensayos in vitro de unión de fotoliasas a sondas de ADN dañadas previamente con 

4NQO no detectaron una unión significativa de la enzima al daño, sugiriendo que la fotoliasa 

de CPDs de S. cerevisiae no es capaz de detectar lesiones generadas por 4NQO (Fox et al, 

1994). 
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Tabla I-1. Factores centrales de NER en levaduras. Se informan sus homólogos o equivalentes en humanos y 

sus funciones en NER. Adaptado de (Tatum et al, 2011). 

 

Hacia la identificación de nuevos reguladores de RPB1 en respuesta al daño en el 

ADN 

 

Recapitulando lo antedicho, sabemos que la exposición al UV induce, por un lado, la 

reparación de lesiones por NER; por otro lado, la degradación de RPB1 —que a su vez 

controla la expresión génica—; y, finalmente, que células con defectos en NER presentan 

patrones de expresión alterados (Andrade-Lima et al, 2015; Muñoz et al, 2017; Tufegdžić 

Vidaković et al, 2020; Nakazawa et al, 2020).  

Para comprender cómo se orquesta la respuesta transcripcional ante el daño al ADN 

es necesario ahondar en los mecanismos que controlan la degradación de RPB1, los cuales 

surgen como nuevos actores en el control de la expresión ante el daño. 

El trabajo que se desarrollará en el presente escrito se enmarca en un proyecto mayor: 

una búsqueda no sesgada (screening) para encontrar nuevos factores que modulen los 
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niveles de Rpb1, utilizando un biblioteca de knockouts de S. cerevisiae. En particular, este 

trabajo se enfocará en el establecimiento de las cepas adecuadas para dicho análisis y en la 

optimización de las condiciones para los ensayos de medición de los niveles de RNAPII en 

respuesta al daño en el ADN. 
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Objetivos 

Objetivo general: 

 

Con el fin de identificar nuevos factores involucrados en la vía de degradación 

de la RNAPII frente ante el daño al ADN, nos proponemos establecer las condiciones 

experimentales que permitan realizar un screening utilizando una biblioteca de 

knockouts de Saccharomyces cerevisiae.  

 

 Como se mencionó anteriormente, el trabajo aquí presentado se enmarca dentro de 

la realización de un screening utilizando una biblioteca de knockouts de Saccharomyces 

cerevisiae con el objetivo de encontrar nuevos actores involucrados en la vía de degradación 

de la RNAPII frente al daño al ADN. En particular, se busca evaluar si una dada cepa, mutante 

para un factor determinado, muestra una degradación exacerbada o atenuada de la RNAPII 

ante el daño. En línea con un rastreo a gran escala, se pretende cruzar a cada mutante con 

una cepa que exprese Rpb1 etiquetada con una proteína fluorescente, para así poder analizar 

los niveles de esta proteína midiendo fluorescencia. En este contexto, y a la luz de nuestros 

resultados preliminares, nuestra hipótesis de trabajo es que, a través de mecanismos aún 

no descriptos, tanto el estado de la cromatina como el sistema NER en su conjunto regulan 

la degradación de la RNAPII ante el daño al ADN. 

 En búsqueda de sentar las bases para la futura puesta en práctica de dicho proyecto, 

planteamos los siguientes objetivos específicos: 

1. Construcción de las cepas de levaduras necesarias para el análisis. Esto implica: 

1. Obtener construcciones genéticas que permitan etiquetar con la proteína 

fluorescente mScarlet el gen codificante para la subunidad mayor de la RNAPII 

en levaduras, Rpb1 (mScarlet-Rpb1). 

2. Obtener construcciones genéticas que permitan generar la mutante de Rpb1 

incapaz de degradarse (mScarlet-Rpb1-K1246R). 

3. Generar las cepas de levaduras mScarlet-Rpb1 y mScarlet-Rpb1-K1246R. 

2. Poner a punto la medición de los niveles proteicos de mScarlet-Rpb1. Perfeccionar 

los métodos para adecuarlos al rastreo a gran escala. 

3. Poner a punto la medición de los niveles proteicos de mScarlet-Rpb1 frente al daño al 

ADN.  
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Materiales y Métodos 

Cepas utilizadas y sus genotipos 

 

 
Tabla M-1. Genotipos de las levaduras utilizadas en este proyecto. Se indican los genes más relevantes durante 

el estudio o aquellos que son necesarios para la selección de las diferentes cepas.  

 

Generación de la cepa de S. cerevisiae mScarlet-Rpb1 

Construcción de vectores que permitan etiquetar con la proteína fluorescente mScarlet el 

gen codificante para Rpb1 (RPO21) en S. cerevisiae 

 

 Con el fin de insertar la secuencia codificante para la proteína fluorescente mScarlet 

(Bindels et al, 2017) en el extremo 5´ del gen RPO21, que codifica para la proteína Rpb1, se 

desarrolló un vector integrativo, en adelante denominado mScarlet-pRPO21(5´)-U3. En esta 

instancia es importante mencionar que el etiquetado del gen en su extremo 5´ tuvo como fin 

evitar modificar el extremo carboxilo terminal (CTD) de la proteína Rpb1, el cual, como se 

mencionó anteriormente, es blanco de una miríada de modificaciones post-traduccionales. 

En este sentido, la presencia de una proteína fluorescente de aproximadamente 26 kDa 

podría afectar estéricamente la interacción del CTD con diversos efectores, conduciendo a 

resultados erróneos o artificiales en relación a los objetivos del presente proyecto. Por otra 

parte, también cabe destacar que la construcción se encuentra desprovista de los elementos 

necesarios para su replicación autónoma en levaduras, y sólo podrán mantenerse en forma 

estable en levaduras si logran integrarse al genoma. 

 El primer paso para la construcción del plásmido mScarlet-pRPO21(5´)-U3 consistió 

en el clonado de la secuencia codificante para la proteína mScarlet en un vector de clonado 

pGEM-T Easy (Promega), que en adelante denominamos Teasy-mScarlet. Como molde se 

amplificó dicha secuencia por PCR utilizando como molde un plásmido gentilmente cedido 

por la Dra. Agustina Berazategui (Imperial College, Reino Unido). Se utilizó un primer forward 

que en su extremo 5´ incorpora un sitio de restricción para la enzima BamHI y un primer 
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reverse que en su extremo 5´ incorpora un sitio de restricción para la enzima BspEI, los cuales 

son necesarias en los pasos de clonado subsiguientes.  

 El siguiente paso consistió en generar el plásmido mScarlet-pRPO21(5´), constituído 

por la proteína fluorescente mScarlet y el extremo 5´ del gen RPO21. Para esto se requirieron 

tres plásmidos: el previamente generado Teasy-mScarlet y dos plásmidos construídos 

previamente por el Dr. León A. Bouvier (IFIBYNE), los cuales llamamos HA-pRPO21(5´) y 

HA-pRPO21(5´)-U3.  

Tal como se detalla en la Figura M-1, el plásmido HA-pRPO21(5´) cuenta con las 

últimas 253 pb (el extremo 3´) del gen SCM3 一ubicado río arriba del gen RPO21一, las 

primeras 332 pb de la secuencia del gen RPO21 (que consideramos extremo 5´, pRPO21(5´)) 

y con la región intergénica que presenta secuencias regulatorias tales como el terminador 

transcripcional del gen SCM3 y el promotor para RPO21. Además, cabe destacar que el 

extremo 5´ del gen RPO21 se encuentra fusionada a la secuencia para el epítope HA de 

hemaglutinina de influenza (Field et al, 1988). Así, los plásmidos Teasy-mScarlet (“dador”) y 

HA-pRPO21(5´) (“aceptor”) se digirieron con las enzimas de restricción BamHI y NsiI, lo cual 

permitió subclonar la secuencia codificante para mScarlet río abajo de las primeras 6 pb del 

gen RPO21, tal como se indica en la Figura M-1. En este paso se buscó no modificar los 

codones iniciales del gen RPO21, lo que podría repercutir en la vida media de la polimerasa 

mutante de acuerdo a la regla de estabilidad proteica de los extremos amino terminales 

(Sriram et al, 2011; Varshavsky, 2011). De esta manera, se obtuvo el plásmido mScarlet-

pRPO21(5´). 

 A continuación, se procedió a insertar la secuencia comprendida entre las regiones 

SCM3 y mScarlet del plásmido mScarlet-pRPO21(5´) (“dador”) en el plásmido HA-

pRPO21(5´)-U3 (“aceptor”). Este último es esencialmente idéntico al plásmido HA-

pRPO21(5´), pero adicionalmente contiene el marcador URA3 de rescate de auxotrofía para 

uracilo. Al digerir ambos vectores con las enzimas de restricción EcoRV y BspEI, se logró 

reemplazar la región SCM3-HA del plásmido aceptor por la región SCM3-mScarlet del 

plásmido dador, completando así el vector integrativo mScarlet-pRPO21(5´)-U3. 
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Figura M-1. Construcción del vector integrativo mScarlet-pRPO21(5´)-U3. A) Esquema representativo del 

locus RPO21, que incluye los genes SCM3, RPO21 y BPL1. B) Esquema del proceso de construcción del plásmido 

mScarlet-pRPO21(5´)-U3. Se esquematizaron las secciones clonadas del locus, el marcador de selección URA3, 

la etiqueta de la proteína fluorescente y el epítope HA. Cada construcción a su vez contiene los elementos 

requeridos para la amplificación en bacterias. Se señalan los sitios de corte para las enzimas de restricción 

utilizadas, y el sitio de corte para la enzima MscI en la construcción final, utilizada para linealizar el plásmido previo 

a la transformación de levaduras. 

 

 Es relevante indicar que cada paso de clonado implicó la digestión de los plásmidos 

con las enzimas correspondientes, la corrida de los fragmentos digeridos en geles de agarosa 

1%, la purificación de los fragmentos de ADN necesarios, la ligación de ambas partes y la 

transformación de bacterias competentes para amplificar el plásmido producido. Tras su 

crecimiento en medio selectivo, se seleccionaron varias colonias para inocular cultivos 

líquidos, a partir de los cuales se llevó a cabo una extracción de ADN plasmídico mediante 

preparación de plásmidos a pequeña escala (miniprep). Cada preparación de ADN plasmídico 

obtenida se sometió a digestión con enzimas de restricción específicas, con el fin de identificar 

qué preparaciones contenían el plásmido de interés. 

 Adicionalmente, una vez obtenida la construcción final, mScarlet-pRPO21(5´)-U3, la 

misma fue amplificada utilizando bacterias competentes seguida de una preparación de 

plásmidos a pequeña escala, pero esta vez siguiendo un protocolo que incluye un paso de 

incubación con RNAsa A por 3 horas y un paso de precipitación con PEG 8000 13%. Estos 

dos pasos permiten una preparación de ADN plasmídico de mayor pureza. Luego, una 

alícuota del plásmido fue digerido con la enzima de restricción EcoRI y analizado en un gel 

de agarosa (Figura M-2), para verificar que el patrón de bandas obtenido de la digestión se 
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corresponda con lo esperado para la construcción. Finalmente, las preparaciones fueron 

cuantificadas utilizando un espectrofotómetro Nanodrop (Thermo). 

 

 

Figura M-2. Análisis de la construcción del plásmido mScarlet-pRPO21(5´)-U3. Digestión de preparaciones 

en pequeña escala del plásmido mScarlet-pRPO21(5´)-U3 con la enzima de restricción EcoRI. Como productos 

de la digestión se espera obtener fragmentos de 2997 pb, 1850 pb y 1362 pb. Se muestra el resultado para las 

preparaciones de ADN plasmídico obtenido de cuatro clones transformados con la construcción. Como control, se 

incluyeron digestiones de los vectores parentales. Para el vector mScarlet-pRPO21(5´) se espera obtener 

fragmentos de 2997 pb, 1035 pb y 696 pb. Para el vector HA-pRPO21(5´)-U3 se espera obtener fragmentos de 

2997 pb, 1850 pb y 696 pb. En la última calle se sembró un ladder de peso molecular (1 kb DNA ladder, NEB).  

 

Generación de la cepa de S. cerevisiae mScarlet-Rpb1 

 

La cepa Y5563 de S. cerevisiae fue la utilizada en el presente trabajo y su genotipo 

se encuentra explicitado en la tabla M-1. La elección de la misma se basó en que posee el 

perfil genético requerido para el screening propuesto. 

Con el fin de incentivar la incorporación del plásmido mScarlet-pRPO21(5´)-U3 en el 

locus del gen RPO21, previo a ser transformado en levaduras, este fue digerido con la enzima 

de restricción MscI (TGG^CCA), que posee un único sitio en el fragmento correspondiente al 

extremo 5´ de RPO21 (Figura M-3) (Gietz, 2014). La integración procede por un único evento 

de recombinación homóloga (Pâques & Haber, 1999), en el que intervienen secciones de 91 

pb y 235 pb de homología a cada lado del sitio para MscI (Figura M-4). Diferentes clones de 

levaduras con la construcción integrada en su genoma fueron aislados en medios 

desprovistos de uracilo gracias al marcador URA3. Como resultado de dicha integración, el 

gen RPO21 endógeno adquiriría la secuencia codificante para la proteína fluorescente en el 

extremo 5´, y a su vez, permanecería bajo la regulación de secuencias promotoras idénticas 

a las presentes en cepas silvestres. El locus recombinante obtenido exhibiría, entonces, 
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regiones repetidas en tándem que corresponden esencialmente al amplicón clonado de forma 

inicial, como se muestra en la Figura M-4. 

 

Figura M-3. Linealización del plásmido mScarlet-pRPO21(5´)-U3 con la enzima de restricción MscI. Como 

control, se incluye el plásmido sin digerir. Se aprecia la forma linealizada (L) al digerir el plásmido, y las isoformas 

covalentemente cerrada (CCC) y de círculo abierto (CA) en el control sin digerir. La longitud total de la construcción 

es de 6209 pb. En la primera calle se sembró un ladder de peso molecular (1 kb DNA ladder, NEB). 

 

La correcta inserción de la construcción en los diferentes clones obtenidos se verificó 

mediante PCR con un oligonucleótido que solo hibrida en una región del locus que se 

encuentra por fuera de la región clonada inicialmente, en combinación con otro 

oligonucleótido que hibrida en una sección sólo presente en la construcción, tal como se 

observa en la Figura M-4. Adicionalmente, los clones fueron evaluados mediante ensayos de 

western blot con anticuerpos reactivos para la proteína fluorescente y mediante la detección 

de la proteína de fusión mScarlet-Rpb1 por microscopía. 

 

 

Figura M-4. Esquema del evento de integración del plásmido mScarlet-pRPO21(5´)-U3 en el locus RPO21. 

En el evento de recombinación homóloga intervienen secciones de 91 pb y 235 pb de homología a cada lado del 

sitio para MscI. Se indican con flechas los sitios donde hibridan los oligonucleótidos utilizados para corroborar la 

correcta inserción del plásmido en el genoma. 
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Generación de la cepa de S. cerevisiae mScarlet-Rpb1-K1246R 

Construcción de vectores que permitan generar la mutante de Rpb1 incapaz de degradarse 

(RPO21(3´)-K1246R-U3) 

 

 La obtención de levaduras que expresen la variante mScarlet-Rpb1-K1246R también 

se abordó mediante la incorporación en el genoma de un vector integrativo, en adelante 

denominado K1246R-RPO21(3´)-U3. Debido a que el residuo 1246 se encuentra más 

próximo al carboxilo terminal de Rpb1, la construcción fue direccionada para integrarse en la 

región 3´ del gen RPO21. 

 Según lo esquematizado en la Figura M-5, para la realización de esta construcción 

genética se partió de tres plásmidos previamente generados por el Dr. León A. Bouvier: uno 

conteniendo la secuencia del marcador URA3 (designado Teasy-U3); otro conteniendo la 

región 3´ del locus RPO21, el cual incluye las últimas 915 pb de la secuencia codificante para 

Rpb1, un fragmento de 400 pb del gen BPL1 一que se encuentra río abajo del gen RPO21一

, y la región intergénica con terminadores transcripcionales (designado RPO21(3´)); y 

finalmente otro plásmido conteniendo la región del gen RPO21 donde se encuentra el codón 

codificante para el residuo 1246 (designado RPO21-K1246R). El fragmento del gen RPO21 

que contiene este último plásmido fue previamente sometido a mutagénesis dirigida, con el 

fin de reemplazar el codón para la lisina 1246 por uno para arginina (K1246R). En este evento 

se incluyeron cambios adicionales, silenciosos desde el punto de vista de la traducción, con 

el fin de agregar los sitios para las enzimas de restricción BglII y XbaI. Estos sitios facilitan 

verificar la incorporación de las mutaciones en el genoma de las levaduras.  

 Utilizando las enzimas de restricción BamHI y SalI, se subclonó el fragmento del 

plásmido Teasy-U3 que abarca la secuencia del marcador URA3, en el plásmido RPO21(3´), 

obteniendo así el plásmido RPO21(3´)-U3. Luego, a este plásmido se le adicionó la región 

del plásmido RPO21-K1246R que incluye la secuencia codificante para residuo 1246, la cual 

se ubica inmediatamente río arriba de la región RPO21(3´). Para esto se utilizaron las 

enzimas de restricción PspOMI y KpnI. La Figura M-5 esquematiza los pasos mencionados. 

 Nuevamente, cada paso de clonado implicó la digestión de los plásmidos con las 

enzimas correspondientes, la corrida de los fragmentos digeridos en geles de agarosa 1%, la 

purificación de los fragmentos de ADN necesarios, la ligación de ambas partes y la 

transformación de bacterias competentes para amplificar el plásmido producido. Tras su 

crecimiento en medio selectivo, se seleccionaron varias colonias para inocular cultivos 

líquidos, a partir de los cuales se llevó a cabo una extracción de ADN plasmídico mediante 

preparación de plásmidos a pequeña escala (miniprep). Cada preparación de ADN plasmídico 
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obtenida se sometió a digestión con enzimas de restricción específicas, con el fin de identificar 

qué preparaciones contenían el plásmido de interés. 

 

 

Figura M-5. Construcción del vector integrativo K1246R-RPO21(3´)-U3. A) Esquema representativo del locus 

RPO21, señalando la región contenida en el vector RPO21(3´) y la región mutagenizada contenida en el vector 

RPO21-K1246R. B) Esquema del proceso de construcción del plásmido K1246R-pRPO21(3´)-U3. Se 

esquematizaron las secciones clonadas del locus, el marcador de selección URA3, y la región mutagenizada que 

introduce el cambio en el codón para el aminoácido 1246, además del sitio de corte para la enzima XbaI. Cada 

construcción a su vez contiene los elementos requeridos para la amplificación en bacterias. Se señalan los sitios 

de corte para las enzimas de restricción utilizadas, y el sitio de corte para la enzima MscI en la construcción final, 

utilizada para linealizar el plásmido previo a la transformación de levaduras. 

 

 Adicionalmente, una vez obtenida la construcción final, K1246R-RPO21(3´)-U3, la 

misma fue amplificada utilizando bacterias competentes seguida de una preparación de 

plásmidos a pequeña escala, pero esta vez siguiendo un protocolo que incluye un paso de 

incubación con RNAsa A por 3 horas y un paso de precipitación con PEG 8000 13%. Luego, 

una alícuota del plásmido fue digerido con las enzimas de restricción XbaI y HindIII, y 

analizado en un gel de agarosa (Figura M-6), para verificar que el patrón de bandas obtenido 

de la digestión corresponda con lo esperado. Finalmente, las preparaciones fueron 

cuantificadas utilizando un espectrofotómetro Nanodrop (Thermo). 
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Figura M-6. Análisis de la construcción del plásmido K1246R-RPO21(3´)-U3. Digestión de preparaciones en 

pequeña escala del plásmido K1246R-RPO21(3´)-U3 con las enzimas de restricción XbaI y HindIII. Como 

productos de la digestión se espera obtener fragmentos de 1690 pb y 5259 pb. Calles 1 y 2: preparaciones de 

ADN plasmídico obtenido de dos clones transformados con la construcción. Calles 3 y 4: plásmidos parentales 

RPO21(3´) y K1246R-RPO21 digeridos con las mismas enzimas. En la última calle se sembró un ladder de peso 

molecular (1 kb DNA ladder, NEB). 

Generación de la cepa de S. cerevisiae mScarlet-Rpb1-K1246R 

 

Para transformar la cepa mScarlet-Rpb1 con la construcción pRPO2(3´)-K1246R-U3, 

inicialmente fue necesario inducir la recombinación espontánea entre las regiones que se 

encuentran en tándem, producto de la integración del plásmido mScarlet-pRPO21(5´)-U3. 

Esto condujo a la eliminación del marcador de selección URA3, y se logró creciendo las 

levaduras en ausencia se selección. Las células que hayan sufrido la recombinación 

espontánea fueron seleccionadas mediante la suplementación del medio con 5-fluoruracilo 

(5-FOA) 1 mg/ml (Thermo Fisher Scientific), compuesto inocuo que da lugar a un metabolito 

tóxico sólo a través de la actividad del producto del gen URA3. Dependiendo de qué 

secuencias duplicadas intervengan en el evento de recombinación homóloga, el locus puede 

revertir a su condición silvestre o alternativamente mantener integrada la secuencia 

codificante para mScarlet, como se indica en la Figura M-7. De los clones obtenidos mediante 

la contra-selección del marcador URA3, se detectaron aquellos que mantuvieron la secuencia 

mScarlet mediante western blot. 
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Figura M-7. Recombinación espontánea entre secciones repetidas de loci RPO21 transgénicos. Las líneas 

de puntos señalan las respectivas secciones duplicadas que al recombinar conducen al locus a revertir a la forma 

silvestre o a mantener el etiquetado con la proteína mScarlet. Esta última posibilidad se representa abajo. En 

ambos casos el marcador de selección URA3 es eliminado. 

 

Para la obtención de levaduras que expresen la variante Rpb1K1246R, nuevamente se 

utilizó la enzima MscI para digerir el plásmido pRPO21(3´)-K1246R-U3 con el fin de poder 

transformarlo en forma lineal (Figura M-8). En este caso, el único sitio MscI presente se 

encuentra en la sección río arriba del codón mutado. Consecuentemente, el evento de 

recombinación homóloga se daría entre secuencias de 242 pb y 413 pb a cada lado del sitio 

para MscI conduciendo a la incorporación del vector en el genoma (Figura M-9). La correcta 

inserción de la construcción en los clones seleccionados en medios desprovistos de uracilo 

se llevó a cabo amplificando por PCR la región que contiene el codón mutado, y luego 

digiriendo el mismo con las enzimas de restricción BglII o XbaI. 

Nuevamente, la transformación se realizó siguiendo un protocolo de transformación 

de alta eficiencia, descrito por (Gietz, 2014). 

 

Figura M-8. Linealización del plásmido K1246R-RPO21(3´)-U3 con la enzima de restricción MscI. La longitud 

total de la construcción es de 6949 pb. 
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Figura M-9. Evento de integración del plásmido K1246R-RPO21(3´)-U3 en el locus RPO21. En el evento de 

recombinación homóloga intervienen secciones de 242 pb y 413 pb de homología a cada lado del sitio para MscI. 

Se indican con flechas los sitios donde hibridan los oligonucleótidos y donde corta la enzima de restricción XbaI, 

utilizados en conjunto para corroborar la correcta inserción del plásmido en el genoma. 

 

Ensayo de degradación de Rpb1 con 4NQO - Primer diseño experimental, ensayo tipo 

 

 El día anterior al ensayo, un inóculo de levaduras fue crecido overnight (ON) en YPD 

a 30°C y agitación constante a 200 rpm. Al día siguiente se tomó un volumen del inóculo y se 

le agregó la cantidad suficiente de medio para que alcance una densidad óptica (DO600) de 

0,2 en 25 ml totales. Este cultivo se dejó crecer hasta que alcanzó una DO600 de 

aproximadamente 0,8 - 1, y se dividió en dos partes iguales en tubos falcon de 50 ml. A uno 

de los tubos se le agregó 4NQO a concentración final 0,1 μg/ml, y al otro se le agregó DMSO 

a concentración final 0,1% v/v, de modo tal que el volumen de ambos tratamientos en relación 

al volumen del cultivo siempre fue el mismo. El 4NQO se encuentra disuelto en DMSO y su 

concentración de stock es de 0,1 µg/ml. Pasado el tiempo requerido según el objetivo de cada 

ensayo, se procesó una muestra de cada tratamiento para evaluar los niveles de mScarlet-

Rpb1 por western blot, como se detalla más adelante. 

Ensayo de degradación de Rpb1 con 4NQO - Segundo diseño experimental, ensayo 

tipo 

El día anterior al ensayo, un inóculo de levaduras fue crecido ON en 25 ml de YPD a 

30°C y agitación constante a 200 rpm. Adicionalmente, se creció una dilución 1/50 del inóculo 

original, en las mismas condiciones. 

Al día siguiente el inóculo más diluido se encontraba en una DO600 de entre 0,4 y 0,6, 

y este fue el que se dividió en tres partes iguales en tubos falcon de 50 ml. A un tubo se le 

agregó 4NQO a concentración final 1 μg/ml, a otro se le agregó DMSO a concentración final 

0,1% v/v, y al tercer tubo se le agregó, a modo de control, YPD 0,1% v/v, de modo tal que el 

volumen incorporado de 4NQO, DMSO o YPD fue el mismo en relación a la cantidad de 
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cultivo. El 4NQO se encuentra disuelto en DMSO y su concentración de stock es de 1 mg/ml. 

Pasado el tiempo requerido según el objetivo de cada ensayo, se procesó una muestra de 

cada tratamiento para evaluar los niveles de mScarlet-Rpb1 por western blot, como se detalla 

más adelante. 

 

Preparación de muestras para western blot 

 

Para obtener un extracto proteico total de levaduras se siguió el procedimiento 

detallado en (Kushnirov, 2000). Brevemente, el pellet de levaduras obtenido fue resuspendido 

en agua destilada y tratado con NaOH 0,2 N por 5 minutos en hielo para debilitar la pared 

celular. Luego de una centrifugación corta (15 segundos a 5000 rpm seguidos de 15 segundos 

a 13000 rpm) y remoción del sobrenadante con NaOH, las levaduras fueron resuspendidas 

en buffer Laemmli 1X, y calentadas 10 minutos a 95°C. Finalmente se centrifugaron las 

muestras por 30 segundos a 13000 rpm. 

 Cabe destacar que los volúmenes de los reactivos se ajustaron a la densidad óptica 

de cada muestra, de modo tal que la masa se mantenga relativamente constante por unidad 

de volumen de muestra. 

Western blot 

Para observar la cantidad e isoformas de las proteínas Rpb1 y GAPDH 

(gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) se realizó la técnica de western blot. Para ello, se 

utilizó el sistema vertical de Bio-Rad y geles separadores de poliacrilamida-bisacrilamida 10% 

preparado según se indica en el manual Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Green & 

Sambrook, 2012). Las muestras se someten a electroforesis vertical en buffer tris-glicina 1X 

(25 mM tris base, 192 mM glicina) SDS 0,1% p/v durante 1 hora aplicando una diferencia de 

potencial de 200 voltios. Asimismo, como cada muestra se ajusta según la densidad de 

levaduras en el cultivo a procesar, la biomasa sembrada en cada pocillo fue uniforme. 

Una vez concluida la electroforesis, las proteínas se transfieren a una membrana de 

nitrocelulosa (Amersham) por transferencia húmeda en buffer tris-glicina 1X metanol 20% 

durante 2 horas aplicando una diferencia de potencial de 100 voltios.  

Transcurrida la transferencia, las membranas son bloqueadas en leche 5 % p/v en 

TTBS 1X (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, Tween 0,1% v/v) por 1 hora e incubadas 

con anticuerpo primario ON, diluido según se indica más abajo. Luego las membranas son 

lavadas con TTBS 3 veces por 10 minutos y, finalmente, se incuban por 1 hora con 

anticuerpos secundarios de la especie apropiada conjugados a fluoróforos para Odyssey 

(IRDye 800CW o IRDye 680RD, Li-Cor, diluidos 1/10.000 en leche 5 % p/v TTBS). Para 
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remover el anticuerpo unido inespecíficamente se realizan 3 lavados con TTBS por 10 

minutos cada uno, seguido de un último lavado en TBS 1X (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM 

NaCl) durante 5 minutos. Se revela utilizando un equipo Odyssey (Li-Cor). La información 

sobre los anticuerpos utilizados se detalla a continuación: 

- Anti-RFP (Rockland) 1/2000 en leche 5% TTBS. Este anticuerpo fue elaborado en 

conejo. 

- Anti-GAPDH (Sigma-Aldrich) 1/15000 en leche 5% TTBS. Este anticuerpo fue 

elaborado en conejo. 

- Anti-RPB1 (CTD) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) 1/2000 en leche 5% TTBS. Este 

anticuerpo fue elaborado en ratón. 

 

Durante la transferencia, las proteínas deben atravesar el gel, enfrentando una 

resistencia proporcional a su tamaño. Como resultado, las proteínas de mayor masa pueden 

no transferirse de manera eficiente a la membrana de nitrocelulosa, lo que podría 

comprometer la interpretación de los resultados experimentales. Así, con el objetivo de validar 

y poner a punto la técnica, se analizaron por western blot los niveles de Rpb1-mScarlet 

(proteína de alto peso molecular) y GAPDH (proteína de bajo peso molecular), pero en este 

caso un mismo extracto proteico se sembró repetidas veces a lo largo del gel, cuidando que 

la masa sembrada sea siempre la misma. Como se observa en la Figura M-10, encontramos 

un cierto nivel de variabilidad a la hora de analizar la intensidad de las bandas, sobre todo 

asociada a la primera y última calle del gel. Sin embargo, podemos considerar que estas 

variaciones son las esperadas por la propia técnica, y pueden ser salvadas en la medida en 

que se disponga de un relativizador en cada calle. En particular, la intensidad media para la 

proteína de fusión Rpb1-mScarlet fue de 241 unidades arbitrarias, con un desvío estándar de 

36,4, mientras que la intensidad media para la señal de GAPDH fue de 547,2 unidades 

arbitrarias, con un desvío estándar de 111,9. 
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Figura M-10. Validación de la técnica de western blot realizando transferencia húmeda. A) Análisis de los 

niveles de la proteína de fusión Rpb1-mScarlet y de GAPDH. En las calles 12 a 15 se sembró repetidas veces el 

mismo volumen de muestra del mismo extracto proteico. En el panel inferior se muestra una imagen de la 

membrana teñida con rojo ponceau, colorante que tiñe proteína total. B)  Cuantificación de los niveles de Rpb1-

mScarlet (arriba) y GAPDH (abajo).  

 

PCR de punto final, PCR de colonia 

 

 Para comprobar la correcta inserción de los plásmidos en el locus RPO21, así como 

también para verificar cuáles levaduras recombinantes mantuvieron los cambios introducidos 

por las construcciones genéticas, se realizaron PCRs de colonia. 

Para la preparación de las muestras con ADN genómico de levaduras, se tomó una 

muestra de cada clon crecido en placa y se la trató con 50 µl de NaOH 40 mM. Luego se 

calentó por 10 minutos a 95°C y se centrifugó.   

Las reacciones de amplificación fueron realizadas a partir del ADN genómico obtenido, 

en un volumen final de 20 μl. Para esto se utilizaron 2 mM MgCl2 (InBio Highway 

Technologies), 0,8 mM de dNTPs (InBio Highway Technologies), 0,2 μM de cada primer 

específico según la secuencia a analizar (Tabla M-2), 0,4 U de Taq polimerasa (InBio Highway 

Technologies) con su respectivo buffer 1X y 2 ul de la muestra de ADN genómico.  

El programa que se utilizó fue el siguiente:  

1. Desnaturalización inicial: 5 minutos a 95°C. 

2. Desnaturalización: 30 segundos a 95°C. 

3. Hibridación: 30 segundos a 57°C. 

4. Elongación: tiempo variable según el amplicón de interés, a 72°C. Se estima una tasa 

de elongación de 1000 pb/minuto 
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5. Pasos 2 a 4, por 35 ciclos. 

6. Elongación final: 10 minutos a 72 °C. 

 

Los productos de PCR fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa 1% en 

buffer TAE, adicionándose a la preparación de agarosa bromuro de etidio (0,5 μg/ml). En una 

calle adicional se corrió un marcador de peso molecular (New England Biolabs), conteniendo 

fragmentos de ADN de longitud conocida. 

 

 

Tabla M-2. Secuencias de los primers utilizados a lo largo del trabajo. 

 

Purificación de ADN a partir de geles de agarosa 

 

Las purificaciones de las bandas provenientes de la electroforesis se realizaron 

utilizando el kit “QIA quick gel extraction kit” de Qiagen, siguiendo el protocolo del fabricante. 

 

Ligaciones 

  

Los fragmentos implicados (inserto y vector) se purificaron por separado y se estimó 

su concentración por comparación de intensidad respecto a bandas de concentración 

conocida del ladder utilizado en corridas en geles de agarosa. Se procedió entonces a utilizar 

una masa de vector de 25 ng por ligación, al cual se le adicionaron distintas cantidades de 

fragmento inserto, respetando las siguientes relaciones molares inserto:vector: 0:1 (control 

de autoligado), 1:1, 3:1 y 10:1. A su vez, se agregan controles sin ligasa incluyendo la misma 

cantidad de vector. Se utilizó la ADN Ligasa T4 (New England Biolabs) con su 

correspondiente buffer. Las ligaciones se realizaron en un volumen final de 10 μl y se 

incubaron por 2 horas a temperatura ambiente. 

Clonado en T-easy  
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 La purificación del fragmento a insertar en el vector T-easy se realizó con el kit “QIA 

quick gel extraction kit” de Qiagen. Luego, dado que los clonados en vectores T-easy 

(Promega) requieren la adición de una base adenina a cada extremo 3´ del inserto (tailing), 

el eluato se suplementó con el buffer requerido por la Taq polimerasa a concentración final 

1x, dNTPs 0,2 mM, MgCl2 3 mM y 0,6 U de Taq polimerasa, a volumen final de 30 μl. La 

mezcla se colocó en un termociclador por 1 hora a 72°C y luego por 4 min a 4°C. 

 Finalmente, la ligación con el vector T-easy (Promega) se realizó de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante, utilizando 50 ng de vector y entre 10 y 20 ng del fragmento 

inserto. 

 

Electroporación de bacterias competentes  

 

Se agregaron 5 ng de ADN (en un volumen de 2 µl) a 50 µl de células 

electrocompetentes NEB stable, en esterilidad. Se mezcló y se colocó en la cuba de 

electroporación de 0.2 cm en hielo. Se usó un electroporador “BIORAD Micropulser” y se 

electroporó usando un voltaje de 2.5 KV, verificándose que el tiempo de descarga sea de 

aproximadamente 5 ms. Inmediatamente se transfirió a un tubo eppendorf con 950 µl de 

medio LB. Se plaquearon en LB-agar con ampicilina 100 µl de la transformación o 100 µl de 

una dilución 1/10 de la transformación.  

 

Minipreparación de ADN plasmídico (miniprep) 

 

Utilizamos esta técnica para producir una pequeña cantidad de plásmido a partir de 

un cultivo bacteriano de unos pocos mililitros, con el objetivo de, por ejemplo, confirmar 

mediante mapeo de restricción si las colonias poseen el plásmido con que se las transformó. 

Brevemente, un cultivo de 3 ml de bacterias es centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos 

y el pellet de bacterias es resuspendido en 100 µl de solución de resuspensión (glucosa 50 

mM, Tris-HCl 25 mM pH 8 y EDTA 10 mM). Luego se agregan 200 µl de solución de lisis 

alcalina (NaOH 0,2 N y SDS 1%), la cual se deja actuar por 5 minutos antes de agregar 150 

µl de solución de renaturalización (acetato de potasio 3M pH 4,8). Se centrifuga cada 

preparación a 13400 rpm por 10 minutos y se rescata el sobrenadante, al cual se le agregan 

500 µl de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). Se mezclan las fases con un agitador de 

mesada (Vortex-Genie 2) y se centrifuga 1 minuto a 13400 rpm, lográndose una separación 

de fases. Luego, se toma la fase acuosa (donde se encuentra el ADN) y se le agrega un 

volumen de isopropanol (aproximadamente 600 µl). Luego de vortexear y centrifugar 10 
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minutos a 13400 rpm, el ADN plasmídico se encuentra en el pellet, el cual es lavado de sales 

al agregar 500 µl de etanol 70% y centrifugar a 13400 rpm por 5 minutos. Finalmente, el 

sobrenadante es descartado y, luego de dejar secar el pellet, el mismo se resuspende en 33 

µl de agua RNAsa free. 

 Si se desea una mayor pureza en la preparación, antes de la extracción orgánica se 

agregan 3 μl de RNAsa A (10 mg/mL) y se incuba a 37°C durante 3 horas. Luego se realizan 

dos extracciones orgánicas con cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y en adelante se procede 

como se detalló anteriormente. Una vez que se obtiene el pellet con ADN plasmídico 

resuspendido en agua, se agregan 8 μl de NaCl 4M y 40 μl de PEG 8000 13%. Esta mezcla 

se homogeniza bien, se incuba en hielo por 30 minutos y se centrifuga a 13400 rpm 20 min a 

4°C. Se descarta el sobrenadante con pipeta, se lava el pellet con 500 μl de EtOH 70%, y se 

centrifuga a 13400 rpm por 5 minutos. Luego de eliminar el etanol el pellet se deja secar y se 

resuspende en 20 μl de agua. Las preparaciones se guardan a -20°C. 

 

Cuantificación de plásmidos 

 

Para estimar la concentración de los plásmidos, los mismos se cuantificaron mediante 

un espectrofotómetro Nanodrop (Thermo), que realiza un barrido a distintas longitudes de 

onda midiendo la absorbancia de la muestra. El software proporciona la concentración de 

ADN en función de su absorbancia a 260 nm, así como el cociente Abs260/Abs280, cuyo 

valor entre 1,8 y 2 indica un buen grado de pureza. 

 

Digestiones 

 

Las digestiones de ADN plasmídico con fines analíticos fueron realizadas a volumen 

final de 10 µl. Se digieren 100-200 ng de ADN utilizando entre 0,2 y 0,1 UE/µl de digestión, 

con su respectivo buffer 1X, adicionando RNAsa A 0,1 μg/μl. 

 Las digestiones de ADN plasmídico con fines preparativos se realizaron a un volumen 

final de 30 ul. Se digieren 2 µg de ADN utilizando entre 0,2 y 0,1 UE/µl de digestión, con su 

respectivo buffer 1X. 

 Las digestiones de ADN plasmídico requeridas para transformar levaduras se 

realizaron a volumen final de 50 µl. Se digieren 50 µg de ADN utilizando 0,05 UE/µl de 

digestión, con su respectivo buffer 1X. 
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Medios de cultivo para levaduras 

 

 Según sus requerimientos, las distintas cepas fueron crecidas en medio rico YPD 

(extracto de levadura bacteriológico 1%, peptona bacteriológica 2% y glucosa 2%) o en medio 

selectivo sintético completo (base nitrogenada de levadura sin aminoácidos 1,7 mg/ml 

(Sigma-Aldrich); sulfato de amonio 5 mg/ml; glucosa 2% (Sigma-Aldrich); drop-out mix sin 

uracilo, histidina, leucina ni triptofano 1,39 mg/ml (Sigma-Aldrich); L-Histidina (Sigma-Aldrich) 

76 mg/L y L-Leucina (Sigma-Aldrich) 380 mg/L). Para los medios sólidos se agregó agar 

bacteriológico 2%.  

 

Microscopía 

 

 Para todas las imágenes de microscopía de esta tesis se utilizó un microscopio 

invertido Olympus IX-81. El mismo está equipado con una lente 0,5x fija, un objetivo de 

inmersión en aceite 60x PlanApo (NA = 1,4, Olympus), una cámara refrigerada CCD 

QImaging Retiga R1 (Cairn Research, Kent, Inglaterra), torretas de cubos y objetivos 

motorizadas. Cuenta con una platina motorizada en XY (Prior Scientific) y un sistema de 

enfocado automático por láser infrarrojo (Olympus ZDC Zero Drift autofocus). Esto permite 

realizar adquisiciones totalmente automatizadas con variedad de cepas y condiciones. El 

sistema de iluminación está basado en LEDs (CoolLED). 

 El microscopio fue controlado con el programa MetaMorph 7.10.5.476 (Universal 

Imaging Corporation) con rutinas personalizadas para controlar la adquisición de imágenes.  

 Las especificaciones del cubo de fluorescencia utilizado para la detección de 

mScarlet-Rpb1 se encuentra en la Tabla M-3. Los tiempos de exposición pueden variar según 

el experimento entre 500 ms y 2s. 

 

Tabla M-3. Especificaciones del cubo de fluorescencia utilizado para detectar mScarlet-Rpb1. 

 

Análisis Estadístico 

 

Los análisis estadísticos fueron realizados con el software GraphPad Prism 10. Al analizar el 

efecto de la droga 4NQO sobre la degradación de la RNAPII a lo largo del tiempo se relativizó 



39 
 

la relación de abundancia mScarlet-Rpb1/GAPDH de cada tratamiento a la del tratamiento 

con DMSO de cada tiempo. Dado que esta relativización indica la independización del factor 

tiempo, se realizó un ANOVA de un factor para comparar diferencias entre tratamientos para 

cada tiempo por separado. Se realizaron comparaciones múltiples a posteriori a través de la 

prueba de Tukey. Se consideraron diferencias significativas si el p-valor obtenido fue menor 

a 0,05. Se informa en el epígrafe de las figuras los resultados obtenidos del ANOVA.   
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Resultados 

Generación de la cepa de S. cerevisiae mScarlet-Rpb1 

En el presente trabajo de tesis nos propusimos establecer las condiciones que 

permitan realizar un screening en una biblioteca de knockouts de S. cerevisiae con el fin de 

identificar nuevos factores involucrados en la vía de degradación de la RNAPII. Para ello, fue 

necesario establecer una cepa de S. cerevisiae que presente una versión de Rpb1 etiquetada 

con una proteína fluorescente, con el propósito de cruzarla con cada una de las cepas de la 

biblioteca de mutantes, tal como se detalla en la Figura R-1. Así, mediante un posterior 

esquema de selección, se obtendrán cepas que, además de presentar un gen anulado, 

expresarán la versión de Rpb1 etiquetada con una proteína fluorescente. Esto posibilitaría la 

evaluación de los niveles de RNAPII ante el daño al ADN mediante la medición de la 

fluorescencia asociada a Rpb1. 

 

 

 
Figura R-1. Diseño del rastreo (screening) propuesto para identificar nuevos factores involucrados en la 

degradación de la RNAPII en S. cerevisiae. A) Se cruzarán cepas knockout para distintos factores de interés con 
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una cepa que exprese la variante de Rpb1 etiquetada con mScarlet. Luego de inducir su esporulación y de 

seleccionar la levadura haploide que, además se ser mutante para el factor de interés, expresa la proteína de 

fusión mScarlet-Rpb1, se analizarán los niveles de RNAPII ante el daño al ADN. Esto último se podrá realizar a 

gran escala utilizando un microscopio de fluorescencia o un espectrofluorímetro. B) Para validar los resultados, se 

realizará también el cruzamiento de las cepas knockout con la cepa que expresa la variante mScarlet-Rpb1K1246R, 

incapaz de degradarse. 

 

Con esto en mente, emprendimos la generación de la cepa de S. cerevisiae que 

contenga la versión de Rpb1 etiquetada con la proteína fluorescente mScarlet (mScarlet-

Rpb1). La cepa de levaduras empleada para esto fue la cepa S. cerevisiae Y5563, de tipo de 

apareamiento MAT𝛼, dado que presenta el perfil genético requerido para el posterior 

esquema de selección de haploides que serán producto de la esporulación del cruzamiento 

de esta levadura con la biblioteca de mutantes. Por otro lado, la elección de la proteína 

fluorescente mScarlet se tomó luego de haber realizado algunos ensayos preliminares de 

medición de fluorescencia en levaduras que poseían la variante Rpb1-GFP, cedida 

gentilmente por el Dr. Pablo Aguilar (IFIBYNE), en los que no se logró detectar fluorescencia 

a la longitud de onda asociada a GFP (480 nm) debido a la propia auto-fluorescencia de las 

levaduras y del medio en el que se encontraban (resultados no mostrados). 

El primer paso consistió en la obtención de la construcción de un vector integrativo 

que contenía el extremo 5´ del gen RPO21, que codifica para la proteína Rpb1, etiquetado 

con la proteína mScarlet, tal como se detalla en la sección de Materiales y Métodos. Luego, 

se procedió a transformar la cepa utilizada según el protocolo adaptado de (Gietz, 2014). 

Una vez obtenidas las levaduras transformadas y crecidas en medio selectivo (carente 

de uracilo), comenzamos un proceso de rastreo de aquellos clones que hayan integrado 

correctamente el plásmido en su genoma y que efectivamente expresen la variante mScarlet-

Rpb1. Como un primer abordaje, se analizó la adecuada incorporación del plásmido en el 

genoma mediante la técnica de PCR de punto final, en la cual el primer forward hibridaba en 

el plásmido insertado y el primer reverse hibridaba en el locus RPO21 endógeno, tal como se 

señala en la Figura R-2A. El producto de PCR comprende 693 pb y observamos que en nueve 

de los diez clones estudiados se detectó el producto de PCR del tamaño adecuado (Figura 

R-2B).  
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Figura R-2. Búsqueda por PCR de clones que hayan incorporado la construcción mScarlet-pRPO21(5´)-U3 

en su genoma. A) Esquema de la correcta inserción del plásmido en el genoma de las levaduras transformadas, 

indicando las regiones donde hibridan los primers utilizados. B) Gel de agarosa donde se corrieron los productos 

de PCR para cada clon analizado. Como control negativo se incluyó la cepa parental, sin transformar. El amplicón 

esperado comprende 693 pb. Se indica la longitud de dos de las bandas del Ladder utilizado (1 kb DNA ladder, 

NEB). 

 

A continuación, se evaluó la presencia de mScarlet-Rpb1 por western blot, observándose que 

ocho de los diez clones analizados expresaban esta variante (Figura R-3). Es importante 

mencionar que la variante mScarlet-Rpb1, de mayor peso molecular que la variante natural, 

presenta una movilidad electroforética menor. De hecho, el peso molecular teórico de Rpb1 

ronda los 191,6 kDa, mientras que el peso molecular predicho para la variante mScarlet-Rpb1 

ronda los 218 kDa, consistente con la adición de unos 26,4 kDa que corresponden al peso 

molecular reportado para mScarlet. Otro aspecto a destacar tiene que ver con el hecho de 

que, incluso cuando se utiliza un anticuerpo que reconoce Rpb1 total (8WG16), en los clones 

transformados se observa una única banda, asociada a la variante mScarlet-Rpb1. Esto se 

debe a que, como se mencionó anteriormente, la estrategia de transformación involucra a un 

plásmido integrativo y, dado que las levaduras empleadas son haploides, la única copia del 

gen RPO21 estará modificada (mScarlet-Rpb1). 
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Figura R-3. Rastreo por western blot de clones que expresen la variante mScarlet-Rpb1. Como control de 

carga se analizan los niveles de GAPDH. Como control positivo se incluyó un extracto proteico de levaduras que 

expresan la variante Rpb1-mScarlet, cedida gentilmente por el Dr. Alejandro Colman-Lerner (IFIBYNE). Se incluye 

además un extracto proteico de la levadura parental, que presenta una versión de Rpb1 sin etiquetar, de menor 

peso molecular, detectada con un anticuerpo que reconoce el extremo carboxilo terminal de Rpb1. 

 

Por otra parte, y en vista de que el clon 9 presentó señal positiva de PCR pero señal 

negativa en el western blot, se decidió descartar este clon. En este sentido, se debe señalar 

que el producto amplificado en la PCR pudo haber sido producto de contaminación del ADN 

genómico preparado de este clon con ADN genómico de otro clon que sí presentaba el 

plásmido insertado en su genoma. 

Luego, se decidió verificar mediante microscopía que los clones que mostraron señal 

positiva tanto de PCR como de western blot expresaran la variante mScarlet-Rpb1. Como 

esperábamos, se detectó fluorescencia en la región del espectro correspondiente al rojo en 

los clones que habían evidenciado la presencia de mScarlet-Rpb1 por western blot. Más aún, 

la señal de fluorescencia presentó una localización puntual dentro de las células, en 

consonancia con la esperada distribución nuclear de la proteína (Figura R-4). Por su parte, el 

clon 1 no mostró señal de fluorescencia en el rango del rojo, lo cual es consistente con la 

señal negativa previa, tanto en ensayos de PCR como de western blot. La Figura R-4 muestra 

una imagen representativa de uno de los clones positivos (clon 7), así como también una 

imagen representativa de un clon negativo (clon 1) y un control negativo para la señal de 

fluorescencia en el rojo (cepa parental Y5563). 
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Figura R-4. Imágenes de levaduras transformadas con la construcción mScarlet-pRPO2121(5´)-U3. Se 

incluye la levadura parental, sin transformar (arriba), uno de los clones positivos para la expresión de mScarlet-

Rpb1 (clon 7, medio) y uno de los clones negativos para la expresión de mScarlet-Rpb1 (clon 1, abajo). 

 

De esta manera, se constató cuáles de los clones que fueron transformados con el 

plásmido mScarlet-pRPO21(5´)-U3 lograron, mediante recombinación homóloga, insertar 

esta construcción en su genoma y expresar la proteína de fusión mScarlet-Rpb1. 

Medición de los niveles de mScarlet-Rpb1 ante daño al ADN  

 

 Como un primer abordaje a la medición de niveles de mScarlet-Rpb1 ante daño al 

ADN, decidimos implementar el primer diseño experimental descripto en la sección de 

Materiales y Métodos, con el objetivo de verificar que el 4NQO efectivamente provoque la 

degradación de mScarlet-Rpb1. Para ello, se midieron por western blot los niveles de dicha 

proteína de fusión luego de una hora de tratamiento con 4NQO en cuatro clones positivos 

seleccionados (clones 5 al 8). 

Tal como se observa en la Figura R-5, en los clones 5 y 7 se detectó una aparente 

disminución en los niveles de mScarlet-Rpb1 al tratar con 4NQO, no así para los clones 6 y 

8. Notablemente, en todos los clones analizados en este ensayo, ya sean tratados con 4NQO 

o con DMSO, se observaron menores niveles generales de mScarlet-Rpb1 en relación al 

tiempo inicial tratado con DMSO.  
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Figura R-5. Análisis por western blot de los niveles de mScarlet-Rpb1 luego del tratamiento con 4NQO. A) 

Niveles de mScarlet-Rpb1 luego de una hora de tratamiento con 4NQO 0,1 μg/ml o con DMSO para los distintos 

clones analizados. Como control de carga se midieron los niveles de GAPDH. Como control de especificidad de 

anticuerpo se incluyó un extracto proteico de la cepa YDL140C-GFP, que expresa la variante Rpb1-GFP. B) 

Cuantificación de los niveles de mScarlet-Rpb1 mostrados en A). Se muestra la relación entre mScarlet-Rpb1 y 

GAPDH, y esto normalizado al tiempo inicial del ensayo. 

 

 Esta última observación nos llevó a repetir el ensayo utilizando los clones 5 y 7, 

incluyendo, en este caso, el tratamiento con medio rico YPD como control adicional, bajo la 

hipótesis de que tal vez el DMSO esté teniendo un efecto sobre los niveles de Rpb1. Al 

realizar esto se observó, por un lado, que los niveles detectados de mScarlet-Rpb1 tras el 

tratamiento con 4NQO fueron menores respecto al tratamiento control con DMSO en el clon 

5, mientras que en el clon 7 no se evidenció una diferencia clara (Figura R-6). Esto sugiere 

una posible discrepancia con los resultados del experimento previo (Figura R-5). Por otro 

lado, y como se muestra en la Figura R-6, encontramos una aparente disminución en la 

abundancia de la RNAPII en el control con medio rico YPD al cabo de una hora, en relación 

al tiempo inicial del ensayo. Sin embargo, cabe destacar que ambos clones difirieron en 

cuanto a su comportamiento ante el tratamiento con DMSO, lo cual dificulta el análisis. 
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Figura R-6. Análisis por western blot de los niveles de mScarlet-Rpb1 luego del tratamiento con 4NQO. A) 

Niveles de mScarlet-Rpb1 luego de una hora de tratamiento con 4NQO 0,1 μg/ml, DMSO o YPD para dos de los 

clones seleccionados. Como control de carga se midieron los niveles de GAPDH. B) Cuantificación de los niveles 

de mScarlet-Rpb1 relativizados a los niveles de GAPDH. Los valores fueron relativizados al tratamiento con YPD 

al inicio del ensayo, 

 

El hecho de haber obtenido resultados aparentemente opuestos sobre el clon 7 en los 

dos ensayos previos (Figuras R-5 y R-6), sumado a la variabilidad que encontrábamos en la 

abundancia de mScarlet-Rpb1 entre los tratamientos control, nos llevó a re-evaluar el diseño 

experimental empleado. 

El diseño experimental original (Figuras R-5 y R-6) tenía en consideración el hecho de 

que trabajar con levaduras en fase logarítmica implicaría resultados más reproducibles, por 

lo que, luego de dejar crecer los inóculos ON, se tomaba una alícuota del mismo y se diluía 

en medio YPD, de manera que las levaduras vuelvan a dividirse y alcancen la fase de 

crecimiento exponencial al momento de suministrarles las diferentes drogas (DMSO o 4NQO). 

Sin embargo, razonamos que, a pesar de estar diluyendo el inóculo para que las levaduras 
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lleguen a fase exponencial, antes de esto las levaduras se encontraban a una densidad óptica 

alta (alrededor de 3,5), asociada normalmente con la fase de crecimiento estacionaria. Al 

revisar la literatura, encontramos evidencia que indica que las poblaciones de levaduras en 

fase estacionaria suelen estar compuestas por subpoblaciones distintas, lo que sugiere que 

se trata de cultivos heterogéneos (Allen et al, 2006; Vasicova et al, 2015).  

Para investigar si este fenómeno podía estar influyendo en nuestros resultados, 

decidimos cambiar el diseño experimental. Se realizaron diluciones sucesivas de un inóculo 

crecido ON del clon 7, de manera tal que el tratamiento al día siguiente se aplique a cultivos 

que se encuentren a densidades ópticas altas (superiores a 2,5) o a densidades ópticas 

menores (alrededor de 0,5), sin que se les haya agregado medio fresco. 

Al implementar este nuevo diseño experimental no se observó degradación de 

mScarlet-Rpb1 en el cultivo que se encontraba a una densidad óptica alta, mientras que la 

degradación sí se hizo evidente en el cultivo que se encontraba a una densidad óptica menor 

a la hora de realizar el ensayo (Figura R-7). Notablemente, también se observaron menores 

niveles de mScarlet-Rpb1, independientemente del tratamiento, en aquellos cultivos que se 

encontraban a densidades ópticas altas.  
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Figura R-7. Análisis por western blot de los niveles de mScarlet-Rpb1 en cultivos en distintas fases de 

crecimiento.  A) Niveles de mScarlet-Rpb1 luego de una y dos horas de tratamiento con 4NQO 1 μg/ml, DMSO 

o YPD. Como control de carga se analizó la tinción de la membrana con rojo ponceau. Se muestra un resultado 

representativo de las dos réplicas biológicas realizadas. B) Cuantificación de los niveles de mScarlet-Rpb1 

relativizados a los niveles de proteína total (tinción con rojo ponceau). 

 

 A la luz de estos resultados, decidimos cambiar el diseño experimental a uno en el 

cual se dejó crecer ON una dilución de un inóculo de la cepa en estudio, de manera tal que 

al día siguiente el ensayo se realice sobre un cultivo que se encontraba a una OD cercana a 

0,5. Al hacer eso, se observó una disminución en los niveles de mScarlet-Rpb1 ante el 4NQO 

en relación a los tratamientos con DMSO o YPD a los dos tiempos analizados (Figura R-8).  

Debido a la variación obervada en los niveles de RNAPII a lo largo del trabajo, lo cual 

se detallará en secciones posteriores, consideramos apropiado analizar las diferencias entre 

tratamientos de manera independiente para cada tiempo. Al hacer el análisis estadístico 

correspondiente (ANOVA de dos colas), no se encontraron diferencias significativas en la 

abundancia de mScarlet-Rpb1 al comparar los tratamientos control entre sí (YPD y DMSO) 

en ninguno de los tiempos analizados, mientras que sí se encontró una disminución 

significativa en los niveles de mScarlet-Rpb1 al tratar con 4NQO por dos horas, tanto en 

comparación con el tratamiento con YPD (p-valor = 0,0367) o con DMSO (p-valor = 0,0329).  
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Figura R-8. Análisis por western blot de los niveles de mScarlet-Rpb1 ante el daño al ADN. Se utilizaron 

cultivos del clon 7 a DO bajas (ver Materiales y Métodos). Se utilizó el clon 7 en estos ensayos. A) Resultado 

representativo de uno de los ensayos de medición de niveles de mScarlet-Rpb1 luego de una y dos horas de 

tratamiento con 4NQO 1 μg/ml, DMSO o YPD. Como control de carga se midieron los niveles de GAPDH. Para la 

detección de mScarlet-Rpb1 se utilizó un anticuerpo que reconoce el extremo CTD de Rpb1 o un anticuerpo que 

reconoce mScarlet (anti-RFP). Como control de especificidad de anticuerpo se incluye un extracto proteico de la 

cepa BY4742, que expresa la variante HA-Rpb1. B) Cuantificación de los niveles de mScarlet-Rpb1 relativizados 

a los niveles de GAPDH, y normalizados a su vez a la relación mScarlet-Rpb1/GAPDH correspondiente al 

tratamiento con DMSO de cada tiempo. Se informa la media ± la desviación estándar. Para el análisis estadístico 

se realizó un ANOVA de un factor para cada tiempo, de manera independiente; n = 4. Los p-valores > 0,05 se 

indican como ns, los p-valores < 0,05 se indican con un asterisco, *. 

 

Análisis de la dinámica de crecimiento de la cepa en estudio 

 

Como se señaló previamente, observamos que cultivos a mayores densidades ópticas 

presentaban menores niveles globales de mScarlet-Rpb1. Para corroborar este resultado, se 

realizaron curvas de crecimiento utilizando el clon 7, en las cuales a intervalos de tiempo 

regulares se midió la densidad óptica del cultivo y se tomaron alícuotas del mismo para medir 

por western blot los niveles de mScarlet-Rpb1. Este esquema se realizó tanto para cultivos 

tratados con DMSO o con medio YPD como control, para además intentar determinar si el 

tratamiento con DMSO afectaba el crecimiento de las levaduras o los niveles de mScarlet-

Rpb1. Tal como se muestra en a Figura R-9A, la curva de crecimiento parece llegar a un 

plateau al alcanzar una DO de alrededor de 2 en ambos tratamientos, y en esta fase se 

observa que los niveles de mScarlet-Rpb1 tienden a disminuir (Figura R-9B y R-9C), en 

concordancia con lo observado en la Figura R-7. Con la información obtenida de este 

experimento se utilizó también para calcular el tiempo de duplicación del clon 7 al encontrarse 

en fase exponencial. Estimamos que el tiempo de duplicación fue aproximadamente de 141,5 

± 4,1 minutos en la condición control y 149,2 ± 6,8 minutos en presencia de DMSO, aunque 

vale la pena remarcar que estos resultados son preliminares dado que sólo se realizaron dos 

réplicas del experimento.  
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Figura R-9. Dinámica de crecimiento y niveles asociados de mScarlet-Rpb1. A) Densidad óptica en función 

del tiempo para cada tratamiento (clon 7); se grafica la media de dos experimentos independientes ± la desviación 

estándar. B)  Niveles de mScarlet-Rpb1 a distintos tiempos luego de la adición de DMSO o YPD 0,1 v/v. Como 

control de carga se midieron los niveles de GAPDH. C) Cuantificación de los niveles de mScarlet-Rpb1 mostrados 

en B), separados según el tratamiento. Se informa la media ± la desviación estándar correspondiente a dos 

experimentos independientes. Los valores fueron relativizados a los niveles de mScarlet-Rpb1 al inicio del ensayo, 

antes de agregar cualquier tratamiento. 

Generación de la cepa mutante de S. cerevisiae mScarlet-Rpb1-K1246R 
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A modo de control y referencia, a la hora de realizar el screening ideado para encontrar 

factores involucrados en la degradación de la RNAPII, se deberá disponer de cepas que no 

experimenten la degradación inducida por daño al ADN. Esto se fundamenta en que es 

posible que, al momento de poner en práctica la búsqueda de dichos factores, la ausencia de 

un dado gen afecte la abundancia de Rpb1, pero no su degradación por el sistema ubiquitin-

proteasoma. Por lo tanto, disponer de una cepa que exprese una variante incapaz de 

degradarse resultaría de utilidad para focalizar el estudio en factores relacionados solo a la 

degradación de mScarlet-Rpb1. 

El primer paso consistió en la obtención de la construcción de un vector integrativo 

que contenía el extremo 3´ del gen RPO21 incluyendo la mutación que genere el cambio de 

una lisina por una arginina en el codón que codifica para el aminoácido 1246, tal como se 

detalla en la sección de Materiales y Métodos.  

 Dado que el vector integrativo RPO21(3´)-K1246R-U3 contiene al gen URA3 como 

marcador de selección, fue necesario inducir la recombinación espontánea entre las regiones 

que se encuentran en tándem, producto de la previa integración del plásmido mScarlet-

pRPO21(5´)-U3, tal como se observa en la Figura M-7. Esto se realizó según el procedimiento 

detallado en la sección de Materiales y Métodos. Brevemente, las levaduras mScarlet-Rpb1 

clon 7 fueron crecidas en medio rico conteniendo uracilo 一 esto es, desprovisto de la presión 

de selección一, lo cual indujo la pérdida del marcador URA3 en una fracción de la población, 

a causa de la recombinación homóloga de secuencias que se encuentran en tándem al 

haberse integrado el plásmido mScarlet-pRPO21(5´)-U3. Luego de la contra-selección de 

clones que hayan perdido el marcador de selección en medio suplementado con 5-FOA, se 

comenzó con un proceso de rastreo de aquellos clones que, al haber sufrido recombinación 

espontánea, hayan mantenido el etiquetado con la proteína fluorescente mScarlet, en vez de 

haber revertido a la condición wild type del gen. Para tal fin, se crecieron cultivos líquidos de 

algunas de colonias crecidas en medio con 5-FOA y se analizó la presencia de mScarlet-

Rpb1 por western blot. De las nueve colonias seleccionadas, se encontró que seis 

mantuvieron la variante mScarlet-Rpb1 WT (Figura R-10). Asimismo, se verificó la presencia 

de la variante mScarlet-Rpb1 en estos clones por microscopía, y se detectó fluorescencia en 

la región del espectro correspondiente al rojo en aquellos clones en los que ya se había 

detectado señal de esta proteína de fusión por western blot (Figura R-11). 
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Figura R-10. Rastreo por western blot de aquellos clones que hayan mantenido la variante mScarlet-Rpb1. 

Los clones fueron crecidos ON en medio sin agente selectivo para permitir la escisión del resto del plásmido 

mScarlet-pRPO21(5´)-U3 del genoma por recombinación homóloga. Se incluye, como control positivo, el clon 

parental previo a la contra-selección (mScarlet-Rpb1 clon 7). 

 

 

Figura R-11. Rastreo de aquellos clones que hayan mantenido la variante mScarlet-Rpb1. Imágenes de 

microscopía representativas del rastreo de levaduras que hayan mantenido el etiquetado de la Rpb1 con mScarlet, 

luego de que se induzca la recombinación y escisión del plásmido mScarlet-pRPO21(5´)-U3. Se incluye la levadura 

parental, previa a la recombinación (arriba), uno de los clones positivos para la expresión de mScarlet-Rpb1 (clon 

12, medio) y uno de los clones negativos para la expresión de mScarlet-Rpb1 (clon 10, abajo). 

 

 A continuación, se seleccionó uno de los clones que mantuvo la variante mScarlet-

Rpb1 (clon 13) y se lo transformó con el plásmido RPO21(3´)-K1246R-U3, tal como se detalla 

en la sección de Materiales y Métodos. 
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Una vez obtenidas las levaduras transformadas y crecidas en medio selectivo (carente 

de uracilo), comenzamos un proceso de rastreo de aquellos clones que integraron 

correctamente el plásmido en su genoma y que efectivamente expresen la variante mScarlet-

Rpb1K1246R. De esta manera, se analizó la adecuada incorporación del plásmido en el genoma 

mediante la técnica de PCR de punto final, seguida de una digestión del amplicón obtenido. 

Esta digestión se fundamenta en que, al introducir la mutación que provoca el cambio de la 

lisina 1246 por una arginina, se introdujo además un sitio de corte para la enzima de 

restricción XbaI. Así, en la PCR, el primer forward hibrida en una región del locus RPO21 

endógeno, y el primer reverse hibrida en una región del plásmido insertado, de manera de 

amplificar una región de 1291 pb que contenga a la mutación introducida (Figura R-12A). Aquí 

vale la pena destacar que el primer reverse también lograría hibridar en la región 

correspondiente del gen endógeno, y es por ello que también se obtuvo producto de PCR al 

utilizar como molde ADN genómico de la cepa parental (Figura R-12B). Sin embargo, la 

manera de distinguir aquellos clones que lograron insertar el plásmido a su genoma 

correctamente de aquellos que no implica la digestión del producto de PCR con la enzima de 

restricción XbaI, cuyo sitio de corte se encuentra presente sólo si el producto de PCR provino 

de la hibridación del primer reverse en el plásmido integrado. Como producto de esta 

digestión, se obtendrían fragmentos de 596 pb y 695 pb. 

La Figura R-12B muestra que se obtuvo producto de PCR de todos los clones 

analizados, mientras que sólo en dos de ellos el plásmido se logró integrar de la manera 

prevista, lo cual queda en evidencia al observarse las bandas del tamaño esperado para la 

digestión del producto de PCR con la enzima XbaI (Figura R-12C). Como control positivo se 

incluyó la digestión del producto de PCR proveniente de una cepa de levadura que expresa 

la variante HA-Rpb1K1246R, generada previamente en nuestro laboratorio. 



54 
 

 

Figura R-12. Búsqueda por PCR de clones que hayan incorporado la construcción K1246R-RPO21(3´)-U3 

en su genoma. A) Esquema de la correcta inserción del plásmido en el genoma de las levaduras transformadas, 

indicando las regiones donde hibridan los primers utilizados. B) Gel de agarosa donde se corrieron los productos 

de PCR para cada clon analizado. Como control negativo se incluyó la cepa parental, sin transformar. Como 

control positivo se incluyó la cepa HA-Rpb1K1246R. El amplicón esperado comprende 1291 pb. C) Gel de agarosa 

donde se sembraron las digestiones con la enzima XbaI de los productos de PCR generados en B), incluyendo 

los mismos controles. Se indica la longitud de las bandas del Ladder utilizado. 

Ensayos de degradación de Pol II en la cepa mScarlet-Rpb1K1246R 

 

 Habiendo obtenido así dos clones que expresaban la variante mScarlet-Rpb1K1246R, 

se realizaron ensayos de degradación de esta proteína de fusión en presencia de daño al 

ADN inducido por 4NQO, cuidando que los cultivos utilizados se encuentren en fase 

exponencial. Contrario a lo reportado por la bibliografía, se observa una disminución en los 

niveles de mScarlet-Rpb1K1246R en ambos clones estudiados, y esta bajada parece ser 

comparable a la disminución observada para el clon que expresa la variante mScarlet-Rpb1 

wild type (Figura R-13). 
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Figura R-13. Análisis por western blot de los niveles de mScarlet-Rpb1 o mScarlet-Rpb1K1246R. A) Niveles 

de mScarlet-Rpb1 luego de una y dos horas de tratamiento con 4NQO 1 μg/ml, DMSO o YPD. Como control de 

carga se midieron los niveles de GAPDH. Se incluye un extracto proteico de la cepa parental Y5563, que expresa 

la variante Rpb1 sin etiquetar. B) Cuantificación de los niveles de mScarlet-Rpb1 mostrados en A) para los distintos 

clones ensayados. Los valores fueron relativizados a los niveles de mScarlet-Rpb1 al inicio del ensayo, antes de 

agregar cualquier tratamiento. 
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Discusión  

 

En el transcurso de este trabajo generamos cepas de S. cerevisiae que expresan la 

variante mScaret-Rpb1 WT o la mutante K1246R. 

Asimismo, realizamos un análisis de la dinámica de crecimiento de cultivos de la cepa 

que expresa la proteína mScaret-Rpb1, y encontramos que la fase de crecimiento en la cual 

se encuentra el cultivo parece impactar sobre los niveles globales de esta proteína.   

Finalmente, logramos establecer un protocolo que permite analizar la abundancia de 

estas proteínas de fusión por western blot frente al tratamiento con el agente genotóxico 

4NQO. Encontramos que la variante mScarlet-Rpb1 WT es específicamente degradada ante 

el tratamiento con esta droga, y nuestros resultados sugieren que la variante mScarlet-

Rpb1K1246R, contrario a lo reportado por la bibliografía, también sería degradada ante la 

exposición a 4NQO. 

Construcción de las cepas de levaduras necesarias para un rastreo a mediana escala 

de factores involucrados en la vía de degradación de la RNAPII 

 

El trabajo aquí presentado se enmarca en la realización de un screening utilizando 

una biblioteca de knockouts de Saccharomyces cerevisiae con el objetivo de encontrar 

nuevos factores involucrados en la vía de degradación de la RNAPII frente al daño UV. En 

particular, se busca evaluar si, ante el daño al ADN generado por el UV, la cepa mutante para 

un factor determinado muestra una degradación exacerbada o atenuada de la RNAPII. En 

línea con un rastreo a gran escala, y como se comentó anteriormente, se pretende cruzar a 

cada mutante con una cepa que contenga Rpb1 etiquetada con una proteína fluorescente, 

para así poder analizar los niveles de esta proteína midiendo fluorescencia (ver Figura R-1). 

 La generación de las cepas que expresen la variante mScarlet-Rpb1, tanto wildtype 

como K1246R, se logró sin mayores inconvenientes. Aquí es importante recalcar que el 

etiquetado de la proteína se realizó en el extremo amino terminal para preservar la integridad 

del dominio carboxilo terminal de esta proteína, el cual es blanco de una miríada de 

modificaciones post-traduccionales relevantes en cuanto a la expresión génica y destino de 

la proteína. Además se buscó preservar la integridad de los primeros dos aminoácidos de 

Rpb1, teniendo en cuenta la regla de estabilidad proteica de los extremos amino terminales 

(Varshavsky, 2011; Sriram et al, 2011). Esta regla, conocida como la regla del N-terminal 

generalmente refiere a los primeros 1 a 5 aminoácidos de una proteína. Sin embargo, estudios 

recientes advierten que hasta el 20% inicial de una secuencia proteica puede ser relevante a 

la hora de determinar su tiempo de vida media (Buric et al, 2024). Considerando que nuestro 
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objeto de estudio es la vía de degradación de la RNAPII, es de suma importancia que la vida 

media de esta proteína no se vea afectada por artefactos que resulten de la edición génica 

realizada, y por lo tanto consideramos que en el futuro sería necesario re-evaluar las ventajas 

y desventajas que pueden acarrear el etiquetado de Rpb1 en cada uno de sus extremos. En 

este sentido, se han desarrollado clones con la proteína mScarlet en el extremo carboxilo 

terminal en proyectos de etiquetado a gran escala llevados a cabo por otros grupos, y en un 

futuro sería conveniente comparar la estabilidad entre las variantes mScarlet-Rpb1 y Rpb1-

mScarlet frente a tratamiento con 4NQO. 

Puesta a punto la medición de los niveles proteicos de mScarlet-Rpb1 

 En relación al segundo objetivo específico de este trabajo, logramos analizar la 

abundancia de mScarlet-Rpb1 mediante western blot, como una primera aproximación a la 

medición de los niveles de RNAPII. No obstante, encontramos que, tras el revelado con 

anticuerpos específicos, se observaba un patrón de bandas adicional al que consideramos 

asociado a la proteína de interés. Al recurrir a la bibliografía para profundizar en este 

problema, encontramos que este bandeado suele corresponderse con productos de 

degradación de la proteína de interés, y es recurrente cuando la preparación de las muestras 

para western blot no es la adecuada. Así, consideramos necesario poner a punto un método 

óptimo para este propósito, por ejemplo basándonos en los propuestos por (Mukherjee et al, 

2020). Por otra parte, encontramos dificultades al utilizar la proteína GAPDH como control de 

carga. Dada su gran abundancia, en ocasiones resultó difícil la cuantificación de bandas 

discretas, con lo cual sería apropiado encontrar un nuevo relativizador. Asimismo, 

consideramos que utilizar una proteína de peso molecular más cercano al de Rpb1 como 

control de carga sería más adecuado, teniendo en cuenta la dificultad en la transferencia de 

este tipo de moléculas durante un western blot. 

 El segundo objetivo específico de esta tesis también implicaba la puesta a punto de 

métodos que permitan determinar los niveles proteicos de la RNAPII a gran escala, en 

particular realizando mediciones de fluorescencia utilizando estrategias de microscopía o 

fluorimetría. Utilizando una cepa que expresa la variante Rpb1-GFP encontramos dificultades 

al intentar medir la fluorescencia asociada a la proteína de fusión utilizando un 

espectrofluorímetro. Si bien está reportado que las levaduras presentan autofluorescencia en 

el espectro de longitudes de onda de excitación y emisión de la proteína GFP y existen 

algunas maneras de sortear este problema (Knight & Billinton, 2001), decidimos que un mejor 

abordaje frente a esta problemática constituía el uso de una proteína fluorescente cuyo 

espectro de absorción y emisión de fluorescencia no se superponga con la fluorescencia 

propia de las levaduras o del medio de cultivo.  
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 En vista de lo anterior, resultados preliminares obtenidos parecen indicar que se logró 

detectar fluorescencia asociada a la variante Rpb1-mScarlet utilizando el espectrofluorímetro, 

aunque esto requiere de una calibración y puesta a punto más extensiva. A su vez, se 

consiguió exitosamente visualizar la presencia de mScarlet-Rpb1 en el núcleo de la cepa 

generada. Esta estrategia es prometedora, aunque, por su parte, puede resultar en 

inconvenientes a la hora de querer medir la abundancia de esta proteína a lo largo del tiempo 

en varias cepas a la vez. Estos inconvenientes son los que podrían sortearse al trabajar con 

un espectrofluorímetro de placa, dado que este equipo logra realizar mediciones de manera 

automática en una placa multi-pocillo en pocos minutos. 

Puesta a punto de la medición de los niveles proteicos de mScarlet-Rpb1 frente al 

daño al ADN 

 La decisión de utilizar 4NQO como agente genotóxico se basó en el hecho de que la 

irradiación de cultivos de levaduras con luz UV no suele producir un efecto homogéneo en el 

cultivo. Sin embargo, el trabajo con esta droga implica que el agente genotóxico se encuentra 

persistentemente induciendo lesiones en el ADN, en contraposición con el estrés concertado 

inducido al irradiar momentáneamente el cultivo con luz UV. Esto podría provocar una 

respuesta que no sea del todo análoga a la que se obtendría al utilizar luz UV, a pesar de la 

ya mencionada activación de NER en presencia de 4NQO (Williams et al, 2010; Choi et al, 

2014). De esta manera, consideramos apropiado también llevar adelante ensayos utilizando 

luz UV como agente genotóxico.  

 Si bien podríamos decir que el primer diseño experimental empleado para el 

tratamiento de levaduras con 4NQO no fue el adecuado, nos permitió preguntarnos cómo el 

estado metabólico de las levaduras puede estar afectando la respuesta al estrés. En este 

sentido, se reportó que levaduras en fase estacionaria son intrínsecamente más resistentes 

a condiciones de estrés en comparación con células en fase exponencial (Nussbaum et al, 

2014), lo cual podría explicar la falta de respuesta al 4NQO observada en cultivos que se 

encontraban a densidades ópticas altas (Figura R-7). Asimismo, trabajar con células en fase 

exponencial suele otorgar resultados más reproducibles, con lo cual consideramos que el 

cambio de diseño experimental proveyó resultados más consistentes.  

 En línea con lo anterior, se decidió realizar un análisis preliminar de las curvas de 

crecimiento del clon utilizado, tanto en condiciones control (YPD) como con DMSO. Si bien 

notamos una dinámica de crecimiento similar a lo que se esperaría para un crecimiento 

logarítmico, será necesario realizar un estudio minucioso de las curvas de crecimiento de 

todas las cepas con variantes de Rpb1 modificadas. 
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 Otro aspecto que vale la pena notar en cuanto al trabajo con DMSO tiene que ver con 

que el mismo puede resultar tóxico para las levaduras (Święciło et al, 2024). Si bien 

procuramos controlar esto agregando el tratamiento con medio rico YPD, y analizando 

específicamente el crecimiento del cultivo y la abundancia de Rpb1 en presencia de DMSO 

(Figura R-9), nuestros resultados sugieren que el solvente DMSO podría inducir cambios en 

los niveles de mScarlet-Rpb1, aunque las diferencias no fueron significativas (Figura R-8B). 

Aún así, una alternativa para evitar el trabajo con DMSO implicaría cambiar este solvente por 

etanol 70%, compuesto inocuo para las levaduras.  

 En definitiva, observamos que la fase en la que se encuentra un cultivo parecería 

impactar en los niveles totales de mScarlet-Rpb1 y en la efectividad del 4NQO en provocar la 

degradación de mScarlet-Rpb1. Así, puede que el no haber detectado degradación de 

mScarlet-Rpb1 en los otros clones analizados en este trabajo (clones 6 y 8, Figura R-5) esté 

relacionado a que dichos experimentos fueron realizados en cultivos que habían atravesado 

una fase estacionaria y por lo tanto las condiciones experimentales no fueron las adecuadas.  

Medición de los niveles de mScarlet-Rpb1K1246R frente al daño al ADN  

 Finalmente, y a modo de control, emprendimos el análisis del efecto del 4NQO 

utilizando una variante de mScarlet-Rpb1 la cual, según fue reportado, es incapaz de 

degradarse por la vía ubiquitin-proteasoma (Tufegdžić Vidaković et al, 2020). Sin embargo, 

encontramos que inducir daño al ADN con 4NQO en cultivos que expresan la variante 

mScarlet-Rpb1K1246R resultó en niveles de degradación de la proteína que parecen ser 

comparables con aquellos de la variante silvestre. Si bien estos resultados deben ser 

analizados más en detalle, creemos posible la presencia de otros residuos lisina que logren 

suplir el rol de la lisina 1246 en cuanto a la vía de ubiquitinación de degradación de la RNAPII.  

Por otra parte, vale la pena mencionar que los resultados acerca de la relevancia de 

la lisina 1246 en la degradación de Rpb1 fue reportada por un único grupo y que, 

análogamente, nuestro laboratorio no observó que la variante humana RPB1K1268R sea 

resistente a la degradación inducida por UV, tal como se había reportado (Tufegdžić Vidaković 

et al, 2020).  

 En línea con lo anterior, otro control pertinente a la hora de evaluar la vía de 

degradación proteasomal de la RNAPII implica la utilización de cepas mutantes para factores 

del proteasoma, dado que en general el tratamiento con drogas inhibidoras del proteasoma, 

como el MG132, no suele ser muy efectivo en levaduras (Lee & Goldberg, 1996). Estos 

experimentos deberán realizarse a futuro.  
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 Otro aspecto que nos resultaría interesante analizar tiene que ver con el hecho de que 

la variante mScarlet-Rpb1K1246R tenga implicancias en el crecimiento de las levaduras. Como 

se mencionó anteriormente, el sistema NER no sólo se encarga de las lesiones inducidas por 

luz UV, sino que también lidia con lesiones endógenas resultantes del metabolismo oxidativo. 

En este sentido, y considerando que lesiones endógenas causadas por el metabolismo 

oxidativo también causarían la degradación de la RNAPII, nos preguntamos si la cepa 

mutante mScarlet-Rpb1K126R podría presentar dificultades en el crecimiento, o si presenta 

niveles basales aumentados de RNAPII.  

Comentarios finales 

 

 El estudio de la vía de degradación de la RNAPII ante daño al ADN resulta esencial a 

la hora de generar conocimiento que nos permita entender cómo se mantiene la integridad 

genómica y celular frente a las miles de lesiones que pueden producirse en el material 

genético cada día. Alteraciones en este mecanismo conllevan al desarrollo de enfermedades 

como el síndrome de Cockayne o Xeroderma pigmentosum, y revelar nuevos factores 

implicados en esta vía contribuye a una mejor comprensión de los múltiples síntomas que 

presentan los pacientes que sufren estas patologías. Asimismo, considerando que la 

radiación UV es el carcinógeno más prominente y ubicuo en nuestro ambiente natural, 

elucidar los procesos celulares que ocurren ante la exposición a este agente dañino puede 

generar un impacto significativo en la prevención y el tratamiento de enfermedades 

oncológicas. 

 Los resultados presentados en el este trabajo buscan sentar las bases para un 

procedimiento que logre cumplir con el objetivo de identificar nuevos factores que estén 

involucrados en la vía de degradación de la RNAPII ante daño al ADN. 
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