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μg/mL Microgramo/mililitro  

μL Microlitro  

μM Micromolar 

 

Lista de aminoácidos    

Aminoácido Código de 
tres letras 

Código de 
una letra Clasificación Tipo de N-degrón 

Alanina Ala A No polar Ac/N-degrón 

Arginina Arg R Básico Arg/N-degrón tipo1 

Asparragina Asn N Polar Arg/N-degrón terciario 

Ácido aspártico Asp D Ácido Arg/N-degrón secundario 

Cisteína Cys C Polar Ac/N-degrón 

Glutamina Gln Q Polar Arg/N-degrón terciario 

Ácido glutámico Glu E Ácido Arg/N-degrón secundario 

Glicina Gly G No polar Ac/N-degrón 

Histidina His H Básico Arg/N-degrón tipo1 

Isoleucina Ile I No polar Arg/N-degrón tipo2 

Leucina Leu L No polar Arg/N-degrón tipo2 

Lisina Lys K Básico Arg/N-degrón tipo1 

Metionina Met M No polar Ac/N-degrón 

Fenilalanina Phe F Aromático Arg/N-degrón tipo2 

Prolina Pro P No polar Pro/N-degrón 

Serina Ser S Polar Ac/N-degrón 

Treonina Thr T Polar Ac/N-degrón 

Triptófano Trp W Aromático Arg/N-degrón tipo2 

Tirosina Tyr Y Aromático Arg/N-degrón tipo2 

Valina Val V No polar Ac/N-degrón 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
14 Abreviaturas 

 

 

 



 
15 

 

RESUMEN 

 

 

  



 
16 Resumen 

 

  



 
17 Resumen 

 
 

Análisis funcional de la subunidad β4 del proteosoma de Candida 

albicans: evaluación como diana selectiva de nuevos antifúngicos. 

Introducción 

Candida albicans es un hongo patógeno oportunista que forma parte de la microbiota de 

individuos sanos como comensal. Sin embargo, situaciones de inmunodepresión favorecen el 

desarrollo de infecciones sistémicas en el hospedador como las candidiasis invasivas que tienen 

una tasa alta de mortalidad. A pesar de la investigación en las últimas décadas el arsenal 

terapéutico disponible sigue siendo escaso y la aparición de resistencias hace necesario el 

desarrollo de nuevos antifúngicos. 

En la célula, el recambio proteico es continuo y dinámico para mantener la proteostasis 

(homeostasis proteica) y es crucial para prácticamente todos los procesos celulares. En células 

eucariotas existen dos vías principales de proteolisis: la lisosomal o vacuolar, por osis y 

autofagia, y la vía proteosomal, a través del proteosoma, que puede ser mediada por ubiquitina. 

El proteosoma es un complejo multicatalítico con una alta plasticidad y muy selectivo siendo 

esencial para la viabilidad celular, lo que le postula como una diana ideal para el desarrollo de 

nuevas terapias antifúngicas. 

Objetivos 

1. Estudio de la esencialidad del gen CaPRE1, que codifica la subunidad β4 del proteosoma, de 

C. albicans. 

2. Identificación de sustratos de degradación vía proteosoma en C. albicans mediante una 

aproximación de proteómica cuantitativa. Análisis de los procesos biológicos, rutas metabólicas 

y funciones principales en las que está implicado el gen CaPRE1. 

3. Desarrollo de un ensayo competitivo positivo para la búsqueda de nuevos antifúngicos cuya 

diana sea el gen CaPRE1 mediante la construcción de cepas de S. cerevisiae humanizada y 

candidizada. 

4. Desarrollo de un sistema de búsqueda de nuevos antifúngicos basado en la degradación de 

proteínas mediante la construcción de diferentes sustratos de proteólisis. 
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Resultados 

El análisis de un fragmento de DNA de C. albicans próximo al gen CaHIS1 condujo a la 

identificaciónde un homólogo de ScPRE1 de S. cerevisiae. Los estudios de complementación del 

fenotipo de un mutante termosensible pre1-1 de S.  cerevisiae permitieron comprobar que se 

trataba del homólogo funcional en C. albicans. Para abordar la caracterización de CaPRE1, se 

procedió a la deleción de los dos alelos del gen y, ante la imposibilidad de encontrar un mutante 

homocigoto, se dedujo que CaPRE1 es un gen esencial en C. albicans. Con el objetivo de estudiar 

su función se han obtenido mutantes condicionales regulados por fuente de carbono y un 

mutante dependiente de tetraciclina, que en presencia de doxiciclina reprime la expresión de 

CaPRE1 (PRE1OFF) y en su ausencia se induce (PRE1ON). Los estudios fenotípicos muestran que 

en ausencia de CaPRE1 las células presentan una morfología celular aberrante, hiperfilamentan 

y tienen defectos en la separación celular. 

Mediante la técnica de electroforesis nativa para la separación de complejos proteicos, se 

analizó en este mutante el ensamblaje del proteosoma, ante la deficiencia en la subunidad β4 

del proteosoma. 

Haciendo uso de una aproximación proteómica DIA (Data Independent Analysis), se 

cuantificaron 4780 proteínas. El análisis del efecto de la represión del gen CaPRE1, muestra que 

entre las principales rutas metabólicas alteradas destacan la autofagia, la endocitosis y el tráfico 

vesicular hacia la vacuola, lo que sugiere una activación de rutas catabólicas y de reciclaje 

celular, y un compromiso en la función mitocondrial. 

Por último, se ha abordado la problemática de falta de antifúngicos, desarrollando dos sistemas 

para la búsqueda de nuevos compuestos con actividad frente a este hongo. El primero de ellos, 

se basa en un ensayo competitivo que utiliza dos cepas de S. cerevisiae delecionadas en ScPRE1 

que expresan de forma controlada el gen humano HsC7-I homólogo a CaPRE1 (humanizada) y 

el gen CaPRE1 marcada con proteína verde (candidadizada). Un posible inhibidor selectivo 

debiera, por tanto, manifestarse como un pocillo con crecimiento (turbidez) pero sin 

fluorescencia: inhibición del crecimiento de la cepa candidizada, pero no de la cepa 

humanizada. El segundo, se basa en la construcción de sustratos de proteólisis de la ruta del N-

terminal con aminoácidos amino-terminales estabilizadores y desestabilizadores, y se 

expresaron en cepas de S. cerevisiae afectadas en la degradación de proteínas, como mutantes 

en los genes PRE1 y UBR1. En ambos casos, se estabilizaban los sustratos, por lo que son 

candidatos para ser utilizados en ensayos de búsqueda de inhibidores de la degradación de 

proteínas. 
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Conclusiones 

1. El gen CaPRE1 es el homólogo funcional en C. albicans del gen PRE1 de S. cerevisiae. Codifica 

la subunidad β4 del complejo catalítico 20S del proteosoma, y es esencial para el crecimiento y 

la viabilidad celular en C. albicans.  

2. Mutantes condicionales pre1 de C. albicans dependientes de fuente de carbono muestran 

una morfología celular aberrante, hiperfilamentosa y con defectos en separación celular. 

3. En condiciones de represión de la expresión de PRE1 (bajo un promotor regulable de 

tetraciclina), el proteosoma 20S no está ensamblado completamente y la subunidad β4 del 

proteosoma no se detecta. 

4. El alto número de proteínas identificadas, casi un 80% del proteoma de C. albicans, valida la 

aproximación proteómica DIA como una herramienta poderosa para el estudio y la 

caracterización a gran escala del proteoma. 

5. El estudio de proteómica cuantitativa diferencial entre la represión y la inducción de CaPRE1 

muestra un 42% de proteínas con cambios significativos en su abundancia, con predominio de 

proteínas que aumentaron en su abundancia cuando se reprime la expresión de PRE1. 

6. La represión de PRE1 induce un aumento en la abundancia de proteínas relacionadas con el 

proceso catabólico del proteosoma, transporte de proteínas, la endocitosis, el transporte 

vacuolar, la autofagia, la morfogénesis y el ciclo celular, entre otros procesos biológicos. 

7. La represión de PRE1 provoca la disminución de la fosforilación oxidativa, una mayor 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y estrés oxidativo, lo que evidencia una 

deficiencia en la función mitocondrial y un fenotipo apoptótico. 

8. El aumento en la abundancia de proteínas de las subunidades de la parte reguladora del 

proteosoma 19S, algunas del complejo catalítico 20S y del factor de transcripción Rpn4, las 

posicionan como sustratos directos del proteosoma. La disminución en la abundancia de 

proteínas implicadas en la biogénesis y ensamblaje de los ribosomas, y el metabolismo de 

aminoácidos cuando se reprime el gen PRE1, los sitúan como procesos compensatorios de la 

deficiencia de la actividad del proteosoma. 

9. El ensayo competitivo basado en la humanización y candidización de un mutante de 

S. cerevisiae deficiente en PRE1, constituye un sistema idóneo para el cribado de compuestos 

con actividad antifungica y con especificidad farmacológica para la proteína Pre1 de C. albicans. 

10. Los sustratos de proteólisis generados son específicos de la ruta del N-terminal, lo que ha 

posibilitado el desarrollo de un ensayo positivo para la identificación de agentes antifúngicos 

dirigidos a componentes específicos de la maquinaria de degradación. 

11. La aplicación web H-Conversor es una herramienta proteómica de acceso público para la 

comunidad científica de gran utilidad para el análisis global de proteínas de C. albicans. 
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Abreviaturas 

Functional analysis of the β4 subunit of the proteasome in 

Candida albicans: evaluation as a selective target for new 

antifungal agent. 

Introduction 

Candida albicans is an opportunistic pathogenic fungus that is part of the microbiota of healthy 

individuals as a commensal organism. However, immunosuppressed situations favour the 

development of systemic infections in the host, such as invasive candidiasis, which is associated 

with high mortality rates. Despite research efforts in recent decades, the available therapeutic 

arsenal remains limited, and the emergence of resistance highlights the need for the 

development of new antifungal agents. Therefore, in this work, we explored protein 

degradation as a potential target for new antifungal therapies. 

In the cell, protein turnover is continuous and dynamic to maintain proteostasis (protein 

homeostasis), which is crucial for virtually all cellular processes. In eukaryotic cells, there are 

two main pathways for protein degradation: the lysosomal or vacuolar pathway, through 

endocytosis and autophagy, and the proteasomal pathway, via the proteasome, which can be 

ubiquitin-mediated. The proteasome is a multicatalytic complex that is highly plastic and 

selective, and essential for cell viability, making it an ideal target for the development of new 

antifungal therapies. 

Objectives 

1. To study the essentiality of the CaPRE1 gene, which encodes the β4 subunit of the 

proteasome in C. albicans. 

2. To identify substrates degraded via the proteasome in C. albicans using a quantitative 

proteomics approach. To analyse the biological processes, metabolic pathways, and functions 

involving CaPRE1. 

3. To develop a positive competitive assay to screen for new antifungal compounds targeting 

CaPRE1 by constructing humanised and "candidised" S. cerevisiae strains. 

4. To develop a screening system for antifungal compounds based on protein degradation, 

through the construction of various proteolysis substrates. 

Results 

Analysis of a DNA fragment from C. albicans near the CaHIS1 gene led to the identification of a 

homolog to ScPRE1 from S. cerevisiae. Complementation studies in a temperature-sensitive 

pre1-1 mutant of S. cerevisiae confirmed it as the functional homolog in C. albicans. To 

characterise CaPRE1, both alleles were deleted, and the inability to obtain a homozygous 

mutant indicated that CaPRE1 is essential in C. albicans. 
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To study its function, we generated conditional mutants regulated by carbon source and 

tetracycline, where the presence of doxycycline represses CaPRE1 expression (PRE1OFF) and its 

absence induces expression (PRE1ON). Phenotypic studies showed that CaPRE1 deficiency 

causes aberrant cell morphology, hyperfilamentation, and defects in cell separation. 

Using blue -native, a protein complex separation technique, we analysed proteasome assembly 

in the mutant, revealing a deficiency in the β4 subunit. 

Through a DIA (Data Independent Acquisition) proteomics approach, we quantified 4,780 

proteins. Repression of CaPRE1 expression revealed significant alterations in metabolic 

pathways, including autophagy, endocytosis, and vesicular trafficking to the vacuole, suggesting 

activation of catabolic and recycling pathway. Mitochondrial function was compromised. 

Finally, to address the lack of antifungals, we developed two systems to screen for new 

compounds active against this fungus. The first system is a competitive assay using two S. 

cerevisiae strains deleted for ScPRE1: one expressing the human homolog HsC7-I (humanised), 

and the other expressing GFP-tagged CaPRE1 (candidised). A selective inhibitor would manifest 

as a well with cell growth (turbidity) but no fluorescence, indicating inhibition of the candidised 

strain but not the humanised one. 

The second system involves constructing N-terminal degradation substrates with stabilising and 

destabilising amino-terminal residues. They were expressed in S. cerevisiae mutants defective 

in protein degradation (PRE1 and UBR1). In both cases, the substrates were stabilised, indicating 

their suitability for use in screening inhibitors of protein degradation. 

Conclusions 

1. CaPRE1 is the functional homolog of S. cerevisiae PRE1 in C. albicans, encoding the β4 subunit 

of the 20S proteasome catalytic core, and is essential for cell growth and viability in C. albicans. 

2. Carbon source-dependent pre1 conditional mutants of C. albicans with an aberrant and 

hyperfilamentous cell morphology with no cell separation. 

3. Under tetracycline-repressed expression, the 20S proteasome is not fully assembled, and the 

β4 subunit is not detected. 

4. The large number of proteins identified—nearly 80% of the C. albicans proteome—validates 

the DIA proteomics approach as a powerful tool for large-scale proteomic studies. 

5. Differential quantitative proteomics between PRE1 repression and induction revealed 42% 

of proteins with significant abundance changes, with a predominance of upregulated proteins. 

6. PRE1 repression leads to increased abundance of proteins involved in proteasomal catabolic 

processes, protein and carbohydrate transport, endocytosis, vacuole transport, autophagy, 

morphogenesis, and the cell cycle, among other biological processes. 

7. PRE1 repression causes a reduced oxidative phosphorylation, increased reactive oxygen 

species (ROS) production, and oxidative stress, indicating mitochondrial dysfunction and an 

apoptotic phenotype. 
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8. The increased abundance of several subunits of the 19S regulatory particle, selected 

components of the 20S catalytic core, and the transcription factor Rpn4 suggests that these 

proteins are direct substrates of the proteasome. Conversely, the decreased abundance of 

proteins involved in ribosome biogenesis and amino acid metabolism under PRE1 repression 

indicates the activation of compensatory mechanisms in response to impaired proteasome 

activity. 

9. The competitive assay based on humanisation and candidisation of a S. cerevisiae mutant 

deficient in PRE1 represents a suitable system for screening antifungal compounds with 

pharmacological specificity for the C. albicans Pre1 protein. 

10. The engineered N-terminal degradation substrates are specific to the N-end rule pathway 

and have enabled the development of a positive screening assay for identifying antifungal 

agents that target specific components of the protein degradation machinery. 

11. The web application H-Conversor is a publicly accessible proteomics tool for the scientific 

community, useful for global analysis of C. albicans proteins. 
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breviaturas 
Abreviaturas 1. Importancia clínica de Candida albicans como hongo patógeno oportunista 

Candida albicans es un microorganismo eucariota que, en condiciones normales, forma parte de 

la microbiota del ser humano, comportándose como un comensal que coloniza la piel y las 

mucosas, entre las que se encuentran la cavidad orofaríngea y los tractos gastrointestinal y 

urogenital.1,2 Su importancia clínica radica en que, en determinadas ocasiones, se comporta 

como patógeno, por razones que incluyen las propias del microorganismo, las del hospedador y 

las del ambiente en que se desarrolla, por lo que debe considerarse como patógeno 

oportunista.3,4,5 Como patógeno, C. albicans produce una infección denominada candidiasis, 

siendo la especie responsable del 50% de estas infecciones, puesto que existen otras especies de 

este género que son responsables del resto de las candidiasis.6,7,8 

1.1 Transición de C. albicans de un estado comensal a patógeno 

C. albicans posee una variedad de factores implicados tanto en su capacidad para establecerse 

como comensal y formar parte de la micobiota como en su virulencia.9 Esta última, en la mayoría 

de los casos, comienza con una colonización inicial determinada por su capacidad de adherirse a 

células epiteliales, seguida de una infección superficial y una posterior infección profunda, 

favorecida por su capacidad de formar hifas, antes de la infección diseminada.10 

La capacidad de C. albicans para infectar nichos del hospedador tan diversos se debe a diversos  

factores de virulencia11 entre los que destacan: 

- la transición morfológica entre las formas de levadura e hifa12 

- la expresión de adhesinas e invasinas en la superficie celular13,14 

- el tigmotropismo15,16 

- la formación de biopelículas17,18,19 

- la plasticidad fenotípica20,21,22,23 

- la secreción de enzimas hidrolíticas24,25,26 

Además, su rápida adaptación a las fluctuaciones del pH ambiental, la respuesta a diferentes 

condiciones de estrés, la flexibilidad metabólica, y los diferentes sistemas de adquisición de 

nutrientes, también son importantes mecanismos asociados a su virulencia.27 

La candidiasis diseminada sólo se produce cuando C. albicans escapa de los mecanismos del 

sistema inmunitario, penetra en los tejidos vasculares y entra en la sangre. La entrada al torrente 

sanguineo se produce por dos vías: a) Vías naturales (a través de la superficie de las células de la 

mucosa, penetra en las células epiteliales) y b) Vías artificiales (a través de la implantación de 

dispositivos médicos, cirugía y depleción de la microbiota natural por tratamiento con 

antibióticos).10 

El sistema inmunológico humano controla esta transición perjudicial siempre que no existan 

condiciones de inmunodepresión o enfermedades subyacentes.28,29,30,31,32 En primer lugar, el 

origen de las infecciones por C. albicans generalmente es endógeno, y afecta principalmente a 
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enfermos inmunocomprometidos o pacientes sometidos a quimioterapia, con tumores sólidos o 

cánceres hematológicos, receptores de trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) o de 

órganos sólidos (TOS), los que reciben dosis altas y prolongadas de corticoides u otros 

inmunosupresores causantes de disfunción de la inmunidad celular, y los pacientes infectados 

por el VIH. Asimismo, las alteraciones físicas de las barreras anatómicas se convierten en factores 

de riesgo para desarrollar candidiasis invasivas, como son los dispositivos invasivos, nutrición 

parenteral, catéteres, hemodiálisis, politraumatismo y grandes quemados. 

Sin embargo, una infección no es una simple interacción bidireccional entre C. albicans y el 

huésped, sino que incluye la interacción con la multitud de otros microorganismos que colonizan 

las superficies mucosas como las bacterias de la microbiota.33,1 Esto demuestra la importancia 

de una microbiota saludable, ya que una perturbación en este ecosistema bien equilibrado, por 

ejemplo, a través de la terapia con antibióticos, la ingesta alta de carbohidratos o una nutrición 

desequilibrada,34 resulta en un desequilibrio entre las bacterias comensales y los hongos, que 

favorece el desarrollo de infecciones oportunistas.29 (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Factores causantes del paso de C.  albicans de comensal a patógeno.  

Factores de virulencia del hongo y factores del huésped, que alterados predisponen a cursar la 
infección, originando una candidiasis en el ser humano. 

1.2 Manifestaciones clínicas 

Dependiendo del grado de invasión y de la localización o tipo de tejido afectado, las infecciones 

producidas por C. albicans pueden ser clasificadas en infecciones superficiales e infecciones 

sistémicas, que pueden ser localizadas en algún órgano o diseminadas.35 

Las infecciones superficiales son aquellas cuyas lesiones son visibles sin necesidad de utilizar 

ningún tipo de instrumental especial. Se incluyen dentro de este grupo las infecciones orales, 
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breviaturas 
Abreviaturas genitales, de la piel y de las uñas. Este tipo de infecciones son las más comunes y fáciles de 

diagnosticar.36 Las lesiones que produce abarcan desde pequeñas y leves a graves y 

desfigurantes, pero no suelen ser letales.37 C. albicans está presente en la cavidad oral del 75% 

de la población. En individuos sanos, esta colonización es benigna, sin embargo, en individuos 

inmunocomprometidos pueden sufrir con frecuencia infecciones recalcitrantes en la cavidad 

oral, y pueden afectar a la faringe o al esófago denominándose candidiasis oral.  

El problema mayor son las candidiasis superficiales recurrentes. Se estima que aproximadamente 

el 5% de las mujeres sufren al menos una vez en su vida candidiasis vulvo-genital, el 40–50% 

sufren otro episodio, y un 5-8% sufren episodios recurrentes anualmente, siendo factores de 

predisposición la diabetes mellitus, el uso de antibióticos y anticonceptivos orales, el embarazo 

y la terapia hormonal.12,38 

Las candidiasis invasivas comprenden las candidemias, donde se produce la diseminación de 

C. albicans en forma de levadura por el torrente sanguíneo pudiendo producir una sepsis y las 

denominadas candidiasis profundas o sistémicas.39 Estas últimas se producen como 

consecuencia de la invasión de tejidos, proceso favorecido por la capacidad de formar hifas o por 

inoculación directa de C. albicans en un sitio estéril, alcanzando los órganos internos, pudiendo 

estar localizada en un órgano concreto como el corazón, riñones, sistemas sanguíneo, 

respiratorio y digestivo, ojos, sistema nervioso, huesos y articulaciones. Su diagnóstico es difícil 

y normalmente está basado en el aislamiento del microorganismo en fluidos corporales estériles, 

como puede ser la sangre, orina, líquido cefalorraquídeo y líquido articular.40,41 

La importancia de disponer de antifúngicos eficaces, cuyas características, ventajas e 

inconvenientes se detallarán más adelante, se pone de manifiesto a la hora de tratar enfermos 

que padecen candidiasis, y esta necesidad se hace más acuciante si la infección fúngica es de tipo 

sistémico.  

Debido a la importancia de C. albicans como microorganismo patógeno humano, en el siguiente 

apartado se analiza la situación actual de las infecciones fúngicas causadas por C. albicans. 

1.3 Epidemiología 

Aunque C. albicans sigue siendo el agente etiológico predominante en las candidiasis invasivas, 

hay al menos 15 especies distintas de Candida que causan enfermedades humanas, pero más del 

95% de ellas son causadas por los 5 patógenos más comunes. En el último estudio multicéntrico 

español, C. albicans fue la especie más frecuentemente aislada, seguida de C. parapsilosis, 

C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei.42,43 Es importante resaltar la creciente importancia médica 

que se le está dando a C. auris44 desde que se aisló en 2009, por la dificultad en su identificación 

por las técnicas de diagnóstico convencionales y por su resistencia a los azoles y a la anfotericina 

B.45 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/candida-parapsilosis
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/candida-glabrata
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/candida-tropicalis
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/candida-krusei
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Las infecciones fúngicas invasivas tienen una incidencia mucho menor que las infecciones 

superficiales. 100 millones de mujeres son víctimas de infecciones vulvovaginales recurrentes 

anualmente y más de mil millones de personas sufren infecciones cutáneas (www.gaffi.org). 

Sin embargo, las infecciones invasivas son de mayor preocupación ya que están asociadas con 

tasas de mortalidad inaceptablemente altas, estimándose en un millón y medio de personas cada 

año en el mundo.46,47,48,49 De hecho, las muertes anuales debidas a infecciones fúngicas son 

mayores que la mortalidad mundial debida a malaria, cáncer de mama o próstata, y son similares 

a las causadas por la tuberculosis o el VIH (https://fungalinfectiontrust.org/). 

El 90% de todas las muertes relacionadas con hongos reportadas son el resultado de especies 

que pertenecen a uno de los cuatro géneros: Cryptococcus, Candida, Aspergillus y Pneumocystis 

(www.killerfungus.org). No existen vacunas o inmunoterapias para las micosis y solo se dispone 

de un arsenal limitado de medicamentos antimicóticos para tratar este tipo de infecciones, que 

en ocasiones resultan ineficaces por la emergencia de cepas resistentes.50 Además, las 

infecciones invasivas a menudo se diagnostican demasiado tarde para salvar al paciente.51,35,52 

Una mención especial, merecen las infecciones nosocomiales que afectan a un gran número de 

pacientes, y cuya incidencia aumenta día a día.53 En las últimas décadas se ha producido un 

incremento global de las infecciones fúngicas de origen nosocomial (IFON) y de las asociadas a 

cuidados sanitarios, a consecuencia de los avances en las terapias médicas y quirúrgicas cada vez 

más eficaces, pero también más agresivas.32 

1.4 Arsenal terapéutico 

Tradicionalmente, una de las principales líneas de investigación en C. albicans se centra en la 

identificación de dianas para el desarrollo de sustancias antifúngicas. Ciertas estructuras y 

procesos presentes en la célula fúngica y ausentes en las células de los mamíferos, o que aún, 

estando presentes, exhiban diferente sensibilidad frente al antifúngico, serían las dianas ideales 

para el desarrollo de nuevos agentes antifúngicos.54,55,56 

El tratamiento utilizado en cada caso depende de la gravedad de la infección y de su localización, 

existiendo formulaciones adecuadas para uso sistémico y tópico.57 Dependiendo del diagnóstico, 

de la evidencia microbiológica y de la probabilidad de infección grave, hay que elegir entre 

tratamiento profiláctico, tratamiento preventivo y tratamiento empírico o tratamiento 

dirigido.58,59,60 

Entre el arsenal terapéutico antifúngico disponible en la actualidad (Figura 2), los agentes 

antifúngicos administrados para el tratamiento de candidiasis sistémica57 se agrupan en las tres 

clases siguientes30: 

Las equinocandinas, inhibidores de la síntesis de la pared celular fúngica 

La diana óptima para un hongo es la pared celular, puesto que es una estructura que no se 

encuentra presente en las células humanas. Los componentes básicos de la pared celular son los 

polisacáridos glucano, manano y quitina, junto con diversas glicoproteínas.61 La quitina es un 

http://www.gaffi.org)/
http://www.killerfungus.org/
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de la morfología celular, aunque sólo constituye un 1% del total. Las equinocandinas son 

lipopéptidos cíclicos que inhiben el complejo transmembrana glucano sintasa (Fks1), una enzima 

biosintética que produce 1,3-β-D-glucano, el principal carbohidrato de la pared celular fúngica. 

La interrupción de la síntesis de 1,3-β-D-glucano daña la pared celular alterando la integridad 

celular y finalmente la lisis y muerte de la célula.62 

Los azoles, inhibidores de la síntesis de la membrana celular 

El ergosterol es fundamental para la membrana celular fúngica y está ausente en células de 

mamífero.63 Los azoles (fluconazol, voriconazol, itroconazol y posaconazol) bloquean la 14α-

desmetilasa, una enzima codificada por el gen ERG11, reduciendo la síntesis de ergosterol a partir 

del lanosterol. Su efecto es fungistático más que fungicida.64  

Anfotericina B, intercalante de la membrana plasmática 

El polieno anfotericina B es una molécula lipofílica que se une al ergosterol intercalándose en la 

membrana citoplasmática fúngica. La anfotericina B se autoensambla en oligómeros que se 

insertan en la membrana citoplasmática, formando poros acuosos que provocan la fuga de iones 

y una rápida lisis celular. Las formulaciones de administración están basadas en lípidos de 

anfotericina B (anfotericina B liposomas o complejos lipídicos de anfotericina B), porque se 

asocian con una menor nefrotoxicidad.65 

 
 

Figura 2. Mecanismos de acción de los antifúngicos utilizados en la actualidad.  

Se detallan los mecanismos de acción de los principales antifúngicos disponibles. 



 

 

34 Introducción 
 

Los problemas de toxicidad y aparición de resistencias que presentan los antifúngicos de que 

disponemos,66,67 junto con las dificultades de asimilación y administración, hacen necesario el 

desarrollo de nuevos agentes que carezcan de este tipo de inconvenientes.68,69 

Las características que debería poseer un antifúngico ideal serían las de poseer una alta actividad 

y selectividad hacia una diana específica del hongo para no ser tóxico frente a las células del 

huésped, disponer de una buena farmacocinética, ser de fácil administración, y tener efecto 

fungicida preferiblemente al fungistático. Finalmente, sería deseable que no se seleccionaran 

resistencias fácilmente y fuera de bajo coste.70,55 

Los antifúngicos utilizados hoy en día distan mucho de ser ideales, debido fundamentalmente a 

su alta toxicidad para las células del huésped en el caso de la anfotericina B y a la aparición de 

resistencias desarrolladas por el hongo frente a antifúngicos concretos, como los azoles.59,71 

Nuevos antifúngicos. 

Actualmente, los antifúngicos más prometedores que se encuentran en fase de ensayos 

clínicos72,73 para el tratamiento de la candidiasis invasiva y candidemia son74: 

 Ibrexafungerp, que actúa inhibiendo la síntesis de 1,3-β-D-glucano. Tiene la misma diana 

que las equinocandinas.75,76 

 Rezafungina, es una equinocandina de segunda generación. En enero de 2024 la Agencia 

europea del medicamento (EMA, European Medicines Agency) autorizó su uso para el 

tratamiento de la candidiasis invasiva en adultos.77,78 

 Fosmanogepix, es un antifúngico de nueva generación perteneciente a la clase de los 

inhibidores de la proteína Gwt1, una enzima esencial de la síntesis de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI), necesaria para el anclaje de proteínas en la membrana 

celular fúngica.79,80 Este mecanismo de acción es novedoso lo que le confiere cierta 

importancia para el tratamiento de cepas resistentes a otros antifúngicos. 

2. Características de Candida albicans 

C. albicans es un microorganismo eucariota incluido taxonómicamente dentro del filo 

Ascomycota, Clase Saccharomycetes, Orden Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae, 

género Candida.81 

C. albicans pertenece al clado CUG que es un grupo de especies que usan un código genético 

alternativo en el que el codón CUG codifica serina en vez de leucina. A este clado pertenecen 

todas las especies de Candida aisladas de pacientes.82 

C. albicans es un hongo con un desarrollo predominantemente unicelular, cuyas principales 

características son ser diploide, polimórfico y heterozigoto. 83 
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C. albicans es un microorganismo diploide con ocho pares de cromosomas por célula. Los 

cromosomas se nombran de 1, el de mayor tamaño, a 7 el de menor tamaño, y R los cromosomas 

que portan el DNA ribosómico.84 

Esta especie exhibe un ciclo parasexual en el que el apareamiento produce células tetraploides 

que sufren un programa no meiótico de pérdida concertada de cromosomas para volver a un 

estado diploide o aneuploide.85-86 

C. albicans presenta altos niveles de heterozigosidad (diferencias entre las dos copias de cada 

gen). Esto le permite expresar diferentes alelos bajo distintas condiciones ambientales, lo que es 

clave para su adaptabilidad.87,88 C. albicans tiene un genoma diploide heterocigoto que es 

altamente dinámico y puede mostrar variación de pequeña a gran escala de reordenamiento 

cromosómico y aneuploidía, lo que tiene implicaciones en la resistencia a los fármacos, la 

virulencia y la patogenicidad.89 

2.2 Polimorfismo 

C. albicans es un microorganismo dimórfico capaz de crecer como levadura o como hifa 

dependiendo de las condiciones ambientales. Pero además existen otros dos tipos de morfología, 

pseudohifas y clamidosporas, por lo que en C. albicans sería más correcto hablar de polimorfismo 

en vez de dimorfismo86. Este polimorfismo contribuye a la virulencia, a la evasión de los fagocitos, 

a la diseminación en el torrente sanguíneo y a la adaptación a diferentes condiciones ambientales 

adversas.90 

Las células levaduriformes, también llamadas blastosporas o blastoconidios, son la forma 

unicelular de la levadura que se caracteriza por un proceso de división mitótica denominado 

gemación, donde el núcleo se divide y la célula hija se separa. Su morfología, ovalada o esférica, 

es de un tamaño aproximado de 4-6 m de diámetro.91 Las pseudohifas son cadenas de células 

levaduriformes alargadas que permanecen unidas como filamentos. Si el alargamiento es muy 

grande, las pseudohifas sólo son distinguibles de las verdaderas hifas por las constricciones 

existentes en las uniones entre blastosporas.92 Las hifas son tubos microscópicos que contienen 

varias células del hongo separadas por septos paralelos. Las hifas surgen de las secciones de otras 

hifas o de las blastosporas. Las hifas, a su vez, pueden dar lugar a blastosporas por gemación 

lateral. Al conjunto de hifas, ramificaciones y yemas laterales se denomina micelio.16 Las 

clamidosporas son células grandes, refringentes y de paredes gruesas que se encuentran en los 

extremos de hifas y pseudohifas unidas a través de las denominadas células suspensoras. Sólo 

C. albicans forma clamidosporas entre todas las especies de Candida, y lo hace in vitro y en 

condiciones muy especiales.93 
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2.3 Transición dimórfica 

El dimorfismo se define como la transición reversible entre levadura e hifa que se induce en 

respuesta a distintos cambios ambientales. Se han descrito diversos factores que inducen la 

formación de hifas en C. albicans, como pH>7, presencia de suero, N-acetilglucosamina, la 

temperatura fisiológica de 37 °C y alta concentración de CO2.94,95 

El fenómeno del dimorfismo es de gran importancia debido a que muchos hongos dimórficos son 

patógenos.96,97 Ambas formas son importantes en la patogénesis, a pesar de que juegan un papel 

muy diferente en el proceso de infección.98 La forma de levadura, de menor tamaño, es la 

responsable de la diseminación en el torrente sanguíneo,99,28,100 mientras que la forma hifal 

favorece la invasion de tejidos y el escape de fagocitos.  

Este proceso es crítico para la virulencia de C. albicans y está regulado por múltiples factores de 

transcripción y vías de señalización que responden a diversas señales ambientales. La transición 

morfológica está mediada por varias rutas de señalización, que incluyen las rutas MAPK 

(Mitogen-Activated Protein Kinase), Ras/cAMP-PKA( (Adenilato Ciclasa - Proteína Kinasa A ) y 

factores de transcripción, como Efg1 Cph1, Nrg1 y Tec1.101 

La filamentación también está regulada por sustancias autoinductoras que promueven el quorum 

sensing o comunicación entre las células, como el farnesol que inhibe la formación de hifas,102 o 

como el tirosol y dodecanol que inducen la filamentación. Así, altas densidades de células (>107 

cel/mL) promueven el crecimiento levaduriforme, mientras que densidades celulares menores 

(<107 cel/mL) favorecen el crecimiento miceliar. 

3. Degradación de proteínas. Proteolisis  

El recambio proteico es el proceso intracelular que implica un balance entre la síntesis y la 

degradación de proteínas. En la célula, este recambio es continuo y dinámico para mantener la 

proteostasis (homeostasis proteica).103 

La regulación de la abundancia y la concentración de las proteínas es crucial para prácticamente 

todos los procesos celulares. Muchos procesos fisiológicos requieren la presencia de una o varias 

proteínas específicas durante un periodo de tiempo definido o bajo determinadas condiciones 

como mecanismo regulador de la actividad enzimática intracelular.104,105 

La proteólisis o degradación de proteínas es un proceso celular que tiene diferentes 

finalidades.106 Entre ellas se encuentra el control de calidad de las proteínas afectadas por estrés 

oxidativo u otro tipo de estrés donde se modifica la estructura y composición de las proteínas 

dando lugar a proteínas aberrantes o con fallos en el plegamiento.107,108,109 Asimismo, la actividad 

enzimática se puede regular variando la abundancia de determinadas proteínas, como es el caso 

de la regulación metabólica ante diferentes condiciones, por ejemplo en situaciones de ayuno de 

nutrientes,103 donde la proteólisis facilita la flexibilidad metabólica. También interviene en la 

adaptación al medio puesto que, ante determinados estímulos, se puede modular la 
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las rutas de señalización celular.110 Por último, otra finalidad importante de la proteolisis es la 

regulación de procesos fisiológicos como es la regulación de la progresión del ciclo celular.111,112  

La vida media de las proteínas (tiempo requerido para que se degrade el 50% de la cantidad de 

una proteína específica) dentro de las células varía ampliamente, desde minutos hasta varios 

días, siendo, por tanto, las tasas de degradación de proteínas un aspecto importante de la 

regulación celular.113 Muchas proteínas que se degradan rápidamente son moléculas 

reguladoras, como los factores de transcripción, lo que permite que sus niveles cambien 

ágilmente en respuesta a estímulos externos. Además, las proteínas defectuosas o dañadas se 

reconocen y degradan rápidamente dentro de las células, eliminando así las consecuencias de 

los errores cometidos durante la síntesis de proteínas. Sin embargo, las proteínas que 

desempeñan funciones estructurales suelen tener una vida media más larga.114 

3.1 Sistemas de degradación de proteínas 

En las células eucariotas existen dos vías principales de proteolisis:  

1. La lisosomal o vacuolar en levaduras, por endocitosis y autofagia. 

2. La proteosomal, a través del proteosoma y que puede ser mediada por ubiquitina (UPS, 

Ubiquitin Proteasome System). 

Ambos sistemas de degradación son sinérgicos en las células eucariotas, y cooperan y se 

complementan para mantener la homeostasis celular. Las dos vías degradativas pueden 

coactivarse, para degradar proteínas mal plegadas, pero también muestran efectos 

compensatorios cuando una de las rutas es disfuncional. Ambos sistemas pueden utilizar la 

ubiquitinación como señal de degradación.115,116 

3.1.1 Proteolisis vacuolar 

Las vacuolas son orgánulos celulares rodeados de membrana y que contienen numerosas 

proteasas a pH ácido. Hay dos mecanismos principales de proteolisis vacuolar, por endocitosis y 

por autofagia, (Figura 3). 

Las proteínas que suelen ser degradadas por el sistema lisosomal son proteínas de membrana y 

proteínas citoplasmáticas de vida larga. Las proteínas extracelulares también pueden ser 

degradadas en el lisosoma tras la entrada al interior celular por fagocitosis o endocitosis mediada 

por receptor, para formar vesículas intracelulares que se fusionarán con las vacuolas.117 

Principalmente, las proteínas acceden a las vacuolas por invaginación de las membranas 

mediante el proceso de endocitosis, que supone la fusión vesícula-membrana y la formación de 

cuerpos multivesiculares (MVBs) que llevan en el interior la carga para su degradación.118,119 La 
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formación de cuerpos multivesiculares es específica porque las proteínas deben ubiquitinarse 

previamente.120  

 

Figura 3. Degradación de proteínas en levaduras por proteolisis vacuolar.  

La autofagia y la endocitosis pueden culminar en la vacuola. La endocitosis permite el transporte de 

sustancias desde el medio externo. Implica la invaginación de la membrana plasmática y la biogénesis 

de pequeñas vesículas intracelulares que contienen constituyentes de la membrana plasmática y 

componentes extracelulares. Estas pequeñas vesículas se fusionan y forman el compartimento 

denominado endosoma temprano (EE). La carga de EE puede reciclarse a la membrana plasmática a 

través de endosomas de reciclaje, transportarse hacia o desde el aparato de Golgi o dirigirse a las 

vesículas a través de cuerpos multivesiculares (MVB). Durante la macroautofagia, se forman estructuras 

de doble membrana llamadas autofagosomas para transportar la carga autofágica a las vacuolas o 

fusionarse con los MVB. Las vías de autofagia y endocíticas cooperan en algunas etapas y comparten 

muchos componentes de la maquinaria molecular. Modificada de Raudenska (2021).121 

La autofagia,121 por el contrario, degrada estructuras citosólicas incompatibles con la 

degradación proteosomal, incluidos los agregados de proteínas, los grandes complejos proteicos 

estables y los orgánulos. Se envuelven por una doble membrana que forma autofagosomas y 

llegan a los lisosomas donde son degradados.122 La degradación vacuolar por autofagia, en 
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diana formado por la secuencia consenso KFERQ que, presumiblemente, los dirige a las vesículas 

como respuesta a la inanición celular.123 

3.1.2 Degradación proteosomal 

El proteosoma presenta una alta plasticidad y, aunque degrade un gran número de proteínas, es 

muy selectivo. Los procesos celulares en los que está implicado incluyen desde la homeostasis 

proteica general y la respuesta a estrés hasta el control de los procesos vitales, tales como la 

división celular, la replicación del DNA, la transcripción y la transducción de señal.124 Se trata de 

una estructura que se encuentra en el citoplasma y en el núcleo de las células eucariotas, aunque 

también se pueden secretar al medio extracelular.125 El proteosoma en levaduras es un complejo 

multicatalítico y multifuncional dependiente de ATP126 y presenta tres actividades proteolíticas 

diferentes.127  

La excepcional selectividad de sustratos del proteosoma se debe tanto al marcaje específico de 

la ubiquitina de los sustratos adecuados para su proteólisis,128 como a su compleja arquitectura. 

A diferencia de las vacuolas, su actividad proteolítica precisa de energía dependiente de ATP. 

El proteosoma funciona como el principal regulador o modulador del proteoma en eucariotas y 

degrada numerosas proteínas regulatorias, además de las aberrantes o dañadas e 

incorrectamente plegadas. El proteosoma degrada la mayoría de las proteínas intracelulares, 

estimándose en un 80% las proteínas intracelulares que son degradadas por el proteosoma.129  

3.2 Estructura y función del proteosoma 

El proteosoma 26S es una estructura que pesa más de 2 millones de daltons y que supone cerca 

del 2% del contenido proteico celular.130,131 Está constituido por el proteosoma 20S de 700 kDa 

que presenta una forma cilíndrica semejante a un tonel, que es la unidad central y parte catalítica 

del proteosoma, y por la partícula reguladora 19S del proteosoma que se sitúa en un extremo del 

tonel o en ambos, conformando así el proteosoma 26S.132 

El proteosoma 26S es una proteasa compartimentalizada de la familia de las ATPasas Asociadas 

con varias Actividades celulares (AAA+), ya que usa como energía la hidrólisis del ATP para 

romper las estructuras de los sustratos a degradar y translocar los polipéptidos desplegados a la 

cámara interna del proteosoma para su degradación. La unidad central 20S es la región catalítica 

que degrada las proteínas que entran en su interior, mientras que los anillos externos que forman 

la partícula 19S actúan como puertas de control de entrada de los sustratos.106,133,134 (Figura 4). 

3.2.1 La unidad central 20S 

El núcleo catalítico 20S está formado por 28 subunidades repartidas en cuatro anillos hetero-

heptaméricos apilados, formados por 7 subunidades cada uno y que se ensamblan en una 

arquitectura α7β7β7α7. Así, los anillos de ambos extremos están formados por las 7 subunidades 
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α, mientras que los anillos internos están formados por las 7 subunidades β. Este complejo 

catalítico 20S puede degradar proteínas de manera independiente del 19S y actuar de forma 

libre. 

Las proteínas de los anillos α externos son estructurales y carecen de actividad proteolítica, pero 

tienen función de puerta de entrada de las proteínas al sitio catalítico del 20S. El extremo amino-

terminal de las subunidades α forman un poro central de 13 Ǻ a modo de puerta y evitan el 

acceso a los sitios proteolíticos del lumen de los anillos β, previniendo así la degradación 

incontrolada de las proteínas. Estos extremos amino-terminales tienen una secuencia 

conservada YDR que forma puentes entre las subunidades α para obstruir el poro de entrada. De 

hecho, hay activadores del proteosoma que se unen a los extremos libres de las unidades α y 

dejan abierta esta puerta de entrada a los sustratos.135,122,136 

Tres de las siete subunidades β son proteolíticamente activas. Las tres subunidades de cada anillo 

contienen residuos de treonina activos en su región amino-terminal, de forma que el proteosoma 

es una treonín-proteasa131 con las siguientes actividades: 

 Subunidad β5, similar a quimiotripsina, que rompe las uniones peptídicas en el extremo 

carboxi-terminal de residuos hidrofóbicos. 

 Subunidad β2, similar a tripsina, que rompe las uniones peptídicas en el extremo carboxi-

terminal de residuos básicos (post-básico).  

 Subunidad β1, también llamada actividad similar a caspasa (rotura de las uniones 

peptídicas en el extremo carboxi-terminal de residuos ácidos), que lleva a cabo la 

hidrólisis del peptidil glutamil-péptido. 

El resto de las subunidades tienen función estructural, siendo la subunidad β4 objeto de estudio 

de esta tesis. 

El proteosoma 20S supone aproximadamente el 50 % de las especies de proteosomas en células 

de mamífero,137 y parece jugar un papel de emergencia celular, contribuyendo a la supervivencia 

bajo condiciones de estrés fisiológico. En estrés oxidativo y en hipoxia es el proteosoma 20S, el 

que actúa en solitario, sin necesidad de ubiquitinación previa de los sustratos.138 El proteosoma 

20S es resistente al estrés por oxidación y persiste como un complejo estable ante estas 

condiciones.139 Sin embargo, ante el estrés, el 26S sufre un desensamblaje, se puede ubiquitinar 

y se puede acumular en gránulos o sufrir proteofagia.109 

3.2.2 La estructura reguladora 19S 

La partícula reguladora 19S se separa bioquímicamente en 2 subcomplejos, tapa y base, que 

pueden estar en ambos extremos del 20S.140 Es la parte encargada de unir los sustratos 

ubiquitinados, desplegarlos y translocarlos mecánicamente al complejo 20S catalítico para su 

posterior degradación.  

El subcomplejo de la tapa, con un peso molecular de 400 kDa, está formado por las siguientes 

subunidades sin actividad ATPasa: Rpn3, Rpn5 a 9, Rpn11 y Rpn12. Rpn 11 es una enzima 
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degradar.141 

El subcomplejo de la base está formada por seis subunidades con actividad de ATPasa (Rpt1-

Rpt6) formando un anillo hexagonal y tres unidades sin actividad ATPasa (Rpn1, Rpn2 y Rpn13) y 

Rpn1 y Rpn13 que poseen múltiples sitios de unión a ubiquitina y a proteínas similares a 

ubiquitinas (UBLs).142 Existe otra subunidad receptora de ubiquitina, Rpn10, que une ambos 

subcomplejos para el ensamblaje de la partícula 19S.143 

Las 6 subunidades ATPasas, Rpt1 a Rpt6, se agrupan en forma de trímero de dímeros (Rpt1/Rpt2, 

Rpt6/Rpt3 y Rpt4/Rpt5), y forman el motor heterohexamérico del proteosoma.144 Este motor es 

el encargado de aplicar una fuerza mecánica para el desplegamiento de las proteínas y su 

translocación al interior del complejo 20S a través del poro que forman los bucles de las proteínas 

Rpt, utilizando la energía química de la hidrólisis del ATP.122,145 

 

Figura 4. Subunidades que componen el proteosoma 26 S: la parte reguladora 19S y la parte catalítica 
20S.  

Descripción de las subunidades y sus funciones. En la parte de la tapa del complejo 19S, en verde, se 
destaca Rpn11 con actividad desubiquitinasa. En la base del complejo 19S, Rpn1, Rpn13 y Rpn10 se unen 
a la ubiquitina. Los anillos α del parte 20S tiene función estructural y forman un canal a modo de puerta 
para la entrada de los sustratos. Los anillos β1, β2 y β5 tienen actividad cataítica, y el resto tiene funcióne 
estructural. En rojo, la subunidad β4, objeto del presente trabajo. Modificada de Tanaka K. (2009).127  
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3.3 Mecanismo de acción del proteosoma 

El proceso de degradación proteica mediado por el proteosoma principalmente comienza por el 

reconocimiento de las proteínas ubiquitinadas por la partícula 19S del proteosoma, que son 

desplegadas y desubiquitinadas para permitir su paso hacia el canal central del 20S donde las 

subunidades catalíticas las degradan en pequeños péptidos. 

Hay 4 pasos en el procesamiento de los sustratos, (Figura 5):  

1. Reconocimiento del sustrato. 

2. Desubiquitinación.  

3. Translocación y desplegamiento (ATP dependiente). 

4. Degradación proteolítica. 

3.3.1 Requerimientos del sustrato para ser degradado por el proteosoma 

Aunque los sustratos para ser degradados por el proteosoma son muy variados, de ahí la 

versatilidad del proteosoma, deben poseer dos características esenciales: 

a) Una señal de marcaje para su degradación, que es la ubiquitinación.146 

b) Una región de iniciación no estructurada.147,148 

a) Una vez que la proteína sustrato sufre el proceso de ubiquitinación puede ser reconocida por 

el complejo 19S, debido a que hay 3 receptores intrínsecos Rpn10, Rpn13 y Rpn1, con motivos 

que interaccionan con la ubiquitina.  

b) Sin embargo, algunas proteínas no requieren unión a ubiquitina para ser degradadas por el 

proteosoma 20S.149 El complejo 20S, cuando actúa como complejo libre, no tiene dominios de 

unión a ubiquitina ni subunidades ATPasas y sus sustratos son proteínas no estructuradas, 

desplegadas o mal plegadas. En la proteína que se va a degradar, el segmento o polipéptido no 

estructurado es intrínseco y suele estar protegido o estabilizado por una chaperona.150 Estas 

proteínas se llaman IDPs (Intrinsically Disordered Proteins).151,152 Algunos sustratos naturales que 

tienen afinidad intrínseca por el proteosoma 20S libre y no se ubiquitinan son Rpn10 y Rad23.153 

La región no estructurada puede estar en el extremo amino terminal, con una longitud de 30 

aminoácidos o en un bucle interno flexible. En levaduras, las proteínas que no contienen la región 

flexible de iniciación son desplegadas por Cdc48, una proteína hexamérica,147 que las expone al 

proteosoma.154,155 

3.3.2 Desubiquitinación 

Las enzimas desubiquitinasas (DUBs) son las encargadas de escindir la ubiquitina o cadenas de 

ubiquitinas de las proteínas ubiquitinadas para ser degradadas. Estas enzimas se catalogan en 2 

clases: 

a) Hidrolasas carboxiterminales de ubiquitina, que eliminan la ubiquitina de su fusión con 

las proteínas a degradar. 
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de ubiquitina, (UBPs, UBiquitin-specific Proteases). Estas UBPs pueden salvar a las 

proteínas de la degradación. 

La actividad de las proteínas desubiquitinasas (DUBs) aumenta cuando interaccionan con el 

proteosoma y viceversa, de manera que las funciones catalíticas, la actividad ATPasa, la apertura 

de la puerta, y la degradación del sustrato por parte del proteosoma son activadas en presencia 

de las DUBs.156 El proteosoma tiene actividad UBP que rompe las cadenas largas de multi-

ubiquitina en las proteínas diana. En levaduras hay 19 DUBs, de ahí su presumible importancia 

en la regulación de la proteólisis. Algunas participan en procesos celulares específicos, ya que 

una vez que una proteína está marcada por multiubiquitinación, parece tener una vida media 

corta en la célula y se degrada rápidamente en el proteosoma.  

Las DUBs tienen actividad isopeptidasa, como Rpn11, Ubp6 y Uch37.146 Rpn11 es esencial para 

la función del proteosoma 26S y para la viabilidad celular. Está adyacente al receptor de 

ubiquitina, Rpn10, hidrolizando la unión de la lisina del sustrato y el carboxi-terminal de la 

primera ubiquitina. Ubp6 es una proteasa ubiquitin específica (USP), que interacciona con Rpn1 

de la base y quita las cadenas supernumerarias de ubiquitina de los sustratos,157 no es esencial 

para la viabilidad celular,158 estimula la actividad ATPasa y la apertura de la puerta similar a la 

acción de Uch37.159,160 Esta última DUB está asociada a Rpn13 y es capaz de quitar las cadenas 

distales de ubiquitina de los sustratos,161 pudiendo ambas influir en el estado conformacional del 

proteosoma 26S.162 

3.3.3 Translocación y desplegamiento dependiente de ATP 

La estructura del proteosoma 20S libre, es decir, con la partícula 19S ausente, presenta su cámara 

hidrolítica cerrada a su entorno, ya que este sitio está ocupado por las colas N-terminales cortas 

y altamente conservadas de las siete subunidades  del anillo superior. El canal de translocación 

se encuentra en estados abiertos y cerrados que pueden ser interconvertidos. Cuando la 

partícula 19S se une al proteosoma 20S, se coloca sobre el canal axialmente y abre la puerta 163. 

A pesar de ello, el canal de translocación es, de por sí, muy estrecho lo que garantiza que, incluso 

en su estado abierto, las proteínas celulares correctamente plegadas no puedan entrar en él.  

Para atravesar el canal, los sustratos normalmente deben ser desplegados por las seis ATPasas 

que se encuentran en la base de la partícula 19S (el anillo Rpt) y son impulsados mecánicamente 

para su translocación al canal, dependiente de ATP.164,165 

3.3.4 Degradación 

Después de que el sustrato entre en la cámara central del 20S, el polipéptido es digerido por sus 

seis subunidades β con sitios proteolíticos en la cara interna de los anillos beta. La proteólisis de 

los sustratos genera péptidos de una longitud de 3 a 23 aa. Esta proteólisis es diferente si ocurre 

en el proteosoma 20S o en el 26S, respecto al tipo, abundancia y tamaño de los péptidos.166 El 
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20S genera péptidos que suelen ser menores de 8 residuos.124 Los péptidos liberados por el 

proteosoma sólo existen en la célula durante segundos, ya que son convertidos rápidamente en 

aminoácidos por las abundantes endopeptidasas y aminopeptidasas citosólicas. Los aminoácidos 

pueden reutilizarse para sintetizar nuevas proteínas o metabolizarse, produciendo energía.167 

 

 

Figura 5. Mecanismo de acción del proteosoma 26S.  

Esquema de los 4 pasos del proceso de degradación de proteínas por el proteosoma 26S. 1) 
Reconocimiento del sustrato; 2) Desubiquitinación; 3) Translocación y desplegamiento (ATP 
dependiente); y 4) Degradación y liberación de péptidos. Modificada de Inobe,T (2014).168 

3.4 Ruta de la ubiquitinación de la proteólisis intracelular 

Las proteínas intracelulares se marcan para la degradación mediante la unión covalente de 

cadenas de ubiquitina en un proceso denominado ubiquitinación. Muchas proteínas se fosforilan 

antes de la ubiquitinación, por lo que su regulación está mediada además de por la 

ubiquitinación, por la actividad de las quinasas y cascadas de señalización.169 Muchas proteínas 

ubiquitinadas se degradan en el proteosoma localizado en el núcleo y en el citosol, como son las 

ciclinas y factores de transcripción.170 Otras, como polipéptidos anormales o dañados, incluso los 

del retículo endoplásmico que se traslocan fuera, son ubiquitinados y degradados por el 

proteosoma en el medio extracelular.171 
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tamaño (76 aminoácidos) y debe su nombre a su amplia distribución en la célula. Se une mediante 

un enlace isopeptídico, entre el grupo carboxilo de la glicina 76 de la ubiquitina y el grupo ε-

amino de la cadena lateral de una lisina de la proteína a degradar o bien de otra ubiquitina.172 La 

ubiquitina tiene siete residuos de lisina, y en la Lys 48 se forman cadenas de ubiquitinas de al 

menos 4 unidades.  

Hay un grupo de proteínas como ubiquitinas, SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier). La 

sumoilación de las proteínas puede prevenir su degradación por evitar la ubiquitinación.173, 174 

La ubiquitinación es una modificación post-traduccional y un proceso secuencial que consiste en 

diferentes pasos donde intervienen 3 enzimas E1, E2 y E3. (Figura 6).175 El primer paso es el único 

dependiente de ATP.176 

1. Activación de la ubiquitina.  

La enzima activadora de ubiquitina (E1) produce la formación de ubiquitin-adenilato y forma una 

unión tiol-éster entre el grupo carboxilo de la glicina C- terminal de la ubiquitina y una cisteína 

de la enzima E1, con liberación de AMP. Uba1 es la única enzima E1 en levaduras. 

2. Conjugación de la ubiquitina. 

A continuación, se produce la transferencia de la ubiquitina desde E1 a una enzima conjugadora 

(E2), también formando un tiol-éster con una cisteína de esta enzima. Existen diversas enzimas 

E2s y en el caso de las levaduras se trata de las UBCs (UBiquitin Conjugating) que constituyen una 

familia de 11 proteínas de conjugación de ubiquitina o transportadoras de ubiquitina, Ubc1 a 8, 

Ubc10, Ubc11 y Ubc13. 

3. Unión a la proteína.  

Se transfiere la ubiquitina activada desde E2 a la proteína diana formando una unión isopeptídica 

entre el extremo carboxi-terminal de la ubiquitina y un grupo épsilon amino de un residuo de 

lisina de la proteína diana a marcar. Esta transferencia es mediada por las E3s o proteínas ligasas 

de ubiquitina. Estas ligasas reconocen la proteína diana y a las proteínas E2 cargadas con 

ubiquitina y forman un complejo para ubiquitinar a los sustratos. En este momento, la ubiquitina 

se puede unir a la proteína diana o a residuos de lisina de una ubiquitina unida anteriormente, 

formándose así cadenas de ubiquitinas (multiubiquitinación). En este proceso de 

multiubiquitinación se ha descubierto la participación de otra enzima, E4, que actúa como factor 

de ensamblaje de las cadenas de ubiquitina.177 

La multiubiquitinación está intensamente relacionada con la degradación de proteínas por el 

proteosoma, mientras que la monoubiquitinación178 se postula como un proceso de regulación 

para la degradación vía endocitosis.179 

Parece ser que la especificidad de la maquinaria de degradación depende de las ligasas E3.171,180 

En eucariotas, las N-recogninas (como Ubr1) son E3 Ub-ligasas que se unen a N-degrones 

(aminoácidos amino terminales desestabilizadores) específicos, formando un complejo con su 
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enzima E2 conjugadora, marcando así con ubiquitina estas proteínas para su degradación por el 

proteosoma 26S.  

 

Figura 6. Ruta de ubiquitinación.  

La ubiquitina se transfiere primero a E1, de forma dependiente de ATP, y posteriormente la ubiquitina 
activada se transfiere a E2. Finalmente, la ubiquitina se une covalentemente a la proteína diana 
mediante la ubiquitina ligasa E3, lo que da lugar a la formación de una cadena de poliubiquitina. La 
proteína K48 poliubiquitinada es reconocida por el proteosoma 26S y se degrada en moléculas 
peptídicas. Modificada de Gong et al.,(2020).175 

3.5 Ruta de la regla del amino terminal 

La proteólisis es un proceso regulado cuya selectividad depende del reconocimiento de señales 

específicas de degradación presentes en las proteínas diana, denominadas degrones.181 La ruta 

de la regla del extremo amino terminal relaciona la vida media de una proteína, es decir, su 

estabilidad, con la identidad del aminoácido ubicado en la posición amino terminal.182  

Existen residuos que pueden ser modificados o eliminados (Pro-N-degrones) para generar un 

aminoácido desestabilizante en el extremo amino terminal, conocido como N-degrón.183,184,185 

Estas modificaciones incluyen oxidación, arginilación, deamidación y acetilación (Figura 7). 

Hay diferentes tipos de N degrones y de modificaciones de los Pro-N degrones.186 

• Residuo Ndp: un residuo N-terminal desestabilizador primario (p), es decir, un residuo N-

terminal no modificado que es reconocido directamente por una N-recognina, que es una enzima 

E3, ubiquitin-ligasa que reconoce esa proteína para ser degradada. (Arg, Lys, His; Phe, Trp, Tyr, 

Leu, Ile y Met) 
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cuya actividad desestabilizadora requiere una modificación específica previa, como, por ejemplo, 

la arginilación N-terminal (Nt-arginilación) (Asp y Glu). 

• Residuo Ndt: residuo N-terminal desestabilizador terciario (t), es decir, un residuo cuya 

actividad desestabilizadora requiere dos modificaciones sucesivas (Asn y Gln). 

En levaduras hay diferentes rutas de la regla del amino terminal, según la identidad del 

aminoácido para convertirlo en N-degrón: 

a) Ruta de la arginilación del amino-terminal: la arginilación de sustratos proteicos cuyos 

residuos N-terminales son voluminosos hidrofóbicos y básicos.  

b) Ruta de la acetilación del amino-terminal: implica la acetilación de proteínas nativas cuyos 

N-terminales llevan metionina o pequeños residuos no cargados: Ala, Val, Ser, Thr, Gly y 

Cys. Estos residuos se convierten en N-degrones tras la eliminación de la metionina por 

acción de las aminopeptidasas de metionina187 y posterior acetilación (Figura 7). 

En eucariotas, la ruta de la regla N-terminal forma parte del sistema dependiente de protesoma 

UPS, mediante la conjugación de ubiquitina. Los componentes responsables del reconocimiento 

de esta vía se denominan N-recogninas182 que, en eucariotas, son E3 Ub-ligasas que se unen a N-

degrones específicos para su degradación por el proteosoma 26S. 

Los residuos desestabilizadores primarios cargados positivamente (Arg, Lys e His; tipo 1) e 

hidrofóbicos voluminosos (Phe, Trp, Tyr, Leu e Ile; tipo 2)188,189,190 son reconocidos y unidos 

directamente por la N-recognina Ubr1, una E3 ligasa de 225 kDa. Tras el reconocimiento del 

sustrato, Ubr1 media la poliubiquitinación del sustrato formando parte de un complejo con la 

enzima conjugadora Rad6/Ubc2 E2, lo que marca el sustrato para su degradación proteosomal.186 

Doa10, una E3 ligasa, junto con las enzimas Ubc6 o Ubc7 (E2), funciona como un nuevo tipo de 

N-recognina que media en la poliubiquitinación de N-degrones acetilados (AcN-degrones). La N-

recognina Gid4191 reconoce los residuo de prolina en el extremo amino terminal o en segunda 

posición.192,193,194 Esta regla del amino terminal (Figura 7. Rutas del sistema del amino-terminal.  

está muy conservada en eucariotas.195,196,183 
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A. Ruta de Arginilación-amino-terminal 
 

 
 

B. Ruta de Acetilación-amino-terminal 

 

Figura 7. Rutas del sistema del amino-terminal.  

A. La ruta Arg-N-terminal reconoce sustratos proteicos a través de sus residuos N-terminales (Nt) no 
acetilados. Las proteínas se sintetizan con Nt-Met, pero las metioninas-peptidasas pueden exponer 
nuevos residuos Nt. Determinados residuos Nt actúan como residuos primarios (residuos básicos de 
tipo 1, en rojo, y residuos hidrofóbicos de tipo 2, en morado) y son ubiquitinados por unión a Arg/N-
recogninas(Ubr1 o Ufd4) y a una enzima conjugadora de ubiquitina (Rad6 o Ubc4 o Ubc5) antes de su 
degradación por el proteosoma 26S. El Asn (N) y el Gln (Q) son residuos terciarios de la vía de la regla 
Arg/N-terminal que primero deben ser deamidados a Asp y Glu por Nt-amidasas específicas de Asn o 
Gln (NtaN/NtaQ). Alternativamente, se pueden exponer los residuos secundarios Asp (D) o Glu (E), que 
luego son arginilados por arginil-ARNt-transferasas para producir Arg/N-degrones primarios. 

B. La ruta de Acetilación/N-terminal reconoce residuos Nt específicos que han sido acetilados (Ac) por 
Nt acetiltransferasas (NATs). Los residuos Nt que pueden ser acetilados antes de ser reconocidos por 
las Ac/N-recogninas se muestran en naranja. La metionina acetilada es objeto de degradación por la 
regla Ac/ N-terminal cuando va seguido de un residuo hidrofóbico voluminoso (F), por lo que el Nt-Met-
F puede ser degradado selectivamente tanto por la vía Arg/ como por la vía Ac/N-terminal dependiendo 
de su estado de acetilación (su capacidad para ser regulado por ambas vías se indica en amarillo). Se 
utilizan códigos de aa de una sola letra para representar los residuos de Nt. 
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El término “proteoma” fue utilizado por primera vez en 1995 por Mark Wilkins,197 para describir 

el conjunto de PROTEínas expresadas por un genOMA, una célula o un tejido, en un momento 

determinado y bajo unas condiciones específicas. La proteómica es una disciplina central en la 

biología molecular y celular, que permite obtener una visión global e integrada de los procesos 

celulares y estudiar a gran escala la expresión diferencial de varios genomas en determinadas 

condiciones. Dado que las proteínas son los principales efectores de las funciones celulares, la 

caracterización precisa y cuantitativa de los proteomas es fundamental para comprender 

procesos biológicos complejos, identificar biomarcadores de pronóstico, diagnóstico y 

terapéuticos. El análisis proteómico conduce a la identificación de la composición proteica de un 

sistema biológico. El catálogo de las proteínas presentes en un sistema constituye una 

información valiosa que, sin embargo, para tener una información detallada de nuestro sistema 

biológico de estudio no es suficiente saber qué proteínas lo componen sino la abundancia de 

cada una de ella, mediante la metodología de proteómica cuantitativa, así como las 

modificaciones post-traduccionales. 

Uno de los pilares fundamentales de la proteómica es la espectrometría de masas, técnica que 

consiste en medir la relación masa/carga de los péptidos previamente ionizados y su intensidad 

relativa (MS), para después fragmentar estos iones peptídicos aislados (precursores) y obtener 

espectros de fragmentación (MS/MS) que proporcionan información de la secuencia de 

aminoácidos o estructura primaria del péptido analizado.  

La espectrometría de masas no es, por naturaleza, una técnica cuantitativa. Por este motivo, se 

han desarrollado múltiples estrategias para obtener datos cuantitativos a partir de análisis 

proteómicos. En general, se puede distinguir entre dos tipos de cuantificación según el objetivo 

del estudio. Por un lado, la cuantificación relativa (inter-muestras) permite comparar los niveles 

de una misma proteína entre diferentes muestras o condiciones experimentales, arrojando 

información sobre posibles aumentos o disminuciones en su abundancia, por ejemplo, entre una 

cepa mutante y la silvestre. Por otro lado, la cuantificación absoluta (intra-muestra) se centra en 

determinar la cantidad o concentración de una proteína específica dentro de una muestra 

concreta, proporcionando información sobre su abundancia en el contexto del total de proteínas 

presentes en la muestra.  

Desde el punto de vista metodológico, las estrategias de cuantificación se dividen en dos grandes 

grupos: aquellas que emplean algún tipo de marcaje isotópico y aquellas que prescinden de él 

(label-free). Las técnicas con marcaje se basan en la incorporación de isótopos estables, que 

generan una diferencia de masa detectable entre péptidos o proteínas de distintas muestras, 

pero sin alterar su comportamiento químico. Este marcaje puede realizarse in vivo, como el 

marcaje metabólico por incorporación de aminoácidos marcados con isótopos pesados (¹⁵N y13C) 

durante el crecimiento celular del método SILAC (Stable Isotope Labelling Aminoacids Cell 
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culture). También puede realizarse in vitro, después de la digestión proteica, como ocurre con 

iTRAQTM  (Isotope Tag Relative and Absolute Quantitation) o TMTTM (Tandem Mass Tags), que se 

marcan directamente los péptidos.197,198 

Una ventaja importante de los métodos con marcaje es la posibilidad de analizar 

simultáneamente varias muestras dentro de una misma carrera de espectrometría de masas. 

Esto se conoce como multiplexado. Por ejemplo, SILAC puede analizar hasta tres condiciones en 

paralelo, mientras que técnicas como TMT pueden llegar a analizar múltiples muestras (incluso 

32) en un solo análisis.  

En cuanto a la etapa del análisis en la que se realiza la cuantificación, algunas técnicas como SILAC 

o los enfoques label-free se basan en la intensidad de los iones peptídicos precursores (MS). En 

cambio, en métodos como iTRAQ o TMT, la cuantificación se realiza en el nivel de fragmentación 

(MS/MS), aprovechando la liberación de reporteros isotópicos específicos. 

 

Figura 8. Estrategia de cuantificación proteómica sin marcaje (label-free).  

Cada muestra del estudio se digiere con tripsina y se analiza por nano-cromatografía líquida acoplada 
a espectrometría de masa en tándem de manera independiente. Los cromatogramas correspondientes 
se tienen que alinear, para comparar las mismas señales, y se mide la intensidad de los iones peptídicos 
en el espectro MS. Se normalizan las intensidades respecto al total de los péptidos de la muestra y se 
calculan las ratios de las intensidades para cada péptido. 

La proteómica cuantitativa label-free (LFQ, Label Free Quantification) destaca por su flexibilidad 

y la capacidad para analizar muestras biológicas sin la necesidad de marcadores isotópicos o 

etiquetas químicas, facilitando estudios comparativos a gran escala con una alta resolución 

cuantitativa y una amplia cobertura proteica.199 .(Figura 8). Figura 8. Estrategia de cuantificación 

proteómica sin marcaje (label-free).  

Cada muestra del estudio se digiere con tripsina y se analiza por nano-cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masa en tándem de manera independiente. Los cromatogramas correspondientes se 

tienen que alinear, para comparar las mismas señales, y se mide la intensidad de los iones peptídicos en 
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las ratios de las intensidades para cada péptido.Esta metodología se basa en la medición de las 

intensidades de iones peptídicos obtenidas mediante espectrometría de masas (MS), lo que 

permite comparar la abundancia relativa de proteínas entre distintas condiciones o tratamientos 

experimentales. Esto exige, en primer lugar, una correcta alineación de los cromatogramas y una 

normalización precisa del tiempo de retención y del m/z. Debido a la mayor variabilidad 

inherente a este tipo de análisis, se recomienda utilizar réplicas biológicas para poder aplicar 

análisis estadísticos robustos. Una ventaja destacada del enfoque label-free es que no hay un 

límite en el número de muestras a comparar, lo que lo hace especialmente útil en estudios con 

muchos grupos experimentales.200 

La cuantificación label-free ha evolucionado gracias a los avances en la instrumentación de 

espectrometría de masas y en el desarrollo de software bioinformático, mejorando la 

reproducibilidad y sensibilidad del análisis proteómico.201 

En la espectrometría de masas, la adquisición de datos es un paso crítico que determina la calidad 

y profundidad del análisis proteómico. Dos de las estrategias más empleadas para la adquisición 

de datos son la adquisición dependiente de datos o DDA (Data-Dependent Acquisition) y la 

adquisición independiente de datos o DIA (Data-Independent Acquisition) (Figura 9). 

 

Figura 9. Métodos de adquisición de datos en espectrometría de masas. 

Los tres métodos más comunes de adquisición de datos son: Full-scan, DDA y DIA. En el Full-scan, se 
adquieren los datos en MS de todos los iones que eluyen en un tiempo determinado y se selecciona 
uno de ellos para fragmentar y tener su MS/MS o MS2. En DDA, a partir del MS se selecciona un número 
determinado de iones para fragmentar y se generan varios MS/MS. En DIA, se hace un barrido del MS, 
pero se seleccionan todos los iones detectados, por ventanas de masa, para fragmentar, y así en el 
mismo espectro MS/MS hay iones fragmentos de todos los precursores que se han fragmentado en esa 
ventana. (Figura de Guo et al. 2020).202 
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Adquisición dependiente de datos (DDA): Esta técnica selecciona de manera dinámica los iones 

peptídicos más abundantes en un espectro MS para su fragmentación y análisis MS/MS. El 

objetivos es la identificación precisa de péptidos, aunque presenta limitaciones en términos de 

reproducibilidad y cobertura de proteomas complejos por su naturaleza estocástica, que puede 

generar sesgos hacia los péptidos más abundantes.203 

Adquisición independiente de datos (DIA): DIA, a diferencia del anterior, fragmenta 

sistemáticamente todos los iones dentro de rangos de masas predefinidos, garantizando una 

adquisición completa y reproducible de la información de todos los péptidos presentes.204 Esto 

aumenta la profundidad de cobertura y la consistencia entre muestras, facilitando un análisis 

cuantitativo más robusto y sensible, especialmente en muestras complejas o con abundancias 

proteicas muy variables, es decir con un rango dinámico muy amplio.205,202 

La incorporación a la espectrometría de una trampa de movilidad iónica o tims (tims, Trapped 

Ion Mobility Spectrometry) ha supuesto una revolución tecnológica en la proteómica.206 El equipo 

tims-TOF207 (TOF, Time Of Flight) integra la movilidad iónica con espectrometría de tiempo de 

vuelo (TOF), añadiendo una dimensión extra de separación basada en la movilidad diferencial de 

los iones en un campo eléctrico.208 

Esta separación adicional mejora la resolución y la selectividad en la detección de péptidos,  

incrementando la sensibilidad y reduciendo el ruido de fondo. Además, el equipo timsTOF facilita 

una alta tasa de adquisición de espectros MS/MS con elevada resolución temporal, optimizando 

tanto las estrategias DDA como DIA para obtener un análisis proteómico más profundo, rápido y 

reproducible.206 

Tanto DDA como DIA constituyen pilares fundamentales en la proteómica cuantitativa label-free, 

y la elección entre uno u otro depende de múltiples factores, incluyendo la complejidad de la 

muestra, los objetivos experimentales y los recursos analíticos disponibles. El enfoque DDA 

destaca por su simplicidad experimental y facilidad de análisis, siendo especialmente útil en 

estudios exploratorios o con muestras menos complejas. Sin embargo, tiende a presentar mayor 

variabilidad y pérdida de información en proteínas de baja abundancia.209 El enfoque DIA, por su 

parte, ofrece ventajas significativas en términos de profundidad de cobertura y reproducibilidad, 

siendo particularmente adecuado para estudios comparativos a gran escala. Su principal 

desventaja radica en la necesidad de herramientas computacionales avanzadas y en el esfuerzo 

analítico que requiere la deconvolución de los datos y la necesidad de tener una librería de 

espectros del proteoma analizado, bien sea creada experimentalmente o in silico a partir de 

bases de datos de proteínas. 
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Cuando se inició este trabajo en 1996, nuestro Departamento estaba interesado en el estudio de 

la pared celular como posible diana de nuevos antifúngicos y se disponía de un mutante de 

Candida albicans defectuoso en la biogénesis de la pared celular y auxótrofo de histidina, 

denominado CA9.210 El rastreo de una genoteca de C. albicans utilizando esta cepa como huésped 

condujo a la clonación por complementación del marcador genético HIS1 de C. albicans, 

responsable de esta auxotrofía, que codifica una ATP fosforibosil transferasa implicada en el 

primer paso de la ruta de biosíntesis de histidina en levaduras. El análisis de la región 3’ de este 

gen reveló la existencia de otros marcos abiertos de lectura, como el gen PRE1, cuyo estudio ha 

sido el punto de partida de este trabajo. Tras la clonación del gen PRE1 por serendipia se 

propusieron los siguientes objetivos para este trabajo: 

 

1. Clonación del gen CaPRE1 de C.  albicans y análisis funcional en S. cerevisiae. 

2. Estudio de la esencialidad del gen CaPRE1 de C. albicans. Construcción de mutantes 

condicionales para el estudio de su función. 

3. Identificación de sustratos de degradación vía proteosoma en C. albicans mediante una 

aproximación de proteómica cuantitativa. 

4. Análisis de los procesos biológicos, rutas metabólicas y funciones principales en las que está 

implicado el gen CaPRE1, mediante análisis bioinformático y caracterización fenotípica de un 

mutante condicional viable. 

5. Desarrollo de un ensayo competitivo positivo para la búsqueda de nuevos antifúngicos cuya 

diana sea el gen CaPRE1 mediante la construcción de una cepa de S. cerevisiae humanizada y 

candidizada. 

6. Desarrollo de un sistema de búsqueda de nuevos antifúngicos basado en la degradación de 

proteínas mediante la construcción de diferentes sustratos de proteólisis. Estudio de la 

estabilidad de una proteína de C. albicans en la levadura modelo S. cerevisiae siguiendo la regla 

del extremo amino-terminal.  

7. Estudio in silico del amino-terminoma y los N-degrones en C. albicans. 
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1. Microorganismos y medios de cultivo 

1.1 Microorganismos utilizados 

Los microorganismos empleados en este trabajo se detallan en laTabla 1. Las construcciones 

genéticas obtenidas fueron integradas en el genoma de las distintas cepas de C. albicans o 

expresadas en S. cerevisiae, mediante plásmidos centroméricos o episómicos obtenidos y 

amplificados en la cepa DH5αF’ de Escherichia coli. 

Tabla 1. Microorganismos utilizados en este trabajo.  

Micro-
organismo 

Nombre de 
la cepa 

  Genotipo Referencia 

E. coli Dh5αF’ F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 

φ80dlacZΔM15 Δ (lacZYA- argF) U169, hsdR17(rK–mK+), λ– 

211i 

C. albicans SC5314 Aislamiento clínico 212 

C. albicans CAI4 ura3::imm434/ura3:imm434 213 

C. albicans CAF2 ura3::imm434/ura3:imm434-URA3 213 

C. albicans CNC1 [CAI4]; Capre1::hisG-CaURA3-hisG/CaPRE1 Este trabajo 

C. albicans CNC2 [CNC1]; Capre1::hisG/CaPRE1 Este trabajo 

C. albicans RM2 [CAI4]; Cahis1Capre1::hisG-CaURA3-hisG/CaHIS1 CaPRE1 Este trabajo 

C. albicans RM20 [RM2]; Cahis1Capre1::hisG/CaHIS1CaPRE1 Este trabajo 

C. albicans RM200 [RM20]; Cahis1Capre1::hisG /Cahis1:: hisG-CaURA3-hisG, CaPRE1 Este trabajo ii 

C. albicans ML2000 [RM200]; Cahis1Capre1::hisG/ Cahis1::hisG CaPRE1 Este trabajo 

C. albicans HS10 [CNC2]; Capre1::hisG/PCKPR-CaPRE1-CaURA3 Este trabajo 

C. albicans HS20 [ML2000]; PCKPR-CaPRE1 Este trabajo 

S. cerevisiae WCG4a MATa ura3 leu2-3,112 his3-11,15 214 

S. cerevisiae WCG11a MATa ura3 leu2-3,112 his3-11,15 pre1-1 214 

S. cerevisiae WCG41a/ MAT a/ his3/his3 ura3/ura3 leu2/leu2 pre1::URA3/PRE1 214 

S. cerevisiae CEN-PK2 MATa/ ura352/ ura352/ura352 leu2-3,112/leu2-3,112 

his31/his31 trp1-289/trp1-289 

EUROFAN 

S. cerevisiae YN11 [WCG41a]; [CaPRE1] LEU2 Este trabajo 

S. cerevisiae YN13 [WCG41a]; [HsC7-I] LEU2 Este trabajo 

S. cerevisiae YFN60 [CENPK2]; pre1::HIS3 [TET:CaPRE1 URA3] Este trabajo 

S. cerevisiae YFN639 [CENPK2]; PRE1 [TET:CaPRE1 URA3 Este trabajo 

S. cerevisiae YFN60LG [YFN60]; LEU2-ACTPR- yEGFP Este trabajo 

S. cerevisiae YFM140 [CENPK2]; pre1::HIS3 [TET: HsC7-I URA3] Este trabajo 

S. cerevisiae YFM140L [YFM140]; LEU2-ACTPR Este trabajo 

S. cerevisiae CEN2 MAT a, trp1-Δ63 ura3-52 his3-Δ200 leu2-3, 112 lys2-801 215 

S. cerevisiae JD55 [CEN2]; ubr1Δ::HIS3 215 

C. albicans CAI4-pNRUe [CAI4]; CaADH1/Caadh1::tTA-TETPR-myc-CaURA3 
216 

C. albicans ASR1 [CAI4]; CaADH1/Caadh1::tTA-TETPR-CaPRE1-myc-URA3 TFG-Alejandro 
Sanz 

C. albicans ML1113 [ASR1]; Capre1::SAT1/Capre1::HygB Este trabajo 
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1.2 Medios de cultivo  

Los medios de cultivos para el crecimiento tanto de levaduras como de bacterias se detallan en 

la Tabla 2. Para su preparación, los componentes se disuelven en agua destilada (sistema de 

purificación Millipore, Merck) y se esterilizan en autoclave (20 minutos a 121 °C) o mediante 

filtración (filtros de 0.22 m), cuando alguno de los componentes es termosensible. Los medios 

sólidos se han obtenido mediante la adición de un 2 % (p/v) de agar-agar. 

Tabla 2. Medios de cultivo usados en este estudio. 

Medio Composición Utilidad 
Refer
encia 

YPD 

2 % Glucosa;  
2 % Peptona 
1 % Extracto de 
levadura 

Medio rico usado para el crecimiento de levaduras. 217 

LB 

1 % Triptona 
0,5 % Extracto de 
levadura 
0,5 % NaCl 

Medio rico usado para el crecimiento de bacterias. Se añade 
ampicilina (100 µg/mL) o cloranfenicol (20 µg/mL) para la 
selección de transformantes que contienen un plásmido con 
el gen de resistencia correspondiente. 

211 

SD o MM 

2 % Glucosa 
0,17 % Base 
nitrogenada de 
levadura (YNB) 
0,5 % Sulfato de 
amonio 
SO4(NH4)2 

Medio mínimo usado para el crecimiento de levaduras. Se 
puede suplementar con los aminoácidos necesarios para el 
crecimiento de las cepas auxótrofas. 

217 

 

 

MMS 

 

2 % succinato o 
2% sacarosa se 
reemplazan por el 
2% de glucosa en 
el medio MM 

Medio mínmo usado para el crecimiento de levaduras bajo el 
control del promotor del gen CaPKC1 

217 

 

 

YNBS 

 

2 % succinato o 
2% sacarosa se 
reemplazan por el 
2% de glucosa en 
el medio YNB 

Medio rico usado para el crecimiento en forma de hifas 
suplementado con GlcNac.  

217 

2. Condiciones y métodos para ensayos fenotípicos y bioquímicos 

2.1 Ensayos de crecimiento microbiano 

Para los ensayos de crecimiento microbiano en medio líquido, se tomaban las lecturas de las 

densidades ópticas (D.O.) de los cultivos a una longitud de onda de 600 nm en un 

espectrofotómetro Beckman DU 640 a lo largo del tiempo. Las lecturas de las absorbancias de las 

placas multipocillo se realizaron a 600 nm en un lector de microplacas Bio-Rad 680. 

Para los estudios de crecimiento microbiano en medio sólido, se realizaron ensayos en dilución en 

gota a partir de suspensiones celulares ajustadas a D.O.=0,8 (2 x107 células/mL) preparadas a partir 

de cultivos en fase logarítmica tras 16 horas de crecimiento. Posteriormente, se depositaban 5 μl 
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180 

de diluciones decimales seriadas, correspondientes a 105, 104, 103 y 102 células sobre los distintos 

medios de estudio. 

2.2 Estudios de cinéticas de viabilidad  

El análisis de la viabilidad en cinética de crecimiento se llevó a cabo a partir de células en fase 

logarítmica de crecimiento y se analizaba la viabilidad celular de la población mediante el recuento 

de unidades formadoras de colonias (UFCs). Los cultivos de las cepas se crecían en fase logarítmica 

en medio líquido y eran transferidos a las condiciones restrictivas, según el ensayo. Se sembraban 

10 µL sobre placas de agar de las distintas muestras a los tiempos indicados y a las diluciones 

adecuadas para su recuento tras 24-48 horas de incubación a 37 °C. El porcentaje de viabilidad se 

calcula considerando como el 100% el número de UFCs antes del cambio de condiciones de 

crecimiento del cultivo. 

2.3 Estudios de filamentación en medio líquido  

La inducción de la filamentación se llevó a cabo a partir de cultivos O/N, los cuales fueron diluidos 

a una D.O.=0,025 en 2 mL de YNBS suplementado o no con el medio inductor de la filamentación, 

que se compone de N-Acetil glucosamina (10g/L) al 10 % en un medio YNBS con un 5% de MOPS. 

Los cultivos se incubaron a 37 °C y 180 r.p.m. y a las 6 horas se tomaron muestras para su 

observación al microscopio. 

3. Técnicas de biología molecular 

Los métodos y técnicas de Biología Molecular utilizados en el presente trabajo, han sido obtenidos 

básicamente de los manuales Methods in yeast genetics,217 Current Protocols in Molecular 

Biology,218 DNA cloning219 y Molecular Cloning: a Laboratory Manual.220 Los protocolos utilizados 

pueden haber sido modificados en alguna ocasión, lo cual se especificará convenientemente.  

3.1 Plásmidos, oligonucleótidos y genotecas 

Los plásmidos y los oligonucleótidos (cebadores) utilizados a lo largo de este trabajo se recogen en 

la Tabla 3 y Tabla 4, respectivamente. 

Asimismo, se utilizó una genoteca con cDNA procedente de células HeLa clonada en la diana BstXI 

del plásmido pDB20 proporcionada por el Dr. Guarente.221  
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Tabla 3. Lista de plásmidos usados en este estudio 

Tabla 3. Lista de 
plásmidos 
usados en este 

estudio.Plásmi
do 

Características Huésped Referencia
/Origen 

pUC19 ori bla lacZ (MCS) E. coli Comercial 
CLONTECH 

YEp352 ori 2 bla lacZ (MCS) URA3 E. coli/S. cerevisiae 222 

YEp13 ori 2 bla lacZ (MCS) LEU2 E. col/S. cerevisiae 222 

pYEUra3 ori ARS1 CEN4 bla URA3 lacZ (MCS) GAL1PR-GAL10 PR E. coli/S. cerevisiae Comercial CLONTECH 

pRM21 Plásmido que porta el inserto HISX de 5,3 kpb, aislado 
de la genoteca después de la transformación de la cepa 
CA9. 

E. coli/C. albicans 223 

YEpHISX Plásmido que porta el inserto HISX de 5,3 kpb, aislado 
de la genoteca subclonado en un vector YEp352 

E. coli/S. cerevisiae 223 

pUCHISX Plásmido que porta el inserto HISX de 5,3 kpb, aislado 
de la genoteca subclonado en un vector pUC19 

E. coli Este trabajo 

pCUB6 Construcción hisG-CaURA3-hisG en un vector pUC19 E. coli 213 

pCAR1 Plásmido que porta el fragmento SmaI-PstI del inserto 
HISX aislado de la genoteca subclonado en un vector 
pUC19 

E. coli 224 

pCAR2 Proviene del pCAR1, reemplazando todo el gen CaPRE1 
(fragmento BglII-SalI) por la construcción hisG-CaURA3-
hisG 

E. coli 224 

pHP1 Proviene de pUCHISX, subclonando en la diana de 
restricción BglII, el casete de interrupción hisG-
CaURA3-hisG, deleccionando el gen HIS1 y parte del 
CaPRE1 

E. coli Este trabajo 

pHP4 Proviene de pUCHISX, subclonando en la diana de 
restricción EcoRV, el fragmento hisG-CaURA3-hisG, 
donde solo está delecionado el gen CaHIS1 

E. coli Este trabajo 

pCA01 PCK1PR de C. albicans en un vector pUC19 E. coli 225 

pCAO1ub Proviene de pCAO1 y CaURA3 E. coli Este trabajo 

pPCKPRE1a Proviene de pCAO1ub subclonando en BglII-StuI el gen 
CaPRE1 amplificado por PCR 

E. coli Este trabajo 

pCAR29 CaURA3-PCK1 PR-CaPRE1 se subclona en el plásmido 
pCAR2 en las dianas BglII-SalI 

E. coli Este trabajo 

pUCpACT1 ACT1PR de S. cerevisiae en un vector pUC19 E. coli Este trabajo 

pUCH7A HsC7-I amplificado por PCR en un vector pUC19 E. coli Este trabajo 

pUCpACTC7 ScACT PR HsC7-I en un vector pUC19i E. coli Este trabajo 

EpAC7i2a ori 2 LEU2 ScACT1 PR -HsC7-I E. coli/S. cerevisiae Este trabajo 

YEpHISXLEU ori 2 HISX LEU2 E. coli/S. cerevisiae Este trabajo 

pT7blue ori 2 abierto con EcoRV y añadidas timinas en 3´ de 
los extremos libres 

E. coli/S. cerevisiae NOVAGEN 

pT7CaPre1 CaPre1 amplificado por PCR en pT7blue E. coli Este trabajo 

pT7ScPRE1 ScPre1 amplificado por PCR en pT7blue E. coli Este trabajo 

P34HScHIS3 pUC19 con el gen ScHIS3 E. coli/S. cerevisiae 226 

pINT3 ScHIS3 en el sitio HindIII de pT7ScPRE1  E. coli Este trabajo 
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pINT5 PRE1:: ScHIS3 en vector pUC19 E. coli Este trabajo 

pCM189 Sistema de tetraciclina E. coli/S. cerevisiae 227 

TETC7i1 pUCpACTiC7 en BamHI-PstI de PCM189 E. coli/S. cerevisiae Este trabajo 

TETCPRE pT7CaPRE1 en BamHI-PstI de PCM189 E. coli/S. cerevisiae Este trabajo 

pYGFP3 pUC19 HindIII-PstI en HindIII-PstI de YGFP3 E. coli 228 

PACTGFP PUCPACT HindII-PstI en HindIII-PstI de pYGFP3 E. coli Este trabajo 

PAGL1 pACTGFP PstI en PstI de YEp13 E. coli/S. cerevisiae Este trabajo 

PAL2 pUCpACT PstI en PstI de YEp13 E. coli/S. cerevisiae Este trabajo 

pLGSD5-ATG ori 2 bla GALPR lacZ  URA3 E. coli/S. cerevisiae 221 

pUB23_Leu ori 2 bla GALPR UBI1-lacZ  URA3 E. coli/S. cerevisiae 221 

LEUTETH1 pCM189 PvuII con fragmento PvuII de YEp13 E. coli/S. cerevisiae  Este trabajo 

PLTETURA LEUTETH1 PstI -HindIII con URA3 PstI HindIII E. coli/S. cerevisiae Este trabajo 

PTLUBURA PLTETURA BamHI HindIII con UBI1 BamHI HindIII E. coli/S. cerevisiae Este trabajo 

pINTLEU pINT5 HindII en HpaI de PAL2 E. coli/S. cerevisiae Este trabajo 

PINTAGL2 pINT5 HindII en ScaI-PvuII de PAGL1 E. coli/S. cerevisiae Este trabajo 

 

Tabla 4. Lista de oligonucleótidos usados en este trabajo. 

Cebador Secuencia ( 5’-3’)  Utilidad 

Ohis1 GCTGTAACTTATTGAGTGGTGCCG' 
Comprobación de integración 
en el locus CaPRE1 

Ohg1 GTTTCCGCCATCGCAATCAGGC 
Comprobación de integración 
en el locus CaPRE1 

Ouracr GTGTTACGAATCAATGGCACTACAGC 
Comprobación de integración 
en el locus CaPRE1 

Oybr7 AACAGTGTCGCCAGAATGTGCCG 
Comprobación de integración 
en el locus CaPRE1 

Capreup AGGATCCGTCGACAATGGATATTATTTTAGG  Amplificación de CaPRE1 

Caprelo TCGCGAATTCAATTTGACTCAATCTGTC Amplificación de CaPRE1 

Scpreup AAGCTTCTAGAAATGGATATTATTCTGGG' Amplificación de ScPRE1 

Scprelo TCGCGAATTCACTGTGCCTGGAAGTC' Amplificación de ScPRE1 

Upc-7 AGGATCCGTCGACAATGGAGTACCTCATCGGTATCCAAGG Amplificación de HsC7-I 

Loc-7 GAATTCGCGATTAGGAGCCCTGTTGGGGAAGGAAGGAAATGTTATCC Amplificación de HsC7-I 

Oubiup GGTATGCAAATCTTTGTTAAAACTTTAACTGGTAAGACAGG Amplificación de ScUBI1 

Oubilow ACGTTTNNNACCACCTCTCAATCCCAA Amplificación de ScUBI1 

Oura3up AAAGCTTATATGACAGTCAAC Amplificación de CaURA3 

Oura3low TGTTAGTTTCCTCCTGGAAGATCT Amplificación de CaURA3 

3.2 Manipulación de DNA 

El aislamiento de DNA de E. coli, comprobación en geles de agarosa, determinación de su 

concentración y pureza, y otros procesos de manipulación de DNA se llevaron a cabo siguiendo los 

protocolos estándar.220 Las reacciones de PCR han sido utilizadas para la clonación de genes 

mediante la utilización de oligonucleótidos, la amplificación de fragmentos de DNA y la 

comprobación de la interrupción de un gen determinado. Más información sobre la técnica puede 

encontrarse en el manual PCR tools, a guide to methods and applications.229 Se utilizó para ello un 

DNA Thermal Cycler de Perkin Elmer Cetus. 
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3.3 Transformaciones genéticas 

Las transformaciones genéticas en E. coli se realizaron mediante el método de Inohue230 o 

Hanahan211 y mediante electroporación. El electroporador utilizado fue el Electro Cell 

Manipulator 600 (BTX Electroporation System). 

Las transformaciones genéticas de S. cerevisiae se llevaron a cabo siguiendo un procedimiento con 

acetato de litio.231 

Para C. albicans, se ha utilizado el método de electroporación232 o, en la mayoría de los casos, el 

método de transformación de esferoplastos,233 con algunas modificaciones. Se obtuvieron 

protoplastos de células procedentes de un cultivo fresco de C. albicans en fase exponencial, 

mediante el tratamiento con glusulasa. Se lavan los protoplastos cuidadosamente y se mantienen 

en soluciones con sorbitol 1M. Se transforman los protoplastos con el DNA, procediendo 

posteriormente a regenerar la pared antes de plaquear los transformantes en un medio mínimo 

suplementado con sorbitol 1M como estabilizante osmótico, lo que permitía el aislamiento de un 

número significativo de transformantes sin suponer demasiado estrés osmótico. Las placas eran 

incubadas a la temperatura adecuada hasta la aparición de colonias.  

4. Construcción de cepas genéticamente modificadas de C. albicans 

C. albicans, al ser un microorganismo diploide, requiere la interrupción o deleción de ambas copias 

del gen de interés para obtener mutantes homozigotos. Para ello, se utilizó una estrategia de 

eliminación secuencial del gen de interés desarrollada por Irwin & Fonzi,213 que consiste en el uso 

de una construcción genética en la que se inserta el gen URA3 de C. albicans flanqueado por dos 

copias del gen hisG de Salmonella typhimurium, y con zonas homólogas al gen que se desea 

interrumpir o delecionar a ambos lados del casete, por donde tendrá lugar la recombinación.  
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Figura 10. Estrategia de interrupción o deleción de genes en C. albicans. 

Se muestra el esquema de los distintos pasos necesarios para la deleción del del gen X2 descrita por 
Irwin & Fonzi.213 

Esta construcción permite no sólo la selección de los mutantes recombinantes adecuados, sino la 

recuperación de la auxotrofía inicial tras un paso de recombinación intracromosómica y posterior 

selección con el antimetabolito 5-FOA, permitiendo así interrumpir el segundo alelo del gen con la 

misma construcción (Figura 10. Estrategia de interrupción o deleción de genes en C. albicans.). 

4.1 Deleción de un alelo del gen CaPRE1 

Para realizar la deleción del gen CaPRE1 se diseñó una construcción de deleción a partir del 

plásmido pCAR1 (plásmido que porta el fragmento SmaI-PstI del inserto HIS1-PRE1-RIB5 de 2,7 

Kpb aislado de la genoteca, subclonado en un vector pUC19), donde todo el gen CaPRE1 

(fragmento SalI-BglII) fue reemplazado por la construcción hisG-CaURA3-hisG procedente del 

fragmento SalI-BglII del plásmido pCUB6, resultando el plásmido pCAR2. El plásmido pCAR2 fue 

digerido con las enzimas de restricción HindIII-SmaI, dando lugar a la construcción de deleción 

linearizada, que fue utilizada para transformar la cepa CAI4 de C. albicans (Figura 11. Construcción 

de deleción del gen PRE1 en C. albicans.).  
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Figura 11. Construcción de deleción del gen PRE1 en C. albicans.  

Se muestra el fragmento linearizado de 3,8 kpb del plásmido pCAR2 digerido con SalI/BglII que porta 

ambos lados del casete hisG-CaURA3-hisG una zona homóloga al DNA genómico del locus adyacente a 

CaPRE1, de aproximadamente 1,8 kpb de longitud, para permitir la recombinación homóloga en la 

región cromosómica PRE1. 

Los transformantes protótrofos para uracilo (Ura+) se analizaron por PCR, para verificar la correcta 

deleción del gen, con los oligonucleótidos Ohis1 (secuencia homóloga al DNA genómico cercano a 

donde se debería producir la integración y exterior a la construcción de deleción) y Ohg1 (situado 

en el gen hisG) y con otra pareja de oligonucleótidos, Ohis1 y Ouracr (situado en CaURA3). De los 

clones analizados, seis amplificaron una banda de 1,05 kb y otra banda de 2,1 kb respectivamente, 

que no aparecía en la cepa silvestre CAI4.  

 

4.2 Deleción de un alelo del gen CaHIS1 y del gen CaPRE1 en la cepa CAI4 

Con el objetivo de delecionar simultáneamente PRE1 y el gen adyacente HIS1, se procedió a 

obtener el plásmido pHP1. Para ello, a partir del plásmido pUCHISX, un vector tipo pUC donde está 

subclonado el fragmento KpnI del plásmido YEpHISX,223 se subclonó en la diana de restricción BglII, 

el casete de interrupción hisG-CaURA3-hisG, eliminando el fragmento de 1,35 kpb que contiene el 

gen HIS1 en su totalidad y parte del gen CaPRE1, obteniéndose el plásmido pHP1. Este plásmido 

se linearizó con las enzimas SacI-BamHI, dejando 730 pb y 2170 pb a ambos lados para favorecer 

la recombinación homóloga, y se utilizó para transformar la cepa CAI4. Los transformantes Ura+ 

fueron analizados mediante PCR para comprobar su correcta integración en el locus adecuado, 

utilizando las parejas de cebadores Oybr7-Ohg1 y Oybr7-Ouracr. El oligonucleótido, Oybr7 se 

encuentra fuera del locus silvestre del gen HIS1 por lo que se puede comprobar la deleción del 

locus HIS1 por la construcción de interrupción. Como se observa en la Figura 12, si tiene lugar una 

correcta recombinación, se obtiene un producto de amplificación de un tamaño de 1 kb, con los 
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cebadores Oybr7- Ohg1, y de 2 kb, con los cebadores Oybr7- Ouracr. Así se generó la cepa RM2, 

donde se había delecionado solo uno de los alelos de ambos genes (verLos microorganismos 

empleados en este trabajo se detallan en laTabla 1. Las construcciones genéticas obtenidas 

fueron integradas en el genoma de las distintas cepas de C. albicans o expresadas en S. cerevisiae, 

mediante plásmidos centroméricos o episómicos obtenidos y amplificados en la cepa DH5αF’ de 

Escherichia coli. 

). 

 

 
 

Figura 12. Esquema de la construcción de deleción del gen HIS1 y PRE1 en C. albicans. 

4.3 Deleción del segundo alelo del gen CaHIS1. 

A partir de la cepa RM20, proveniente de la cepa RM2 con la pérdida del marcador URA3 por 

selección con 5-FOA, se procedió a su transformación con una construcción para la deleción del 

segundo alelo del gen CaHIS1. Tal y como se presenta en resultados, no fue posible la obtención 

de transformantes en los que se hubieran delecionado ambos alelos de CaHIS1 y CaPRE1. Para 

delecionar la segunda copia del gen CaHIS1, se subclonó en la diana de restricción EcoRV del 

plásmido pUCHISX el fragmento hisG-CaURA3-hisG, obteniendo el plásmido pHP4. Este plásmido, 

se linearizó con las enzimas de restricción SacI-BamHI y se utilizó para transformar la cepa RM20, 

para obtener la cepa RM200. La correcta recombinación se comprobó por PCR con la amplificación 

de una banda de 2,1 kb, con los cebadores Oybr7- Ohg1, y de 1,1 kb, con la pareja de cebadores 

Oybr7- Ouracr (Figura 13).  
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Figura 13. Esquema de la construcción de deleción del gen HIS1 en C. albicans 

4.4 Obtención de un mutante condicional pre1 de C. albicans 

A partir del plásmido pCAO1, vector tipo pUC con el promotor del gen PCK1, se construyó el 

plásmido pCAO1ub mediante la subclonación del gen CaURA3, como marcador de selección, 

amplificado por PCR con los oligonucleótidos Oura3up y Oura3low, digerido con HindIII, y 

subclonado en la diana HindIII de pCAO1. 

El ORF del gen CaPRE1 fue amplificado mediante PCR con los oligonucleótidos Capreup y Caprelo 

y, tras la digestión del producto de PCR con las enzimas BamHI-HindII, fue subclonado en las dianas 

BglII-StuI de pCAO1ub, de manera que CaPRE1 queda situado bajo el control del promotor 

regulable de PCK1. El plásmido resultante, pPCKPRE1a, fue digerido posteriormente con las 

enzimas de restricción SpeI y BglI, y tratado con la enzima Klenow. El fragmento CaURA3-PCK1PR-

CaPRE1 así obtenido se subclona en el plásmido pCAR2 entre sus dianas BglII-SalI, sustituyendo así 

el casete hisG-CaURA3-hisG por este fragmento, de manera que en sus extremos quedan zonas 

homólogas al DNA genómico del locus PRE1, dando lugar al plásmido pCAR29. Este plásmido, una 

vez linearizado con la enzima de restricción SphI, se utilizó para transformar las cepas CNC2 y 

ML2000 (Figura 14). 
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Figura 14. Estrategia de obtención del mutante condicional en CaPRE1 de C. albicans. 

5. Aislamiento y clonación del gen HsC7-I homólogo humano de CaPRE1 

A partir de la secuencia nucleotídica del gen HsC7-I ,homólogo humano de CaPRE1, depositada en 

las bases de datos, se diseñaron los oligonucleótidos UPC-7 y LOC7 para su amplificación, 

utilizando como molde una genoteca de cDNA obtenida de células HeLa y cedida por el Dr. 

Guarente.221 El producto de PCR se trató con la enzima Klenow, para hacer romos los extremos, y 

se subclonó en el sitio SmaI del vector pUC19, para obtener el plásmido pUCH7A. El gen fue 

secuenciado en el Centro de Genómica de la UCM, para comprobar la ausencia de mutaciones en 

la secuencia. Un fragmento SalI-SalI, que comprende el gen entero HsC7-I fue subclonado en el 

sitio SalI del plásmido pUCpACT (cedido por el Dr. Sanz) bajo el control del promotor del gen ACT1 

de S. cerevisiae, fuerte y constitutivo, generando el plásmido pUCpACTC7. 

6. Construcción de cepas de S. cerevisiae genéticamente modificadas  

6.1 Construcción de plásmidos episómicos usados en la complementación del 

fenotipo pre1 de S. cerevisiae  

El plásmido EpAC7i2a se obtuvo subclonando el fragmento BamHI de pUCpACTC7 en el sitio BamHI 

del vector YEp13, plásmido episómico con marcador de selección LEU2. Por su parte, el plásmido 

YEpHISXLEU fue construido subclonando el fragmento SphI de YEpHISX en SphI del YEp13. 

Ambos plásmidos se utilizaron para transformar la cepa WCG41a/ de S. cerevisiae. 

La comprobación del genotipo de la cepa de S. cerevisiae haploide para asegurarnos de la ausencia 

de ScPRE1 se realizó mediante PCR con los cebadores Scpreup y Scprelo. 
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6.2 Construcción de cepas de S. cerevisiae con expresión controlada de PRE1 

Para ensayar todos los genes de PRE1 bajo las mismas condiciones, se amplificaron mediante PCR 

ScPRE1 y CaPRE1, a partir DNA genómico de cada especie con la pareja de oligonucleótidos 

Scpreup-Scprelo y Capreup-Caprelo, respectivamente. Los amplicones se clonaron directamente 

en pT7Blue, y dos clones independientes de cada gen se utilizaron para construir los plásmidos 

pT7ScPre1 y pT7CaPre1, que se utilizaron en los ensayos de interrupción del gen y de 

complementación, en cada caso. 

Se procedió a interrumpir el gen PRE1 de S. cerevisiae en otro fondo genético diferente. Para ello 

se eligió la cepa de S. cerevisiae CEN-PK2, una cepa diploide utilizada en el proyecto europeo 

EUROFAN auxótrofa para uracilo, leucina, histidina y triptófano. Para ello, fue necesaria la 

construcción del plásmido pINT3, con marcador de selección HIS3, mediante la subclonación del 

fragmento SmaI-SmaI de 1,8 kpb del plásmido p34HScHIS3, que porta el gen HIS3, en el sitio HindII 

del plásmido pT7ScPre1. A partir del plásmido pINT3 se obtuvo un fragmento SmaI-EcoRI, que 

contiene la construcción de interrupción con zonas homólogas flanqueando el marcador de 

selección HIS3, y se clonó en las dianas EcoRI y HindII de un pUC19 obteniendo el plásmido de 

interrupción pINT5. El plásmido pINT5 digerido con las enzimas de restricción EcoRI-XbaI fue 

utilizado para transformar S. cerevisiae y promover la integración por homología de sus extremos 

en el locus PRE1 de esta levadura. Los transformantes heterocigotos His+ obtenidos se 

transformaron finalmente con los plásmidos TETC7i1 y TETCPRE1, que expresaban los genes 

CaPRE1 o HsC7-I bajo el control del sistema de la tetraciclina, respectivamente.227 

Dichos plásmidos se obtuvieron subclonando en BamHI y PstI del PCM189, que porta el sistema 

de control de la expresión génica por tetraciclina y el marcador URA3, el fragmento BamHI-PstI de 

pT7CaPre1 o de pUCpACTC7. 

Finalmente, las cepas haploides Ura+ His+ fueron verificadas mediante PCR a partir de DNA 

genómico obtenido de las esporas humanizadas (YFM140) y de las esporas candidizadas (YFN60), 

utilizando los oligonucleótidos Scpreup/Scprelo (para ScPRE1), Capreup/Caprelo (para CaPRE1), o 

UPC-7/LOC-7 (para HsC7-I).  

6.2.1 Marcaje de la cepa candidizada con proteína verde y en el locus de LEU2 

Con el objetivo de generar una cepa marcada con GFP (proteína verde fluorescente) para los 

ensayos competitivos de búsqueda de nuevos antifúngicos dirigidos a PRE1 como diana, fue 

necesaria la construcción del plásmido PAGL1. Para ello, un fragmento HindIII-PstI del plásmido 

yEGFP3228 se subclonó en un vector pUC19 para construir el plásmido pYGFP3, y el inserto HindIII-

PstI que porta la proteína verde fluorescente se subclonó en el plásmido pUCpACT en las dianas 

HindIII-PstI, para colocar su expresión bajo el control del promotor de la actina en la construcción 

pACTGFP. Un fragmento PstI de pACTGFP se subclonó en el vector YEp13 para generar el plásmido 

PAGL1, que al linearizarse con EcoRV se integró en el locus de LEU2 de la cepa YFN60 para marcarla 
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con proteína verde fluorescente, obteniendo la cepa YFN60LG. Esta cepa se utilizó en los ensayos 

competitivos de búsqueda de nuevos antifúngicos cuya diana fuera el gen CaPRE1. Como control 

se transformó con el plásmido PAL2 que procede del inserto PstI de pUCpACT, que solo porta el 

promotor de actina en la diana PstI de YEp13. 

7. Construcción de sustratos proteolíticos 

Se amplificó por PCR el gen que codifica una unidad de ubiquitina de S. cerevisiae, UBI1, a partir 

de DNA genómico y utilizando los cebadores Oubilow y Oubiup. Con estos cebadores, se eliminaba 

su codón de parada y se sustituía el último residuo fenilalnina por un codón degenerado 

susceptible de ser traducido en cada uno de los 20 aminoácido. Además, se insertaba una timina 

y una diana para la enzima de restricción HindIII, para que la fusión entrara en fase de lectura 

(Error! Reference source not found.). De forma similar, el gen CaURA3 se amplificó mediante PCR 

a partir de DNA genómico de C. albicans utilizando los cebadores Oura3up y Oura3low, para 

introducir una diana HindIII y añadir una adenina, para que la fusión entre en fase de lectura con 

el orf del gen URA3. El producto de la PCR del amplificado del gen URA3 se subclonó en las dianas 

PstI -HindIII del vector centromérico de S. cerevisiae LEUTETH1, que porta el sistema de tetraciclina 

y el marcador de selección LEU2, resultando el plásmido pLTETURA., donde el gen URA3 está bajo 

control del sistema de la tetraciclin. Los diferentes productos de amplificación de la PCR del gen 

UBI1 se subclonaron en las dianas PstI HindIII del plásmido pLTETURA para que esté en fusión con 

CaURA3 y bajo el promotor de la tetraciclina, resultando el plásmido pTLUBURA. 

 

Figura 15. Detalle de la construcción de las fusiones UBI1-X-CaURA3.  

El aminoácido amino-terminal está nombrado como X. Está subrayada en negro la secuencia de la 

diana HindIII y en verde el codón de iniciación del gen CaURA3. Se han incorporado los aa, lisina (K), 

alanina (A) y tirosina(Y) para entrar en fase con el gen URA3. Las flechas indican los cebadores Oubilow 

y Oura3up 
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8. Obtención de muestras proteicas de C. albicans 

8.1 Obtención de extractos citoplasmáticos 

Las células de C. albicans se recogieron por centrifugación a 2500 r.p.m. a 4 °C. Se realizaron 3 

lavados con PBS frío, para eliminar los restos de medio de cultivo, y las células se resuspendieron 

en tampón de lisis (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 10 % glicerol) en 

presencia de 1 mM PMSF (fenilmetilsulfonilfluorida) (Fluka) y 1% de una mezcla de inhibidores de 

proteasas (PierceTM). Para la ruptura mecánica de las células, se añadió el mismo volumen de 

bolitas de vidrio de 1 mm de diámetro (Glasperlen, Germany). Para ello, se utilizó una Fastprep24 

(MP Biomedicals), aplicando 5 ciclos de pulsos de 30 segundos a fuerza 5,5 y enfriando los tubos 

eppendorf entre pulsos durante 5 min. Finalmente, tras la centrifugación a 13.000 r.p.m. durante 

15 min. a 4 °C, el sobrenadante se transfirió a un nuevo eppendorf. Las muestras fueron 

almacenadas a -80 °C hasta su preparación para el análisis proteómico. 

8.2 Precipitación, cuantificación y digestión de proteínas 

La preparación de muestras proteicas para su análisis mediante espectrometría de masas fue 

similar para las muestras analizadas mediante DDA y DIA. 

8.2.1 Precipitación de proteínas con acetona 

Las proteínas de las muestras se precipitaron con acetona, mediante la adición de 5 volúmenes de 

acetona fría, posterior agitación e incubación a -20 °C durante 16 horas. Finalmente, las muestras 

se centrifugaron, para la eliminación de la acetona.  

8.2.2 Precipitación de proteínas con metanol/cloroformo 

Al sobrenadante de extractos proteicos de cada muestra, se añadieron 3 partes de metanol y una 

parte de cloroformo, que se sometió a agitación en vortex y se añadieron tres partes de agua, que 

también se agitaron en vortex Todo el proceso se lleva a cabo a 4 °C. Se centrifugaron a 10000 

r.p.m. durante 5 min. deschando la parte superior acuosa, sin perturbar ni arrastrar la interfase. 

Se añadieron tres partes de metanol, y tras agitación en vortex se centrifugó 5 min. a 10000 r.p.m. 

Se eliminó el sobrenadante y el resto de metanol se dejó secar al aire. 

8.2.3 Digestión en gel 

Las proteínas presentes en las bandas del gel se digirieron con tripsina. Para ello, las proteínas 

fueron reducidas con 10 mM de DTT a 56 °C durante 30 min. y luego se alquilaron con 35 mM de 

Iodacetamida durante 20 min. en oscuridad. Finalmente se añadió en una proporción 1/25 (w/w) 
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Tripsina recombinante grado secuenciación (Roche Molecular Biochemicals) en bicarbonato 

amónico 25 mM (pH 8.5) a la muestra y se incubó durante toda la noche a 37 °C.  

Se realizaron dos extracciones de péptidos del gel durante 10 min., primero con acetonitrilo (ACN) 

al 50%, TFA 0.1% y finalmente con ACN al 100%. Se secaron por centrifugación a vacío (SpeedVac, 

Savant), se reconstituyeron en 15 μl de 2% ACN, 0.1% Acido Fórmico (AF), se midió la 

concentración de péptidos por fluorimetría (Qubit 3.0,Thermo Fisher Scientific) y se conservaron 

a -20 °C hasta su posterior análisis.  

8.2.4 Digestión en líquido con el kit iST de Preomics 

Las proteínas precipitadas de las muestras se digirieron usando el kit iST de Preomics 

(https://www.preomics.com/products/ist), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, las muestras secas se resuspendieron en 50 µl del tampón LYSE y se incubaron a 95  C 

durante 10 min. para solubilizar, reducir y alquilar las proteínas. A continuación, se añadieron 50 

µl de solución DIGEST, que contiene la mezcla de las proteasas Tripsina y Lisina-C, y se incubaron 

16 horas a 37 °C y 500 r.p.m. A continuación, se paró la digestión con 100 µl de tampón STOP y se 

transfirió a una microcolumna. A continuación, el digerido se lavó en primer lugar con 100 µl de 

tampón WASH1, y en segundo lugar con 100 µl de tampón WASH 2, y finalmente se procedió a la 

elución en dos veces con 100 µl de tampón ELUTE. Tras lo cual, la muestra se secó a vacío en Speed-

Vac (Savant) y se reconstituyó en 20 µl de tampón LC-LOAD. La concentración de péptidos se 

midió mediante fluorimetría, en el fluorimetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific). 

Los péptidos de cada una de las muestras fueron analizados por nano-cromatografía líquida 

acoplada a un espectrómetro de masas de alta resolución. 

9. Análisis por espectrometría de masas acoplada a nano-cromatografía 
líquida.  

Este análisis proteómico consiste en obtener los extractos proteicos de cada muestra, tras la lisis 

celular y precipitar las proteínas totales. Estas proteínas se digieren con tripsina, y los péptidos 

resultantes se analizan por espectrometría de masas de alta resolución acoplada a una nano-

cromatografía líquida de fase reversa. Con los datos extraídos del cromatograma y espectros, se 

identifican y cuantifican los péptidos, y se infieren a las proteínas correspondientes. Estos datos 

de cuantificación se tratan estadísticamente para obtener la relación de la abundancia de cada 

proteína en cada grupo de muestras a comparar. Para llevar a cabo la cuantificación, se suman las 

intensidades de los iones precursores de los espectros que identifican un péptido único, y estos se 

normalizan con el total de intensidades de los iones peptídicos de esa muestra. A continuación, los 

péptidos identificados se infieren a las proteínas correspondientes y, para calcular la abundancia 

de cada proteína, se suman las intensidades de sus péptidos. Se calcula la relación (ratio) de 

abundancia de cada proteína dividiendo entre muestras a comparar.  

https://www.preomics.com/products/ist
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9.1 Separación de péptidos por nano-cromatografía en fase reversa 

Aproximadamente 400 ng de los péptidos de las muestras fueron cargados y concentrados en 

punta (Evot Pure, Evosep, (https://www.evosep.com), según las instrucciones del fabricante, 

separados por nano-cromatografía líquida (EvoSep One), y analizados en el espectrómetro de 

masas de alta resolución timsTOF Pro2 (Trapped Ion Mobility Spectrometry -Time Of Flight) 

(Bruker). Los péptidos fueron separados en una columna analítica (Bruker Daltonics) de 15 cm (EV-

1109, PepSep C18, 15cm x 150 µm ID y 1,9 µm de tamaño de partícula) usando un método 

cromatográfico de 15 SPD (samples per day) correspondiente a un gradiente de 88 min/muestra, 

y se ionizaron por electrospray en la fuente captiveSpray del espectrómetro de masas timsTOF 

Pro2, usando un flujo de 0,22 µl/min y con adquisición en modo positivo. 

9.2 Análisis mediante espectrometría de masas de adquisición dependiente de 
datos (DDA) 

En espectrómetro de masas timsTOF Pro2 (Bruker), se adquirieron los espectros en modo DDA 

(Data Dependent Adquisition) en un rango de masas de 350 a 1700 Da. y un rango de movilidad 

iónica de 0,6 a 1,6 1/K0 a lo largo de 10 rampas. En cada rampa se seleccionaron hasta 10 

precursores (carga entre 2+ y 5+) para su fragmentación CID (Collision-Induced Dissociation), y se 

adquirieron los espectros MS/MS correspondientes. 

9.3 Análisis mediante espectrometría de masas de adquisición independiente de 
datos (DIA) 

En espectrómetro de masas timsTOF Pro2 (Bruker), se adquirieron los espectros en modo DIA-

PASEF (Parallel Accumulation Serial Fragmentation) en un rango de masas de 400 a 1200 m/z y un 

rango de movilidad iónica de 0,60 a 1,43 1/K0 a lo largo de 32 rampas y con un tiempo de ciclo 

estimado de 1,80 s. La ventana de aislamiento de los espectros MS/MS fueron adquiridos en modo 

positivo con una energía de colisión de 20 a 59 eV con un método de adquisición independiente 

de la información DIA-PASEF. 

10. Identificación de proteínas mediante datos de espectrometría de 
masas  

10.1 Análisis de datos crudos por método DDA  

El fichero generado en el análisis DDA (. d) se procesó en el software234 MSFragger v3.8 contenido 

en FragPipe v20.0 y se utilizó como base de datos, el proteoma de la cepa de referencia SC5314 

de C. albicans anotado en Candida Genome Database (http://www.candidagenome.org/), con 

6218 secuencias, añadiendo las secuencias de los contaminantes habituales y la base de datos 

https://www.evosep.com)/
http://www.candidagenome.org/
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reversa necesaria para la validación por la tasa de falsos descubrimientos (FDR, False Discovery 

Rate). 

Se utilizó la configuración por defecto del módulo MSFragger con los siguientes cambios: longitud 

del péptido de 8 a 35 aminoácidos, y rango de masa del péptido de 800 a 4000 Da. Los parámetros 

de búsqueda utilizados fueron como modificaciones fijas, carbamidometilación de cisteína, y como 

modificaciones variables, oxidación de metionina y escisión de metionina en N-terminal. 

Tolerancia de masa de precursor: 0,02 Da, tolerancia de masa de fragmento: 20 ppm, sitios de 

corte perdidos ≤2 (missed cleavage) y 3 como número máximo de modificaciones variables en 

péptidos. La validación de espectros que identifican un péptido (PSMs) se realizó con el algoritmo 

Percolator y la inferencia de proteínas con PeptideProphet filtrando a un FDR ≤ 0,01. 

10.2 Análisis de datos crudos por método DIA y cuantificación sin marcaje  

Los archivos crudos (. d) para los experimentos de la comparativa DIA se analizaron en el programa 

DIA-NN v2.0.0,235 a partir de las secuencias de las proteínas anotadas en las bases de datos. Se 

utilizó una librería espectral predicha in sílico (1286281 precursores), permitiendo, como 

modificaciones fijas, la carbamidometilación de cisteína, y como modificaciones variables: la 

escisión de metionina N-terminal y la oxidación de metionina. Un número máximo de 3 

modificaciones variables y 1 sitio de corte perdido. La librería espectral se generó a partir del 

proteoma de referencia de C.  albicans SC5314 (anotado en Candida Genome Database 

(http://www.candidagenome.org/) (6218 secuencias). En la búsqueda en el programa DIA-NN se 

incluyeron los siguientes parámetros: Protein inference, Genes; Neural Network Classifier, Single 

pass mode; Quantification strategy, Any LC (high accuracy); Cross-run normalisation, RT-

dependent; Library Generation, Smart Profiling; y Speed y RAM usage, Optimal results. Se 

establecieron los parámetros Mass accuracy y MS2 accuracy como 17 ppm y 1 ppm 

respectivamente. Finalmente se seleccionaron MBR, No shared spectra, y Heuristic protein 

inference. Los datos generados se filtraron a un nivel de FDR ≤ 0,01. 

10.3 Análisis de datos de DIA y cuantificación sin marcaje por TraianProt 

El análisis de los resultados de los análisis de cuantificación relativa se llevó a cabo en el proframa 

TraianProt,236 desarrollado por Samuel de la Cámara en la Unidad de Proteómica de la Universidad 

Complutense de Madrid. En primer lugar, se aplica el filtro para preservar las proteínas que 

aparecen en al menos dos de las tres réplicas por condición. No se lleva a cabo imputación (se 

trabaja con valores perdidos missing values para cada grupo de muestras). El método de inferencia 

de proteínas es Heurístico basado en genes, utilizando solo péptidos proteotípicos para la 

identificación. El análisis de expresión diferencial, para determinar las proteínas que exhiben 

cambios significativos en su abundancia relativa, se realiza aplicando la prueba T de Student para 

http://www.candidagenome.org/
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muestras independientes, utilizando el paquete limma (v3.54) y estableciendo un log2FC ≥ 0,585 

y un log2FC ≤ 0,585 con un valor de q value ≤ 0.05. 

11. Identificación del complejo del proteosoma  

11.1 Separación de complejos mediante electroforesis nativa (blue native) 

Para realizar el ensayo de separación de complejos por blue-native, la lisis celular y la extracción 

de proteínas, se realizó del mismo modo que para los descritos anteriormente en el apartado 8.1 

Obtención de extractos citoplasmáticospero modificando la composición del tampón de lisis (50 

mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 0.1% Nonidet P-40, 1 mM EDTA, 10 mM DTT, EDTA y sin 

inhibidores de proteasas). Una vez obtenidos los lisados, se tomaron 10 µl de muestra y se adicionó 

7,5 µl de sample buffer (Novex, life technologies Thermo), 0,3 µl de azul de Coomassie G-250 al 5% 

y 2% del detergente nonidet P-40. Para preparar la electroforesis, se utilizaron dos tampones: el 

tampón ánodo (Native Page Running Buffer), diluido 1:20, y el tampón cátodo (Native Page Catode 

buffer), diluido 1:10. La preparación del gel nativo de poliacrilamida consistió en un lavado con 

tampón ánodo, montaje del gel en el marco, vaciado de los pocillos, cargando 5 µl del marcador 

de peso molecular M10 Native Mark, y las distintas muestras, dejando un pocillo libre entre 

muestras para evitar contaminación, y se rellenaron todos los pocillos con buffer cátodo. La 

electroforesis de desarrolló a 150 V durante 2 horas Tras la electroforesis se procedió a la tinción 

del gel que consistió en los siguientes pasos, fijación de gel con metanol: agua: fosfórico (50:48:2), 

dos lavados con agua Milli-Q (Millipore Milli-Q Gradient A10) durante 10 min., equilibrado de 30 

min. con agua: metanol: ácido fosfórico: sulfato amónico (47:33:3:17). Se añadieron 300 µl de azul 

de Coomassie al 5% en metanol, y se dejó teñir O/N a temperatura ambiente. Se lavó con agua 

Milli-Q y se escaneó el gel para obtener la imagen. 

11.2 Cuantificación relativa de proteínas por recuento de espectros 

En este tipo de experimentos, se asignan los espectros a los péptidos que se identifican, y luego se 

infieren a las proteínas correspondientes, de forma que se supone que hay correspondencia entre 

el número de veces que se detecta el espectro de un ion precursor de un péptido con su 

abundancia o concentración en la muestra. Así, si se realiza un recuento de los espectros asignados 

a un péptido (Peptide Spectrum Matching, PSM), a mayor número de espectros, mayor abundancia 

de ese péptido en la muestra. Cuando se infieren a la proteína, se suman todos los espectros de 

los péptidos pertenecientes a esa proteína. Se deberán seleccionar solo los péptidos únicos para 

esa proteína, para no asignar o cuantificar péptidos compartidos con más de una proteína. El 

número de espectros totales que identifican la proteína (SC, Spectral Count) se normaliza con la 

longitud de la proteína (número de aminoácidos) y se obtiene una cuantificación intra-muestra 

basada en el recuento de espectros, ya que una proteína mayor tendrá más péptidos y por tanto 
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más espectros que una más pequeña. El recuento de espectros depende directamente de la 

concentración del péptido en la muestra y si se normaliza con el total de los SAF (Spectral 

Abundance Factor) de las proteínas, se obtendrá una estimación de la abundancia relativa de las 

proteínas de una muestra NSAF (Normalized Spectral Abundance Factor) y se puede hacer una 

cuantificación entre las proteínas de varias muestras siendo una cuantificación inter-muestras. 

12. Técnicas de microscopía y citometría de flujo 

Las tinciones celulares de C. albicans se analizaron mediante microscopía de florescencia y, en el 

caso de la tinción con ioduro de propidio, también se realizó por citometría de flujo en un 

citómetro FACScan de Becton Dickinson, en la Unidad de Citometría y Microscopía de 

Fluorescencia de la UCM. La microscopía de contraste de interferencia diferencial, DIC, se utilizó 

para observar la morfología celular y la microscopía de fluorescencia para visualizar las siguientes 

tinciones de las células de C. albicans en un equipo LSCM Leica SP8 (Leica). 

12.1 Tinción con blanco de calcoflúor 

Para la tinción de quitina de la pared celular con blanco de calcoflúor se utilizaron células incubadas 

en MM O/N a 37 °C. Se recogieron 1,5x107 células en 1 mL de PBS y se tiñeron con 5 µg/mL de 

blanco de calcoflúor, durante 10 min. en hielo y oscuridad. Se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron 

con formaldehído al 4%.  

12.2 Tinción con ioduro de propidio.  

Con el fin de evaluar la muerte celular de C. albicans se empleó ioduro de propidio (Sigma-Aldrich), 

un marcador capaz de entrar en la célula de unirse al ADN, solo cuando la membrana ha perdido 

su permeabilidad selectiva, indicando pérdida de viabilidad. Las células de C. albicans en las 

diferentes condiciones de estudio fueron incubadas con 5 µl de ioduro de propidio, a una 

concentración de 50 µg/mL, durante 5 min. a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron 

dos lavados con PBS antes de su análisis.  

12.3 Tinción con dihidrorodamina 123 

Se partió de células crecidas en MM O/N a 37 °C y se recogieron 1,5x107 células La producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) se realizó mediante marcaje fluorescente con 

dihidrorodamina (DHR) 123 (Sigma ),237 a una concentración de 5 µg/mL, durante 90 min. a 30 °C 

en agitación a 900 r.p.m. y en oscuridad. Pasado el tiempo de incubación, se realizaron dos lavados 

con PBS. 
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12.4 Tinción con DAPI 

La tinción con 4´,6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI) (Thermo Fisher) se utilizó para 

visualizar los núcleos de la célula. Se utilizó a una concentración de 1 mg/mL y se incubó a 

temperatura ambiente durante 5 min. en oscuridad. Pasado el tiempo de incubación se realizaron 

dos lavados con PBS, antes de su análisis.  

12.5 Tinción con FM4-64 

La tinción con el fluorocromo FM4-64, N-(3-trietilamoniumpropil)-4-(6-(4-(dietilamino) fenilo) 

hexatrienilo) piridinio dibromuro) (Thermo Fisher) tiñe selectivamente las membranas vacuolares 

de levadura con fluorescencia roja (excitación/emisión ∼515/640 nm). Este tinte lipofílico es una 

importante herramienta para visualizar la dinámica y la morfología de los orgánulos vacuolares, 

para estudiar la ruta de la endocitosis.238 Se utilizó a una concentración de 0.3 µL /mL y se incubó 

a 30 °C durante 90 min. y en agitación a 900 r.p.m. Pasado el tiempo de incubación se realizaron 

dos lavados con PBS.  

13. Herramientas bioinformáticas 

 oprof (https://epd.expasy.org/ssa/oprof.php): análisis de la secuencia de DNA. 

 Alphafold (https://alphafold.ebi.ac.uk/): estructura de las proteínas. 

 BLAST, Basic Local Alignment Search Tool (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/): alineamiento de 

secuencias de nucleótidos y de aminoácidos. 

 Candida Genome Database (CGD) (http://www.candidagenome.org/): base de datos de genes 

y proteínas de C. albicans. 

 Cloning: programa de diseño de plásmidos. 

 Bruker Compass Hi-Star v6.3: adquisición de espectros en el espectrómetro de masas timsTOF 

Pro2. 

 MSFragger (https://msfragger.arsci.com/): herramienta de identificación de péptidos y 

proteínas a partir de datos de espectrometría de masas mediante búsqueda en base de datos.  

 Fragpipe-Analyst(http://fragpipe-analyst.nesvilab.org/): análisis de datos de proteómica 

cuantitativa para estudio de expresión diferencial. 

 DiaNN (https://github.com/vdemichev/DiaNN): análisis de datos de proteómica mediante el 

método DIA. 

 TraianProt (https://github.com/SamueldelaCamaraFuentes/TraianProt): análisis de datos de 

proteómica que admite todos los formatos. 

 NSAFF-calculator (https://github.com/SamueldelaCamaraFuentes/NSAFF-calculator): cálculo 

de valores de factores de abundancia espectral normalizados. 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/es/es/T13320
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/es/es/T13320
https://epd.expasy.org/ssa/oprof.php
https://alphafold.ebi.ac.uk/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)
http://www.candidagenome.org/
https://msfragger.arsci.com/
http://fragpipe-analyst.nesvilab.org/
https://github.com/vdemichev/DiaNN
https://github.com/SamueldelaCamaraFuentes/NSAFF-calculator
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 FungiFun( https://fungifun3.hki-jena.de/): análisis ontológico de procesos biológicos y 

componente celular. 

 Kegg (https://www.genome.jp/kegg/mapper/): análisis de rutas metabólicas. 

 PathoYeastract (https://yeastract-plus.org/pathoyeastract/calbicans): herramienta para 

buscar información de los promotores de los genes.  

 Perseus (https://maxquant.net/perseus/): análisis de datos de proteómica. 

 String ( https://string-db.org) : análisis de interacciones moleculares. 

 ComplexPortal (https://www.ebi.ac.uk/complexportal): base de datos de complejos proteicos. 

 XLStat (https://www.xlstat.com/): análisis estadístico para excel. 

 WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi): alineamiento de secuencias con logos. 

 Degronopedia (https://degronopedia.com/): base de datos de degrones. 

 PeptideAtlas ( https://db.systemsbiology.net/sbeams/cgi/PeptideAtlas): compendium de 

acceso público de péptidos identificados por espectrometría de masas en tándem.  

 RStudio (v4.5.0) (https://cran.r-project.org/bin/windows/base/): editor de código para análisis 

de datos. 

 LASX Leica (Leica): adquisición y procesamiento de las imágenes obtenidas por microscopía. 

 Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/): base de datos con literatura científica de la 

Librería Nacional de medicina de Estados Unidos (NLM).  

 Zotero (https://www.zotero.org)/: gestor de referencias bibliográficas. 

 Biorender (https://biorender.com/): herramienta online para la creación de figuras en 

ciencias.  

 Biovenn ( https://www.biovenn.nl/): realiza diagramas proporcionales basados en listas de 

genes u otros elementos. 

 ProteomeXchange Consortium (https://www.proteomexchange.org/): repositorio público de 

datos de espectrometría. 

 Git Hub https://github.com/: plataforma de proyectos de código abierto GitHub es un servicio 

basado en la nube que aloja un sistema de control de versiones (VCS) llamado Git, de código 

abierto. Para almacenar las aplicaciones que se desarrollan. Éste permite a los desarrolladores 

colaborar y realizar cambios en proyectos compartidos, a la vez que mantienen un seguimiento 

detallado de su progreso. 

 https://github.com/MLHernaez/candida-gene-tools/: herramienta para el conversor de 

descriptores de genes de C. albicans desarrollada por Mª Luisa Hernáez. 

 https://.shinyapps.io/: aplicación para implementar los programas en la web. 

 H-Conversor https://mlhernaez.shinyapps.io/candida-gene-app/: programa de acceso público 

para convertir los identificadores de los genes de C. albicans. 

https://fungifun3.hki-jena.de/
https://www.genome.jp/kegg/mapper/
https://yeastract-plus.org/pathoyeastract/calbicans
https://string-db.org/
https://www.ebi.ac.uk/complexportal
https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
https://degronopedia.com/
https://db.systemsbiology.net/sbeams/cgi/PeptideAtlas
https://www.zotero.org)/
https://www.biovenn.nl/
https://www.proteomexchange.org/
https://github.com/
https://github.com/MLHernaez/candida-gene-tools/
https://.shinyapps.io/
https://mlhernaez.shinyapps.io/candida-gene-app/:%20programa
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1. Clonación del gen PRE1 de C. albicans 

1.1 Análisis in silico de la región 3' del inserto que comprende el gen HIS1 

La complementación de la auxotrofía de un mutante his1 de C. albicans con una genoteca de 

DNA genómico de este microorganismo en un plásmido de C. albicans permitió aislar un inserto 

e 4,5 kbp (HISX) que contenía, entre otros, el gen HIS1.223 Tras la subclonación de dicho fragmento 

(BamHI-SmaI) en el vector pUC19 para generar el plásmido pUCHISX, su secuenciación condujo 

a la identificación de tres marcos abiertos de lectura (ORFs, Open Reading Frames) en su interior. 

Para su identificación, se procedió a comparar dichas secuencias con la base de datos Genbank 

mediante la aplicación BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). El primero de los ORFs 

presentaba similitud con el gen RIB5 de S. cerevisiae, que codifica la riboflavina sintasa; el 

segundo de ellos presentaba una alta similitud con PRE1, que codifica la subunidad 4 del 

protesosoma; y el tercero de ellos con YBR7, así denominado en su día y que corresponde al gen 

RER2, que codifica una posible cis-prenil-transferasa involucrada en la síntesis de dolicol.239 

Posteriormente, ese fragmento fue subclonado en el vector episómico bifuncional YEp352 para 

poder realizar estudios funcionales en la levadura S. cerevisiae (YEpHISX, Figura 16). 223  

 

Figura 16. Plásmido YEpHISX.  

En la figura se muestra la localización de los genes HIS1, PRE1, RIB5 e YBR7 (RER2) contenidos en el 
fragmento HISX. 

1.2 Análisis de la secuencia nucleotídica y aminoacídica  

El análisis de la secuencia de nucleótidos adyacente al extremo 3’ del gen HIS1 mediante el 

algoritmo informático Oprof (https://epd.expasy.org/ssa/oprof.php) reveló la existencia de una 

pauta abierta de lectura adicional de 588 pb. La traducción de este gen mostró un elevado grado 

de similitud con el gen PRE1 de S. cerevisiae,214 por lo que se decidió denominar al gen clonado 

CaPRE1.  

El análisis de la región promotora llevó a la identificación de una secuencia rica en adeninas y 

timinas, localizada entre las posiciones -75 a -130, que se ha implicado en el inicio de la 

transcripción. Se han identificado unas posibles cajas TATA en las posiciones -30 y -35, donde 

tendría lugar la interacción con la RNA polimerasa.  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://epd.expasy.org/ssa/oprof.php
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Analizando el promotor con la información depositada en PathoYeastract (https://yeastract-

plus.org/pathoyeastract/calbicans/)240 se ha localizado una secuencia consenso 5’-GAAGGCAA-

3´denominada PACE (Proteasome-Associated Control Element)241,242 en las posiciones -50 y-58. 

Esta secuencia es reconocida por el factor de transcripción Rpn4 y es diferente a la secuencia 

consenso descrita en S. cerevisiae.243 

En la secuencia de la zona 3’ de dicho ORF, tras el codón de parada, se observa una secuencia de 

terminación de la transcripción entre las bases 760-790, TGA...TAAGT...TTT, idéntica a la 

secuencia consenso propuesta por Zaret y Sherman,244 como terminación de la transcripción en 

S. cerevisiae. No se observaron señales de procesamiento de intrones (al menos según las 

secuencias consenso descritas en S. cerevisiae), lo que sugiere su ausencia en este gen. 

El gen CaPRE1 de C. albicans codifica una proteína de 196 aa de tamaño, con un peso molecular 

teórico de 22 kDa, que contiene residuos aminoacídicos cargados en su extremo C-terminal. La 

estructura de la proteína se puede observar con AlphaFold, 

(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q5AJZ5).245,246 

La secuencia aminoacídica deducida a partir de la secuencia nucleotídica del gen CaPRE1 se 

comparó con secuencias de proteínas de distintas bases de datos mostrando un elevado grado 

de similitud con otras subunidades del proteosoma de diferentes organismos. Así, comparte una 

identidad del 70% con la proteína Pre1 de S. cerevisiae, y del 44,79% con la humana. Todos estos 

porcentajes de identidad han sido obtenidos mediante el programa BLASTp (https://sky-

blast.com/blast/p). 

Con respecto a la utilización de codones, CaPRE1 no presenta ningún codón CTG, que se 

traduciría por leucina según el código genético universal, pero que en C. albicans se traduce por 

serina,247 por lo que no supone una desventaja a la hora de expresar esta proteína en S. cerevisiae 

(ver más adelante). 

Los datos obtenidos del análisis de la secuencia del inserto de DNA genómico de C. albicans 

que porta el plásmido YEpHISX (Figura 16) indican que uno de los genes incluidos en dicho 

fragmento es homólogo a nivel de secuencia nucleotídica y aminoacídica al gen PRE1 de 

S. cerevisiae. Este gen codifica la subunidad 4 perteneciente a la familia de las subunidades  

del proteosoma (PRoteosomE, en inglés) o PRoteinasa YScE, que fue clonado por su capacidad 

de restaurar la actividad proteolítica en mutantes defectivos de esta actividad en levaduras.  

2. CaPRE1 es el homólogo funcional en C. albicans del gen PRE1 de S. cerevisiae 

Una de las estrategias más utilizadas para clonar genes de C. albicans es la complementación 

funcional de mutantes de S. cerevisiae con defectos en el gen de interés.223 Dado que el gen no 

fue obtenido utilizando esta estrategia, y con el objetivo de conocer su funcionalidad, se decidió 

estudiar el grado de complementación fenotípica del gen CaPRE1 de C. albicans en mutantes 

pre1-1 de S. cerevisiae.214 

https://yeastract-plus.org/pathoyeastract/calbicans/
https://yeastract-plus.org/pathoyeastract/calbicans/
https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q5AJZ5
https://sky-blast.com/blast/p
https://sky-blast.com/blast/p
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Los mutantes pre1-1 tienen un fenotipo pleiotrópico que se manifiesta, entre otros, por el 

aumento de sensibilidad a diferentes condiciones que supongan un estrés para la célula, tales 

como la presencia de L-canavanina (aminoácido no-proteínico análogo a la arginina) o una 

temperatura elevada. En ambos casos, se forman proteínas incorrectamente plegadas o 

aberrantes, bien por la incorporación de la canavanina en lugar de arginina en la proteína recién 

sintetizada o por un incorrecto plegamiento. Estas serán reconocidas por la maquinaria de 

degradación proteolítica de la misma y degradadas, ya que serían tóxicas para la célula. Los 

mutantes pre1-1 también se caracterizan, obviamente, por una deficiente degradación de 

proteínas y la acumulación de conjugados de proteínas ubiquitinadas previas a la degradación 

celular controlada.214 

Con el fin de comprobar la capacidad de CaPRE1 de complementar el fenotipo del mutante pre1 

de S. cerevisiae se estudiaron los fenotipos de termosensibilidad a 38 °C o presencia de la 

canavanina. En primer lugar, se comparó el comportamiento del mutante pre1 y su 

correspondiente cepa silvestre (WCG11a y WCG4, respectivamente, ver Error! Reference source 

not found.) en fase exponencial y sometidos a un incremento de temperatura (de 30 °C a 38 °C).  

La viabilidad celular se analizó a lo largo del tiempo mediante recuento de unidades formadoras 

de colonias (UFCs). Así, tal y como se observa en la Figura 17, a partir de las 12 horas, la viabilidad 

de la cepa mutante decrecía alcanzando un porcentaje de células viables del 68% a las 24 horas. 

Por otro lado, la menor viabilidad del mutante pre1 se acentuó cuando el cambio de temperatura 

se realizó en cultivos a menor densidad óptica inicial (datos no mostrados). 

 

Figura 17. PRE1 es esencial para la viabilidad celular ante un incremento de temperatura.  

Se muestra el porcentaje de viabilidad obtenido mediante recuento de UFCs de las cepas WCG4a (wt) 

y WCG4-11a (pre1) ante un cambio de la temperatura de incubación (de 30 °C a 38 °C) a lo largo del 
tiempo. El porcentaje se ha calculado considerando como 100% el número de UFCs a tiempo 0, antes 
del cambio de temperatura.  
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Para determinar la capacidad del gen de C. albicans CaPRE1 de rescatar este fenotipo de 

termosensibilidad, se comparó la viabilidad ante un cambio de temperatura de 30 °C a 38 °C del 

mutante pre1 transformado con el plásmido YEp352 vacío (control) o con YEpHISX que porta el 

inserto de C. albicans donde CaPRE1 se expresa bajo el control de su propio promotor. Como 

control, se utilizó la cepa WCG4a (wt) transformada con el plásmido vacío (wt+YEp352). Como se 

puede observar, la cepa mutante transformada con el plásmido YEpHISX fue capaz de 

complementar el fenotipo termosensible del mutante pre1, mientras que el mutante pre1 

transformado con YEp352 deja de crecer a las 8 horas mostrando una viabilidad decreciente con 

el tiempo (Figura 18). 

 

Figura 18. Complementación del fenotipo termosensible del mutante pre1 de S. cerevisiae por el 
inserto HISX de C. albicans que porta el gen CaPRE1. 

Ensayo de viabilidad de las cepas WCG4a (wt) y WCG4-11a (pre1) transformadas con el vector vacío 
YEp352 y/o el plásmido YEpHISX que contiene el gen CaPRE1. El ensayo se ha realizado en medio 
mínimo líquido (suplementado con His y Leu) a D.O. inicial de 0,18. Las células crecieron durante 16 
horas a 30 °C tras lo cual fueron transferidas a 38 °C, y se tomaron muestras para el recuento de UFCs 
a lo largo del tiempo. 

 

Cuando se analiza la capacidad del gen CaPRE1 para complementar el fenotipo de sensibilidad a 

sulfato de L-canavanina se observa que, mientras el mutante con el vector YEp352 vacío no puede 

crecer a concentraciones de 1 M de sulfato de L-canavanina, la presencia del inserto HISX 

recupera la capacidad de crecimiento de la cepa wt hasta concentraciones de 2 M (Figura 19). 
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Figura 19. Complementación del fenotipo de sensibilidad a sulfato de L-canavanina del mutante pre1 
de S. cerevisiae por el gen CaPRE1. 

Ensayo de sensibilidad a sulfato de sulfato de L-canavanina de las cepas WCG4a (wt) y WCG4-11a (pre1) 
transformadas con el vector vacío YEp352 y/o con YEpHISX. El ensayo se realizó en medio mínimo sólido 
suplementado con histidina y leucina y diferentes concentraciones de sulfato de sulfato L-canavanina 
(desde 0 a 2 µM). A continuación, se sembraron el mismo número de células en superficie, contándose 
las colonias formadas tras 48 horas de incubación a 38 °C. El número de células totales se obtuvo 
contando unidades formadoras de colonias (UFCs). El porcentaje de células resistentes se calculó 
considerando como 100 % el número de UFCs sin sulfato de L-canavanina. 

 

En base a su homología en secuencia y a su capacidad de complementar los fenotipos de 

termosensibilidad y sensibilidad a sulfato de L-canavanina del mutante pre1 de S. cerevisiae, 

CaPRE1 de C. albicans es el homólogo funcional del gen PRE1 de S. cerevisiae. 

3. El gen CaPRE1 es esencial en C. albicans 

Para determinar la funcionalidad de CaPRE1 y su posible implicación en la degradación de 

proteínas, el primer paso era obtener un mutante pre1 en C. albicans con ambas copias del gen 

delecionadas, dado que se trata de una levadura diploide. Para ello, se siguió la estrategia 

desarrollada por Irwin & Fonzi213 (descrita en Materiales y Métodos, ver Figura 10. 

Para realizar la deleción del gen CaPRE1 se diseñó una construcción de deleción donde todo el 

gen fue reemplazado por la construcción hisG-CaURA3-hisG y una zona homóloga al DNA 

genómico del locus adyacente a CaPRE1 de ≈ 1,8 kpb de tamaño suficiente para que tuviera lugar 

la recombinación homóloga con eficiencia. Se procedió a transformar la cepa de C. albicans CAI4, 

auxótrofa para uracilo (Error! Reference source not found.) con la construcción indicada, 

seleccionando protótrofos para uracilo en medio MM Ura-. A partir de uno de los clones (cepa 

CNC1), tras la eliminación del marcador URA3 se obtuvo la cepa Ura- (CNC2) que fue 
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transformada con la construcción de deleción ya utilizada para delecionar el primer alelo de 

CaPRE1. Se analizaron 78 transformantes, ninguno de los cuales había eliminado la copia silvestre 

restante del gen CaPRE1, habiendo sufrido recombinación homóloga en el alelo ya delecionado 

en la mayoría de los casos (74). El resto de los clones (4) habían integrado la construcción en 

regiones diferentes del genoma. 

La imposibilidad de lograr una cepa de C. albicans delecionada en ambos alelos del gen CaPRE1, 

así como el hecho de que la deleción cromosómica de PRE1 es letal en S. cerevisiae, sugería 

que PRE1 era esencial en C. albicans, al menos en las condiciones de laboratorio testadas.  

3.1 Obtención de un doble mutante his1 pre1 

Con el objetivo de demostrar la posible esencialidad del gen CaPRE1, y dada su proximidad 

cromosómica con el gen HIS1, se diseñó una estrategia basada en la deleción de este último, bien 

solo o de manera simultánea a CaPRE1.  

Para ello, se intgró el casete hisG-URA3-hisG en la cepa CAI4 eliminando HIS1 y parte de CaPRE1, 

obteniendo la cepa Ura+ RM2 (Error! Reference source not found.). Tras la expulsión del 

marcador URA3 y selección en 5-FOA, se obtuvo la cepa Ura- RM20 (Error! Reference source not 

found.). A partir de esta cepa, que tiene un alelo delecionado de HIS1 y PRE1, se procedió a 

delecionar con la misma construcción el segundo alelo de ambos genes conjuntamente. Tras el 

análisis de más de 500 transformantes seleccionados en medio mínimo Ura- no se logró obtener 

el doble mutante his1 pre1 auxótrofo para histidina.  

Paralelamente, y haciendo uso de otra construcción de deleción para HIS1 (Materiales y 

Métodos), se delecionó la segunda copia solo del gen HIS1 en la cepa RM2. En este caso, un 25% 

de los clones seleccionados en Ura- presentaron un fenotipo His-, obteniendo así la cepa RM200 

(homozigota para HIS1 y heterozigota para CaPRE1) y, tras la expulsión del marcador URA3, se 

obuvo la cepa ML2000 que ha sido utilizada para comprobar la esencialidad de CaPRE1 en 

C. albicans. 

Ante la imposibilidad de obtener dobles mutantes his1pre1, pero conseguir una cepa 

homozigota para HIS1 y heterozigota para CaPRE1, se puede confirmar la esencialidad del gen 

CaPRE1 en C. albicans. 

3.2 Construcción de un mutante condicional pre1 de C. albicans  

Ante la imposibilidad de obtener un mutante homocigoto en PRE1, se generaron mutantes 

condicionales para, de esta forma, tener una herramienta con la que abordar el estudio de la 

degradación de proteínas en C. albicans.  

El continuo desarrollo de nuevas herramientas para la manipulación genética en C. albicans por 

algunos de los grupos de investigación de esta levadura patógena posibilitó, en 1997, elegir una 
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estrategia de obtención de mutantes condicionales fundamentada en el uso de promotores 

regulables. En aquel momento, se habían descrito algunos como los de los de los genes GAL1,248 

MAL2,249 HEX1250 y PCK1.225 

El promotor del gen PCK1225de C. albicans es un promotor regulable por diferentes fuentes de 

carbono, de manera que en presencia de glucosa se reprime la expresión del gen, mientras que 

su expresión se induce en presencia de otras fuentes de carbono, como sacarosa, succinato o 

etanol. Esto se debe a que el gen CaPCK1 codifica la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de 

C. albicans, enzima que participa en la ruta de la gluconeogénesis y en la biosíntesis de 

carbohidratos, catalizando la descarboxilación del oxalacetato para rendir fosfoenolpiruvato y 

dióxido de carbono.251  

La estrategia elegida requería, en primer lugar, la subclonación del ORF de CaPRE1 bajo el control 

del promotor del gen CaPCK1 y, en segundo lugar, integrar esta construcción en la región CaPRE1 

de las cepas CNC2 (heterocigota para PRE1) y ML2000 (homocigota para HIS1 y heterocigota para 

PRE1). Esto conduciría a la generación de cepas letales condicionales donde la expresión del gen 

PRE1 es dependiente de la fuente de carbono. 

La selección de los transformantes se realizó en MM Ura- a 30 °C con sacarosa como única fuente 

de carbono (condiciones de expresión) para, posteriormente, seleccionar aquellos que no crecían 

en medios con glucosa como fuente de carbono (condiciones de represión del promotor PCK1). 

Así, se obtuvieron las cepas HS10 (fondo CNC2) y HS20 (fondo ML2000), las cuales fueron 

utilizadas para los posteriores estudios de caracterización fenotípica y de funcionalidad de 

CaPRE1 en C. albicans (Figura 20). 

 

 

Figura 20 Esquema del genotipo de mutantes condicionales pre1 de C. albicans.  

Se muestra la región genómica de PRE1 de la cepa HS10 (A) y la cepa HS20 (B) en las que se ha integrado 
la copia de CaPRE1 bajo el promotor regulable de fuente de carbono (PCK1PR). 
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3.2.1 Caracterización fenotípica de mutantes pre1 

Para abordar el estudio del papel que juega el proteosoma en la ruta de degradación proteolítica 

en C. albicans se llevó a cabo, en primera instancia, la caracterización funcional de los mutantes 

condicionales generados. Para facilitar el seguimiento del lector, en la siguiente Tabla 5 se 

muestran las cepas utilizadas en este apartado (el genotipo completo puede consultarse en la 

Tabla 1).  

Tabla 5. Mutantes condicionales en el gen CaPRE1 y sus correspondientes cepas parentales. 

Cepa Características Fenotipo Utilidad 
CNC1 Heterozigota CaPRE1  His+ Ura+ Control en ensayos con HS10 

CNC2 Heterozigota CaPRE1 His+ Ura- Parental de HS10 

HS10 Expresa PRE1 bajo el control PCK1PR His+Ura+ Mutante condicional 

RM200 Homozigota CaHIS1 y heterozigota CaPRE1 His- Ura+ Control en ensayos con HS20 

ML2000 Homozigota CaHIS1 y heterozigota CaPRE1 His- Parental de HS20 

HS20 Expresa PRE1 bajo el control PCK1PR His-Ura+ Mutante condicional 

 

La represión de PRE1 provoca defectos en crecimiento 

Para comprobar el fenotipo condicional, se realizó un ensayo de gotas en medio mínimo sin 

uracilo, en presencia de sacarosa o glucosa como fuentes de carbono, a partir de cultivos en fase 

exponencial de crecimiento. Tras 24 horas de incubación a 37 °C, como se puede observar en la 

Figura 21  en condiciones de expresión (sacarosa) todas las cepas crecen igual. Sin embargo, en 

condiciones de represión de CaPRE1 (glucosa) el crecimiento del mutante condicional se redujo 

drásticamente en los distintos clones analizados.  

 

Figura 21. Crecimiento en medio sólido de un mutante condicional en CaPRE1 dependiente de la 
fuente de carbono.  

Diferencias de crecimiento en medio sólido de 3 clones independientes del mutante condicional (cepa 
HS20) y la cepa parental (RM200) en condiciones de represión (glucosa) o expresión (sacarosa) de 
CaPRE1 tras de 24 h de crecimiento a 37 °C. 
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Estudio de la capacidad de crecimiento en medio líquido 

Dado el defecto en crecimiento en medio sólido, se planteó evaluar si la carencia de la subunidad 

proteosomal CaPre1p afectaba a la capacidad de crecimiento en medio líquido. Para ello, se 

realizaron medidas de absorbancia a lo largo del tiempo de cultivos de las cepas HS10 y CNC1 en 

medio SD líquido en condiciones de inducción (glucosa) o represión (sacarosa) a 37 °C. Como se 

puede observar en la Figura 22, las absorbancias alcanzadas tras 24 h de crecimiento fueron 

similares en la cepa parental CNC1 (independientemente del medio de cultivo) y el mutante en 

condiciones de expresión (sacarosa). Sin embargo, en condiciones de represión (glucosa), el 

mutante muestra defectos en crecimiento con Tg mayores (240 min. vs 160 min., en glucosa y 

sacarosa respectivamente), y no llega a alcanzar D.O. 600 nm de 1. Como era de esperar, el 

crecimiento de la cepa control no se vio alterado por la fuente de carbono del medio, mostrando 

Tg similares al mutante en condiciones de inducción (135 min. vs 140 min., en glucosa y sacarosa). 

Estos resultados sugieren que la represión de CaPRE1 parece tener un efecto fungistático en las 

condiciones ensayadas en el laboratorio.  

 

Figura 22. Capacidad de crecimiento del mutante condicional HS10.  

Se muestran las medidas de absorbancias a lo largo del tiempo de cultivos del mutante condicional 

HS10 y de la cepa parental CNC1 inoculados a D.O.600 nm inicial de 0,01 en SD glucosa (represión) y SD 
sacarosa (inducción).  

La represión de PRE1 afecta a la morfología celular de C. albicans 

Otro de los aspectos que se analizó, fue el efecto de la represión de PRE1 en la morfología celular, 

que fue evaluado mediante microscopía óptica. Tras 16 horas de crecimiento a 37 °C en 

condiciones de inducción (SD sacarosa), las células del mutante condicional (HS10) y su 

correspondiente cepa parental (CNC1) se diluyeron D.O. 600 nm de 0,1 en condiciones de represión 
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(SD glucosa) y se incubaron a 37 °C, evaluando su morfología a lo largo del tiempo. Como se 

puede observar en las imágenes (Figura 23), mientras que la cepa silvestre muestra un fenotipo 

levaduriforme, la represión de PRE1 induce un fenotipo muy característico, observándose una 

morfología celular aberrante y donde existen varios puntos de filamentación simultáneos. 

Para poder determinar si dicha alteración era reversible, tras 8 horas de cultivo en condiciones 

de represión (glucosa), se tomaron muestras y, tras una dilución en PBS (1:10), se inocularon en 

medio con sacarosa. Como se puede observar (Figura 24), tras 18 horas de crecimiento en 

condiciones de inducción se mantuvo la morfología celular aberrante, lo que sugiere que se trata 

de un fenotipo irreversible. 

 

Figura 23. Morfología celular del mutante condicional PRE1 en condiciones de represión.  

Imágenes de microscopía óptica del mutante condicional HS10 y la cepa parental heterozigota CNC1 de 

C. albicans en condiciones de represión del gen CaPRE1 (glucosa) a diferentes tiempos. 

 

Figura 24. La morfología celular del 
mutante condicional es irreversible.  

Imágenes de microscopía óptica del 
mutante condicional HS10 y la cepa 
parental heterozigota CNC1 
procedentes de cultivos en 
condiciones de represión (glucosa) y 
tras 18 horas en condiciones de 
inducción (sacarosa). 

La construcción de mutantes condicionales dependientes de fuente de carbono en CaPRE1 

permitió observar como la deficiencia de la subunidad beta-4 del proteosoma afecta al 

crecimiento celular en medio sólido y en medio líquido, mostrando un efecto fungistático, y 

originando una morfología celular aberrante e irreversible.  
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4. Estudio funcional de CaPRE1 en un mutante condicional dependiente de 
doxicicilina 

Con el objetivo de estudiar y caracterizar la función del proteosoma en C. albicans, el mutante 

condicional generado no parecía la mejor opción, dado que la expresión de CaPRE1 dependía de 

un cambio en la fuente de carbono. Esto puede afectar a diferentes vías metabólicas, y podría 

enmascarar o influir en análisis funcionales posteriores.  

Por ello, llegados a este punto, se generaron nuevos mutantes, donde la regulación de la 

expresión dependía de la presencia o ausencia de doxiciclina. La obtención de estas cepas se llevó 

a cabo por la Dra. Elvira Román, que forma parte del grupo de investigación que dirige el Dr. Jesús 

Pla, mediante CRISPR y haciendo uso del sistema de expresión252 TETOFF, con el que tienen amplia 

experiencia.253 Este sistema permite expresar cualquier gen de manera constitutiva en ausencia 

de doxiciclina y reprimir su expresión en presencia de doxiciclina.  

En un primer paso se integró, en el locus de ADH1, la construcción TETOFF-PRE1-URA3, que 

permitía expresar ectópicamente CaPRE1 dependiente de tetraciclina. Posteriormente, se 

procedió a delecionar ambos alelos del gen expresando una guía de RNA por fuera del ORF (para 

evitar el corte en PRE1 ectópico) en presencia de Cas9 y de dos DNA donadores con distintos 

marcadores de selección (SAT1, que confiere resistencia a noursotricina, e HygB, que confiere 

resistencia a higromicina B). Ambos marcadores son dominantes, por lo que esta estrategia 

permite la deleción del gen en aislamientos clínicos o cepas que no tengan ninguna auxotrofía.  

La cepa así generada, que se denominó ML1113 (Error! Reference source not found.), ha sido 

caracterizada y utilizada para el estudio del papel funcional del proteosoma en C. albicans. A 

partir de ahora para facilitar la lectura de esta memoria, nos referiremos a la cepa ML1113 en 

condiciones de represión de la expresión del gen PRE1 (presencia de doxiciclina) como PRE1OFF,y 

en condiciones de inducción de la expresión de PRE1 (ausencia de doxiciclina), como PRE1ON 

(Tabla 6). 

Tabla 6. Nomenclatura de cepas y condiciones de inducción/represión 

Cepa Condiciones Nombre abreviado 

CAF2 - doxiciclina 10 μg/mL Wt 

CAF2 + doxiciclina 10 μg/mL Wt + dox 

ML1113 - doxiciclina 10 μg/mL PRE1ON 

ML1113 + doxiciclina 10 μg/mL PRE1OFF 

 

4.1 La represión de CaPRE1 afecta al crecimiento celular 

Como primera aproximación, se comprobó si el mutante generado presentaba los fenotipos 

asociados a la deficiencia de Pre1 observados en el mutante condicional donde PRE1 se expresa 
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bajo el control del promotor regulable de PCK1. Por ello, en primer lugar, se evaluó el defecto de 

Pre1 en el crecimiento, tanto en medio sólido como en medio líquido.  

 

Figura 25. Ensayo de crecimiento en gota de mutantes condicionales PRE1. 

Diluciones seriadas a partir de una suspensión a D.O.= 0,8 se depositaron sobre placas de YPD 
suplementado o no con 10 µg/mL de doxiciclina (+/- dox). Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 
horas. Se analizaron 4 clones de la cepa ML1113. 

Tal y como se puede observar en la Figura 25, en presencia de doxiciclina (condiciones de 

represión) se inhibe el crecimiento de distintos clones del mutante condicional mientras que el 

crecimiento de la cepa silvestre isogénica (CAF2) no se ve afectado ni en presencia ni en ausencia 

de doxiciclina. Este mismo efecto se observó cuando se analizó el crecimiento en medio líquido 

(Error! Reference source not found.). Para ello, se evaluó la cinética de crecimiento a 37 °C en 

medio YPD suplementado o no con 10 µg/mL de doxiciclina, mediante medidas de densidad 

óptica a lo largo del tiempo. 

 

Figura 26. Crecimiento en medio líquido en condiciones de expresión/represión de PRE1. 

Las células de las cepas indicadas fueron inoculadas en placa multipocillo a D.O. inicial de 0,1 en medio 
YPD suplementado o no con 10 µg/mL de doxiciclina (+dox) e incubadas a 37 °C durante 48 horas. Se 
realizaron mediciones de la absorbancia a λ 600 nm cada 60 minutos. Se muestran en escala logarítmica 
la media de tres experimentos independientes. 
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Como se puede observar, el mutante condicional en ausencia de doxiciclina (PRE1ON) tiene mayor 

tiempo de generación, estimándose en 97 min, que la cepa parental CAF2 cuyo tiempo de 

generación fue de 90 min. En condiciones de represión (+ doxiciclina), el tiempo de generación 

del mutante condicional (PRE1OFF) fue mayor, estimándose de 145 minutos, y los valores de 

densidad óptica fueron mucho menores (no alcanza densidades ópticas de 1).  

A continuación, debido a que la expresión del gen CaPRE1 está regulada y al ser un gen esencial, 

fue necesario establecer unas condiciones de crecimiento y los tiempos adecuados para todos 

los experimentos que se comentan en adelante. Como se indica en la Figura 27, las células se 

inoculaban a una D.O. inicial de 0,05 en medio MM con o sin doxiciclina y se incubaban a 37 °C 

durante 14 horas, momento en el que se recogían las células o se diluían a una D.O. de 0,2 en 

condiciones de expresión o represión del gen y se incubaban a 37 °C durante 10 horas. 

 

 

Figura 27. Puesta a punto de las condiciones idóneas para el estudio del mutante condicional pre1. 

Se han establecido las condiciones de crecimiento del mutante condicional (ML1113) y de la cepa 
parental (CAF2) en MM ± 10 µg/mL de doxiciclina (dox), con un inóculo inicial con a una D.O.600 nm de 
0,05 y a 37 °C. Los datos se representan en escala logarítmica y se señalan, con una flecha, los tiempos 
elegidos para la toma de muestras. 

4.2 La represión de CaPRE1 produce una morfología celular aberrante 

Para confirmar el fenotipo aberrante que se había observado en los mutantes condicionales 

dependientes de fuente de carbono, se analizó la morfología celular del mutante condicional 

durante el crecimiento en medio líquido en condiciones de represión o expresión constitutiva. 

En todos los experimentos se utilizó como control la cepa silvestre CAF2, para evaluar el efecto 

de la doxiciclina en la población celular.  
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Cuando se analizan las células por microscopía de contraste de interferencia diferencial (DIC), en 

condiciones de represión (PRE1OFF) se puede observar una población heterogénea, con 

predominio de morfologías filamentosas. Las células, además, son de mayor tamaño, con 

crecimiento no controlado, alargadas, con formas aberrantes y defectos en la separación celular, 

y presentan, en algunos casos, más de una yema. El crecimiento de hifas es desproporcionado y 

los filamentos presentan compartimentos celulares de anchura variable y formas aberrantes. Por 

su parte, en el caso de la cepa silvestre se observaron células en forma levaduriforme tanto en 

presencia como en ausencia de doxiciclina como en el caso de PRE1ON (Figura 28). 

 
Figura 28. Caracterización morfológica del mutante condicional en condiciones de inducción y 
represión de CaPRE1.  

Células incubadas en medio MM ± doxiciclina (dox) a 37 °C durante 14 horas y observadas en fresco 
mediante microscopía DIC. La barra de escala (en negro) corresponde a un tamaño de 10 µm. 

A continuación, para determinar si el fenotipo aberrante observado estaba asociado a una 

pérdida de viabilidad celular se realizó una tinción con ioduro de propidio (IP), fluorocromo que 

solo penetra en células en las que la permeabilidad selectiva de la membrana plasmática se ha 

perdido.  

Los resultados obtenidos por microscopía de fluorescencia (Figura 29) muestran que, en estas 

condiciones de ensayo, la mayor parte de las células son viables ya que no se observan células IP 

positivas. En el mutante condicional (PRE1OFF), se observaron algunas células IP+, pero el 

porcentaje no es significativo. 
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Figura 29. Estudio de viabilidad celular de PRE1OFF. 

Tras 14 horas de crecimiento a 37 °C en medio MM +/- doxiciclina (dox), las células de las cepas indicadas 
se tiñeron con ioduro de propidio (IP) y se observaron mediante microscopia DIC y de fluorescencia. La 
barra de escala (en negro) corresponde a un tamaño de 10 µm. 

 
La subunidad beta-4 del proteosoma es esencial para el crecimiento celular de C. albicans. La 

presencia de doxiciclina no afecta al crecimiento ni a la morfología celular de la cepa silvestre, 

por lo que el fenotipo aberrante y filamentoso del mutante condicional se debe exclusivamente 

a la represión de CaPRE1, sin afectar a la viabilidad celular en los tiempos y condiciones de 

ensayo. 

5. Ensamblaje del complejo 20S del proteosoma cuando se reprime la expresión 
de CaPRE1 

Con el fin de comprobar el estado del complejo del proteosoma cuando hay una deficiencia de 

Pre1, cepa de estudio PRE1OFF, se llevó a cabo un experimento de electroforesis nativa Blue-

Native (BN-PAGE), que es la técnica de elección para la separación y caracterización de complejos 

proteicos e interacciones entre proteínas. Esta electroforesis nativa en gel de poliacrilamida no 

utiliza el detergente SDS, para evitar desnaturalizar las proteínas, y hace uso del colorante azul 

de Coomassie, para otorgar una carga negativa al complejo proteico y estabilizarlo. De esta 

manera, la migración de los complejos dependerá únicamente de su peso molecular.254 
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Tal y como se ha comentado en el apartado de Introducción, el núcleo del proteosoma 20S, 

compuesto por 28 subunidades organizadas en cuatro anillos, tiene un peso molecular 

aproximado de 700 kDa,140 mientras que la partícula reguladora 19S, que se subdivide en base y 

tapa, tiene un peso molecular cercano a los 900 kDa.255 Cuando el núcleo 20S se asocia con una 

o dos unidades 19S, se forma el proteosoma 26S y 30S, respectivamente, con un peso molecular 

total estimado entre 1.4 y 2.5 MDa.256,257  

Se cargaron en el gel, los extractos proteicos de las cepas CAF2 y ML1113, tras 14 horas de 

crecimiento a 37 °C, en medio MM líquido en ausencia y en presencia de doxiciclina, que se 

separaron mediante BN-PAGE. La cepa ML1113 se analizó por triplicado en ambas condiciones  

(Figura 30). 

 

 

Figura 30. Separación de complejos 
proteicos mediante electroforésis nativa 
(BN-PAGE). 

La banda correspondiente al complejo 
catalítico 20S del proteosoma se indica con 
un rectángulo blanco; la correspondiente a 
la parte reguladora del proteosoma 19S con 
un rectángulo de color negro. PM, peso 
molecular.  

 
A continuación, teniendo en cuenta el marcador de pesos moleculares y los pesos teóricos de los 

complejos 20S y 19S, se realizó un análisis de regresión lineal (Figura 31). Según este análisis, se 

decidió analizar las bandas 14 y 18 del gel nativo. 

 

Figura 31. Localización de los 
complejos del proteosoma 20S y 19S 
en el gel nativo.  

Utilizando los marcadores de peso 
molecular (PM) y dividiendo cada carril 
del gel en 48 bandas, se generó un 
modelo de regresión lineal para poder 
estimar el intervalo de pesos 
moleculares de los complejos 20S 
(rojo, banda 18) y 19S (morado, banda 
14). 
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A continuación, para identificar los componentes proteicos de estas bandas, se siguió el 

protocolo de digestión de proteínas en gel y posterior análisis por espectrometría de masas de 

alta resolución (timsTOF) acoplado a nanocromatografía líquida y en modo de adquisición DDA 

(Data Dependent Analysis). 

Según el análisis de los resultados de espectrometría de masas, se identifican los componentes 

del complejo 26 del proteosoma, aunque por su gran tamaño no se puede aislar este complejo 

completo y ensamblado.  

Tabla 7. Datos del análisis de proteómica de espectrometría de masas de los complejos de proteosoma.  

Factor de abundancia de espectros normalizado (NSAF) de cada subunidad del proteosoma en las 
muestras de las cepas PRE1ON, y PRE1OFF y la cepa parental en presencia (wt dox) y ausencia de doxiciclina 
(wt)Los valores de NSAF se marcan en color degradado desde el mayor en rojo a menor en verde. La 
relación del recuento de espectros que indican la ratio de la abundancia, se ha marcado en escala de 
tamaño (de mayor, en rojo, a menor, en azul)  

En el análisis de la banda correspondiente a 900 KDa, se identificaron las proteínas de la región 

19S del proteosoma en todas las muestras analizadas, a excepción de las proteínas Rpn10 y 
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Rpn13 de la base y las proteínas Rpn5, Rrpn8 y Rpn12 de la tapa. En cuanto a la parte catalítica 

20S del proteosoma, se identificaron las 14 subunidades del proteosoma 20S, tanto las 7 

subunidades alfa como las 7 subunidades beta, incluyendo la subunidad beta-4 que codifica el 

gen CaPRE1. Sin embargo, en las muestras procedentes del mutante PRE1OFF, no se detectó la 

subunidad β-4 codificada por el gen CaPRE1, y se identificaron en cantidades insignificantes las 

subunidades α 5 y β-6. 

Como el complejo parece no estar completo cuando el gen PRE1 está reprimido, se realizó un 

análisis de cuantificación en cada cepa y condición para estudiar la estequiometría de las 

subunidades que conforman el proteosoma. Cuando se cuantifica relativamente por NSAF 

(Normalized Spectral Abundance Factor) (Tabla 7), se puede observar claramente cómo en el 

mutante condicional en condiciones de represión, los componentes del complejo 20S son mucho 

menos abundantes que cuando el gen CaPRE1 tiene expresión constitutiva o en la cepa parental, 

según la ratio PRE1OFF/PRE1ON (ratio en azul) con valores entre 0,01 y 0,24. Además, 

curiosamente, la parte reguladora 19S está significativamente aumentada en la cepa PRE1OFF , 

según la ratio PRE1OFF/PRE1ON (ratio en rojo) con valores de ratios desde 1,83 hasta 8,40. Los 

valores de abundancia de la cepa parental fueron similares en ausencia y presencia de doxiciclina, 

corroborando que la doxiciclina no afecta al ensamblaje del proteosoma, siendo similares a los 

valores de abundancia de PRE1ON.

Es reseñable, que en estas condiciones de represión de la expresión de CaPRE1, el proteosoma 

20S no está ensamblado completamente: hay 2 subunidades muy poco expresadas (α5 y β6), la 

subunidad β4 es indetectable, y además el resto de las subunidades son menos abundantes que 

cuando el proteosoma se está expresando en condiciones normales. A diferencia, las 

subunidades del complejo regulador 19S están aumentadas en abundancia cuando se reprime la 

expresión de PRE1.

6. Análisis proteómico del efecto de la represión del gen CaPRE1  

Para profundizar en el conocimiento de la degradación de proteínas vía el proteosoma y 

determinar qué proteínas son sustratos de este sistema de degradación proteica, así como los 

mecanismos y las rutas que se ven afectadas si este está inhibido, se realizó una aproximación 

proteómica cuantitativa a gran escala.  

Como estrategia proteómica cuantitativa, se optó por la proteómica de expresión diferencial label free 

(exenta de marcaje), y la metodología DIA (Data Independent Analysis), que permite una mejor 

caracterización y cuantificación del proteoma y es más reproducible. Se utilizó para su análisis un 

equipamiento de espectrometría de masas de última generación (timsTOF). 

Una vez obtenida toda la información, el tratamiento bioinformático de todos estos datos 

proporcionará una visión general e integrada de los mecanismos de degradación de proteínas 
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por la vía proteosomal en la levadura C. albicans y permitirá determinar si Pre1p puede 

postularse como posible diana para el desarrollo de nuevos antifúngicos. 

El análisis de proteómica cuantitativa se llevó a cabo con el mutante condicional (ML1113), 

analizando el efecto de la represión de CaPRE1 mediante el cálculo de las ratios de abundancia 

para cada proteína entre PRE1OFF y PRE1ON (PRE1OFF/ PRE1ON). De esta manera, las proteínas con 

abundancias aumentadas serán aquellas que se acumulan en la cepa con la subunidad codificada 

por PRE1 reprimida (PREOFF) y serán potenciales sustratos (directos o indirectos) de la 

degradación por la vía proteosomal. Esto, en última instancia, permitirá obtener un catálogo de 

proteínas reguladas y degradadas por el complejo del proteosoma.  

Se han analizado 3 réplicas biológicas de la cepa generada ML1113 en ambas condiciones, al 

tiempo seleccionado de 14 horas de incubación en MM a 37 °C en fase exponencial. Se comparan 

relativamente las proteínas de PRE1OFF y PRE1ON, para: 1) analizar el efecto de la represión del 

proteosoma con un diseño no pareado, ya que son muestras obtenidas de forma independiente; 

y 2) calcular las ratios, considerando solo aquellas proteínas que estén presentes al menos en 

dos réplicas de un grupo y con más de 1 péptido identificado. Los datos obtenidos del análisis 

proteómico se muestran en la Tabla 8. El número de proteínas identificadas fueron 4945 

proteínas, con un FDR<0,01. De estas, 4780 (el 97%) se han cuantificado, lo que consolida la 

estrategia cuantitativa DIA-MS como una metodología potente para las aproximaciones 

proteómicas cuantitativas.  

Tabla 8. Datos de los resultados del análisis de proteómica cuantitativa mediante DIA de la cepa ML1113 

Proteínas Número Porcentaje del total 

Identificadas 4945 79,5 % de los ORFs de la base de datos 

Cuantificadas 4780 97% de las proteínas identificadas 

Cuantificadas (≥2 péptidos)  4319 87% de las proteínas identificadas 

Significativas 1838 43% de las proteínas cuantificadas 

No significativas 2481 57% de las proteínas cuantificadas 

 

Para determinar las proteínas con abundancia diferencial significativa se aplicaron los siguientes 

criterios: q-value (p-value ajustado) <0,05; log2 ratio > 0,58 (1,5 número de veces mayor) en la 

muestra como indicativo de proteínas aumentadas en condiciones de represión PRE1OFF; log2 

ratio <0,58 (1,5 número de veces menor) como indicativo de proteínas con abundancia 

disminuida en PRE1OFF. El 42% de las proteínas cuantificadas son significativamente diferenciales 

en abundancia, mientras que un 58% no presentaron cambios de abundancia en condiciones de 

represión.  

Estos datos indican que se han identificado casi un 80 % de las proteínas que hay anotadas en la 

base de datos de secuencias aminoacídicas de la CGD (www.candidagenome.org), donde hay 
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anotados 6218 ORFs traducidos. Por tanto, se trata de la primera vez que se obtiene un 

rendimiento tan alto en el análisis del proteoma de C. albicans en un único experimento. 

El análisis exploratorio de datos de componentes principales o PCA (Principal Component 

Analysis) indica la proporción de la varianza entre los grupos a comparar y entre las réplicas 

biológicas de cada tipo de muestras. Los resultados de este análisis (Figura 32) muestran una 

varianza de más del 85% entre las muestras tratadas y sin tratar con doxiciclina, que se explica 

con el primer componente. Es decir, que las muestras procedentes de las condiciones de 

represión de CaPRE1 (PRE1OFF) se diferencian perfectamente de las correspondientes a un 

proteosoma funcional (PRE1ON). Si bien es cierto, que las réplicas procedentes de las muestras 

de PRE1ON se dispersan menos y son más similares entre ellas que las correspondientes a PRE1OFF. 

 

Figura 32. Análisis de componentes principales (PCA).  

Se muestra el análisis de los componentes principales de 3 réplicas biológicas procedentes del mutante 
condicional en condiciones de expresión (PRE1ON) o represión (PRE1OFF). 86% total de varianza con el 
componente principal 1 entre PRE1OFF y PRE1ON. 

En la Figura 33, se muestra la matriz de correlaciones de Pearson que hay entre las muestras, 

situándolas en filas y columnas. Este tipo de análisis se basa en los datos de cuantificación de las 

proteínas, y calcula el coeficiente de correlación que existe entre cada par de muestras, aplicando 

un color según el valor de dicho coeficiente. Tal y como se puede observar, los resultados son 

similares a los obtenidos por PCA, ya que entre las condiciones de expresión y represión de 

CaPRE1 el grado de relación o dependencia es mínimo, mientras que es máximo en cada grupo 

entre sí. 

A continuación, se representaron los datos obtenidos en diagramas de volcán (Figura 34). Este 

tipo de diagramas de dispersión permite reconocer rápidamente cambios en grandes conjuntos 

de datos y muestran la distribución de las ratios de cada proteína frente a la significancia del 

cambio (- Log 10(q value)). Los gráficos obtenidos a partir de los datos muestran que éstos siguen 

una distribución normal, y que la mayoría no presentan cambios (ratio=1 o Log2 ratio=0). 
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Figura 33. Matriz de correlación de Pearson.  

De las 6 muestras del estudio, se correlacionan las réplicas de cada uno de los grupos de estudio 
(PRE1OFF y PRE1ON). Este coeficiente toma valores desde 0,9 (en morado), donde el grado de correlación 
es el mínimo, hasta 1 (en verde), que corresponde a la máxima correlación. 

 

 

Figura 34. Ratios de la abundancia de proteínas PRE1OFF/PRE1ON.  

Los resultados se representan mediante un diagrama de tipo volcán y muestran la abundancia de las 
proteínas: en rojo y naranja se marcan las que aumentaron significativamente (-log10 q-value>1,3; log2 
ratio>0,584; en azul y azul claro, las que disminuyeron significativamente (-log10 q-value>1,3; log2 
ratio<-0,584) y en gris las que no cambiaron. 
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Tras observar la distribución de datos en el diagrama de volcán, se decidió seleccionar unos 

criterios menos estrictos para considerar las proteínas con cambios de abundancia significativos, 

por lo que se aplicó el criterio de las ratios log2 ratio>0,584 y log2 ratio<-0,584 (mayor de 1,5 

número de veces y menor de 0,67 número de veces). Como se ha comentado previamente, el 

número de proteínas cuantificadas ha sido muy elevado, lo que facilita tener una visión muy 

amplia de los procesos biológicos afectados por la represión del proteosoma. Además, se 

identificaron como proteínas exclusivas de cada estado, aquellas en las que se presentan datos 

de abundancia (intensidad del precursor) en las tres muestras del grupo y no se detecta esa 

proteína en las otras 3 muestras del grupo a comparar y con más de 1 péptido cuantificado.  

En la Tabla 9 se muestra el número de proteínas que aumentan y disminuyen su abundancia, así 

como los criterios tenidos en cuenta para esta clasificación. 

A continuación, se seleccionaron las proteínas que cambian en su abundancia de manera 

significativa cuando CaPRE1 se reprime. Se eligieron conjuntamente las proteínas que cambian 

(q-value ≤0,05), resultando un total de 1069 proteínas que aumentaban su abundancia (ratio ≥1,5 

número de veces) en el estado de PRE1OFF y 769 proteínas que disminuían (ratio ≤ de 0.66 número 

de veces) en el estado de PRE1OFF. Entre las proteínas que cambian su abundancia 

diferencialmente (1838 proteínas), las que aumentan suponen un 57% de los cambios 

observados y las que disminuyen son un 43% de las que cambian en abundancia. 

 

Tabla 9. Resumen numérico de las proteínas cuantificadas y los cambios de abundancia observados. 

Se muestra la abundancia de las proteínas aplicando los siguientes criterios: -log10 valor q>1,3; log2 
ratio>0,584, proteínas que aumentaron significativamente y -log10 valor q>1,3; log2 ratio<-0,584, 
proteínas que disminuyeron significativamente. 
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El análisis proteómico muestra una mayor proporción de proteínas que aumentan su abundancia 

en condiciones de represión PRE1OFF respecto a las que disminuyen en abundancia (1069 vs 769). 

Estos datos sugieren que la deficiencia en la subunidad β4 del proteosoma produce una 

acumulación de sustratos directos o indirectos del sistema de degradación proteosomal. 

6.1 Proteínas cuantificadas que aumentan su abundancia en condiciones de represión de 

CaPRE1 

Para poder determinar qué procesos biológicos están regulados por el sistema de degradación 

mediante el proteosoma y el análisis de los componentes celulares donde se localizan 

mayoritariamente, se llevó a cabo un análisis detallado de enriquecimiento ontológico de los 

procesos biológicos en los que están implicadas las proteínas que aumentan su abundancia 

cuando se reprime el gen CaPRE1. Estos análisis se realizaron con la herramienta FungiFunv3 

(https://elbe.hki-jena.de/fungifun/). Además, para comprobar si existe una especial incidencia 

en algunas rutas metabólicas, se realizó un análisis haciendo uso del programa Kegg 

(https://www.genome.jp/kegg/mapper/).258,259 

En la Tabla 10 se enumeran los procesos biológicos principales afectados por la represión del 

proteosoma. El número de proteínas componentes que se han cuantificado y también se muestra 

el porcentaje que supone respecto a las proteínas clasificadas en esa categoría según la base de 

datos de CGD ( http://www.candidagenome.org/). 

La primera categoría que destaca es la que engloba procesos relacionados con el catabolismo de 

las proteínas, especialmente el dependiente de ubiquitina mediado por proteosoma (UPS). 

Asimismo, también se encuentran incrementadas las proteínas implicadas en la degradación de 

proteínas por el retículo endoplásmico, una de cuyas funciones es la degradación de complejos 

grandes u orgánulos y que, al igual que el proteosoma, degrada también las proteínas con 

defectos en el plegamiento. Uno de los procesos biológicos afectados por la represión de la 

subunidad -4 del proteosoma es precisamente la parte 19S del proteosoma, la parte 

reguladora, tanto las 6 subunidades AAA+-ATPasas (Rpt1-6) como las 4 subunidades no ATPasas 

(Rpn1. Rpn2, Rpn10 y Rpn13) que componen la base. En el caso de la tapa, compuesta por 8 

subunidades no ATPasas (Rpn3, Rpn5-Rpn9, Rpn11, Rpn12), las abundancias también estaban 

aumentadas. 

Algunas subunidades del proteosoma 20S también parecen ser sustratos del propio proteosoma, 

como las subunidades α1, α4-α7, y las subunidades del anillo β: β2 y β3, ya que se acumulan en 

el mutante PRE1OFF. 

  

https://elbe.hki-jena.de/fungifun/
https://www.genome.jp/kegg/mapper/
http://www.candidagenome.org/
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Tabla 10. Clasificación de los procesos biológicos de las proteínas enriquecidas en PRE1OFF mediante la 
herramienta bioinformática FunfiFunv3.  

 

 

Proceso Biológico # proteínas

% 

genes/cate-

goría

Proceso catabólico de proteínas

Proteolisis 56 33

Ensamblaje de la partícula reguladora de la proteosoma 10 100

Ensamblaje del proteosoma 12 71

Dependiente de ubiquitina 199 51

Dependiente de ubiquitina mediado por proteasoma 268 48

Dependiente de ubiquitina asociado a la mitocondria 8 67

Dependiente de ubiquitina asociado al RE 28 62

Ubiquitinación de proteínas 21 38

Poliubiquitinación de proteínas 20 54

Desubiquitinación de proteínas 14 64

Transporte

Transporte de proteínas 39 34

Exportación de ATP 11 69

Transporte del Golgi a la vacuola 67 33

Transporte de proteínas a la vacuola 82 35

Transporte de carbohidratos 148 25

Transporte a la vacuola mediante  cuerpos multivesiculares 14 70

Transporte del endosoma a la vacuola 16 67

Transporte retrógrado de proteínas del RE al citosol 6 86

Respuesta a estrés

Respuesta a estrés oxidativo 10 59

Organización de peroxisomas 39 32

Importe de las proteínas al peroxisoma 8 57

Homeostasis del redox celular 57 30

Procesos de oxidación-reducción 73 23

Transcripción y traducción

Regulación positiva del ensamblaje del complejo de preiniciación transcripcional de 

la ARN polimerasa II 9 75

Reparación de la excisión de nucleótidos 26 41

Acetilación de histonas 68 30

Regulación d ela transcripción 69 27

Regulación negativa  de la transcripción por  la ARN polimerasa II 31 28

Regulación negativa de la actividad de la telomerasa 4 100

Autofagia

Ensamblaje del autogagosoma 22 49

Reticulofagia 12 50

Microautofagia del nucleo 21 38

Ruta CVT (citoplasma to vacuola targeting) 50 34

Macroautogagia 21 60

Ciclo celular

División celular 13 48

Regulación positiva de la transición G2/M del ciclo celular mitótico 6 75

Mitosis 12 43

Crecimiento celular

Crecimiento hifal 98 22

Regulación de la citoquinesis 5 71

Localización del parche de actina cortical 41 25
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La represión catalítica del proteosoma sugiere la acumulación de sustratos ubiquitinados, 

observándose aumentadas proteínas implicadas en la ubiquitinación (Ufd2, Ubx5, Ubr2, Ubi3, 

Uba1, Tom1, San1, Rfa1, Rad7, Pib1, Pex4, Pex10, Mub1, Hrd1, Hex3, Fyv10, Cdc4, Cdc27 y Apc2) 

y poliubiquitinación (Bul1, Cdc34, Grr1, Met30, Not4, Rad6, Rmd5, Ubc6). También se 

encontraron aumentadas proteínas implicadas en la desubiquitinación (Yuh1, Ubp8, Ubp6, 

Ubp2, Ubp15, Ubp14, Ubp1, Rup1 y Otu1). Es de destacar la mayor abundancia de las proteínas 

Sts1 (que se requiere para la localización de los proteosomas al núcleo), Doa1 (que juega un papel 

importante en el control de los niveles de ubiquitina en la célula) y de Ddi1 (que lleva los sustratos 

a la parte reguladora del proteosoma). 

Se han cuantificado como proteínas más abundantes en PRE1OFF, proteínas del transporte de la 

vacuola a la membrana (Apl2, Apl5, Aps3, Gga2, Pep7, Tgl2 y Vps53), del transporte retrógrado 

del retículo endoplásmico al citoplasma y al aparato de Golgi, donde algunas presentan función 

de ubiquitin ligasas (Sft2, Vps35, Vps51 y Vps53). 

Como se ha mencionado anteriormente, el proteosoma es clave cuando la célula está sometida 

a estrés por degradar proteínas mal plegadas o dañadas. Según el análisis realizado, la respuesta 

a estrés celular, principalmente a estrés oxidativo, se incluye entre los procesos que aumentan 

cuando se reprime el proteosoma. Así, se observa una acumulación de proteínas reguladas por 

el factor de transcripción Cap1, el cual también se acumula junto con proteínas con actividad 

oxidorreductasa (Cip1, Ebp1, Ebp7, Ifr2, Glx3, Glr1, Gpx3, Oye32) e Ybp1, que se une y estabiliza 

el factor de transcripción Cap1 en respuesta a H2O2. También aumentan proteínas implicadas en 

la respuesta a ROS (Reactive Oxygen Species) como son las tiorredoxinas (Trx1 y Trx2) y algunas 

quinasas en respuesta a estrés celular (Cmk2, Pos5, Mps1 y Chk1). 

Asimismo, se encontraron aumentadas proteínas implicadas en autofagia. Entre ellas, proteínas 

que regulan el ensamblaje de la vacuola autofagocitaria (Atg1, Atg3, Atg4, Atg8, Atg17, Shp1 y 

Spo72), componentes del transporte CVT de citoplasma a vacuola (Atg20, Tlg2, Snx4, Cog2, 

Atg13, Atg21, Cog8, Atg1, Cog7, Vps45, Apg7, Vps11 y Pep7), y Cdc48, una ATPasa microsomal 

que se localiza en la membrana plasmática. 

Además, se observa un aumento de proteínas del ciclo celular, siendo las más abundantes las de 

fase G2/M (Cdc34, Cdc4, Clb2, Clb4, Cmk2, Hsl1, Kin3, Mih1, Pin4, Shp1 y Skp1) y las que 

intervienen en la regulación negativa dependiente de ciclinas (Cdc14, Sol1, Cdc20 y Cdh1). 

Aparecen también aumentadas proteínas implicadas en la morfogénesis en C. albicans, como 

factores de transcripción que regulan la filamentación (Ace2, Adr1, Cas5, Cdc24, Cph2, Cta1, 

Ctn3, Fgr15, Gcn4, Gln3, Ppr1, Rca1, Rfx2, Rim101, Rob1. Stp2, Tec1, Tfg1 y Zcf14), quinasas 

implicadas en el crecimiento de hifas (Cdc5, Chk1, Fab1, Gin4, Hsl1, Nik1 y Yak1), o la MAPK y la 

MAPKK Cek1 y Hst7, respectivamente. 

Otros procesos enriquecidos en el estudio de PRE1OFF son la regulación de la citoquinesis (Sli15, 

Cdc5, Bud14, Vrp1 e Ipl1), la localización del parche de actina cortical (Arc18, Bnr1, Cdc34, Cnb1, 
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Cta9, Fab1, Ino1, Lro1, Mhp1, Mns1, osm1, Pin3, Pos5, Prd1, Rim15, Rob1, rot2, Spo72, Spt23, 

Stb3, Stp2; Vps70 y Vrp1), la regulación de la transcripción (Adr1, Bud14, Cap1, Cas1, Cas4, Cas5, 

Chk1, Cph1, Cph2, Fcr3, Fgr15, Gcn4, Hac1, Lys152, Mdm3, Msn4, Nik1Ppr1, Rim15, Set3, Sip5, 

Sln1, Snt1, Soh1, Srr1, Sua71, sua72, Tec1, Zcf14 y Zfc15) y la regulación negativa de la 

transcripción del promotor de la RNA polimerasa II (Cas5, Efh1, Ess1, Gcn5, Lap3, Med2, Mtla1, 

Rfx2, Rim101, Rtf1, Spt10 y Srb8). 

El análisis mediante enriquecimiento ontológico del componente celular de las proteínas 

identificadas mediante la herramienta bioinformática FungiFun v3, determinó que la mayoría de 

las proteínas afectadas se localizaban en el citoplasma (272) o el núcleo (306). Se encontraron 

además proteínas que se localizan en la membrana (18), el cuerpo del polo del huso mitótico (8), 

el peroxisoma (29), el endosoma (31) y su membrana (14), los microtúbulos (8), y el complejo de 

la ubiquitín-ligasa (12). Hay 17 proteínas que se localizan en gránulos de almacenamiento de 

proteosomas (17), 10 subunidades de la tapa y 9 de la base del complejo 19S del proteosoma, lo 

que completan el 100 % de las proteínas categorizadas en este componente celular (Figura 35). 

 

 
 

Figura 35. Análisis de enriquecimiento en componente celular de las proteínas aumentadas 
significativamente en PRE1OFF.  

Se representa el análisis realizado mediante el programa FungiFun v3. El tamaño de los rectángulos es 
proporcional al porcentaje de proteínas cuantificadas respecto al total anotado en su categoría de 
componente celular. 
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6.2 Proteínas cuantificadas que disminuyen su abundancia en condiciones de represión de 

CaPRE1 

El número de proteínas cuya abundancia disminuyó fue inferior al de las que aumentaron su 

abundancia en condiciones de represión de la expresión de CaPRE1 (846). Como en el apartado 

anterior, se realizó el análisis detallado de enriquecimiento ontológico de las proteínas que 

disminuyeron su abundancia relativa significativamente en PRE1OFF y así, destacar los principales 

procesos biológicos alterados (Tabla 11). 

Tabla 11. Clasificación ontológica de los procesos biológicos enriquecidos de las proteínas que 
disminuyen su abundancia cuando se reprime el gen CaPRE1. 

Se muestra la relación del número de proteínas implicadas respecto al número de componentes de la 
misma categoría de proceso biológico, mediante la herramienta FungiFunv3.  

 

 
 

Como se podría presuponer, uno de los procesos más significativos alterados es la traducción, 

con 237 proteínas disminuidas, lo cual supone el 48% de los genes que componen este término, 

así como la traducción mitocondrial (28 proteínas). También se vio alterada la biogénesis y el 

ensamblaje de las subunidades grande (Cic1, Csi2, Mak21, Mrt4, Noc2, Nog1, Nop15, Pes1, Rpl1, 

Rpf1, Rpl3, Rpl5-6, Rpl10-12, Rpl25, Rpp0, Rrs1, Sda1 e Ytm1) y pequeña del ribosoma (Rps12, 

Nep1, Rps7a, Rps19, Hbr3 e Yst1). 

Es remarcable el nivel de afectación observado correspondiente a la fosforilación oxidativa, con 

la disminución de los componentes de la cadena respiratoria mitocondrial del complejo I (10 

proteínas), del complejo III (8, que supone el 100% de los genes anotados en esa categoría), del 

Proceso biológico # proteínas

% de genes 

por 

categoría

Traducción 237 48

Traducción mitocondrial 28 80

Ensamblaje de la subunidad grande del ribosoma 45 42

Ensamblaje de la subunidad pequeña del ribosoma 10 53

Biogénesis de ribosomas 22 51

Procesamiento rRNA 39 35

Cadena respiratoria mitocondrial complejo I 10 67

Cadena respiratoria mitocondrial complejo III 8 100

Ensamblaje de citocromo c oxidasa mitocondrial (IV) 12 48

Ensamblaje del complejo ATP sintasa mitocondrial 7 78

Glicolisis 10 63

Proceso de oxidación-reducción 65 21

Metilación 16 46

Procesos metabólicos de aminoácidos 10 45
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complejo IV o citocromo c oxidasa mitocondrial (12 proteínas), así como de la ATPasa 

mitocondrial (7 proteínas). 

En cuanto al metabolismo de aminoácidos y a la glicolisis, también observamos una disminución 

de la abundancia en las condiciones de represión del proteosoma. 

El resultado del análisis de enriquecimiento ontológico de las proteínas que disminuyen su 

abundancia en PRE1OFF en cuanto al componente celular en el que se encuentran, está en 

concordancia con los procesos biológicos que ya hemos descrito (Figura 36). Así, hay un 

enriquecimiento en el ribosoma (97), la mitocondria (155) y el nucleolo (72). Otras localizaciones 

enriquecidas son el respirasoma (11), la pared celular (23), la superficie celular (47), las vesículas 

extracelulares (20) y la membrana plasmática (106). 

 

 
 

Figura 36. Clasificación del componente celular enriquecido de las proteínas menos abundantes 
cuando se reprime el gen CaPRE1. 

Se representa el análisis realizado mediante el programa FungiFun v3. El tamaño de los rectángulos es 
proporcional al porcentaje de proteínas cuantificadas respecto al total anotado en su categoría de 
componente celular. 

6.3 Rutas metabólicas alteradas cuando se reprime el gen CaPRE1 

A continuación, se realizó un estudio de las rutas en las que estaban implicadas todas las 

proteínas cuantificadas. Para ello se utilizó el programa de acceso libre KEGG mapper 

(https://www.genome.jp/kegg/mapper/).  

Las rutas implicadas en condiciones de inhibición del proteosoma se muestran en la siguiente 

figura, donde se representan sus componentes aumentados (en rojo) o disminuidos (en azul).  

 

  

https://www.genome.jp/kegg/mapper/
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Figura 37. Análisis de rutas implicadas y enriquecidas en las proteínas aumentadas o disminuidas 
cuando se reprime CaPRE1. 

Se ha utilizado la herramienta KEGG mapper. Se muestra en rojo, los componentes aumentados, y en 

azul, los que disminuyen. En cada ruta se indica el número de las proteínas cuantificadas.  

 
Este análisis de enriquecimiento de rutas metabólicas es importante, ya que concuerda con los 

datos presentados de procesos biológicos clasificados por GO (Gene Ontology) 

 

El análisis proteómico combinado con un análisis de enriquecimiento de términos de ontología 

génica (GO) y de rutas metabólicas, muestra un número significativo de proteínas implicadas 

en varios procesos celulares cuando se reprime la expresión de CaPRE1 en C. albicans. Entre 

los procesos enriquecidos destacan la autofagia, la endocitosis y el tráfico vesicular hacia la 

vacuola, lo que sugiere una activación de rutas catabólicas y de reciclaje celular. Además, se 

observa una disminución en la abundancia de proteínas asociadas con la fosforilación 

oxidativa, lo que sugiere un compromiso en la función mitocondrial o una reprogramación del 

metabolismo energético en respuesta a la alteración del proteosoma.  

En conjunto, estos resultados evidencian el papel central del proteosoma en el mantenimiento 

de la homeostasis celular en C. albicans. 
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7. Caracterización fenotípica de procesos celulares afectados cuando CaPRE1 está 
reprimido 

7.1 Efecto de la represión del gen CaPRE1 en la transición levadura-hifa 

Ante los resultados observados, se estudió el efecto de la inhibición del proteosoma en la 

capacidad de transición de levadura a hifa. Para ello, se utilizó como estímulo inductor de 

filamentación la N-acetilglucosamina (NAG), analizando por microscopía DIC el comportamiento 

de la cepa silvestre y el mutante condicional en ausencia y presencia de doxiciclina. Tal y como 

se muestra en la Figura 38, la represión de PRE1 (PRE1OFF) genera un fenotipo de 

hiperfilamentación y una mayor longitud de los filamentos en comparación con el fenotipo de 

PRE1ON y la cepa parental (en presencia y ausencia de doxiciclina).  

 

 

Figura 38. Inducción de la filamentación con el inductor N-acetilglucosamina. 

Se muestran imágenes representativas procedentes de cultivos de las cepas indicadas en medio YNBS 
suplementado con NAG en ausencia o presencia de doxiciclina (+ dox) tras 6 h de incubación a 37 °C.  
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Estas mismas células se tiñeron con blanco de calcoflúor y se analizaron por microscopía de 

fluorescencia (Figura 39). Esta tinción fluorescente tiene afinidad por la quitina, la cual se localiza 

en la capa interna de la pared celular en contacto con la membrana plasmática, y se acumula en 

las cicatrices de la yema y en los septos de separación de células madre y célula hija.  

Tal y como se observa en la figura, en condiciones de inducción de filamentación y represión de 

CaPRE1 (PRE1OFF), aparecen deposiciones de quitina no homogéneas y en zonas que no se 

corresponden con cicatrices de la gemación. Este fenotipo no se aprecia en la cepa silvestre, ni 

en el mutante condicional en ausencia de doxiciclina (PRE1ON). 

 

Figura 39. Microscopía de fluorescencia de las células teñidas con blanco de calcoflúor. 

Muestras procedentes de cultivos creciendo en YNBS con NAG en presencia o ausencia de doxiciclina (+ 
dox) fueron sometidas a tinción con blanco de calcoflúor durante 10 min. en oscuridad. Se muestran 
imágenes representativas de las distintas cepas analizadas.  

 

La represión de CaPRE1 en condiciones inductoras de filamentación da lugar a un fenotipo 

hiperfilamentoso más acusado que en condiciones de expresión constitutiva. En estas 

condiciones, en deficiencia de Pre1p las células hijas no se separan correctamente de la célula 

madre y se observa una alteración en la cantidad de quitina, que se acumula en los extremos 

de las hifas. 

7.2 Análisis de especies reactivas de oxígeno y estado de la mitocondria 

Los resultados de proteómica pusieron de manifiesto un aumento de proteínas implicadas en 

respuesta a estrés oxidativo. Por ello, se planteó analizar el efecto de la deficiencia de Pre1p en 
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la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) mediante tinción con dihidrorodamina 123 

(DHR 123). Se trata de un colorante no fluorescente permeable a membrana, la DHR 123 se 

acumula en la mitocondria donde se oxida a rodamina 123 por la presencia de ROS, emitiendo 

fluorescencia verde cuya intensidad es proporcional a la cantidad de ROS. Esta propiedad 

posibilita detectar el estrés oxidativo en las células y analizar la activación de las mitocondrias.  

 

 

Figura 40. Microscopía de fluorescencia de las células teñidas con DHR123. 

Se muestran imágenes representativas de la cepa wt y el mutante condicional PRE1 en presencia y ausencia 
de doxiciclina tras una tinción con el indicador de ROS, dihidrorodamina 123.  

Tal y como se puede observar en las imágenes tomadas por microscopía de fluorescencia (Figura 

40. Microscopía de fluorescencia de las células teñidas con DHR123.) la señal de fluorescencia en las 

células PRE1OFF fue de mayor intensidad y se presenta en depósitos o acúmulos por toda la célula.  

 
El estudio por microscopía de la intensidad y disposición de la fluorescencia en el mutante 

condicional revela que las células PRE1OFF sufren estrés oxidativo y presentan mayor producción 

de ROS que las células control.  

7.3 Análisis del transporte endocítico 

Los resultados del análisis proteómico pusieron de manifiesto un enriquecimiento de proteínas 

relacionadas con el transporte de la vacuola a la membrana, del transporte retrógrado del RE al 

citoplasma y al Golgi, entre otros.  
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Figura 41. Microscopía de fluorescencia de las células teñidas con el fluorocromo FM4-64. 

Células en fase exponencial de crecimiento de las cepas indicadas se tiñeron durante 90 min. a 30 °C y 
en agitación con FM4-64 previo a su visualización por microscopía de fluorescencia. Se muestran 
imágenes representativas del ensayo.  

Por ello, se analizó mediante microscopía de fluorescencia el tráfico intracelular desde la 

membrana externa hasta la formación de vacuolas mediante tinción con el compuesto lipofílico 

FM4-64. Este colorante tiñe la membrana, las vacuolas y los endosomas en levaduras.238,260  

Para ello, a partir de cultivos de las cepas en estudio en fase de crecimiento exponencial las 

células se incubaron con el colorante FM4-64, durante 90 min. a 37 °C y en agitación. Como se 

observa en la Figura 41, tanto en la cepa silvestre (en presencia y en ausencia de doxiciclina) 

como en el mutante condicional en condiciones de inducción (PRE1ON) se observa claramente la 

internalización del colorante y la formación de vacuolas, aunque en algunas células sigue teñida 

la membrana plasmática. En el caso de PRE1OFF, se observan tambien vacuolas, de menor 

tamaño, y el colorante se localiza en endosomas u otros compartimentos endocíticos por todo el 

interior celular. Este experimento, es preliminar, y necesita un estudio más profundo y ensayos 

longitudinales en el tiempo, para poder observar si hay diferencias claras en el transporte 

vesicular. 
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8. Desarrollo de un ensayo competitivo y positivo para la búsqueda de nuevos 
antifúngicos cuya diana sea el gen CaPRE1 

Los modelos de levadura humanizada, principalmente basados en S. cerevisae, constituyen una 

herramienta muy valiosa para el estudio de enfermedades humanas, así como en la identificación 

y desarrollo de nuevos antimicrobianos, entre otras muchas aplicaciones. El hecho de que 

CaPRE1 codifique una proteína cuya función es esencial en C. albicans, al igual que otras 

subunidades del proteosoma, convierte a este complejo en una potencial diana para el desarrollo 

de nuevos agentes antifúngicos dirigidos a inhibir su función. Sin embargo, su presencia en todas 

las células eucariotas requiere determinar las diferencias entre la proteína del hongo y la humana 

con el objeto de evitar posibles problemas de especificidad y, en consecuencia, de toxicidad.  

En este apartado, se describe el desarrollo de un sistema de rastreo de nuevos antifúngicos 

dirigidos a inhibir de manera específica el gen CaPRE1 utilizando como plataforma cepas 

humanizadas o candidizadas de S. cerevisiae.  

8.1 Aislamiento y complementación del gen humano HsC7-I homólogo a PRE1 

El gen humano homólogo a PRE1 fue clonado mediante un escrutinio genético usando un cDNA 

de Ratus norvegicus homólogo a PRE1, RnC7-I,261 y se denominó262 HsC7-I. Para poder realizar los 

siguientes estudios, en primer lugar, se procedió a su amplificación y clonación en vectores para 

su expresión en levadura multicopia y monocopia y bajo el control de diferentes promotores, 

tanto constitutivos como regulables (ver Materiales y Métodos). 

8.1.1 Complementación funcional de un mutante de S. cerevisiae delecionado en PRE1 

Para determinar si HsC7-Ip era capaz de sustituir la función de Pre1p en S. cerevisiae, se abordó 

la complementación funcional de un mutante de S. cerevisiae delecionado en el gen ScPRE1. Se 

decidió no utilizar el mutante termosensible pre1-1, por si pudiera haber algún problema de 

competencia entre las subunidades de levadura y humanas en el ensamblaje de la estructura 

proteosomal.  

Para realizar estos estudios, se transformó una cepa diploide heterocigota de S. cerevisiae 

WCG41a/ (MAT a/ pre1::URA3/PRE1 His- Leu-),214 con el plásmido EpAC7i2a (con el gen 

humano HsC7-I bajo el control del promotor de actina) y por otro lado, con YEpHISXLEU (con el 

gen CaPRE1 bajo el control de su propio promotor). Las células diploides obtenidas tras las 

transformaciones fueron inducidas a esporular, y las ascas fueron aisladas y diseccionadas para 

obtener sus ascosporas. De 14 ascas diseccionadas de las células diploides transformadas con 

HsC7-I sólo 13 esporas fueron viables y, de estas, solo 6 Leu+ Ura+. De 20 ascas diseccionadas de 

las células diploides transformadas con CaPRE1, 15 esporas fueron viables y 6 Leu+ Ura+.  
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La posibilidad de obtener estas cepas indica que tanto el gen PRE1 de C. albicans como  

HsC7-I de Homo sapiens son homólogos funcionales del gen PRE1 de S. cerevisiae, al menos 

cuando PRE1 está presente en multicopia. 

8.2 Construcción de cepas de S. cerevisiae con expresión controlada de PRE1 

Con el fin de estandarizar éste y otros futuros sistemas de búsqueda de nuevos agentes 

antifúngicos, se decidió construir cepas de S. cerevisiae delecionadas en el gen ScPRE1 que 

expresaran bajo un promotor regulable por doxiciclina el homólogo humano HsC7-I (cepa 

humanizada) o el de C. albicans CaPRE1 (cepa candidizada). El sistema utilizado permite, en 

ausencia de doxiciclina, la expresión del gen, mientras que en presencia de esta se reprime y no 

crece en medio sólido. (datos no mostrados). 

La posibilidad de obtener las cepas candidizada y humanizada, y la falta de crecimiento en 

presencia de doxiciclina, sugieren que a priori ambas cepas son aptas para realizar bioensayos 

en búsqueda de nuevos antifúngicos cuya diana sea específicamente CaPre1p. 

 

8.2.1 Análisis fenotípico de las cepas de S. cerevisiae candidizada y humanizada  

Para desarrollar un ensayo competitivo y positivo era imprescindible, en primer lugar, determinar 

si las tasas de crecimiento en ambas cepas eran similares y, así, poder asociar la inhibición al 

compuesto testado y no a un menor crecimiento de alguna de las cepas.  

Por ello, se realizaron curvas de crecimiento en medio rico (YPD) y en medio mínimo (SD). Tanto 

la tasa de crecimiento como el tiempo de generación de la cepa humanizada (YFM140) y de la 

cepa candidizada (YFN60) fueron similares, en ambos medios y en ausencia de doxiciclina. Como 

control de wt usamos la cepa YFN639, espora hermana de YFN60, transformada con CaPRE1 pero 

con PRE1 de S. cerevisiae sin interrumpir (Tabla 12). 

Tabla 12. Tiempos de generación (Tg) de las cepas de S. cerevisiae humanizada y candidizada.  

Cepa Característica Tg en SD Tg en YPD 

YFN639 (wt para PRE1) wt para PRE1 + CaPRE1 162 min 138 min 

YFN60 (candidizada) Mutante pre1 + CaPRE1 195 min 176 min 

YFM140 (humanizada) Mutante pre1 + HsC7-I 207 min 182 min 
 

 

En segundo lugar, se quiso corroborar los fenotipos descritos en el apartado de complementación 

funcional del mutante de S. cerevisiae termosensible pre1-1 con esta construcción de CaPRE1 

bajo el sistema regulable de tetraciclina Tal y como se observa en la Figura 42, tras 24 y 48 horas 

de crecimiento a 30  C, la represión de CaPRE1 en presencia de doxiciclina condujo a la aparición 

de los defectos morfológicos característicos ya descritos. Como era de esperar, no se observaron 
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alteraciones en la morfología celular en la cepa parental en presencia de doxiciclina, lo que indica 

que el efecto es debido a la represión de CaPRE1. 

 

 

Figura 42. Morfología celular de la cepa 
candidizada.  

Imágenes representativas tomadas por 
microscopía óptica de una cepa wt y 
mutantes Scpre1 de S. cerevisiae que 
expresan CaPRE1 en condiciones de 

represión (4 g/mL doxiciclina). 

 
A continuación, se analizó el crecimiento a lo largo del tiempo en presencia y ausencia de 

doxiciclina (Error! Reference source not found.). Como era de esperar, la cepa candidizada en 

presencia de doxiciclina mostró un retraso en el crecimiento en comparación cuando está en 

ausencia de doxiciclina y respecto a la cepa control YFN639 (wt), donde estaba presente el gen 

PRE1 de S. cerevisiae.  

 

 

Figura 43. Curva de crecimiento de la cepa candidizada en condiciones de inducción/represión. 

 Crecimiento del mutante pre1 de S. cerevisiae expresando o no CaPRE1 (-/+ doxiciclina, dox). Como 
control se utilizó la cepa YFN639 portadora del mismo plásmido pero con ScPRE1.  
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Para determinar si este fenotipo se debía a un efecto de inhibición de crecimiento (fungistático) 

o muerte celular (fungicida), se estudió la viabilidad celular tras 24 y 48 horas de crecimiento en 

SD. La evaluación de la viabilidad se realizó mediante tinción con ioduro de propidio y posterior 

análisis por citometría de flujo. Los resultados obtenidos en condiciones de represión de CaPRE1 

mostraron una viabilidad superior al 80 % (datos no mostrados).  

Por lo tanto, se corrobora que en el efecto de la represión de la expresión de CaPRE1 tiene un 

efecto fungistático en la célula de la levadura bajo estas condiciones de ensayo. 

8.2.2 Diseño de un ensayo competitivo y positivo para el rastreo de antifúngicos  

Para poder diferenciar de manera inequívoca cuál de las cepas (candidizada o humanizada) 

estaba creciendo o no en presencia de un determinado compuesto con potencial antifúngico, era 

necesario desarrollar una herramienta para determinar (y cuantificar) dichas diferencias de 

crecimiento cuando ambas cepas se encontraban en el mismo pocillo (competición) de una 

manera directa y sencilla.  

 

 
 

Figura 44. Bioensayo basado en el marcaje diferencial de las cepas humanizada y candidizada.  

Se muestra, en esquema, los pasos a seguir para el rastreo de compuestos con actividad antifúngica 
selectiva frente a CaPre1p. Se basa en la utilización en un mismo pocillo de 2 cepas (una candidizada 
marcada con proteína verde fluorescente y otra humanizada sin marcar) que serían enfrentadas a una 
colección de compuestos con potencial actividad antifúngica. La detección de turbidez y ausencia de 
fluorescencia indicaría que el compuesto testado inhibe de manera selectiva la proteína de C. albicans 
pero no la humana.  

La estrategia elegida se basaba en el marcaje diferencial de ambas cepas. Para ello, y tal y como 

se describe en Materiales y Métodos, se procedió a construir los plásmidos PAGL1 (contiene la 

variante de GFP yGFP3 bajo control del promotor de ACT1) y pAL2 (control vacío). Estos plásmidos 

fueron utilizados para marcar de manera integrativa en el locus LEU2 la cepa candidizada (PAGL1, 
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en verde) y la humanizada (control sin fluorescencia). Los plásmidos y los genotipos de las cepas 

generadas se encuentran descritos en las Tabla 1 y Tabla 3. 

De esta manera, mediante un sencillo examen de la señal de fluorescencia tras su excitación con 

luz UV de las placas multipocillo donde se procedería a realizar el ensayo se podría a priori 

determinar en qué pocillos existe crecimiento de la cepa candidizada. Un posible inhibidor 

selectivo para CaPre1 debiera, por tanto, manifestarse como un pocillo con crecimiento 

(turbidez) pero sin fluorescencia, indicativo de la inhibición del crecimiento de la cepa 

candidizada pero no de la cepa humanizada. El esquema del diseño se muestra en la Error! 

Reference source not found. 

Finalmente, para validar el bioensayo desarrollado, se procedió al análisis por citometría de flujo 

del porcentaje de células que emitían fluorescencia. El análisis de los perfiles de citometría de 

flujo mostró una cierta fluorescencia residual en la cepa humanizada sólo se observaba mientras 

que la cepa candidizada emitía fluorescencia en un 80% de las células de la población. Este 

ensayo se llevó a cabo en las instalaciones de GSK, Madrid (datos no disponibles por acuerdo de 

confidencialidad). 

Se ha desarrollado un ensayo competitivo y positivo basado en cepas de S. cerevisiae 

modificadas genéticamente suficientemente discriminatorio para un primer rastreo de 

posibles inhibidores de la subunidad Pre1 de C. albicans con potencial antifúngico.  

9. Desarrollo de un sistema de búsqueda de nuevos antifúngicos basado en la 
degradación de proteínas 

La degradación de proteínas es una de las principales funciones esenciales de la célula, ya que 

interviene en el recambio de las proteínas celulares y controla su actividad afectando a su vida 

media263,264 La ruta no lisosomal de degradación de proteínas, en la que está implicado el 

proteosoma, es un proceso complejo que comprende diferentes pasos, siendo el primero (y 

previo a la degradación propiamente dicha) el marcaje de las proteínas que serán degradadas 

mediante el proceso de ubiquitinación, que es realizado por enzimas conjugadoras de ubiquitina 

(UBC).  

Como se ha comentado en la introducción, algunas proteínas relacionadas con este proceso de 

ubiquitinación son esenciales en S. cerevisiae como, por ejemplo, Uba1p265 y Uba2p.266 Por esta 

razón, como estrategia alternativa, se ha abordado el desarrollo de un sistema de rastreo de 

antifúngicos enfocado en el proceso de etiquetaje para degradación de proteínas intracelulares. 

Entre los procesos mejor estudiados y caracterizados, tal y como se comenta en el apartado de 

Introducción, se encuentra el sistema de reconocimiento de sustratos para degradación mediado 

por el aminoácido presente en el extremo N-terminal de las proteínas, la denominada regla o 
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sistema del extremo N-terminal (N-end rule).189 Dado que la semivida de algunas proteínas 

depende del aminoácido en esa posición, se planteó generar sustratos degradables por esta ruta 

que permitiera detectar sustancias que inhibieran dicha vía. 

Con el interés de obtener un ensayo positivo, en el que solo sobrevivieran las células en presencia 

de la sustancia inhibidora, la estrategia a seguir era desarrollar un sustrato que permitiera 

sobrevivir a las células únicamente cuando la proteína (sustrato) no fuera degradada. Es decir, 

los posibles antifúngicos detectables deberían inhibir la degradación de la proteína testada, entre 

otras, alcanzando un equilibrio que permitiría vivir a las células, ya que un bloqueo total de la 

degradación intracelular de proteínas es letal para la célula. 

9.1 Construcción de sustratos de proteólisis 

De acuerdo con la regla del extremo N-terminal,189 la vida media de una proteína depende del 

aminoácido localizado en el extremo N-terminal. Los aminoácidos pueden clasificarse en 

estabilizantes (mayor semivida) o desestabilizantes (menor semivida). Dado que la traducción 

siempre comienza en metionina, Varshavsky et al.186 diseñaron un sistema en el que la proteína 

a estudiar se fusiona a Ubi1p,267 una proteína, la ubiquitina, implicada en el reconocimiento o 

señalización de los sustratos que van a ser degradados por el proteosoma 26S. Cuando estas 

fusiones se expresan, las proteasas procesadoras específicas de proteínas (UBPs) son capaces de 

romper dichas fusiones antes del residuo N-terminal por el último residuo de glicina de la 

ubiquitina, lo cual permite generar diferentes proteínas que difieren exclusivamente en su 

aminoácido inicial. Por lo tanto, la introducción de estas construcciones en S. cerevisiae generaría 

proteínas que comienzan en diferentes aminoácidos y presentan diferentes tiempos de semivida, 

que pueden ser medidos si la proteína generada es fácilmente detectable o cuantificable.  

La estrategia para el desarrollo de un ensayo positivo se basó en utilizar el gen CaURA3 de 

C. albicans como indicador cuantificable, y como sistema de regulación de la expresión génica el 

sistema de la tetraciclina, en el que en su presencia se reprime la expresión del gen que se 

encuentra bajo su control.268 En la Figura 45 se muestra el esquema del flujo de trabajo que se 

ha seguido para desarrollar el ensayo.  
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Figura 45 Generación de sustratos de la proteolisis según la regla del extremo amino-terminal. 

Esquema del flujo de trabajo seguido para validar un sistema de rastreo de moléculas con actividad 
antifúngica basado en la construcción de sustratos degradables según la regla del N-terminal. Se basa 
en la construcción de un plásmido regulable por tetraciclina que controle la expresión de una fusión 
génica UBI1-X-CaURA3. Para ello, es necesaria la eliminación del último aa y el codon de parada de UBI1 
(en amarillo), que se sustituye por un codón degenerado (X, en morado) que pueda traducirse en los 
20 aa. La construcción expresada en S. cerevisiae generará distintas versiones del marcador URA3 
susceptibles de ser procesadas por las UBPs (proteasas procesadoras específicas de proteínas). 

Con este propósito, se construyeron una serie de fusiones génicas del tipo UBI1-X-CaURA3, en 

las que las proteínas resultantes solo difieren en el residuo amino terminal de CaURA3. El diseño 

de estas construcciones se describe en detalle en la sección de Materiales y Métodos (Figura 15). 

Una vez obtenidas y secuenciadas las construcciones se clasificaron las fusiones resultantes en 

tres categorías: residuos estabilizantes (serina y cisteína), residuos desestabilizantes (leucina, 

lisina o valina), y residuos con estabilidad intermedia (como isoleucina), según su impacto en la 

semivida de la proteína CaUra3p.269,175 

9.2 Expresión de los sustratos de proteólisis 

Una vez obtenidas las construcciones, se transformaron en las cepas S. cerevisiae CEN2 (cepa 

silvestre haploide) y JD55 (mutante ubr1 Ura-, Leu-, Trp-).  

En primer lugar, para validar la estrategia diseñada, se comprobó el fenotipo del mutante ubr1. 

UBR1 codifica una N-recognina, una E3 ligasa que reconoce residuos desestabilizantes en el 

extremo N-terminal de las proteínas, marcándolas para su ubiquitinación y posterior degradación 
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por el proteosoma. Por tanto, la deleción de UBR1 inactiva la vía de la regla del N-terminal, lo 

que permite validar si las construcciones obtenidas son realmente sustratos de esta ruta. 

Para comprobar el fenotipo del mutante ubr1, se transformó la cepa wt CEN2 y la cepa JD55 

(ubr1) con las construcciones genéticas pUB23_Leu y pLGSD5-ATG (Tabla 3). pUB23_Leu permite 

la expresión de una fusión UBI1-lacZ bajo el control del promotor de galactosa, generando un 

sustrato artificial de la ruta N-terminal, ya que la β-galactosidasa posee un residuo leucina en su 

extremo N-terminal y posee una vida media corta ya que, tras la escisión de la ubiquitina en una 

cepa silvestre, se degrada rápidamente. Sin embargo, en mutantes ubr1, donde la E3 ligasa está 

ausente, la ruta del N-terminal es defectuosa y, por lo tanto, se acumularía la -galactosidasa que 

no se degrada. Este efecto se puede detectar fácilmente utilizando un medio sólido con galactosa 

como fuente de carbono y el sustrato cromogénico de la -galactosidasa, X-Gal, que cuando es 

hidrolizado, se oxida y produce una coloración azul en las colonias. Se realizó el ensayo con varios 

transformantes de ambos fondos genéticos (wt o ubr1). Como se observa en la Figura 46, en un 

fondo wt todas las colonias analizadas portadoras tanto del plásmido vacío como del vector que 

expresa la fusión permanecen blancas, debido a que no se hidroliza el X-Gal. Sin embargo, en 

mutantes ubr1, las colonias adquieren color azul intenso, como consecuencia de la acumulación 

de la proteína de fusión, al estabilizarse y no degradarse la enzima β-galactosidasa, hidrolizando 

el sustrato X-Gal. 

A continuación, una vez comprobado que el sistema reportero funcionaba, se utilizó esta cepa 

huésped para comprobar si las fusiones construidas con la proteína Ura3p eran sustratos 

genuinos de la ruta de la regla del N-terminal. Para ello, se transformaron dichas construcciones 

en las cepas CEN2 y JD55, y la expresión de estas fusiones se analizó mediante la medida de la 

tasa de crecimiento en medio líquido (a partir datos de D.O. 600nm) y en medio sólido, en ausencia 

de leucina (para seleccionar el plásmido) y ausencia de uracilo (para poder medir la estabilidad 

de la proteína CaUra3p). 

 

Figura 46. Estudio del fenotipo de la cepa ubr1 de S. cerevisiae en medio sólido.  

Crecimiento en medio con sólido con galactosa y X-Gal de transformantes en fondo wt y ubr1 

portadores del plásmido control pLGS5-ATG (expresión de -galactosidasa) o el vector pUB23_Leu 

(expresión de una fusión Ubi1-Leu--galactosidasa). El color azul se debe a la hidrólisis del sustrato de 

la -galactosidasa por la estabilización de esta enzima cuando la ruta N-terminal está ausente.  
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Tal y como se puede observar en la Error! Reference source not found., en ausencia de doxiciclina 

(condiciones de expresión), el crecimiento tanto en la cepa silvestre como en el mutante ubr1 

fue similar.  

 

 

Figura 47. Estudio del crecimiento en medio líquido en condiciones de expresión. 

Se muestran los valores de tasa de crecimiento de la cepa silvestre CEN2 (wt) y el mutante ubr1 
portadores del gen URA3(control) y los que permiten la expresión de diferentes sustratos de la vía del 
N-terminal en ausencia de doxiciclina. 

Sin embargo, en presencia del represor doxiciclina (condiciones de represión), se observaron 

diferencias de crecimiento entre los transformantes en fondo silvestre y fondo ubr1 (Figura 48). 

En fondo silvestre, el crecimiento fue más lento en aquellos transformantes que portaban una 

fusión con el residuo N-terminal Leucina (residuo desestabilizante) o Isoleucina (residuo 

intermedio), con un fenotipo menos acusado, mientras que no se afectó el crecimiento cuando 

se expresaba Cisteína (residuo estabilizante). Como era de esperar, en la cepa en la que está 

inactiva la ruta de la regla del extremo N-terminal (ubr1), no se observaron cambios, lo que 

confiere una validez genética al ensayo. 
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Figura 48. Estudio del crecimiento en medio líquido en condiciones de represión. 

Se muestran los valores de tasa de crecimiento de la cepa silvestre CEN2 (wt) y el mutante ubr1 
portadores de CaURA3 sin la fusión de UBI1 (control) y los que permiten la expresión de diferentes 

sustratos de la vía del N-terminal en presencia de 2 g/mL doxiciclina. 

Cuando se lleva a cabo los estudios en medio sólido, SD suplementado con aminoácidos excepto 

leucina y uracilo. De acuerdo con los resultados expuestos en la Figura 49, la expresión de la 

fusión que contiene un residuo desestabilizante como la leucina en el extremo amino terminal 

de CaUra3p confiere un fenotipo Ura- en la cepa silvestre (como resultado de una vida corta de 

la proteína), mientras que la misma fusión muestra un fenotipo Ura+ en la cepa ubr1 en 

condiciones de represión, lo que conduce a un análisis apropiado de la semivida de la proteína 

testada.  

La degradación de la proteína testada por la ruta de la regla del extremo amino terminal tiene 

como consecuencia la producción de niveles reducidos de la proteína en la cepa silvestre, excepto 

cuando la fusión es estabilizante (Ubi1p-Cys-CaUra3p), mientras que en la cepa ubr1 los niveles 

de CaUra3p están estabilizados. 

Obviamente, estas construcciones son sustratos de la ruta de la regla amino terminal, por lo que 

probablemente permitan la búsqueda de nuevos agentes que afecten o inhiban diferentes 

procesos implicados en la degradación de las proteínas y regidos por esta ruta. 
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Figura 49. Ensayo en gota del crecimiento en medio sólido de variantes de CaUra3p.  

Se muestra el crecimiento en SD Ura-Leu- tras 24 h de crecimiento a 37 °C en presencia o ausencia de 0,2 

g/mL doxiciclina (-/+ Dox). Los distintos clones se diferencian en el fondo genético (wt o ubr1) y en el 
vector que portan, dando lugar a la expresión de fusiones a CaUra3p desestabilizante (Leu, en rojo), 
intermedia (Ile, en negro) o estabilizante (Cys, en azul). Arriba se muestra como control el crecimiento de 
las cepas transformadas con el gen CaURA3 sin la unidad de ubiquitina, Ub). 

Llegados a este punto, una vez validado genéticamente el ensayo en las cepas deficientes en la 

N-recognina, se analizaron estos sustratos en una cepa de S. cerevisiae con defectos en el 

proteosoma. Para ello, se utilizó la cepa WCG4-11a (con la mutación termosensible pre1-1) y se 

transformó esta y su cepa parental isogénica WCG4 con el vector vacío y los que portan los tres 

tipos de sustratos construidos. Una vez aislados los transformantes a temperaturas no permisivas 

(38  C), se evaluó la capacidad de crecimiento de estos en medio sólido, como anteriormente se 

ha descrito, tanto en condiciones de represión (+ 0,2 g/mL de doxiciclina) como en condiciones 

de expresión constitutiva (- doxiciclina).  

Como se puede observar (Error! Reference source not found.), en presencia de doxiciclina, la 

proteína CaUra3p con el aminoácido N-terminal inestable (leucina) se estabilizaba en el mutante 

pre1-1, lo que demuestra la implicación del proteosoma en la degradación de estos sustratos.  
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Figura 50. Crecimiento en medio sólido de variantes de CaUra3p en mutantes en proteosoma.  

Se muestra el crecimiento, en las mismas condiciones que la Figura 49, de transformantes en fondo wt 

y pre1-1 portando los distintos sustratos de proteolisis. CaUra3p desestabilizante (Leu, en rojo), 

intermedia (Ile, en negro) o estabilizante (Cys, en azul). Arriba se muestra como control el crecimiento 

de las cepas transformadas con el vector vacío (sin la unidad de ubiquitina, Ub). 

Este efecto, a nivel genético, sería similar al que se espera encontrar en un rastreo a gran escala 

de compuestos con actividad antifúngica que actuaran como inhibidor de estos sustratos, ya que 

el posible antifúngico debe 1) estabilizar también esta fusión en condiciones represivas y 2) 

permitir observar el fenotipo Ura+, ya que el sistema se ha diseñado como un ensayo positivo. 

10. Estudio in silico de los N-degrones en C. albicans 

Como se ha introducido en esta memoria, según las rutas del sistema del amino terminal, los 

residuos amino-terminales de las proteínas codifican unas señales denominadas N-degrones, 

Tabla 13 y su identidad está relacionada con la estabilidad de la proteína 

Tabla 13. Clasificación de los N-degrones según la ruta del N-terminal. 

En azul, los aa tipo primario, en verde los secundarios, en naranja los terciarios y en rojo lo que se 
acetilan (a.). 
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Se ha centrado el estudio en la ruta de la regla de la arginilación del amino terminal, donde se 

clasifican los residuos amino terminales como recogninas (degrones reconocidos por la N-

recognina Ubr1). 

Se planteó estudiar el “N-terminoma” de C. albicans y compararlo con las proteínas que cambian 

su abundancia cuando está disfuncional el proteosoma. Para esto, se seleccionaron los aa que 

estaban en segundo lugar (el primero, que es metionina, no se consideró) de la base de datos de 

las proteínas de C. albicans depositada en CGD y se representaron como una secuencia alineada 

de logos, con la herramienta WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/ (Figura 51).  

 

 

Figura 51. Representación gráfica de la frecuencia de aa en 2ª posición del N-terminoma en C. albicans. 

Se representa la secuencia de logos alineados de los residuos N-terminales del proteoma de C. albicans, y 
de las proteínas con cambios significativos cuando se reprime la expresión del gen PRE1. 

En este tipo de representación, el tamaño de la letra del aa es proporcional a su frecuencia en esa 

segunda posición de la secuencia N-terminal. Se puede observar como en los tres grupos 

https://weblogo.berkeley.edu/
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analizados, el aminoácido amino terminal (sin metionina) más frecuente es la serina, que según se 

puede comprobar en la Tabla 13, es un N-degrón que debe sufrir una acetilación para ser degradado 

por el proteosoma. Los demás aminoácidos van cambiando su frecuencia entre grupos por eso se 

decidió hacer un análisis de frecuencia relativa de cada aminoácido en esa posición, para 

comprobar que cambios entre grupos eran significativos. Se aplicó el test de Fisher para comparar 

las que aumentan y las que disminuyen respecto a las del proteoma y se calculan los valores de p 

ajustados (FDR) para evaluar significancia. Valores < 0,05 se consideran significativos. 

Los porcentajes de frecuencia relativa de cada aminoácido, y entre los tres grupos analizados, se 

muestran en la Figura 52. Frecuencia relativas de los aminoácidos N-terminales en segunda 

posición del proteoma de C.  albicans y de las proteínas con cambios significativos cuando se 

reprime la expresión del gen PRE1. Los aminoácidos N-terminales que más varían en PRE1OFF 

respecto al proteoma de C. albicans fueron: En las proteínas que aumentan, treonina (T), 

asparagina (N), ácido aspártico (D) y ácido glutámico (E); en las que disminuyen, alanina (A), leucina 

(L) e isoleucina (I).  

 

Figura 52. Frecuencia relativas de los aminoácidos N-terminales en segunda posición del proteoma de 

C.  albicans y de las proteínas con cambios significativos cuando se reprime la expresión del gen  PRE1.  

Los asteriscos (*) indican las diferencias que fueron estadísticamente significativas (FDR < 0,05) respecto al 

proteoma de C. albicans. 
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11. Desarrollo de una aplicación para convertir identificadores de genes y 
proteínas de C.  albicans 

Para facilitar la conversión de identificadores de ORF a nombres de genes en Candida albicans, 

he desarrolado una aplicación web interactiva utilizando el paquete Shiny de R. La aplicación 

utiliza un archivo de mapeo (candida_gene_mapping.csv), disponible públicamente en el 

repositorio de GitHub asociado al proyecto, el cual contiene la correspondencia entre ORF IDs y 

los nombres comunes de genes. La interfaz permite ingresar listas de ORFs y devuelve una tabla 

con los nombres correspondientes, con opción de descarga. Una vez validado el funcionamiento 

localmente en RStudio, la app fue publicada mediante el servicio shinyapps.io, lo que permite su 

acceso público sin requerir conocimientos de programación ni instalación de software adicional.  

 

En la Figura 53. H-Conversor, desarrollado por Mª Luisa Hernáez. se muestra el diseño del logo 

creado para esta aplicación y el código QR generado con StudioR, para facilitar su acceso. 

El enlace de acceso es: https://mlhernaez.shinyapps.io/candida-gene-app/. 

 

 
 

 

Figura 53. H-Conversor, desarrollado por Mª Luisa Hernáez.  

Herramienta en línea y gratuita desarrollada en este trabajo que permite interconvertir los 

descriptores de las proteínas de C  albicans. Se muestra el logo de la aplicación y el código QR. 

https://mlhernaez.shinyapps.io/candida-gene-app/ 

 

 

https://mlhernaez.shinyapps.io/candida-gene-app/
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La degradación de proteínas en eucariotas es un proceso de vital importancia para la célula, cuyo 

objetivo es mantener un balance proteico dependiente de la síntesis de proteínas. Una de las 

principales finalidades de la proteólisis es la degradación de aquellas proteínas aberrantes 

debidas a un error en la síntesis o a condiciones de estrés celular, y así proteger a la célula de 

estos productos anómalos. Además, se ha descrito su papel regulatorio en algunos procesos 

celulares, modulando los niveles de proteínas específicas que están implicadas en diferentes 

rutas biológicas. En eucariotas existen dos vías principales de degradación de proteínas: la 

vacuolar o endocítica y la proteosomal. Esta segunda vía está mediada por un complejo 

multifuncional, el proteosoma, cuya caracterización funcional ha sido el objeto de este trabajo. 

1. PRE1 es un gen esencial para la viabilidad celular en C. albicans 

El descubrimiento casual del gen PRE1 de Candida albicans durante el desarrollo de herramientas 

de manipulación genética en este hongo en el grupo de investigación del Dr. Jesús Pla, nos incitó 

a profundizar en el proceso de la degradación celular controlada de proteínas en este 

microorganismo.  

Su clonación e identificación por similitud frente a bases de datos de DNA y de proteínas, y su 

capacidad de complementar algunos de los fenotipos descritos del mutante termosensible pre1 

de S. cerevisiae (Figura 18. Complementación del fenotipo termosensible del mutante pre1 de 

S. cerevisiae por el inserto HISX de C. albicans que porta el gen CaPRE1.), ha permitido demostrar que 

se trata del homólogo funcional en C. albicans. En otras especies de Candida se ha identificado 

el ortólogo a CaPRE1 pero no ha sido caracterizado, según los datos mostrados en CGD. 

¿Cuál es su importancia en la fisiología de este patógeno oportunista? La explicación más obvia, 

por similitud con lo que ocurre en S. cerevisiae, es que se trataba de un gen esencial. Sin embargo, 

hoy en día, ni siquiera la base de datos CGD (Candida Genome Database) reconoce abiertamente 

a este gen como “esencial”. Esta base de datos, utilizando datos de 4 estudios genómicos y 

transcriptómicos a gran escala,270 ,271,272,273 calculan una puntuación de esencialidad para cada 

gen anotado (Net essentiality score). Como resultado de ese análisis, de los 5894 genes 

analizados en CGD, sólo 1195 (20% del total) se describen como esenciales, mientras que en un 

6% del total (347) no existen suficientes datos. Pues bien, CaPRE1 se encuentra dentro de ese 6% 

del que no existe suficiente información para considerarlo como gen esencial. Por tanto, el 

trabajo presentado en esta Tesis Doctoral proporciona una información muy relevante para 

comprender la biología de este microorganismo y para completar la información depositada en 

las bases de datos de C. albicans. 

¿Es posible estudiar los defectos que tienen lugar en un microorganismo cuando un gen es 

esencial? En este trabajo se optó por generar dos tipos de mutantes condicionales, basados en 

el uso de promotores regulables (PCK1 y el sistema dependiente de tetraciclina), ya que el cambio 
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del medio de cultivo provoca cambios metabólicos que podrían alterar la interpretación de los 

resultados obtenidos.  

En ambos casos, los resultados ponen de manifiesto que en condiciones de represión del gen 

CaPRE1, el crecimiento se reduce drásticamente, tanto en medio líquido como en medio sólido, 

a los tiempos y en las condiciones de estudio, lo que sugiere que la inhibición del proteosoma 

por represión de este gen tiene, en un primer momento, un efecto fungistático en la célula. 

Cuando se observa al microscopio las células del mutante en condiciones de represión, la 

morfología celular es claramente aberrante, con predominio de crecimiento filamentoso, y 

donde las células hijas no llegan a separarse completamente de célula madre, que, como 

veremos más adelante, se corrobora tras el análisis proteómico realizado. Este fenotipo 

aberrante, además, resultó ser irreversible ya que se mantiene cuando las células se trasfieren a 

condiciones de inducción del gen, y que, al no observarse muerte celular a esos tiempos, podrían 

indicar un proceso apoptótico. Estos resultados están en concordancia con lo descrito 

posteriormente al inicio de este trabajo. Así, el grupo de Leah E. Cowen, en un análisis sistemático 

de las 33 subunidades del proteosoma puso de manifiesto que 28 de ellas actúan como 

represores de la morfogénesis en C. albicans, y en otras especies del mismo género, y que la 

inhibición farmacológica del proteosoma con dos compuestos diferentes, MG132 y bortezomib, 

da lugar a un fenotipo hiperfilamentoso.274 Los filamentos generados con estos compuestos se 

asemejan, no solo a los inducidos por la inhibición de Hsp90,275 sino también a los que se 

describen en este trabajo, mostrando una formación de septo y un contenido nuclear aberrantes. 

Por otro lado, el grupo de Alistair J. P. Brown demostró276 que la inactivación o el agotamiento 

de la poliubiquitina Ubi4 afectaba a la morfología celular de C. albicans promoviendo la aparición 

de morfologías celulares mixtas (con hifas verdaderas y pseudohifas), reforzando las 

observaciones de Roig y Gozalbo,277 y sugiriendo el papel de la poliubiquitinación en la ejecución 

normal del ciclo celular, particularmente durante el crecimiento filamentoso. Además, se ha 

descrito como la virulencia del mutante ubi4 está significativamente atenuado. 

Otro de los fenotipos caracterizados en condiciones de represión de CaPRE1, y que derivan de 

los procesos alterados identificados con la aproximación proteómica, son los relacionados con el 

proceso de endocitosis y el estrés oxidativo. Al tratarse de gen esencial, los estudios fenotípicos 

en medio sólido adicionado con diferentes agentes inhibidores fueron descartados, ya que la 

lectura de los resultados requiere tiempos largos de incubación. Los análisis por microscopía 

haciendo uso de diferentes fluorocromos para cada uno de los procesos en estudio han permitido 

corroborar los datos proteómicos, aunque no ha sido posible realizar una cuantificación de la 

fluorescencia de una manera sencilla, debido a las formas aberrantes y filamentosas que 

muestran las células del mutante PRE1OFF. En este sentido, a pesar de la heterogeneidad de la 

población (probablemente debido al carácter esencial del gen y encontrarse en distintas fases de 

crecimiento o muerte celular), los resultados muestran un aumento de ROS, lo que confirma el 
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estrés oxidativo, probablemente por disfunción mitocondrial. De hecho, recientemente hemos 

demostrado que la ausencia de Prn1, una proteína de función desconocida en C. albicans, en 

situaciones de estrés oxidativo acumula mayores niveles de ROS, muestra porcentajes superiores 

de muerte por apoptosis, y entre las proteínas cuya abundancia se ve aumentada se encuentran 

proteínas de la subunidad reguladora del proteosoma (Phb2, Rpt3, Rpn3 y Rpt4).278 

2. Impacto de la disfunción de PRE1 (β4) sobre el ensamblaje del 
proteosoma 26S 

Con el objetivo de estudiar la funcionalidad del proteosoma en las células PRE1OFF nos 

planteamos si los complejos 20S y el 26S estaban ensamblados correctamente y, por tanto, eran 

funcionales cuando eran deficitarios en la subunidad β4 del proteosoma 20S.  

El aislamiento del complejo del proteosoma en C. albicans mediante la técnica de la separación 

por electroforesis nativa (blue-native) ya había sido reportado por nuestro grupo de 

investigación,279 con la identificación del complejo del proteosoma en vesículas extracelulares de 

hifas, pero no en las de levaduras. 

Figura 54. Cambios observados en el ensamblaje de las subunidades del proteosoma 19 S y 20S.  

Marcadas en azul las subunidades de la parte catalítica 20S que disminuyen en PRE1OFF y con una x en 

rojo las que no están presentes, o están en mínima cantidad en PRE1OFF. Las subunidades β4 están 

marcadas en rojo. Las subunidades con función catalítica están marcadas en blanco. Todas las 

subunidades identificadas del 19S están aumentadas. La parte de la base indicada en color verde y la 

parte de la tapa en color naranja y amarillo 

La disfunción de β4 probablemente impide la incorporación ordenada de otras subunidades, 

comprometiendo así la simetría del barril proteolítico y, en consecuencia, impidiendo la 
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dimerización de las subunidades del proteosoma y generando complejos intermedios inestables. 

Nuestros datos del análisis del complejo del proteosoma son compatibles con que la parte 

catalítica 20S del proteosoma no está totalmente ensamblada o con un déficit de la cantidad de 

proteosomas ensamblados, ya que en el mutante PRE1OFF todas las subunidades del núcleo 20S 

son menos abundantes respecto al PRE1ON, algunas de ellas en cantidades mínimas (subunidades 

α5 y β6) (Figura 54). En eucariotas, las subunidades del proteosoma 20S, incluyendo la β4, se 

ensamblan de forma jerárquica con el soporte de chaperonas específicas que aseguran su 

correcto plegamiento y una incorporación ordenada de las subunidades.280 El 20S, como 

complejo catalítico, puede actuar de manera independiente y en solitario, para degradar 

proteínas no ubiquitinadas.281,111  

Otra de las observaciones derivadas del análisis proteómico es que, en ausencia de Pre1, se 

produce un aumento significativo de subunidades del complejo regulador 19S, lo que sugiere una 

respuesta compensatoria frente a la disfunción del núcleo catalítico. Esta sobreexpresión de 

subunidades del 19S podría reflejar un intento de de mantener la capacidad de reconocimiento 

y procesamiento de proteínas ubiquitinadas, aun cuando el componente catalítico del sistema 

(20S) esté comprometido o a que son sustratos propios del proteosoma y se en esta situación. 

Este hecho es compatible con que en organismos eucariotas, cuando el ensamblaje del 20S es 

defectuoso, el sistema celular puede recurrir a la degradación de estos complejos incompletos, 

incluso antes de que se integren completamente al sistema 26S por autofagia.280 

En conjunto, estos datos apoyan un modelo en el que la pérdida de función de CaPRE1 no solo 

compromete la actividad catalítica del proteosoma, sino que induce el desacoplamiento del 26S, 

del 20S como núcleo catalítico y conlleva la acumulación de la parte reguladora del proteosoma 

19S. 

3. Aproximación proteómica para estudio del proteoma en C. albicans 

El análisis proteómico realizado en este trabajo nos ha permitido la caracterización del complejo 

del proteosoma en C. albicans y valida la aproximación proteómica como una poderosa 

herramienta para obtener una perspectiva global de los cambios que se producen a nivel celular.  

La estrategia cuantitativa DIA combina alta sensibilidad, reproducibilidad y profundidad de 

análisis, siendo una herramienta poderosa para estudios proteómicos cuantitativos de alta 

calidad. 

Las proteínas identificadas en este trabajo (4780) con al menos 2 péptidos suponen casi un 77% 

del total de proteínas anotadas en la base de datos del proteoma total en CGD (6218) Figura 55). 

En el repositorio público de proteínas identificadas y validadas de Peptide Atlas para 

C.  albicans.282,283 hay 4942 proteínas, lo que supone un 79,5% ade las proteínas canónicas 

anotadas en CGD. Así, los resultados obtenidos muestran un total de 4574 proteínas comunes a 
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los datos públicos anotados en Peptide Atlas y en el análisis aquí presentado por DIA, mostrando 

373 no identificadas en el análisis DIA y 1070 proteínas en la base de datos de CGD sin identificar 

en ningún caso. Lo que resulta en un 17% de proteínas restantes anotadas en CGD y proteómicos.  

Es destacable que, en un único experimento de análisis de 6 muestras, se han identificado 206 

proteínas que no están recogidas en el Peptide Atlas, lo cual podría ser debido a que se ha 

construido con todos los datos de espectrometría de masas (excepto DIA) que se encuentran en 

el repositorio público de PRIDE. Esto supone un 3% más de proteínas no anotadas anteriormente 

en ningún experimento de espectrometría de masas de acceso público. Por lo tanto, estos datos 

validan la aproximación proteómica DIA como una herramienta poderosa para profundizar en el 

proteoma y caracterizarlo a gran escala.  

 

 

Figura 55. Diagrama de Venn comparativo de proteínas identificadas 

Se comparan las proteínas del análisis DIA (verde claro), con las proteínas anotadas en la base de datos 

CGD (rosa) y las de Peptide Atlas (morado).  

3.1 Proteómica cuantitativa: visión integradora de la degradación de proteínas 

por el proteosoma en C. albicans 

El estudio de proteómica cuantitativa de la cepa ML1113 en condiciones de represión PRE1OFF 

permitió cuantificar un gran número de proteínas, 4319, detectando cambios significativos en un 

42,5 % de ellas (1838). De estas, 1069 aumentaron su abundancia en condiciones de represión 

de PRE1 (58%) frente a las 769 proteínas que disminuyeron. Esta gran cantidad de datos 

disponibles nos ha permitido realizar un análisis completo de las proteínas diferenciales y, en 

base a ello, de los procesos biológicos que se encuentran alterados.  
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El uso del mutante condicional PRE1 nos ha permitido validar estudios previos donde la función 

del proteosoma se veía comprometida en distintas situaciones.274 

La identificación de sustratos directos o indirectos del proteosoma, que normalmente se 

degradarían por el proteosoma se acumularían a priori en PRE1OFF, lo que permite generar un 

catálogo de potenciales sustratos del proteosoma en C. albicans. 

En segundo lugar, dado que el proteosoma no solo degrada sustratos específicos, sino que regula 

la homeostasis proteica general, nuestro análisis permite una comprensión del impacto global 

del proteosoma en la proteostasis. En este sentido, este trabajo pone de manifiesto cómo la 

disfunción del proteosoma afecta a diversos procesos celulares, como el estrés oxidativo, la 

autofagia, las rutas de señalización, el ciclo celular, entre otros, que se comenta más adelante.  

En tercer lugar, nos ha permitido caracterizar las vías compensatorias o de respuesta ante una 

disminución de la actividad del proteosoma. Estos cambios se reflejaron en un incremento del 

número de proteínas implicadas en la autofagia y la ruta endocítica, o en una reducción de la 

abundancia de aquellas implicadas en la traducción y biogénesis de ribosomas, así como una 

menor actividad de la fosforilación oxidativa. 

Además, permite elaborar un catálogo de proteínas de vida corta. En este sentido, nuestros 

resultados corroboran estudios previos donde, haciendo uso del mutante condicional 

dependiente de fuente de carbono generado en este trabajo, ponen de manifiesto que los niveles 

de la MAPK Cek1 están regulados por la degradación proteica.224  

Por último, la identificación de proteínas cuya degradación dependa del proteosoma puede ser 

de gran utilidad para la identificación de biomarcadores o dianas en terapia antifúngica basados 

en el proteosoma.  

3.2. Una deficiente función proteosomal altera importantes procesos biológicos 

en C. albicans 

El balance entre la síntesis y la degradación de proteínas es el principal determinante de la 

homeostasis de la célula. En concordancia, los datos obtenidos en este trabajo ponen de 

manifiesto que la deficiencia en la subunidad β4 del proteosoma 20S al reprimir CaPRE1 afecta 

la proteostasis celular y, además, al ser deficiente la degradación de proteínas, se acumulan 

proteínas que denotan el estrés proteotóxico al que la célula se somete, por acumulación de 

sustratos ubiquitinados y proteínas aberrantes, mal plegadas o modificadas por estrés. Todo ello 

provoca alteraciones en la actividad de las diversas rutas moleculares que gobiernan la biología 

de la célula. Entre estas, se discuten algunas de ellas destacando aquellas proteínas que 

incrementan (en rojo) o disminuyen (en azul) su abundancia en el mutante PRE1OFF. 
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3.2.1 Proteosoma 

El proteosoma está sujeto a un control en todas sus etapas, desde la transcripción (Rpn4), el 

ensamblaje (chaperonas específicas), hasta la actividad funcional y la degradación selectiva 

(proteofagia). Esto garantiza una respuesta adecuada del sistema UPS (sistema ubiquitin-

proteosoma), según las condiciones celulares, el estrés al cual esté sometido la célula, o las 

necesidades proteostáticas de la célula. 

La biosíntesis del proteosoma 26S es energéticamente muy costosa para la célula debido a su 

complejidad y abundancia, por eso tanto la síntesis de las subunidades que lo componen como 

de las proteínas asociadas supone un proceso con una regulación muy coordinada, donde el 

factor de transcripción Rpn4 tiene un papel esencial, ya que activa la transcripción de genes del 

proteosoma284 Rpn4 se degrada rápidamente por el propio proteosoma, previa ubiquitinación 

llevada a cabo por las proteínas Rad6 y Ubr2).242 Sin embargo, cuando el proteosoma está 

comprometido, Rpn4 se estabiliza, se acumula y activa la transcripción, generando un sistema 

compensatorio, tal y como observamos en el mutante PRE1OFF. La expresión de Rpn4 está 

integrada en una red regulatoria de respuesta a estrés, por varios factores de transcripción como 

son Hsf1285 (alias Cta8, en CGD) o Cap1 (Yap1 en S.  cerevisiae).286 

La formación del complejo central 20S287 comienza con el ensamblaje (Figura 54. Cambios 

observados en el ensamblaje de las subunidades del proteosoma 19 S y 20S. del anillo de 

subunidades α, mediado por dos complejos chaperonas heterodiméricos, Pba1-Pba2 

(Proteasome Assembly chaperone 2)y Pba3-Pba4.280 Una vez completado el anillo α, las 

subunidades β del 20S se incorporan en un orden específico, comenzando con β2, seguida de β3, 

β4, β5, β6 y β1, lo que da lugar a la formación secuencial de los intermedios 13S, 15S y del medio 

proteosoma.288 El ensamblaje del anillo β es asistido por la chaperona Ump1,289 y el medio 

proteosoma resultante es cubierto por Blm10290 (Blm3, en CGD). A continuación, se produce la 

incorporación de la subunidad β7, lo que promueve la asociación de dos medios proteosomas 

para la generación de un 20S completo. La eliminación autocatalítica de los propéptidos de las 

subunidades β activa el 20S y conduce a la degradación de Ump1.289 La base de la partícula 

reguladora 19S se ensambla a partir de tres módulos de chaperonas separados, Nas2-Rpt4-Rpt5, 

Nas6-Rpt3-Rpt6-Rpn14, y Hsm3-Rpt1-Rpt2-Rpn1. Estos módulos se asocian entre sí, de manera 

ordenada, para construir el anillo Rpt, al que sigue la incorporación de Rpn2, Rpn13, y, 

finalmente, Rpn10, formándose la base completa. La tapa del 19S se ensambla en gran medida 

de forma espontánea, comenzando con la dimerización de Rpn8 y Rpn11, seguida por el 

reclutamiento secuencial de Rpn6, Rpn5, Rpn9, un complejo trimérico (Rpn3-Rpn7-Sem1) y, por 

último, Rpn12. A continuación, la tapa y la base se combinan para formar un 19S completo. Una 

vez completados el 20S y el 19S, ambos subcomplejos se asocian para formar el proteosoma 26S 
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maduro. Finalmente, tiene lugar una verificación de la correcta asociación CP-RP (Parte Catalítica- 

Parte Reguladora), mediada por Ecm29. 

 

Figura 56. Ensamblaje de la partícula catalítica 20S del proteosoma. 

Imagen tomada de Morris,EP, 2021287 

El proceso de degradación de las proteínas por el proteosoma (actividad) (Figura 57), como ya 

se ha comentado, no solo elimina proteínas aberrantes y/o mal plegadas, sino que juega un papel 

importante en respuesta a distintos tipos de estrés, regula el ciclo celular, degrada proteínas de 

vida corta, y provee una importante fuente de aminoácidos para la síntesis de novo de proteínas, 

y de unidades de ubiquitina.291 En el estado PRE1OFF, la ruta de biosínesis de aminoácidos está 

disminuida y al acumularse una gran cantidad de proteínas, se detecta una disminución de las 

proteínas ribosomales y las implicadas en traducción ya que se ve disminuida la síntesis de 

proteínas. 

En el paso final (degradación), las subunidades no funcionales del proteosoma (las no 

ensambladas en estado libre) se degradan por el propio sistema UPS (Ubiquitin Proteasome 

System), previa ubiquitinación. La proteína Hsp42 media esta degradación, secuestrando estas 

subunidades en depósitos citoplasmáticos como los IPODs (Insolubles Protein Deposits). Esta 

podría ser la razón del aumento de la abundancia de algunas subunidades α y β y todas las del 

19S, ya que al ser sustratos del propio proteosoma (no funcional) se acumulan en la condición 

PRE1OFF.  

Los proteosomas, como complejos 26S, también son degradados por la vía vacuolar siendo 

eliminados mediante autofagia selectiva, en un proceso conocido como proteofagia. Cue5 (en 

otros eucariotas es Rpn10) actúa como unión entre los proteosomas ubiquitinados y la 

membrana, mediante un receptor de la autofagia selectiva (Atg8).292 La función exacta de Snx4 

(también aumentada) en la autofagia del proteosoma,293 y en otras formas de autofagia 

selectiva, aún no está del todo clara. Snx4 podría estar facilitando el transporte de membranas 
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desde el aparato de Golgi hasta el autofagosoma, o de las proteínas necesarias para la autofagia 

dentro de la célula. 

 

 

Figura 57. Esquema de la actividad proteolítica del proteosoma. 

La degradación de proteínas ubiquitinadas por el complejo 26S, es una fuente de aminoácidos libres y 

unidades de ubiquitina. Figura modificada de Bhatia et al., 2021. 291 

3.2.2. Degradación vacuolar y rutas compensatorias  

Otro de las conclusiones que se derivan del estudio proteómico es que la disfunción proteosomal 

generada por la represión de CaPRE1 activa respuestas compensatorias, consecuencia del 

compromiso severo de la degradación proteica.  

Entre ellas, se observa el aumento en abundancia de las proteínas de rutas asociadas al tráfico 

vesicular, la autofagia, la degradación vacuolar y la endocitosis, las cuales actuarían 

conjuntamente para mantener la proteostasis y mitigar el estrés proteotóxico. 

La autofagia es un proceso muy conservado a lo largo de la evolución que permite la degradación 

masiva y no selectiva de componentes celulares. La formación de autofagosomas, su fusión con 

la vacuola, y la posterior degradación por hidrolasas lisosomales, permite la eliminación de 

proteínas agregadas y orgánulos o complejos del citoplasma disfuncionales, como un 

proteosoma no ensamblado.294 Por ello, no es de extrañar que en el mutante PRE1OFF, hayamos 
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observado una acumulación de proteínas relacionadas con la autofagia y el transporte vacuolar, 

lo que sugiere una intensificación del catabolismo lisosomal como vía alternativa al UPS. 

Asimismo, se observa un aumento de la endocitosis y del transporte entre el retículo 

endoplásmico (RE), el aparato de Golgi y las vesículas, posiblemente como estrategia para 

remover receptores de membrana mal conformados y reducir, así, el estrés asociado a proteínas 

aberrantes. Algunas proteínas implicadas en estos procesos, como End3, tienen un papel esencial 

en la integridad de la pared celular, la secreción de proteínas, la formación de hifas y procesos 

relacionados con la virulencia.295.La disfunción del proteosoma en el mutante pre1 de Candida 

albicans sugiere una sobrecarga en los sistemas celulares encargados del control de calidad 

proteico, incluyendo el sistema de degradación asociada al retículo endoplasmático (ERAD, por 

sus siglas en inglés). Este sistema permite el reconocimiento, retrotranslocación y eliminación de 

proteínas mal plegadas que se acumulan en el lumen o en la membrana del retículo 

endoplasmático. En C. albicans, el sistema ERAD detecta las proteínas anómalas, facilita su 

direccionamiento hacia el canal de retrotranslocación para, una vez en el citosol, ser 

ubiquitinadas por enzimas como Ubc6 (E2) y Doa10 (E3) para su degradación por el proteosoma. 

La extracción de estas proteínas del RE depende del complejo ATPasa (Cdc48) y sus cofactores 

Ufd1 y Npl4. En conjunto, el sistema de degradación asociada al retículo endoplasmático (ERAD) 

funciona como un componente esencial de la respuesta del retículo endoplasmico al estrés y 

sugiere estar altamente demandado en el contexto de la alteración proteostática inducida por la 

represión del gen PRE1, contribuyendo de esta manera a la activación de rutas compensatorias 

como la autofagia y la posible apoptosis por estrés prolongado. 

3.2.3 Morfogénesis  

En C. albicans, tal y como se ha comentado, la transición morfológica juega un papel muy 

importante en los procesos de infección y en su virulencia. Este proceso se induce en repuesta a 

diferentes condiciones del huésped y está regulada por rutas de señalización muy complejas y 

diferentes procesos celulares. Nuestros datos proteómicos están en concordancia con estudios 

previos donde muestran que la alteración en la progresión del ciclo celular o en la homeostasis 

proteica dan lugar a formas filamentosas,111 poniendo de manifiesto el papel del proteosoma 

como regulador negativo de la transición levadura-hifa (Figura 58). Además, el hecho de que Efg1 

aparezca disminuido en nuestro análisis, corrobora los estudios previos donde se demuestra que 

la inhibición farmacológica del proteosoma induce un fenotipo de filamentación independiente 

de Efg1. En este sentido, el aumento en la abundancia de varios de los factores de transcripción 

que regulan la expresión de genes de filamentación, como Tec1, Cph2 y Cph1, y de varios de los 

miembros de la ruta de señalización MAPK mediada por Cek1 en C. albicans, como Cdc24, Hst7, 

Cek1, y el mencionado factor de transcripción Cph1, postulan estas rutas como las responsables 

del fenotipo filamentoso aberrante observado en condiciones de represión de CaPRE1. Este 
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patrón apunta a una posible reprogramación de la red reguladora de la morfogénesis en el 

mutante, donde la vía MAPK toma un rol predominante frente a la vía cAMP-PKA-Efg1. Esta 

compensación refleja la plasticidad de la regulación morfogenética en C. albicans y su capacidad 

para mantener o potenciar la filamentación mediante vías paralelas. 

Otras de las proteínas cuya abundancia se incrementa, y que directa o indirectamente están 

relacionadas con la regulación de morfogénesis en este hongo, son Rim101, factor de 

transcripción activado por Rim20 y la proteína de membrana Dfg16, que actúa como sensor de 

pH, regulando la expresión de otros genes que regulan la morfogénesis ante una señal de cambio 

de pH.96,296 

 

 

Figura 58. Esquema de diferentes vías de regulación de la filamentación.  

En rojo, se muestran las proteínas con abundancia aumentada en condiciones de represión de CaPRE1; 

en azul, las que aparecen con abundancia disminuida; en gris, las que no presentan cambios. Imagen 

tomada de Höfken, T. (2013).296 

3.2.4 Factores de transcripción 

Otra de las observaciones derivada del análisis de los resultados de proteómica en el mutante 

PRE1OFF, es que se produce un aumento coordinado de la abundancia de múltiples factores de 
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transcripción. Estas proteínas juegan un papel esencial en la regulación de procesos como la 

morfogénesis, la respuesta a estrés y el metabolismo celular, lo que sugiere que la alteración en 

la función del proteosoma desencadena una reprogramación global y afecta a diversas rutas 

regulatorias. Además, el aumento en la abundancia de factores relacionados con el estrés indica 

una respuesta celular para manejar la acumulación de proteínas o daños asociados a la disfunción 

proteosomal. Factores como Gcn4, Hac1, Msn4 y Rim15, y otros implicados en la respuesta a 

estrés nutricional, estrés asociado al retículo endoplasmático o estrés oxidativo, también están 

aumentados, lo que sugiere que la disfunción del proteosoma induce una respuesta adaptativa 

al estrés. Factores poco caracterizados o con funciones regulatorias amplias, como muchos 

factores Zcf (Zinc Cluster Family), Bud14, Cas1, Set3 y Sip5, podrían estar modulando diversos 

procesos celulares, que van desde el control del ciclo celular hasta la remodelación de la 

cromatina o cambios metabólicos como mecanismo de adaptación al medio.273 

3.2.5 Respuesta a estrés y adaptación metabólica 

Por último, es relevante cómo la actividad mitocondrial se ve afectada, manifiestándose con una 

marcada disminución en la abundancia de las proteínas asociadas con la fosforilación oxidativa. 

Esta represión sugiere una pérdida de funcionalidad mitocondrial, posiblemente debido a la 

acumulación de proteínas mal plegadas en su interior, lo que genera estrés mitocondrial276 y un 

aumento de especies reactivas de oxígeno (ROS),138 corroborando los fenotipos observados en 

el mutante (Figura 40. Microscopía de fluorescencia de las células teñidas con DHR123.). Así, el 

incremento de ROS observado mediante tinción con dihidrorhodamina 123, podría estar 

actuando como señal para activar mecanismos de defensa, incluyendo la autofagia, la apoptosis 

y la biogénesis de peroxisomas.297 En este sentido la inducción de la apoptosis queda de 

manifiesto por el aumento en abundancia de algunas proteínas previamente descritas como 

marcadores de apoptosis o muerte regulada en C. albicans, como son Oye2 y Oye32.298,299 

Ante esta deficiencia energética, la célula parece reconfigurar su metabolismo hacia rutas 

compensatorias. Se observa un aumento en abundancia de proteínas asociadas a peroxisomas,300 

como Pex5, Pex6, Pex7, Djp1, Mdh1 y Adr1, lo que indica una intensificación de la β-oxidación de 

ácidos grasos y un refuerzo de la señalización redox. Esta vía permite generar acetil-CoA a partir 

de lípidos, una fuente energética alternativa que no depende del ciclo mitocondrial.301 Al mismo 

tiempo, se activa el ciclo del glioxilato,302 con aumento de Icl1 y Mls1, lo que permite convertir 

derivados lipídicos en precursores gluconeogénicos y facilitar, así, la supervivencia en 

condiciones de baja eficiencia respiratoria.303 

Finalmente, esta reprogramación refleja una respuesta adaptativa similar a lo descrito en 

situaciones de estrés nutricional o durante la supervivencia intracelular en macrófagos. La 

disminución energética, combinada con el estrés oxidativo, también podría ser un estímulo 
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adicional para la activación de la autofagia, con el fin de reciclar componentes celulares y 

mantener la homeostasis.304 

En conjunto, estos resultados muestran que C. albicans, al perder la funcionalidad del sistema 

UPS por represión de PRE1, adopta una estrategia metabólica alternativa basada en lípidos, que 

incluye la activación coordinada de peroxisomas, el ciclo del glioxilato y mecanismos autofágicos, 

como vía de adaptación al estrés proteotóxico y energético. 

4. Desarrollo de un ensayo competitivo y positivo para la búqueda de 

nuevos antifúngicos cuya diana sea el gen PRE1 

A pesar de las diferencias morfológicas y celulares, y de más de mil millones de años de evolución 

divergente, las levaduras y los seres humanos comparten más de 2000 genes (30 % del genoma 

de la levadura). Estos genes codifican procesos celulares fundamentales, cuya disfunción en 

humanos está asociada a diversas enfermedades.305 La extraordinaria conservación funcional de 

genes entre humanos y los de levaduras pone de manifiesto el valor de organismos modelo 

evolutivamente distantes para el estudio de procesos biológicos humanos.306,307 Además, el DNA 

genómico es fácilmente manipulable mediante herramientas genéticas (hoy en día, 

principalmente por CRISPR/Cas) y su elevada tasa de recombinación homóloga facilita las 

modificaciones genómicas. Su rápido crecimiento en condiciones de laboratorio, su capacidad de 

alternar entre formas haploides y diploides, y la disponibilidad de numerosos marcadores de 

selección y de colecciones de mutantes, hace que la levadura S. cerevisiae sea un modelo ideal 

para pruebas funcionales a gran escala de genes humanos ortólogos.308 

En este trabajo, hemos obtenido cepas de S. cerevisiae humanizada y candidizada donde la 

expresión del ortólogo humano HsC7-I y de CaPRE1 bajo el sistema de regulación de la 

tetraciclina, demuestran una homología funcional de ambos genes, por ser este esencial en 

S. cerevisiae. Los ensayos de viabilidad y crecimiento mostraron que en ninguna de las cepas se 

comprometía la viabilidad, con cinéticas de crecimiento muy similares a las de la cepa silvestre, 

indicando que ambos genes podían reemplazar funcionalmente a su homólogo en S. cerevisiae. 

Estos resultados fueron esenciales para poder desarrollar un ensayo competitivo y positivo entre 

ambas cepas para el cribado de nuevos compuestos con potencial actividad antifúngica, 

basándonos en un marcaje diferencial de la cepa candidizada con la proteína verde fluorescente. 

Así, la ausencia de fluorescencia pero presencia de turbidez (crecimiento) indicaría que el 

compuesto en concreto 1) no es tóxico para una levadura que porta el gen humano y 2) sí lo es 

para una que porta el correspondiente de C. albicans y, por tanto, podría utilizarse como 

antifúngico (Figura 44. Bioensayo basado en el marcaje diferencial de las cepas humanizada y 

candidizada. 
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Esta plataforma desarrollada para la búsqueda de nuevos antifúngicos presenta ventajas 

significativas: permite ensayos rápidos, ya que el ciclo de generación es corto, (≈ 2 horas por 

duplicación) y no necesita incubación prolongada. Además reduce costes, porque el medio de 

cultivo es económico (SD), sin necesidad de instalaciones de nivel de bioseguridad BSL2/3 ni 

equipamiento especializado.  

5. Desarrollo de sistema de cribado para la búsqueda de antifúngicos 

basado en la degradación de proteínas 

Una de las rutas mejor caracterizadas en eucariotas es la del sistema del N-terminal 

(anteriormente denominada “regla del extremo N-terminal”), en la que determinados residuos 

N-terminales actúan como señales de degradación reconocidas por recogninas específicas, que 

dirigen las proteínas hacia el sistema ubiquitina-proteosoma (UPS) o a la autofagia selectiva 

(ALS). En particular, la vía del Arg/N-degrón reconoce residuos mediante ligasas E3 de la familia 

UBR, como Ubr1 o Ufd4 en S. cerevisiae. 

En este contexto, este trabajo ha desarrollado otro ensayo funcional para la búsqueda de nuevos 

antifúngicos frente a C. albicans basado en la degradación de proteínas mediada por señales N-

terminales (N-degrones), alternativo al anterior y positivo. En este caso, como sistema reportero 

hemos utilizado la proteína Ura3 de C. albicans que, mediante una fusión a residuos N-terminales 

desestabilizantes (Leu, Ile) y a la proteína Ubi1 para su marcaje y posterior degradación, 

permitiera evaluar la estabilidad proteica en función de la actividad de la ruta del extremo 

N-terminal, dependiente de la ubiquitin-ligasa Ubr1. La validez del ensayo se comprobó cuando, 

en ausencia de la recognina Ubr1 (mutante ubr1), observamos una estabilización significativa de 

Ura3, confirmando que la degradación es específica y dependiente de dicha vía. Por tanto, se 

confirma que este tipo de ensayo constituye una plataforma sencilla que posibilite rastrear 

compuestos que interfieran con la degradación proteica mediada por N-degrones a gran escala. 

En este sentido, hemos comprobado los mismos sustratos Ura3 en el mutante pre1-1 de 

S. cerevisiae, observando cómo se estabilizaba Ura3 cuando tenía como N-degrón la leucina y la 

isoleucina, residuos que proporcionan una semivida de 3 y 30 minutos, respectivamente, en 

S. cerevisiae189 y al estabilizarse, no se degrdan tan rapidamente. 

Estos resultados, junto con la estrategia anterior, amplian las estrategias terapéuticas frente a 

C. albicans y podrían ser una alternativa frente al incremento de resistencias frente al arsenal de 

antifúngicos que existe actualmente. 

6. Estudio del N degrón in silico 

Otra de las conclusiones que derivan de los campos de estudio que se han abordado en este 

trabajo es la importancia de estudiar las secuencias N-terminales no solo como elementos 
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estructurales, sino como regiones clave para la regulación postraduccional y funcional de las 

proteínas. El análisis de la frecuencia relativa de los segundos aminoácidos N-terminales entre 

las proteínas aumentadas y disminuidas en abundancia en el mutante PRE1OFF reveló patrones 

significativos de enriquecimiento. Los aminoácidos más frecuentes en las proteínas aumentadas 

(relación > 1, FDR < 0,05) fueron ácido glutámico (E), glutamina (Q), asparagina (N), aspartato (D), 

y treonina (T), lo que sugiere una posible asociación entre estas secuencias N-terminales y una 

mayor estabilidad o acumulación proteica en el contexto del mutante. Por el contrario, 

aminoácidos como la alanina (A), isoleucina (I), leucina (L) y arginina (R) tendieron a estar más 

representados en las proteínas disminuidas, aunque sin alcanzar significancia estadística en 

todos los casos. Estos resultados apuntan a que la identidad del segundo aminoácido podría 

influir en la estabilidad, procesamiento o destino de las proteínas en este fondo genético alterado 

(Figura 59). 

 

Figura 59. Frecuencia relativa del aminoácido en segunda posición de las proteínas que aumentan su 

abundancia o disminuyen en PRE1OFF.  

Las barras marcadas con asterisco rojo (*) indican una significancia estadística con FDR < 0,05 según el 

test de Fisher. La linea en el valor 1 , indica el límite del cambio. 

El análisis de las secuencias N-terminales de las proteínas identificadas en este estudio puso de 

manifiesto que la serina es el segundo aminoácido más frecuente tras la iniciación de la 

traducción. Esta observación se da tanto en C. albicans como en S. cerevisiae, a diferencia de lo 

que ocurre en humanos, donde es la alanina el aminoácido más frecuente en segunda posición 

(datos no mostrados),195 y tiene importantes implicaciones para las modificaciones 

ostraduccionales, especialmente la Nt-acetilación.309 La serina, al ser un residuo pequeño y polar, 

favorece la acción de diversas N-acetiltransferasas (NATs), como NatA, que actúan sobre 

secuencias iniciadas con la metionina eliminada seguida de un residuo pequeño (como Ser, Ala, 
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Thr o Gly). Por tanto, la alta frecuencia de serina en esta posición puede reflejar un diseño 

evolutivo que favorece la acetilación cotraduccional, con posibles consecuencias en la 

estabilidad, la localización y/o la degradación de las proteínas. Además, el hecho de que esta 

tendencia se conserve entre dos especies evolutivamente relacionadas, como C. albicans y S. 

cerevisiae, sugiere que se trata de un sistema regulador conservado, posiblemente relacionado 

con la eficiencia de traducción, el reconocimiento por chaperonas, o el control proteolítico a 

través del sistema Ac/N-degron. 

7. Inhibidores del proteosoma como agentes terapéuticos  

Los inhibidores del proteosoma representan una clase terapéutica consolidada en el tratamiento 

del mieloma múltiple y otros cánceres hematológicos. Su blanco principal es el proteosoma 26S, 

una maquinaria multicatalítica esencial para la degradación de proteínas ubiquitinadas, 

especialmente aquellas involucradas en el control del ciclo celular, la apoptosis, la respuesta al 

estrés y la regulación inmunitaria.310 El fármaco pionero de este grupo de fármacos es el 

bortezomib, el cual es un inhibibidor reversible de la actividad quimotripsina de la subunidad 

catalítica β5 del proteosoma. El efecto en la célula humana es la acumulación de proteínas mal 

plegadas y reguladoras claves como son p53, IκBα (Nuclear Factor of Kappa light polypeptide 

gene enhancer in B-cells inhibitor alpha) y citoquinas pro-apoptóticas, desencadenando estrés 

del retículo endoplásmico y muerte celular programada.311 Este efecto es particularmente letal 

en células tumorales, ya que dependen de una elevada actividad proteosomal para mantener su 

viabilidad frente a la alta carga proteica y al estrés metabólico. En los últimos años, se han 

desarrollado inhibidores de segunda generación, como son el carfilzomib, un inhibidor 

irreversible que ofrece mayor especificidad y menos efectos adversos neurológicos , y el 

ixazomib, el primer inhibidor oral aprobado para uso clínico.312 A pesar de su éxito en oncología, 

su toxicidad sistémica, especialmente neuropatía periférica y mielosupresión, limita su uso 

prolongado y se deben ajustar las dosis terapéuticas para evitar o reducir su toxicidad en células 

no cancerígenas. 

Además de su utilidad en neoplasias, hay un creciente interés en la aplicación de inhibidores del 

proteosoma en otras patologías, incluyendo enfermedades inflamatorias y neurodegenerativas, 

dada su capacidad para modular la vía NF-κB, la presentación antigénica y la respuesta a 

proteínas mal plegadas.  

En el contexto de enfermedades infecciosas, aunque aún no han sido aprobados con esta 

indicación, estudios experimentales han demostrado que diversos patógenos, incluidos 

Mycobacterium tuberculosis, Plasmodium falciparum y Leishmania spp., dependen de 

proteosomas funcionales para evadir la respuesta inmunitaria y sobrevivir en condiciones de 
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estrés del huésped.313,314 En el caso de hongos patógenos, como C. albicans, su potencial 

terapéutico aún está sin explorar.  

En cualquier caso, el principal desafío sigue siendo la selectividad, dado que el proteosoma se 

encuentra muy conservado entre eucariotas. Por ello, la investigación actual se centra en el 

diseño de inhibidores que aprovechen diferencias estructurales entre los proteosomas del 

hospedador y el patógeno, o en enfoques de administración dirigida que minimicen la toxicidad 

en tejidos humanos. Además, hay un interés creciente en el estudio de la aparición de 

resistencias a inhibidores del proteosoma, en algunos pacientes, sin conocerse en profundidad 

los mecansimos responsables de estas.106,315 

8. La ruta del N-degrón con aplicación terapéutica 

Los eucariotas han desarrollado múltiples mecanismos para modular la vida media de sus 

proteínas mediante el reconocimiento selectivo de los N-degrones por N-recogninas, que 

conectan los sustratos con las maquinarias proteolíticas, ya sea a través del sistema ubiquitina-

proteosoma (UPS) o de la autofagia mediada por lisosomas (ALS). Esta vía del N-degrón regula la 

degradación de una gran variedad de sustratos, incluyendo reguladores de vida media corta, 

agregados de proteínas mal plegadas, orgánulos subcelulares e incluso patógenos invasores, 

como bacterias y virus, mediante rutas dependientes de UPS o de autofagia.316,317 

El sistema ubiquitin-proteosoma se encuentra sobreexpresado en ciertos tipos de cáncer, debido 

a que la elevada tasa de crecimiento en células cancerígenas debe acompañarse de un 

incremento en la actividad del proteosoma. Por ello, el tratamiento con inhibidores de esta 

estructura se está empleando en algunos casos conjuntamente con agentes quimioterapéuticos 

en diversos tipos de cáncer, buscando esa acción sinérgica, y para el desarrollo de nuevos 

fármacos contra la malaria que prevengan la replicación de Plasmodium.318 

Desde el punto de vista terapéutico, estas rutas ofrecen múltiples puntos de intervención, que 

incluyen moduladores de la arginilación N-terminal (como la arginil-transferasa 1, ATE1), 

inhibidores de N-recogninas o moléculas que alteren el destino de las proteínas con N-degrón. 

Estas estrategias están siendo exploradas para tratar enfermedades neurodegenerativas, donde 

la acumulación de proteínas mal plegadas es tóxicae, así como frente a ciertas neoplasias. 

Adicionalmente, se propone que la manipulación selectiva de la degradación mediada por 

N-degrón podría permitir eliminar proteínas patogénicas o restaurar la homeostasis proteica en 

enfermedades donde UPS o ALS están alteradas. Aunque aún en fases preclínicas, el desarrollo 

de compuestos bivalentes (por ejemplo, que enlazan un sustrato con ATE1 o UBR) muestra 

potencial para dirigir proteínas específicas hacia su degradación, abriendo un innovador campo 

terapéutico basado en la degradación programada mediante N-degrón.319 
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9. Herramienta para convertir los identificadores de proteínas de 
C.  albicans 

Los investigadores que trabajamos con el hongo C. albicans en el campo de la proteómica, 

utilizamos como referencia CGD, un recurso para datos de secuencias genómicas e información 

sobre los genes y las proteínas que estos codifican en esta y en especies relacionadas. Este 

recurso en línea está más revisado y completo que Uniprot, pero somos conscientes de la 

complejidad asociada al manejo de datos por los identificadores de las proteínas anotadas. En el 

archivo .fasta de las proteínas anotadas en CGDs, tal y como se muestra en la Figura 60, hay 1995 

ORFs verificados, pero no todos tienen asignado un nombre del gen, y otros 4071 están aún por 

caracterizar y aparecen solo con el identificador del ORF. 

 

Figura 60. Clasificación de genes que codifican proteínas en CGD.  

Actualizado el 28/06/2025. Clasificación de los ORFs que codifican proteínas anotados en CGD: 

verificados (32.06%), dudosos (2,44%) y no caracterizados (65,47%).  

En este trabajo, se ha implementado una aplicación H-Conversor (Figura 53), que resulta una 

herramienta muy útil para agilizar la interpretación de los datos obtenidos durante esta tesis, 

especialmente en los análisis proteómicos debido al gran volumen de proteínas y donde los 

identificadores de ORF de la base de datos de CGD dificultaban la lectura directa de resultados.  

Gracias a esta interfaz, ha sido posible vincular de una manera rápida y eficiente las proteínas 

identificadas con sus nombres de genes, y convertir el identificador ORF al nombre sistemático, 

facilitando su anotación funcional y la integración con bases de datos, como GO o Kegg. Además, 

al ser gratuida y disponible en línea, esta herramienta puede ser utilizada por otros 

investigadores que trabajen con C.  albicans, promoviendo la facilidad, accesibilidad e 

interpretación de los resultados de estudios de proteómica a gran escala. 
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10. Avances preliminares y futuras lineas de investigación  

Los resultados obtenidos proporcionan una base sólida para explorar nuevas funciones celulares 

reguladas por la actividad del proteosoma en C. albicans. En particular, profundizar en el papel 

del proteosoma en procesos clave para el hongo, como son la respuesta al estrés oxidativo, la 

filamentación o la adaptación metabólica, todos ellos alterados  como muestran los resultados 

presentados. 

Una de las líneas prioritarias será la caracterización del N-terminoma en condiciones de 

disfunción proteosomal. Este análisis permitirá identificar patrones diferenciales de modificación 

N-terminal, como la acetilación y la arginilación, que podrían actuar como señales para rutas de 

degradación específicas (como la vía Ac/N-degrón o Arg/N-degrón). Estas modificaciones podrían 

ofrecer nuevos marcadores funcionales para comprender la selectividad del proteosoma y sus 

rutas accesorias en la levadura patógena. Comparar los perfiles N-terminales entre el estado 

reprimido e inducido de PRE1 proporcionará información clave sobre los mecanismos 

compensatorios o adaptativos que surgen ante la disfunción del proteosoma. 

 

Figura 61.Análisis de las interacciones moleculares con la herramienta STRING.  

Complejos correspondientes al análisis prelimirar de dos de las bandas obtenidas por electroforésis 

nativa Blue-Native PAGE.  

En paralelo, se plantea continuar el análisis estructural y funcional de complejos proteicos 

analizando las 48 bandas obtenidas mediante electroforesis nativa Blue Native y cuantificadas 

por espectrometría de masas. El estudio comparativo de la composición y estabilidad de estos 

complejos permitirá identificar redes de interacción alteradas y posibles sustratos acumulados o 

redistribuidos en ausencia de una degradación proteosomal eficiente. Esta aproximación 

contribuirá a definir con mayor precisión el impacto global del proteosoma en la organización del 

proteoma funcional de C. albicans. En este sentido, un análisis muy preliminar de los complejos 
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aislados en las bandas 14 y 18 analizadas, mediante la herramienta String, ha permitido la 

identificación de varios complejos, los cuales hemos comenzado a analizar y cuantificar en detalle 

(Figura 61). 

Por último, otra línea de investigación con proyección aplicada consiste en el rastreo de 

compuestos bioactivos específicos del sistema proteosomal de C. albicans. 
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1. El gen CaPRE1 es el homólogo funcional en C. albicans del gen PRE1 de S. cerevisiae. Codifica 

la subunidad β4 del complejo catalítico 20S del proteosoma, y es esencial para el crecimiento y 

la viabilidad celular en C. albicans.  

 

2. Mutantes condicionales pre1 de C. albicans dependientes de fuente de carbono muestran una 

morfología celular aberrante, hiperfilamentosa y con defectos en separación celular. 

 

3. En condiciones de represión de la expresión de PRE1 (bajo un promotor regulable de 

tetraciclina), el proteosoma 20S no está ensamblado completamente y la subunidad β4 del 

proteosoma no se detecta. 

 

4. El alto número de proteínas identificadas, casi un 80% del proteoma de C. albicans, valida la 

aproximación proteómica DIA como una herramienta poderosa para el estudio y la 

caracterización a gran escala del proteoma. 

 

5. El estudio de proteómica cuantitativa diferencial entre la represión y la inducción de la 

expresión de CaPRE1 muestra un 42% de proteínas con cambios significativos en su abundancia, 

con predominio de proteínas que aumentaron su abundancia cuando se reprime la expresión de 

PRE1.  

 

6. La represión de PRE1 induce un aumento en la abundancia de proteínas relacionadas con el 

proceso catabólico del proteosoma, transporte de proteínas, la endocitosis, el transporte 

vacuolar, la autofagia, la morfogénesis y el ciclo celular, entre otros procesos biológicos. 

 

7. La represión de PRE1 provoca la disminución de la fosforilación oxidativa, una mayor 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y estrés oxidativo, lo que evidencia una 

deficiencia en la función mitocondrial y un fenotipo apoptótico. 

 

8. El aumento en la abundancia de proteínas de las subunidades de la parte reguladora del 

proteosoma 19S, algunas del complejo catalítico 20S y del factor de transcripción Rpn4, las 

posicionan como sustratos directos del proteosoma. La disminución en la abundancia de 

proteínas implicadas en la biogénesis y ensamblaje de los ribosomas, y el metabolismo de 

aminoácidos cuando se reprime el gen PRE1, los sitúan como procesos compensatorios de la 

deficiencia de la actividad del proteosoma. 
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9. El ensayo competitivo basado en la humanización y candidización de un mutante de 

S. cerevisiae deficiente en PRE1, constituye un sistema idóneo para el cribado de compuestos con 

actividad antifungica y con especificidad farmacológica para la proteína Pre1 de C. albicans. 

 

10. Los sustratos de proteólisis generados son específicos de la ruta del N-terminal, lo que ha 

posibilitado el desarrollo de un ensayo positivo para la identificación de agentes antifúngicos 

dirigidos a componentes específicos de la maquinaria de degradación. 

 

11. La aplicación web H-Conversor es una herramienta proteómica de acceso público para la 

comunidad científica de gran utilidad para el análisis global de proteínas de C.  albicans. 
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Anexo 1. Proteínas cuantificadas de C. albicans con cambios significativos (q-valor<0,05).  

 La ratio de abundancia PRE1OFF/PRE1ON se expresa en Log2 
 

 Log2 ratio>1  Log2 ratio>1>0,56  
 

 Log2 ratio<-1  Log2 ratio<-1>-0,58  
 

   
  

 
 

 

aa en la 
2ª 

posición 

Nombre 
sistemático  

Nombre 
estándar 

Identificador  

Log2ratio 
PRE1OFF/PRE1ON Mayor abundancia 

 E C2_06970W_A AAH1 orf19.2251 -1,73  PRE1ON 

 T C4_01200C_A AAT22 orf19.4669 -0,82  PRE1ON 

 S C1_01450W_A ABC1 orf19.3331 -1,62  PRE1ON 

 V C2_09390W_A ABG1 orf19.1597 -0,60  PRE1ON 

 E C4_02940W_A ABP1 orf19.2699 1,10 PRE1OFF 

 S C1_02190W_A ABP140 orf19.3676 -0,79  PRE1ON 

 R CR_00640W_A ACC1 orf19.7466 -2,11  PRE1ON 

 H CR_07440W_A ACE2 orf19.6124 1,61 PRE1OFF 

 G C6_01690W_A ACF2 orf19.3417 1,70 PRE1OFF 

 L CR_08210C_A ACO1 orf19.6385 -0,62  PRE1ON 

 L CR_05790C_A ACO2 orf19.6632 -0,98  PRE1ON 

 F C1_06060C_A ACP1 orf19.2439 -0,76  PRE1ON 

 T C1_04290C_A ACS2 orf19.1064 -1,58  PRE1ON 

 T C2_03090C_A ADE8 orf19.5789 -0,79  PRE1ON 

 S C5_05050W_A ADH1 orf19.3997 -1,64  PRE1ON 

 S C1_08330C_A ADH2 orf19.5113 1,92 PRE1OFF 

 S C3_02800W_A ADH4 orf19.271 7,34 Ausente en PRE1ON 

 S CR_02070C_A ADH5 orf19.2608 1,00 PRE1OFF 

 S C6_01910W_A ADK1 orf19.3391 -1,29  PRE1ON 

 S C6_03080C_A ADO1 orf19.5591 -0,72  PRE1ON 

 I C4_02500C_A ADR1 orf19.2752 0,60 PRE1OFF 

 L C6_01000C_A AEP1 orf19.102 -0,94  PRE1ON 

 S C1_13400C_A AGC1 orf19.4966 -1,19  PRE1ON 

 S C4_06340W_A AGO1 orf19.2903 0,66 PRE1OFF 

 D C6_00910C_A AIP5 orf19.92 0,95 PRE1OFF 

 F C2_02970C_A ALD5 orf19.5806 -1,54  PRE1ON 

 T C4_05130C_A ALD6 orf19.742 2,52 PRE1OFF 

 I C3_01410C_A ALI1 orf19.1710 -1,18  PRE1ON 

 S CR_00210W_A ALK2 orf19.7513 1,13 PRE1OFF 

 L CR_07070C_A ALS3 orf19.1816 2,87 PRE1OFF 

 E C2_03120W_A AMO1 orf19.5784 1,18 PRE1OFF 

 G C4_02360W_A AMS1 orf19.2768 2,26 PRE1OFF 

 A C6_03410C_A APA2 orf19.5630 1,23 PRE1OFF 

 A C1_04400C_A APE2 orf19.5197 0,63 PRE1OFF 

 T CR_06730W_A APG7 orf19.707 2,14 PRE1OFF 
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 S C3_02430W_A APL2 orf19.231 0,66 PRE1OFF 

 S C3_02590W_A APL5 orf19.248 0,74 PRE1OFF 

 P C3_06430W_A APN1 orf19.7428 0,87 PRE1OFF 

 Q C2_07400C_A APR1 orf19.1891 2,39 PRE1OFF 

 I C1_08480C_A APS3 orf19.393 1,01 PRE1OFF 

 K C2_08130W_A ARA1 orf19.2172 1,21 PRE1OFF 

 P C6_01140C_A ARC18 orf19.121 0,68 PRE1OFF 

 S CR_00620C_A ARG1 orf19.7469 1,11 PRE1OFF 

 S C7_03570W_A ARG4 orf19.6689 0,99 PRE1OFF 

 S C4_00890W_A ARO1 orf19.4704 -0,97  PRE1ON 

 T CR_06860C_A ARO10 orf19.1847 0,77 PRE1OFF 

 S CR_07710W_A ARO2 orf19.1986 -0,98  PRE1ON 

 F C2_02030W_A ARO3 orf19.1517 -0,94  PRE1ON 

 T C2_00340C_A ARO8 orf19.2098 -0,62  PRE1ON 

 S C4_05560C_A ARO9 orf19.1237 2,53 PRE1OFF 

 A C5_03380W_A ARP1 orf19.2641 0,65 PRE1OFF 

 Q C1_03230C_A ARX1 orf19.3015 -1,17  PRE1ON 

 A C7_01250W_A ASC1 orf19.6906 -0,99  PRE1ON 

 C C2_09060C_A ASN1 orf19.198 -1,22  PRE1ON 

 G C1_10740C_A ASR1 orf19.2344 3,02 PRE1OFF 

 S C2_03790C_A ASR3 orf19.842 1,94 PRE1OFF 

 A C1_06940C_A ATC1 orf19.6214 1,40 PRE1OFF 

 T C3_04340W_A ATF1 orf19.5877 -1,56  PRE1ON 

 I C4_04450C_A ATG1 orf19.3841 1,43 PRE1OFF 

 T C6_01740C_A ATG15 orf19.3412 1,55 PRE1OFF 

 F C2_06290C_A ATP14 orf19.5491.1 -2,45  PRE1ON 

 R C1_05700W_A AUT7 orf19.2480.1 1,47 PRE1OFF 

 G C4_04170C_A AXL2 orf19.5292 -1,19  PRE1ON 

 I C2_04230W_A BAT21 orf19.797 -0,81  PRE1ON 

 K C1_07540C_A BBC1 orf19.2791 0,88 PRE1OFF 

 M C4_02310W_A BEM3 orf19.2771 1,12 PRE1OFF 

 Q C1_04070C_A BET4 orf19.1039 0,67 PRE1OFF 

 V C1_00230C_A BFA1 orf19.6080 1,19 PRE1OFF 

 S CR_01930C_A BIO2 orf19.2593 -3,00  PRE1ON 

 T C2_05360C_A BIO32 orf19.3567 1,32 PRE1OFF 

 S C2_08010W_A BLM3 orf19.2182 1,42 PRE1OFF 

 D C3_07180C_A BMT1 orf19.6782 -1,08  PRE1ON 

 F CR_00740C_A BMT3 orf19.3282 0,62 PRE1OFF 

 T C6_03250W_A BMT4 orf19.5612 -1,21  PRE1ON 

 S C3_00260C_A BNA4 orf19.5443 -0,71  PRE1ON 

 A C1_03860C_A BNI4 orf19.4457 0,92 PRE1OFF 

 N CR_00070W_A BNR1 orf19.7537 0,74 PRE1OFF 

 S C1_06520C_A BPH1 orf19.6261 0,93 PRE1OFF 

 M C4_05660C_A BRN1 orf19.1251 0,84 PRE1OFF 

 K C3_01750C_A BRO1 orf19.1670 0,69 PRE1OFF 
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 Q C5_03620W_A BTS1 orf19.6674 2,37 PRE1OFF 

 V C4_03120C_A BUB1 orf19.2678 1,39 PRE1OFF 

 E C2_02780C_A BUB2 orf19.5827 0,82 PRE1OFF 

 T C5_03240W_A BUB3 orf19.2655 1,32 PRE1OFF 

 A C2_05260W_A BUD14 orf19.3555 1,41 PRE1OFF 

 P C1_09880C_A BUD31 orf19.4855 -0,65  PRE1ON 

 F CR_06910W_A BUD5 orf19.1842 0,77 PRE1OFF 

 N C1_08170C_A BUL1 orf19.5094 0,61 PRE1OFF 

 E C5_03580C_A CAC2 orf19.6670 0,62 PRE1OFF 

 T C1_08430W_A CAF16 orf19.388 0,80 PRE1OFF 

 S C5_03280W_A CAM11 orf19.2651 -1,20  PRE1ON 

 T C3_02220W_A CAP1 orf19.1623 1,18 PRE1OFF 

 S C5_04490C_A CAR1 orf19.3934 -0,62  PRE1ON 

 S C1_11810W_A CAS1 orf19.1135 0,72 PRE1OFF 

 I C3_01530C_A CAS4 orf19.1693 0,87 PRE1OFF 

 E C4_01190W_A CAS5 orf19.4670 0,61 PRE1OFF 

 V C4_06580W_A CBF1 orf19.2876 -0,68  PRE1ON 

 S CR_09270C_A CBP1 orf19.7323 0,69 PRE1OFF 

 S C3_03710W_A CCC1 orf19.6948 -1,46  PRE1ON 

 T C1_07180W_A CCS1 orf19.4449 1,25 PRE1OFF 

 N C5_00070W_A CDC11 orf19.5691 0,78 PRE1OFF 

 P C1_03210C_A CDC12 orf19.3013 0,65 PRE1OFF 

 C C1_00360W_A CDC13 orf19.6072 0,73 PRE1OFF 

 H C6_00670W_A CDC14 orf19.4192 0,93 PRE1OFF 

 S C2_05460W_A CDC19 orf19.3575 -1,71  PRE1ON 

 S C6_01150W_A CDC20 orf19.122 2,87 PRE1OFF 

 E C5_01970C_A CDC24 orf19.3174 0,96 PRE1OFF 

 H CR_01230C_A CDC27 orf19.3231 0,72 PRE1OFF 

 S C7_01920W_A CDC34 orf19.6529 1,24 PRE1OFF 

 P C6_02610C_A CDC37 orf19.5531 1,48 PRE1OFF 

 D CR_01680C_A CDC4 orf19.2559 2,11 PRE1OFF 

 T C1_10790W_A CDC48 orf19.2340 1,58 PRE1OFF 

 S C1_00950C_A CDC5 orf19.6010 1,60 PRE1OFF 

 S CR_01690C_A CDC60 orf19.2560 -1,03  PRE1ON 

 Q C2_05320W_A CDC7 orf19.3561 1,12 PRE1OFF 

 L CR_09180W_A CDG1 orf19.7314 0,98 PRE1OFF 

 D C2_00450C_A CDH1 orf19.2084 1,06 PRE1OFF 

 S C4_05060W_A CDL1 orf19.3773 1,11 PRE1OFF 

 S C5_01580C_A CEF3 orf19.4152 -0,89  PRE1ON 

 N C4_06480C_A CEK1 orf19.2886 0,76 PRE1OFF 

 T C3_05070W_A CEM1 orf19.5977 -0,61  PRE1ON 

 K C4_05780C_A CFL2 orf19.1264 -3,59  PRE1ON 

 S C4_02760C_A CGR1 orf19.2722 1,23 PRE1OFF 

 S C2_01270W_A CHA1 orf19.1996 -7,19 Ausente en PRE1ON 

 S C2_03320W_A CHK1 orf19.896 1,37 PRE1OFF 
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 L C5_04130C_A CHT2 orf19.3895 -0,82  PRE1ON 

 L CR_10110W_A CHT3 orf19.7586 -1,73  PRE1ON 

 C C2_02010C_A CHT4 orf19.1515 1,73 PRE1OFF 

 A C6_01170W_A CIC1 orf19.124 -1,06  PRE1ON 

 S C6_01070C_A CIP1 orf19.113 2,74 PRE1OFF 

 S CR_03500W_A CIT1 orf19.4393 -1,05  PRE1ON 

 D CR_07240C_A CLG1 orf19.6146 1,81 PRE1OFF 

 S C2_10260C_A CMK2 orf19.1754 0,68 PRE1OFF 

 G C5_05160C_A CNB1 orf19.4009 0,90 PRE1OFF 

 V C2_06020W_A CNT orf19.4118 -1,59  PRE1ON 

 V C1_07900W_A COI1 orf19.5063 -1,57  PRE1ON 

 M C6_01840C_A COQ3 orf19.3400 -0,67  PRE1ON 

 L C1_03160C_A COQ4 orf19.3008 -0,91  PRE1ON 

 I C2_05470W_A COQ5 orf19.3577 -0,80  PRE1ON 

 F C2_01590W_A COX13 orf19.1467 -1,08  PRE1ON 

 F C2_03470C_A COX6 orf19.873.1 -0,81  PRE1ON 

 S C1_07370C_A CPH1 orf19.4433 0,66 PRE1OFF 

 L C6_00280W_A CPH2 orf19.1187 0,92 PRE1OFF 

 T C1_10000C_A CPP1 orf19.4866 1,12 PRE1OFF 

 T CR_10670W_A CPR6 orf19.7654 0,62 PRE1OFF 

 K C7_03360W_A CPY1 orf19.1339 1,05 PRE1OFF 

 K C4_02900C_A CRH11 orf19.2706 -0,88  PRE1ON 

 Q C1_09250W_A CRP1 orf19.4784 0,85 PRE1OFF 

 S C1_12310C_A CSI2 orf19.5232 -0,82  PRE1ON 

 S C2_06130W_A CSM3 orf19.4105 0,88 PRE1OFF 

 S C5_04580C_A CSU57 orf19.3942 0,86 PRE1OFF 

 N C6_01830W_A CTA1 orf19.3401 1,54 PRE1OFF 

 S C1_01270W_A CTA9 orf19.3315 1,18 PRE1OFF 

 S C1_01740W_A CTN1 orf19.4551 1,74 PRE1OFF 

 S C3_04270C_A CTP1 orf19.5870 -1,34  PRE1ON 

 A C1_05170C_A CUE5 orf19.448 0,99 PRE1OFF 

 L C1_13640W_A CUP2 orf19.5001 0,81 PRE1OFF 

 K C7_02040C_A CUP9 orf19.6514 -0,84  PRE1ON 

 M C1_02250W_A CWH8 orf19.3682 -1,95  PRE1ON 

 V C1_13630W_A CYB2 orf19.5000 0,64 PRE1OFF 

 G C5_01130W_A CYC3 orf19.1957 -1,88  PRE1ON 

 T C1_06690W_A CYK3 orf19.6242 1,13 PRE1OFF 

 K C3_06360C_A CYP5 orf19.7421 1,23 PRE1OFF 

 T C1_01870C_A CYS4 orf19.4536 -0,59  PRE1ON 

 S C2_05210W_A DAD2 orf19.3551 0,63 PRE1OFF 

 T C1_09190C_A DAK2 orf19.4777 1,04 PRE1OFF 

 L CR_04060C_A DAP1 orf19.489 1,39 PRE1OFF 

 S C7_02950C_A DBF4 orf19.5166 1,87 PRE1OFF 

 D C7_01200C_A DBP7 orf19.6902 -0,82  PRE1ON 

 Q C1_14420W_A DDI1 orf19.7258 2,36 PRE1OFF 
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 S C7_03670W_A DED81 orf19.6702 -1,02  PRE1ON 

 E CR_09880W_A DEF1 orf19.7561 1,68 PRE1OFF 

 V C2_00520W_A DFG5 orf19.2075 0,73 PRE1OFF 

 A C1_13730C_A DIM1 orf19.5010 -1,35  PRE1ON 

 V C1_08290C_A DIP2 orf19.5106 -0,60  PRE1ON 

 V C1_10480W_A DJP1 orf19.991 0,80 PRE1OFF 

 F C2_02980C_A DLD1 orf19.5805 -0,59  PRE1ON 

 W C3_07360W_A DLD2 orf19.6755 -0,70  PRE1ON 

 S C6_00320C_A DNA2 orf19.1192 0,63 PRE1OFF 

 S C1_09660W_A DOA1 orf19.4829 1,25 PRE1OFF 

 S C7_02860C_A DOA10 orf19.5175 1,67 PRE1OFF 

 K C1_14000C_A DOA4 orf19.7207 1,50 PRE1OFF 

 T C6_01900C_A DOG1 orf19.3392 -0,77  PRE1ON 

 D C1_13920W_A DOS2 orf19.5030 0,60 PRE1OFF 

 P C3_00480C_A DOT5 orf19.5417 1,40 PRE1OFF 

 S CR_01580C_A DOT6 orf19.2545 -0,74  PRE1ON 

 V C2_07260C_A DQD1 orf19.2283 -1,00  PRE1ON 

 T C1_08100W_A DRG1 orf19.5083 -0,74  PRE1ON 

 P CR_10550W_A DRS1 orf19.7635 -0,95  PRE1ON 

 T C2_08490W_A DSE1 orf19.3629 2,71 PRE1OFF 

 P CR_06940W_A DSL1 orf19.2370 1,12 PRE1OFF 

 R C3_03010C_A DTD2 orf19.297 0,96 PRE1OFF 

 C C7_03020C_A DUG3 orf19.5159 1,75 PRE1OFF 

 S C1_04660W_A DUR1,2 orf19.780 -1,71  PRE1ON 

 V C2_08280W_A EAF3 orf19.2660 0,60 PRE1OFF 

 T C6_01180C_A EBP1 orf19.125 1,30 PRE1OFF 

 T C2_02880C_A EBP7 orf19.5816 2,20 PRE1OFF 

 K CR_08690C_A ECI1 orf19.6445 0,91 PRE1OFF 

 D C1_10180C_A ECM21 orf19.4887 1,17 PRE1OFF 

 Q C3_07260C_A ECM29 orf19.6773 1,31 PRE1OFF 

 S CR_07890W_A EFG1 orf19.610 -1,66  PRE1ON 

 N C2_06340W_A EFH1 orf19.5498 7,34 Ausente en PRE1ON 

 V C2_03100W_A EFT2 orf19.5788 -0,75  PRE1ON 

 L C1_03320C_A EHD3 orf19.3029 1,13 PRE1OFF 

 G C1_03390W_A EHT1 orf19.3040 -2,52  PRE1ON 

 S CR_10490W_A EIF4E orf19.7626 -0,69  PRE1ON 

 S C5_00340W_A EIP1 orf19.955 1,98 PRE1OFF 

 S CR_09370W_A ELF1 orf19.7332 -1,08  PRE1ON 

 I C7_02910W_A ENA21 orf19.5170 -1,44  PRE1ON 

 P C3_01400W_A END3 orf19.1711 0,71 PRE1OFF 

 S C1_08500C_A ENO1 orf19.395 -0,76  PRE1ON 

 G C7_03700C_A ENP1 orf19.5507 -0,61  PRE1ON 

 S C2_05100C_A ERF1 orf19.3541 -0,81  PRE1ON 

 S C1_08590C_A ERG1 orf19.406 -1,05  PRE1ON 

 A C5_00660C_A ERG11 orf19.922 -1,09  PRE1ON 
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 S C1_09460W_A ERG12 orf19.4809 -0,70  PRE1ON 

 V CR_09160C_A ERG13 orf19.7312 -1,01  PRE1ON 

 K C1_00800C_A ERG2 orf19.6026 -0,72  PRE1ON 

 S C3_02150C_A ERG6 orf19.1631 -1,65  PRE1ON 

 G C2_08610W_A ERG9 orf19.3616 -0,59  PRE1ON 

 K C1_10040W_A ERO1 orf19.4871 0,89 PRE1OFF 

 S CR_03010C_A ERV1 orf19.2863.1 0,88 PRE1OFF 

 A C3_00490W_A ESA1 orf19.5416 1,13 PRE1OFF 

 D C1_01670C_A ESP1 orf19.3356 1,56 PRE1OFF 

 A C1_04410C_A ESS1 orf19.5196 0,69 PRE1OFF 

 C C3_07470W_A EVP1 orf19.6741 -7,19 Ausente en PRE1ON 

 M C1_02630C_A EXG2 orf19.2952 1,30 PRE1OFF 

 S C2_06070W_A FAA21 orf19.4114 1,83 PRE1OFF 

 V C3_02810C_A FAA21 orf19.272 -1,32  PRE1ON 

 A CR_10160W_A FAA4 orf19.7592 -0,78  PRE1ON 

 I C2_01990C_A FAB1 orf19.1513 0,68 PRE1OFF 

 A C6_01110W_A FAD2 orf19.118 -1,59  PRE1ON 

 S C5_00190C_A FAS1 orf19.979 -1,88  PRE1ON 

 K C3_04830C_A FAS2 orf19.5949 -1,72  PRE1ON 

 A C4_01750C_A FBA1 orf19.4618 -0,62  PRE1ON 

 S C3_07830W_A FBP1 orf19.6178 1,81 PRE1OFF 

 N C5_01810W_A FCR3 orf19.3193 0,75 PRE1OFF 

 S CR_10250C_A FDH3 orf19.7600 0,64 PRE1OFF 

 Y C3_07060W_A FESUR1 orf19.6794 -0,88  PRE1ON 

 R C6_00440C_A FET34 orf19.4215 -2,13  PRE1ON 

 R C6_00470C_A FET99 orf19.4212 -2,75  PRE1ON 

 K C4_04880W_A FGR10 orf19.3791 0,87 PRE1OFF 

 E C2_00720C_A FGR15 orf19.2054 1,03 PRE1OFF 

 T C1_11130W_A FGR16 orf19.2303 0,73 PRE1OFF 

 A C4_04420W_A FGR3 orf19.3845 1,66 PRE1OFF 

 N CR_10030W_A FGR34 orf19.7579 1,02 PRE1OFF 

 V C1_01760W_A FGR38 orf19.4549 1,40 PRE1OFF 

 D C6_01570C_A FGR47 orf19.3429 0,85 PRE1OFF 

 N C2_04720C_A FGR51 orf19.156 1,31 PRE1OFF 

 S C7_02750W_A FGR61 orf19.5191 1,41 PRE1OFF 

 L C3_00980W_A FLC1 orf19.2501 -1,23  PRE1ON 

 S C1_04450C_A FMA1 orf19.6837 -1,01  PRE1ON 

 S C3_00810C_A FOX2 orf19.1288 0,76 PRE1OFF 

 S C3_01460C_A FOX3 orf19.1704 1,72 PRE1OFF 

 V C4_04320W_A FRE10 orf19.1415 -1,42  PRE1ON 

 S C2_06680W_A FRP3 orf19.1224 -1,13  PRE1ON 

 P CR_01760C_A FRS1 orf19.2573 -0,80  PRE1ON 

 S C1_02710W_A FRS2 orf19.2960 -0,68  PRE1ON 

 A C1_09400C_A FTH1 orf19.4802 2,01 PRE1OFF 

 V C1_14130W_A FTR1 orf19.7219 -1,79  PRE1ON 
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 S CR_04530W_A FUM11 orf19.543 -1,31  PRE1ON 

 T C3_05850W_A FYV10 orf19.7365 1,00 PRE1OFF 

 G C4_04260C_A FZO1 orf19.1422 0,89 PRE1OFF 

 V C1_11660W_A GAD1 orf19.1153 1,15 PRE1OFF 

 L C5_02790C_A GAP1 orf19.4304 -2,01  PRE1ON 

 S C1_07120W_A GAP4 orf19.4456 -1,66  PRE1ON 

 P C5_03500W_A GAP6 orf19.6659 -0,96  PRE1ON 

 N C1_11550W_A GAR1 orf19.1164 -1,18  PRE1ON 

 K C1_10550C_A GCA2 orf19.999 1,60 PRE1OFF 

 A C3_07250W_A GCD2 orf19.6776 -0,64  PRE1ON 

 P C2_09940W_A GCN4 orf19.1358 1,13 PRE1OFF 

 V CR_06710C_A GCN5 orf19.705 0,95 PRE1OFF 

 F C1_08400C_A GCV2 orf19.385 -1,49  PRE1ON 

 I C3_06120C_A GDA1 orf19.7394 -0,76  PRE1ON 

 T C2_07900W_A GDH2 orf19.2192 0,87 PRE1OFF 

 V C4_06120W_A GDH3 orf19.4716 -2,66  PRE1ON 

 S C1_03130C_A GGA2 orf19.3006 0,68 PRE1OFF 

 T C4_04750W_A GID8 orf19.3806 1,69 PRE1OFF 

 D C1_11440C_A GIN1 orf19.658 1,85 PRE1OFF 

 P C1_11400C_A GIN4 orf19.663 0,77 PRE1OFF 

 S C5_00880C_A GIT3 orf19.1979 -1,72  PRE1ON 

 S C3_06450W_A GLG2 orf19.7434 2,18 PRE1OFF 

 T CR_05050W_A GLN1 orf19.646 -1,30  PRE1ON 

 T C5_04280C_A GLN3 orf19.3912 0,73 PRE1OFF 

 F C1_00500C_A GLO1 orf19.6058 1,06 PRE1OFF 

 Y C2_09260C_A GLO2 orf19.4088 1,00 PRE1OFF 

 F C5_01520C_A GLR1 orf19.4147 0,95 PRE1OFF 

 V C3_02610C_A GLX3 orf19.251 0,73 PRE1OFF 

 T C1_10450W_A GLY1 orf19.986 -2,30  PRE1ON 

 F C6_00330C_A GNP1 orf19.1193 -2,36  PRE1ON 

 Y C2_10240W_A GPD1 orf19.1756 -1,19  PRE1ON 

 T C6_02010C_A GPD2 orf19.691 -2,10  PRE1ON 

 P C2_03270W_A GPM1 orf19.903 -1,38  PRE1ON 

 G C1_07350C_A GPX3 orf19.4436 0,81 PRE1OFF 

 S C2_06720W_A GRE2 orf19.3150 3,78 PRE1OFF 

 S C5_02860C_A GRP2 orf19.4309 1,10 PRE1OFF 

 S C5_04600C_A GRR1 orf19.3944 1,94 PRE1OFF 

 S C1_02420C_A GSC1 orf19.2929 -1,00  PRE1ON 

 T C4_02990C_A GST2 orf19.2693 1,50 PRE1OFF 

 S C3_03720W_A GTT11 orf19.6947 1,11 PRE1OFF 

 S C1_09490C_A GUA1 orf19.4813 -1,06  PRE1ON 

 S C5_03790W_A GUK1 orf19.1115 -1,23  PRE1ON 

 S C4_06760W_A GUT2 orf19.3133 -0,88  PRE1ON 

 G C4_04710W_A GYP1 orf19.3811 1,35 PRE1OFF 

 P C7_03490W_A GYP7 orf19.6706 1,42 PRE1OFF 

https://www.yeastgenome.org/locus/S000004742
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 S C5_02910C_A GYP8 orf19.4315 1,20 PRE1OFF 

 E C1_06130C_A HAC1 orf19.2432 3,75 PRE1OFF 

 P C1_11210C_A HAP43 orf19.681 2,26 PRE1OFF 

 F C6_04220C_A HBR2 orf19.1078 1,96 PRE1OFF 

 S C3_03650W_A HBR3 orf19.6955 -0,62  PRE1ON 

 E CR_02000C_A HEM1 orf19.2601 -1,33  PRE1ON 

 V C3_04060C_A HEM13 orf19.2803 -0,71  PRE1ON 

 M C2_07490W_A HEM15 orf19.1880 0,84 PRE1OFF 

 S C6_00100C_A HET1 orf19.6327 -0,61  PRE1ON 

 N C2_02240C_A HEX3 orf19.1542 0,92 PRE1OFF 

 S C1_01980W_A HGT1 orf19.4527 2,73 PRE1OFF 

 G C6_03790C_A HGT10 orf19.5753 -1,57  PRE1ON 

 S C2_01000W_A HGT7 orf19.2023 -2,64  PRE1ON 

 S C2_01010W_A HGT8 orf19.2021 -2,36  PRE1ON 

 S C1_04240C_A HHF1 orf19.1059 -1,37  PRE1ON 

 A C7_03180C_A HHO1 orf19.5137.1 -0,83  PRE1ON 

 A C1_04260W_A HHT21 orf19.1061 -1,63  PRE1ON 

 I C4_00140C_A HIS4 orf19.5639 -0,63  PRE1ON 

 T C7_03720C_A HIS7 orf19.5505 -1,07  PRE1ON 

 A C4_02750W_A HIT1 orf19.2723 -0,98  PRE1ON 

 S C2_00170C_A HMA1 orf19.2115 -1,01  PRE1ON 

 S CR_05670C_A HMO1 orf19.6645 -1,10  PRE1ON 

 Q C1_00350C_A HMX1 orf19.6073 1,19 PRE1OFF 

 T C6_01390W_A HOC1 orf19.3445 -0,97  PRE1ON 

 S C4_05540W_A HOM3 orf19.1235 -1,18  PRE1ON 

 S C1_02620C_A HOM6 orf19.2951 -0,61  PRE1ON 

 N C4_06010C_A HOS1 orf19.4411 1,37 PRE1OFF 

 A C1_13970C_A HPC2 orf19.5035 0,81 PRE1OFF 

 L C6_02890C_A HPD1 orf19.5565 1,18 PRE1OFF 

 S C2_02740C_A HPT1 orf19.5832 -0,69  PRE1ON 

 S C4_01690C_A HRT2 orf19.4624 -1,01  PRE1ON 

 T CR_01210C_A HSE1 orf19.3233 1,68 PRE1OFF 

 I C1_09170W_A HSF1 orf19.4775 1,18 PRE1OFF 

 S C5_02840C_A HSL1 orf19.4308 0,88 PRE1OFF 

 L C7_03450C_A HSM3 orf19.1331 1,83 PRE1OFF 

 E CR_08250C_A HSP104 orf19.6387 1,09 PRE1OFF 

 S C2_04010C_A HSP21 orf19.822 3,92 PRE1OFF 

 L C2_03390C_A HSP78 orf19.882 2,05 PRE1OFF 

 P CR_01800C_A HST2 orf19.2580 0,61 PRE1OFF 

 T CR_03900W_A HST7 orf19.469 0,81 PRE1OFF 

 S C3_03910W_A HTA1 orf19.6924 -0,73  PRE1ON 

 S C1_04170C_A HTA2 orf19.1051 -0,92  PRE1ON 

 I C5_05490C_A HTS1 orf19.4051 -0,70  PRE1ON 

 V CR_04510W_A HXK2 orf19.542 -0,92  PRE1ON 

 S C2_02990C_A HYU1 orf19.5804 0,59 PRE1OFF 
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 P C1_04500W_A ICL1 orf19.6844 2,71 PRE1OFF 

 S C4_02280W_A IDI1 orf19.2775 -0,61  PRE1ON 

 A C7_03170W_A IFA21 orf19.5138 0,72 PRE1OFF 

 V C2_04420W_A IFA4 orf19.4510 1,58 PRE1OFF 

 S C1_01240W_A IFD3 orf19.3311 1,09 PRE1OFF 

 K C1_04750W_A IFE1 orf19.769 -1,41  PRE1ON 

 T C5_00450C_A IFG3 orf19.944 -1,07  PRE1ON 

 P C2_08080C_A IFM3 orf19.2176 0,90 PRE1OFF 

 K CR_03280W_A IFR2 orf19.2396 0,77 PRE1OFF 

 T CR_01730W_A IFU5 orf19.2568 1,69 PRE1OFF 

 S C6_04520W_A ILS1 orf19.2138 -0,62  PRE1ON 

 S C2_06190W_A ILV1 orf19.5480 -0,98  PRE1ON 

 I C3_02320W_A ILV2 orf19.1613 -1,62  PRE1ON 

 S C5_05410C_A ILV3 orf19.4040 -1,33  PRE1ON 

 S C6_00870C_A ILV5 orf19.88 -0,68  PRE1ON 

 L C4_01370W_A ILV6 orf19.4650 -1,71  PRE1ON 

 R C4_05020W_A IMG2 orf19.3777 -1,20  PRE1ON 

 V C2_06390C_A IMH3 orf19.18 -1,00  PRE1ON 

 T C1_03610C_A IMP1 orf19.3061 -0,67  PRE1ON 

 S CR_10100C_A INO1 orf19.7585 3,94 PRE1OFF 

 S C2_03840C_A INO4 orf19.837.1 1,17 PRE1OFF 

 M C6_02320C_A IPL1 orf19.3474 0,70 PRE1OFF 

 A C7_01840W_A IQG1 orf19.6536 1,54 PRE1OFF 

 A C1_14230C_A IRR1 orf19.7232 0,67 PRE1OFF 

 M C6_02520W_A ISA1 orf19.5521 -1,78  PRE1ON 

 A C3_00540C_A IST1 orf19.5409 0,66 PRE1OFF 

 F C7_01760C_A ISU1 orf19.6548 -2,01  PRE1ON 

 T C4_03450C_A JAB1 orf19.3371 1,16 PRE1OFF 

 R C2_08790W_A JEM1 orf19.3592 0,67 PRE1OFF 

 S C2_09370C_A KAR3 orf19.564 0,85 PRE1OFF 

 S C1_13740W_A KAR9 orf19.5011 0,99 PRE1OFF 

 L CR_07420W_A KGD2 orf19.6126 1,09 PRE1OFF 

 S C1_06710W_A KIN28 orf19.6239 1,17 PRE1OFF 

 S C2_10530C_A KIN3 orf19.5325 1,54 PRE1OFF 

 S C2_10310C_A KIP2 orf19.1747 0,88 PRE1OFF 

 S C1_12010C_A KIP4 orf19.5265 1,45 PRE1OFF 

 A C3_05830W_A KRE6 orf19.7363 -0,67  PRE1ON 

 S C5_00470C_A KRE62 orf19.942 7,34 Ausente en PRE1ON 

 P C1_11420W_A KRR1 orf19.661 -0,60  PRE1ON 

 S C3_07410C_A KRS1 orf19.6749 -0,87  PRE1ON 

 E C1_07380C_A KSP1 orf19.4432 1,48 PRE1OFF 

 P CR_03370C_A KTI12 orf19.2385 -0,84  PRE1ON 

 I C1_04000C_A KTR4 orf19.4475 -0,63  PRE1ON 

 I C4_02290W_A LAB5 orf19.2774 -2,55  PRE1ON 

 G CR_04480C_A LAP3 orf19.539 0,94 PRE1OFF 
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 N C5_03590W_A LAP4 orf19.6671 1,05 PRE1OFF 

 S C3_02170C_A LAP41 orf19.1628 0,96 PRE1OFF 

 S C7_01640W_A LAT1 orf19.6561 -0,65  PRE1ON 

 S C1_12080W_A LCB4 orf19.5257 0,74 PRE1OFF 

 Q C1_00170W_A LEU4 orf19.6086 0,86 PRE1OFF 

 K C7_02060W_A LIG1 orf19.6511 -0,60  PRE1ON 

 S C1_04740W_A LPG20 orf19.771 1,79 PRE1OFF 

 S C1_00870W_A LRO1 orf19.6018 0,67 PRE1OFF 

 L CR_06760C_A LSC2 orf19.1860 -0,81  PRE1ON 

 L CR_01400W_A LYS12 orf19.2525 -1,08  PRE1ON 

 S C2_04460W_A LYS22 orf19.4506 -0,80  PRE1ON 

 M C4_04410C_A LYS4 orf19.3846 -1,51  PRE1ON 

 V C3_06590W_A LYS9 orf19.7448 -0,63  PRE1ON 

 I C7_00510W_A MAC1 orf19.7068 -0,60  PRE1ON 

 P C1_04080W_A MAD2 orf19.1040 0,87 PRE1OFF 

 L C6_01670W_A MAE1 orf19.3419 -1,03  PRE1ON 

 S C2_06360C_A MAK16 orf19.5500 -0,78  PRE1ON 

 S C3_04560W_A MAK21 orf19.5912 -1,11  PRE1ON 

 T C1_01770W_A MAK32 orf19.4548 0,94 PRE1OFF 

 S CR_10790W_A MAL2 orf19.7668 3,00 PRE1OFF 

 S C7_03930C_A MAM33 orf19.7187 0,81 PRE1OFF 

 S C1_01060W_A MBF1 orf19.3294 0,64 PRE1OFF 

 S C3_04110C_A MBP1 orf19.5855 1,41 PRE1OFF 

 I CR_10540C_A MCD1 orf19.7634 1,11 PRE1OFF 

 R CR_01740W_A MCI4 orf19.2570 -1,65  PRE1ON 

 S C7_01750W_A MCP1 orf19.6550 -0,83  PRE1ON 

 L C6_02040W_A MCR1 orf19.3507 0,85 PRE1OFF 

 V CR_00540C_A MDH1 orf19.7481 0,95 PRE1OFF 

 S C1_06230C_A MDM34 orf19.1826 1,17 PRE1OFF 

 H C6_03170C_A MDR1 orf19.5604 1,25 PRE1OFF 

 S C7_01290W_A MED11 orf19.6909 0,68 PRE1OFF 

 A CR_09760W_A MED21 orf19.7548 0,78 PRE1OFF 

 L C2_07500C_A MED4 orf19.1878 0,83 PRE1OFF 

 S CR_04950W_A MED5 orf19.1808 0,85 PRE1OFF 

 S C2_04530W_A MED8 orf19.4497 0,73 PRE1OFF 

 I C1_07000W_A MEF2 orf19.6208 -1,02  PRE1ON 

 A C2_09140C_A MET10 orf19.4076 1,20 PRE1OFF 

 K C3_02950C_A MET13 orf19.288 -0,90  PRE1ON 

 A C5_00430W_A MET14 orf19.946 -1,14  PRE1ON 

 P C4_00200C_A MET15 orf19.5645 0,70 PRE1OFF 

 I C3_01450C_A MET18 orf19.1706 -0,67  PRE1ON 

 N C7_00730W_A MET28 orf19.7046 7,34 Ausente en PRE1ON 

 I C4_03020W_A MGM1 orf19.2690 0,85 PRE1OFF 

 T CR_05920C_A MHP1 orf19.6621 0,89 PRE1OFF 

 Y C1_02880C_A MIA40 orf19.2977 0,59 PRE1OFF 
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 S C2_10540W_A MIG2 orf19.5326 -0,75  PRE1ON 

 V CR_07010W_A MIS11 orf19.2364 -0,99  PRE1ON 

 T CR_00080W_A MIS12 orf19.7534 -1,55  PRE1ON 

 R C2_09150W_A MIT1 orf19.4077 -1,59  PRE1ON 

 S C4_00790C_A MLH1 orf19.4162 1,72 PRE1OFF 

 S C1_09690W_A MLS1 orf19.4833 2,12 PRE1OFF 

 N C1_08210C_A MLT1 orf19.5100 -0,59  PRE1ON 

 I C5_02630C_A MNN1 orf19.4279 -1,38  PRE1ON 

 F C1_02400C_A MNN11 orf19.2927 -0,67  PRE1ON 

 R C1_04900W_A MNN15 orf19.753 -1,58  PRE1ON 

 I C1_10720C_A MNN2 orf19.2347 -1,39  PRE1ON 

 S C1_10070C_A MNN23 orf19.4874 -0,97  PRE1ON 

 F C2_01300C_A MNN24 orf19.1995 -1,82  PRE1ON 

 S C7_03600W_A MNN26 orf19.6692 -1,60  PRE1ON 

 S C4_06540W_A MNN4 orf19.2881 -1,01  PRE1ON 

 I C1_09130W_A MNN47 orf19.4771 -0,74  PRE1ON 

 V C3_06020W_A MNN9 orf19.7383 -0,65  PRE1ON 

 S C1_03730C_A MNS1 orf19.1036 0,67 PRE1OFF 

 A C3_01810C_A MNT1 orf19.1665 -0,96  PRE1ON 

 K C3_01830C_A MNT2 orf19.1663 -0,77  PRE1ON 

 S C1_00620W_A MOB2 orf19.6044 0,63 PRE1OFF 

 S C1_13910C_A MODF orf19.5029 0,89 PRE1OFF 

 G C4_03430W_A MOH1 orf19.3369 3,48 PRE1OFF 

 I C4_06190C_A MPH1 orf19.2919 2,31 PRE1OFF 

 L C5_01700W_A MPRL36 orf19.3205 -1,28  PRE1ON 

 P CR_08960C_A MPS1 orf19.7293 2,15 PRE1OFF 

 S C1_13570W_A MPT5 orf19.4991 1,76 PRE1OFF 

 P C7_01340W_A MRE11 orf19.6915 0,60 PRE1OFF 

 T C1_11700C_A MRF1 orf19.1149 1,11 PRE1OFF 

 Y C5_00420C_A MRP17 orf19.947 -1,26  PRE1ON 

 P C5_05290C_A MRP2 orf19.4023 -1,48  PRE1ON 

 D C1_01600W_A MRP20 orf19.3350 -1,25  PRE1ON 

 S C7_03790W_A MRP7 orf19.7203 -1,22  PRE1ON 

 F C2_05000C_A MRPL10 orf19.3532 -1,14  PRE1ON 

 S C1_06790C_A MRPL19 orf19.6231 -2,07  PRE1ON 

 K C1_03650C_A MRPL27 orf19.3064 -1,48  PRE1ON 

 L C1_07910C_A MRPL3 orf19.5064 -1,35  PRE1ON 

 F C1_04880C_A MRPL37 orf19.755 -0,68  PRE1ON 

 S CR_04010C_A MRPL40 orf19.484 -1,19  PRE1ON 

 F CR_00480W_A MRPL6 orf19.7486 -0,87  PRE1ON 

 P CR_07390C_A MRPL8 orf19.6129 -1,54  PRE1ON 

 A C1_12340C_A MRPS9 orf19.5230 -1,38  PRE1ON 

 S C3_05920W_A MRR1 orf19.7372 1,07 PRE1OFF 

 P C6_02770W_A MRT4 orf19.5550 -0,96  PRE1ON 

 S C4_07120C_A MSH2 orf19.3093 0,93 PRE1OFF 
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 G C1_13170C_A MSH6 orf19.4945 0,70 PRE1OFF 

 L C7_01870W_A MSK1 orf19.6533 -0,63  PRE1ON 

 R C5_04650C_A MSM1 orf19.3950 -0,86  PRE1ON 

 S C1_08940C_A MSN4 orf19.4752 1,14 PRE1OFF 

 L C1_08810C_A MSS116 orf19.4739 -0,87  PRE1ON 

 I C5_05090W_A MSS2 orf19.4001 -0,61  PRE1ON 

 L C3_01160W_A MSS4 orf19.3153 0,94 PRE1OFF 

 L C2_08550C_A MSU1 orf19.3624 -0,89  PRE1ON 

 T CR_03380W_A MTG1 orf19.2384 -0,94  PRE1ON 

 I C1_07800W_A MTO1 orf19.5050 -0,88  PRE1ON 

 R C3_06210C_A MUB1 orf19.7412 2,00 PRE1OFF 

 S C4_00600C_A MUC1 orf19.4183 0,76 PRE1OFF 

 S C5_05450C_A MUM2 orf19.4044 3,65 PRE1OFF 

 G C1_11870W_A MUP1 orf19.5280 -0,79  PRE1ON 

 Y C2_00260C_A MUQ1 orf19.2107 1,49 PRE1OFF 

 V C2_00960C_A MXR1 orf19.2028 1,39 PRE1OFF 

 R C6_04590C_A NAG1 orf19.2156 -0,64  PRE1ON 

 F C6_03450C_A NAM2 orf19.5705 -0,64  PRE1ON 

 S C1_09010W_A NAR1 orf19.4757 0,78 PRE1OFF 

 T C1_11150W_A NAS2 orf19.2301 1,50 PRE1OFF 

 S C3_04920C_A NAS6 orf19.5961 2,01 PRE1OFF 

 D C2_03430W_A NBN1 orf19.878 0,69 PRE1OFF 

 L C3_04910C_A NCE102 orf19.5960 -1,14  PRE1ON 

 G C3_01300C_A NCE103 orf19.1721 -1,96  PRE1ON 

 E C1_14300C_A NCR1 orf19.7242 1,02 PRE1OFF 

 F C3_03420C_A NDE1 orf19.339 -1,26  PRE1ON 

 L C2_04550C_A NDH51 orf19.4495 -1,16  PRE1ON 

 S C1_11380W_A NEP1 orf19.665 -1,06  PRE1ON 

 T C1_03290W_A NGG1 orf19.3023 0,87 PRE1OFF 

 A C4_01700C_A NHP6A orf19.4623.3 -1,01  PRE1ON 

 N C7_02800W_A NIK1 orf19.5181 0,92 PRE1OFF 

 S C4_01490W_A NIP1 orf19.4635 -0,87  PRE1ON 

 A CR_05520W_A NOC2 orf19.5850 -0,86  PRE1ON 

 Q C3_06030W_A NOG1 orf19.7384 -1,01  PRE1ON 

 G C6_03640W_A NOG2 orf19.5732 -0,76  PRE1ON 

 A C4_06720W_A NOP1 orf19.3138 -0,61  PRE1ON 

 A C7_00690W_A NOP15 orf19.7050 -1,17  PRE1ON 

 S C1_04390C_A NOP4 orf19.5198 -0,60  PRE1ON 

 A C6_04330W_A NOP8 orf19.1091 -1,21  PRE1ON 

 I CR_03420C_A NOT4 orf19.2379 1,20 PRE1OFF 

 D C1_14280C_A NPL3 orf19.7238 -0,73  PRE1ON 

 S C1_06110C_A NPL4 orf19.2434 1,75 PRE1OFF 

 N C7_04040C_A NPT1 orf19.7176 0,99 PRE1OFF 

 A C3_02820C_A NSG2 orf19.273 1,13 PRE1OFF 

 F C2_03280W_A NSP1 orf19.900 0,65 PRE1OFF 
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 L C7_01900W_A NUC2 orf19.6531 -1,25  PRE1ON 

 K C5_01280C_A NUF2 orf19.1941 0,95 PRE1OFF 

 S CR_09550C_A NUO1 orf19.6607 -0,67  PRE1ON 

 S C3_02940C_A NUO2 orf19.287 -1,23  PRE1ON 

 G C5_01770C_A OBPA orf19.3198 -0,61  PRE1ON 

 S C1_13990W_A OCA6 orf19.7206 0,71 PRE1OFF 

 T C7_03910W_A OGG1 orf19.7190 0,97 PRE1OFF 

 T C1_08360C_A OLE1 orf19.5117 -1,25  PRE1ON 

 D CR_02220C_A OPT3 orf19.3749 -0,77  PRE1ON 

 V C1_04120C_A orf19.1045 orf19.1045 0,67 PRE1OFF 

 A C1_04180W_A orf19.1052 orf19.1052 -1,13  PRE1ON 

 P C6_04250W_A orf19.1082.1 orf19.1082.1 -0,63  PRE1ON 

 S C5_03830C_A orf19.1111 orf19.1111 0,97 PRE1OFF 

 G C5_03780C_A orf19.1116 orf19.1116 1,45 PRE1OFF 

 P C5_03710C_A orf19.1124 orf19.1124 1,15 PRE1OFF 

 L C5_03700C_A orf19.1124.2 orf19.1124.2 -0,62  PRE1ON 

 A C1_11790W_A orf19.1137 orf19.1137 0,67 PRE1OFF 

 M C6_01080C_A orf19.114 orf19.114 0,74 PRE1OFF 

 N C1_11560C_A orf19.1163 orf19.1163 -1,15  PRE1ON 

 D C6_00190W_A orf19.1177 orf19.1177 0,78 PRE1OFF 

 T C6_00270W_A orf19.1186 orf19.1186 1,83 PRE1OFF 

 S C6_00290W_A orf19.1189 orf19.1189 -0,80  PRE1ON 

 I C6_00310W_A orf19.1191 orf19.1191 1,02 PRE1OFF 

 K C6_00340C_A orf19.1195 orf19.1195 -0,72  PRE1ON 

 N C6_00400C_A orf19.1202 orf19.1202 0,72 PRE1OFF 

 I C6_00430C_A orf19.1204 orf19.1204 0,62 PRE1OFF 

 S C4_05650W_A orf19.1250 orf19.1250 -1,02  PRE1ON 

 A C4_05820W_A orf19.1267.1 orf19.1267.1 -1,02  PRE1ON 

 S C4_05900C_A orf19.1277 orf19.1277 0,80 PRE1OFF 

 A C5_04080C_A orf19.1281 orf19.1281 0,63 PRE1OFF 

 G C5_04050W_A orf19.1285 orf19.1285 0,96 PRE1OFF 

 S C4_03810W_A orf19.1297 orf19.1297 0,94 PRE1OFF 

 L C4_03780C_A orf19.1300 orf19.1300 -0,80  PRE1ON 

 S C4_03770W_A orf19.1301 orf19.1301 1,08 PRE1OFF 

 H C4_03750C_A orf19.1303 orf19.1303 -1,02  PRE1ON 

 S C4_03730C_A orf19.1305 orf19.1305 -0,67  PRE1ON 

 S C4_03600C_A orf19.1314 orf19.1314 1,02 PRE1OFF 

 L C4_03530W_A orf19.1326 orf19.1326 7,34 Ausente en PRE1ON 

 L C7_03310W_A orf19.1344 orf19.1344 -2,62  PRE1ON 

 S C2_09960W_A orf19.1356 orf19.1356 0,61 PRE1OFF 

 C C2_09930W_A orf19.1359 orf19.1359 1,90 PRE1OFF 

 I C2_09910C_A orf19.1360.1 orf19.1360.1 1,02 PRE1OFF 

 S C2_09880C_A orf19.1363 orf19.1363 2,37 PRE1OFF 

 T C2_09810C_A orf19.1369 orf19.1369 7,34 Ausente en PRE1ON 

 N C6_01300W_A orf19.137 orf19.137 1,45 PRE1OFF 



 

 

210 Anexo 

 P C2_09710C_A orf19.1381 orf19.1381 0,71 PRE1OFF 

 A C2_09690C_A orf19.1383 orf19.1383 0,60 PRE1OFF 

 S C2_09670C_A orf19.1387 orf19.1387 0,87 PRE1OFF 

 T C2_09660W_A orf19.1388 orf19.1388 -0,94  PRE1ON 

 S C2_09650W_A orf19.1389 orf19.1389 -0,80  PRE1ON 

 K C2_09620W_A orf19.1392 orf19.1392 1,02 PRE1OFF 

 S C2_09610W_A orf19.1393 orf19.1393 -1,18  PRE1ON 

 A C2_09590C_A orf19.1395 orf19.1395 -1,15  PRE1ON 

 A C4_04390W_A orf19.1409.1 orf19.1409.1 -0,79  PRE1ON 

 N C4_04330C_A orf19.1414 orf19.1414 0,64 PRE1OFF 

 P C4_04240C_A orf19.1426 orf19.1426 -1,06  PRE1ON 

 H C2_08390W_A orf19.1433 orf19.1433 0,68 PRE1OFF 

 T C4_03340C_A orf19.1438 orf19.1438 -7,19 Ausente en PRE1ON 

 E C2_01420C_A orf19.1447 orf19.1447 0,95 PRE1OFF 

 S C2_01440C_A orf19.1448.1 orf19.1448.1 0,59 PRE1OFF 

 S C2_01450C_A orf19.1449 orf19.1449 3,50 PRE1OFF 

 H C2_01540W_A orf19.1461 orf19.1461 1,20 PRE1OFF 

 T C2_01570W_A orf19.1465 orf19.1465 1,30 PRE1OFF 

 S C2_01680C_A orf19.1479 orf19.1479 0,62 PRE1OFF 

 T C2_01730W_A orf19.1484 orf19.1484 0,69 PRE1OFF 

 F C2_01740C_A orf19.1485 orf19.1485 -1,05  PRE1ON 

 T C2_01820C_A orf19.1491 orf19.1491 0,69 PRE1OFF 

 T C2_01920C_A orf19.1504 orf19.1504 0,94 PRE1OFF 

 S C2_02050C_A orf19.1522 orf19.1522 1,05 PRE1OFF 

 R C2_02120W_A orf19.1528 orf19.1528 -1,22  PRE1ON 

 F C2_02150C_A orf19.1531 orf19.1531 1,01 PRE1OFF 

 K C2_04700C_A orf19.154 orf19.154 -1,52  PRE1ON 

 S C2_02270C_A orf19.1545 orf19.1545 -2,23  PRE1ON 

 K C2_02310W_A orf19.1549 orf19.1549 -0,80  PRE1ON 

 I C2_02420C_A orf19.1565 orf19.1565 0,69 PRE1OFF 

 A C2_02500W_A orf19.1574 orf19.1574 1,21 PRE1OFF 

 I C2_02520W_A orf19.1576 orf19.1576 1,34 PRE1OFF 

 S C2_02540W_A orf19.1578 orf19.1578 -0,65  PRE1ON 

 A C2_04320W_A orf19.1590 orf19.1590 1,36 PRE1OFF 

 S C2_09420W_A orf19.1600 orf19.1600 2,07 PRE1OFF 

 A C3_02390W_A orf19.1606 orf19.1606 2,62 PRE1OFF 

 A C3_02350W_A orf19.1609 orf19.1609 -0,63  PRE1ON 

 S C3_02190C_A orf19.1625 orf19.1625 -0,83  PRE1ON 

 S C3_02180C_A orf19.1626 orf19.1626 -1,24  PRE1ON 

 A C3_02160C_A orf19.1630 orf19.1630 0,68 PRE1OFF 

 P C3_02060W_A orf19.1641 orf19.1641 2,64 PRE1OFF 

 A C3_02040C_A orf19.1642 orf19.1642 -1,58  PRE1ON 

 I C3_01850W_A orf19.1662 orf19.1662 -1,13  PRE1ON 

 T C3_01820W_A orf19.1664 orf19.1664 -2,32  PRE1ON 

 L C3_01610W_A orf19.1682 orf19.1682 -1,03  PRE1ON 
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 T C3_01510W_A orf19.1698 orf19.1698 0,66 PRE1OFF 

 E C3_01440C_A orf19.1707 orf19.1707 -0,78  PRE1ON 

 K C3_01210C_A orf19.1730 orf19.1730 1,28 PRE1OFF 

 N CR_04720C_A orf19.1734 orf19.1734 0,98 PRE1OFF 

 S CR_02500W_A orf19.175 orf19.175 1,72 PRE1OFF 

 Q C2_10230W_A orf19.1757 orf19.1757 2,01 PRE1OFF 

 G C2_10130W_A orf19.1768 orf19.1768 1,66 PRE1OFF 

 L C2_10090C_A orf19.1772 orf19.1772 -1,53  PRE1ON 

 I C2_10050W_A orf19.1777 orf19.1777 1,06 PRE1OFF 

 V CR_06930W_A orf19.178 orf19.178 0,87 PRE1OFF 

 L C4_05310W_A orf19.1789 orf19.1789 -1,09  PRE1ON 

 V C4_05350W_A orf19.1793 orf19.1793 0,86 PRE1OFF 

 S C4_05360C_A orf19.1794 orf19.1794 -0,91  PRE1ON 

 S C4_05400C_A orf19.1797 orf19.1797 2,49 PRE1OFF 

 K C4_05440C_A orf19.1800 orf19.1800 1,65 PRE1OFF 

 I C2_04820W_A orf19.182 orf19.182 -1,28  PRE1ON 

 L C1_06270W_A orf19.1823 orf19.1823 0,81 PRE1OFF 

 S C1_10620W_A orf19.1833 orf19.1833 -0,78  PRE1ON 

 S C1_10630C_A orf19.1834 orf19.1834 1,59 PRE1OFF 

 S C2_04790C_A orf19.185 orf19.185 -1,56  PRE1ON 

 V C2_07640W_A orf19.1861 orf19.1861 0,70 PRE1OFF 

 S C2_07610C_A orf19.1864 orf19.1864 0,79 PRE1OFF 

 I C2_07550W_A orf19.1872 orf19.1872 -1,20  PRE1ON 

 A C2_04780W_A orf19.188 orf19.188 0,95 PRE1OFF 

 T C2_07420W_A orf19.1889 orf19.1889 -0,99  PRE1ON 

 S C2_07410W_A orf19.1890 orf19.1890 -0,98  PRE1ON 

 D C2_07370W_A orf19.1897 orf19.1897 -1,02  PRE1ON 

 A C2_04770W_A orf19.190 orf19.190 0,90 PRE1OFF 

 Y C2_07360W_A orf19.1900 orf19.1900 -0,88  PRE1ON 

 H C2_00060C_A orf19.1917 orf19.1917 -0,79  PRE1ON 

 F C5_01300C_A orf19.1939 orf19.1939 7,34 Ausente en PRE1ON 

 I C5_01140C_A orf19.1956 orf19.1956 -0,67  PRE1ON 

 V C5_01070C_A orf19.1964 orf19.1964 -2,56  PRE1ON 

 F C5_01050C_A orf19.1967 orf19.1967 -1,86  PRE1ON 

 G C5_00920W_A orf19.1975 orf19.1975 -0,59  PRE1ON 

 S CR_07700W_A orf19.1985 orf19.1985 0,70 PRE1OFF 

 S C2_01310W_A orf19.1994 orf19.1994 0,71 PRE1OFF 

 F C2_01250W_A orf19.1999 orf19.1999 2,10 PRE1OFF 

 H C2_01230W_A orf19.2001 orf19.2001 2,37 PRE1OFF 

 S C2_01070W_A orf19.2017 orf19.2017 -0,73  PRE1ON 

 F C2_01030W_A orf19.2019 orf19.2019 -0,86  PRE1ON 

 S C2_00770W_A orf19.2047 orf19.2047 1,34 PRE1OFF 

 T C2_00740C_A orf19.2050 orf19.2050 0,72 PRE1OFF 

 S C2_00730C_A orf19.2051 orf19.2051 0,89 PRE1OFF 

 F C2_00600C_A orf19.2067 orf19.2067 -1,10  PRE1ON 



 

 

212 Anexo 

 L C2_00510W_A orf19.2076 orf19.2076 0,68 PRE1OFF 

 S C2_00420W_A orf19.2089 orf19.2089 1,50 PRE1OFF 

 L C2_00400C_A orf19.2091 orf19.2091 -1,28  PRE1ON 

 I C2_00230W_A orf19.2110 orf19.2110 1,13 PRE1OFF 

 S C2_00220C_A orf19.2111 orf19.2111 1,13 PRE1OFF 

 S C2_00190C_A orf19.2113 orf19.2113 0,75 PRE1OFF 

 Q C2_00180C_A orf19.2114 orf19.2114 1,04 PRE1OFF 

 K C6_04410C_A orf19.2124 orf19.2124 0,73 PRE1OFF 

 K C6_04420W_A orf19.2125 orf19.2125 -1,75  PRE1ON 

 K C6_04450W_A orf19.2128 orf19.2128 -1,26  PRE1ON 

 P C6_04530C_A orf19.2143 orf19.2143 -1,13  PRE1ON 

 K C6_04550C_A orf19.2149 orf19.2149 -0,81  PRE1ON 

 L C2_08920W_A orf19.215 orf19.215 0,70 PRE1OFF 

 A C6_04560W_A orf19.2150 orf19.2150 -0,77  PRE1ON 

 L C2_08910C_A orf19.216 orf19.216 0,68 PRE1OFF 

 E C2_07920W_A orf19.2191 orf19.2191 -0,62  PRE1ON 

 N C2_07860W_A orf19.2196 orf19.2196 0,86 PRE1OFF 

 S C2_07800W_A orf19.2201 orf19.2201 -0,71  PRE1ON 

 S C2_07790C_A orf19.2202 orf19.2202 7,34 Ausente en PRE1ON 

 G C2_07770C_A orf19.2203.1 orf19.2203.1 7,34 Ausente en PRE1ON 

 S C2_07740W_A orf19.2208 orf19.2208 0,64 PRE1OFF 

 A C2_07720C_A orf19.2210 orf19.2210 1,47 PRE1OFF 

 N C2_07680W_A orf19.2214 orf19.2214 -1,63  PRE1ON 

 S C2_06770W_A orf19.2228 orf19.2228 0,75 PRE1OFF 

 D C2_06780C_A orf19.2229 orf19.2229 2,09 PRE1OFF 

 A C2_06850W_A orf19.2237.1 orf19.2237.1 -0,80  PRE1ON 

 S C2_06890C_A orf19.2244 orf19.2244 2,02 PRE1OFF 

 S C2_06950C_A orf19.2249 orf19.2249 -1,10  PRE1ON 

 L C2_07030C_A orf19.2259 orf19.2259 -1,06  PRE1ON 

 Q C2_07070W_A orf19.2262 orf19.2262 1,38 PRE1OFF 

 S C2_07190C_A orf19.2275 orf19.2275 -0,60  PRE1ON 

 S C2_07290W_A orf19.2286 orf19.2286 -0,83  PRE1ON 

 S C1_11200W_A orf19.2296 orf19.2296 1,09 PRE1OFF 

 A C1_11160C_A orf19.2299 orf19.2299 -0,62  PRE1ON 

 S C1_11120C_A orf19.2304 orf19.2304 0,89 PRE1OFF 

 V C1_11100W_A orf19.2306 orf19.2306 1,16 PRE1OFF 

 T C1_11080W_A orf19.2308 orf19.2308 2,46 PRE1OFF 

 P C1_11010C_A orf19.2313 orf19.2313 0,66 PRE1OFF 

 A C1_10880W_A orf19.2330 orf19.2330 -0,76  PRE1ON 

 P C1_10840C_A orf19.2333 orf19.2333 1,26 PRE1OFF 

 A C1_10820C_A orf19.2335 orf19.2335 0,59 PRE1OFF 

 L C1_10730W_A orf19.2346 orf19.2346 2,21 PRE1OFF 

 N CR_06970C_A orf19.2368 orf19.2368 0,59 PRE1OFF 

 M C7_02610C_A orf19.2371 orf19.2371 -1,54  PRE1ON 

 L CR_03400W_A orf19.2382 orf19.2382 -0,86  PRE1ON 
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 I CR_03350C_A orf19.2387 orf19.2387 -0,65  PRE1ON 

 D CR_03340C_A orf19.2389 orf19.2389 1,18 PRE1OFF 

 S CR_03330W_A orf19.2391 orf19.2391 0,88 PRE1OFF 

 S CR_03310C_A orf19.2393 orf19.2393 0,64 PRE1OFF 

 C CR_03260W_A orf19.2397.3 orf19.2397.3 2,24 PRE1OFF 

 E CR_03250C_A orf19.2398 orf19.2398 0,86 PRE1OFF 

 N CR_03220C_A orf19.2401 orf19.2401 1,32 PRE1OFF 

 S CR_03120W_A orf19.2414 orf19.2414 1,35 PRE1OFF 

 P C1_06090C_A orf19.2436 orf19.2436 -0,65  PRE1ON 

 I C1_06070W_A orf19.2438 orf19.2438 -1,61  PRE1ON 

 S C1_06030C_A orf19.2442 orf19.2442 0,64 PRE1OFF 

 S C1_05990C_A orf19.2446 orf19.2446 0,69 PRE1OFF 

 P C1_05980W_A orf19.2447 orf19.2447 1,41 PRE1OFF 

 K C1_05950C_A orf19.2452 orf19.2452 -2,06  PRE1ON 

 S C1_05900W_A orf19.2459 orf19.2459 -0,61  PRE1ON 

 T C3_02570W_A orf19.246 orf19.246 0,66 PRE1OFF 

 A C1_05790W_A orf19.2472.1 orf19.2472.1 -1,04  PRE1ON 

 S C1_05750C_A orf19.2476 orf19.2476 1,29 PRE1OFF 

 A C1_05720W_A orf19.2478.1 orf19.2478.1 -1,16  PRE1ON 

 R C1_05670W_A orf19.2484 orf19.2484 0,66 PRE1OFF 

 A C1_05650W_A orf19.2487 orf19.2487 0,77 PRE1OFF 

 D C1_05630C_A orf19.2489 orf19.2489 -0,69  PRE1ON 

 P C3_00940W_A orf19.2498 orf19.2498 1,01 PRE1OFF 

 N C3_01100W_A orf19.2512 orf19.2512 2,52 PRE1OFF 

 N C3_01120W_A orf19.2514 orf19.2514 -1,04  PRE1ON 

 P C3_01130C_A orf19.2515 orf19.2515 1,71 PRE1OFF 

 S CR_01360W_A orf19.2519 orf19.2519 0,65 PRE1OFF 

 S C3_02620C_A orf19.252 orf19.252 -1,09  PRE1ON 

 F CR_01370C_A orf19.2520 orf19.2520 -1,33  PRE1ON 

 L CR_01410C_A orf19.2527 orf19.2527 -1,27  PRE1ON 

 S CR_01490C_A orf19.2533.1 orf19.2533.1 -1,28  PRE1ON 

 S CR_01560W_A orf19.2542 orf19.2542 1,11 PRE1OFF 

 T CR_01570W_A orf19.2544 orf19.2544 -0,66  PRE1ON 

 V CR_01710W_A orf19.2564 orf19.2564 -1,64  PRE1ON 

 S CR_01780W_A orf19.2575 orf19.2575 -1,26  PRE1ON 

 K CR_01820W_A orf19.2582 orf19.2582 -0,64  PRE1ON 

 R CR_01910C_A orf19.2590 orf19.2590 -2,03  PRE1ON 

 S CR_01950W_A orf19.2594 orf19.2594 -0,93  PRE1ON 

 I C5_03440W_A orf19.2638.1 orf19.2638.1 -1,61  PRE1ON 

 I C5_03410C_A orf19.2639 orf19.2639 -1,54  PRE1ON 

 S C5_03400C_A orf19.2639.1 orf19.2639.1 0,99 PRE1OFF 

 I C3_02720W_A orf19.264 orf19.264 1,03 PRE1OFF 

 S C5_03370C_A orf19.2642 orf19.2642 0,74 PRE1OFF 

 E C1_06200W_A orf19.2663 orf19.2663 0,71 PRE1OFF 

 I C4_03200C_A orf19.2670 orf19.2670 0,96 PRE1OFF 
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 S C4_03090W_A orf19.2682 orf19.2682 0,73 PRE1OFF 

 I C4_03050C_A orf19.2686 orf19.2686 -0,81  PRE1ON 

 F C4_02920W_A orf19.2703 orf19.2703 0,93 PRE1OFF 

 A C4_02880C_A orf19.2708 orf19.2708 -0,78  PRE1ON 

 S C4_02860W_A orf19.2710 orf19.2710 0,95 PRE1OFF 

 T C4_02770C_A orf19.2721 orf19.2721 1,52 PRE1OFF 

 V C4_02700W_A orf19.2728 orf19.2728 1,15 PRE1OFF 

 S C4_02670W_A orf19.2733 orf19.2733 1,14 PRE1OFF 

 V C4_02620C_A orf19.2737 orf19.2737 1,52 PRE1OFF 

 A C4_02600C_A orf19.2739 orf19.2739 1,38 PRE1OFF 

 Q C4_02450W_A orf19.2757 orf19.2757 0,61 PRE1OFF 

 P C4_02420C_A orf19.2761 orf19.2761 0,81 PRE1OFF 

 N C4_02340W_A orf19.2769 orf19.2769 1,81 PRE1OFF 

 Y C4_02330C_A orf19.2770 orf19.2770 2,08 PRE1OFF 

 R CR_02590C_A orf19.2818 orf19.2818 0,80 PRE1OFF 

 L CR_02620C_A orf19.2821 orf19.2821 -0,89  PRE1ON 

 S CR_02630C_A orf19.2822 orf19.2822 0,87 PRE1OFF 

 S CR_02690W_A orf19.2828 orf19.2828 0,95 PRE1OFF 

 A CR_02700W_A orf19.2829 orf19.2829 1,12 PRE1OFF 

 L CR_02910W_A orf19.2848 orf19.2848 1,62 PRE1OFF 

 S CR_02940C_A orf19.2851 orf19.2851 -1,46  PRE1ON 

 M CR_02950C_A orf19.2852 orf19.2852 -1,63  PRE1ON 

 S CR_02970C_A orf19.2857 orf19.2857 0,70 PRE1OFF 

 F CR_03000C_A orf19.2863 orf19.2863 0,69 PRE1OFF 

 D C4_06650W_A orf19.2867 orf19.2867 1,19 PRE1OFF 

 A C4_06470W_A orf19.2887 orf19.2887 -1,73  PRE1ON 

 S C4_06460C_A orf19.2888 orf19.2888 0,75 PRE1OFF 

 S C4_06450W_A orf19.2889 orf19.2889 0,78 PRE1OFF 

 R C4_06430C_A orf19.2891 orf19.2891 -0,68  PRE1ON 

 D C4_06420W_A orf19.2892 orf19.2892 0,99 PRE1OFF 

 S C4_06360C_A orf19.2899 orf19.2899 7,34 Ausente en PRE1ON 

 R C4_06210C_A orf19.2917 orf19.2917 -0,88  PRE1ON 

 R C1_02440C_A orf19.2933 orf19.2933 1,83 PRE1OFF 

 G C1_02450C_A orf19.2934 orf19.2934 -1,12  PRE1ON 

 I C1_02490C_A orf19.2938 orf19.2938 -0,72  PRE1ON 

 S C1_02650W_A orf19.2954 orf19.2954 -1,18  PRE1ON 

 S C1_02720W_A orf19.2961 orf19.2961 0,71 PRE1OFF 

 I C1_02730W_A orf19.2962 orf19.2962 2,23 PRE1OFF 

 T C1_02910C_A orf19.2982 orf19.2982 1,48 PRE1OFF 

 S C1_02970W_A orf19.2988 orf19.2988 -1,08  PRE1ON 

 S C1_03140W_A orf19.3007 orf19.3007 2,29 PRE1OFF 

 C C1_03270W_A orf19.3021 orf19.3021 3,18 PRE1OFF 

 S C1_03280W_A orf19.3022 orf19.3022 -1,40  PRE1ON 

 V C1_03330C_A orf19.3030 orf19.3030 1,18 PRE1OFF 

 S C1_03370W_A orf19.3037 orf19.3037 -0,78  PRE1ON 
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 T C1_03620C_A orf19.3061.1 orf19.3061.1 -1,24  PRE1ON 

 S C4_07220C_A orf19.3080 orf19.3080 1,72 PRE1OFF 

 E C4_07210W_A orf19.3084 orf19.3084 0,79 PRE1OFF 

 V C4_07150W_A orf19.3088 orf19.3088 1,72 PRE1OFF 

 K C4_07140W_A orf19.3089 orf19.3089 -1,78  PRE1ON 

 V C4_07080C_A orf19.3100 orf19.3100 1,07 PRE1OFF 

 S C4_07010C_A orf19.3108 orf19.3108 0,80 PRE1OFF 

 S C4_06940C_A orf19.3115 orf19.3115 0,78 PRE1OFF 

 S C4_06860C_A orf19.3123.2 orf19.3123.2 1,68 PRE1OFF 

 S C4_06840W_A orf19.3125 orf19.3125 1,31 PRE1OFF 

 S C3_03150W_A orf19.314 orf19.314 1,44 PRE1OFF 

 S C4_06670W_A orf19.3142 orf19.3142 0,65 PRE1OFF 

 I C2_06750C_A orf19.3147 orf19.3147 -1,09  PRE1ON 

 S C2_06740W_A orf19.3148 orf19.3148 0,89 PRE1OFF 

 T C2_06710W_A orf19.3151 orf19.3151 2,83 PRE1OFF 

 T C3_01190C_A orf19.3158 orf19.3158 0,77 PRE1OFF 

 L C5_01960C_A orf19.3175 orf19.3175 -1,18  PRE1ON 

 I C5_01920C_A orf19.3180 orf19.3180 0,97 PRE1OFF 

 S C5_01890W_A orf19.3183 orf19.3183 1,06 PRE1OFF 

 S C5_01880C_A orf19.3184 orf19.3184 -1,52  PRE1ON 

 S C3_03210W_A orf19.320 orf19.320 1,18 PRE1OFF 

 S CR_01180W_A orf19.3235 orf19.3235 0,85 PRE1OFF 

 T CR_01170W_A orf19.3237 orf19.3237 1,26 PRE1OFF 

 T CR_01130W_A orf19.3241 orf19.3241 0,75 PRE1OFF 

 P CR_01090W_A orf19.3245 orf19.3245 2,14 PRE1OFF 

 E CR_01080W_A orf19.3247 orf19.3247 0,68 PRE1OFF 

 S CR_01050C_A orf19.3250 orf19.3250 0,83 PRE1OFF 

 S CR_01020C_A orf19.3254 orf19.3254 0,83 PRE1OFF 

 S CR_00980C_A orf19.3260 orf19.3260 0,78 PRE1OFF 

 S CR_00880W_A orf19.3266 orf19.3266 1,46 PRE1OFF 

 F CR_00690C_A orf19.3286 orf19.3286 1,05 PRE1OFF 

 S C1_01000C_A orf19.3289 orf19.3289 1,15 PRE1OFF 

 L C1_01010W_A orf19.3290 orf19.3290 -1,05  PRE1ON 

 F C1_01040W_A orf19.3292 orf19.3292 1,55 PRE1OFF 

 T C1_01050C_A orf19.3293 orf19.3293 0,70 PRE1OFF 

 S C1_01090C_A orf19.3297 orf19.3297 -1,44  PRE1ON 

 S C1_01210W_A orf19.3309 orf19.3309 1,36 PRE1OFF 

 S C1_01220C_A orf19.3310 orf19.3310 2,48 PRE1OFF 

 S C1_01300W_A orf19.3319 orf19.3319 1,08 PRE1OFF 

 Q C3_03340C_A orf19.332.1 orf19.332.1 -1,23  PRE1ON 

 Q C1_01400C_A orf19.3329 orf19.3329 0,87 PRE1OFF 

 Q C1_01470W_A orf19.3333 orf19.3333 0,60 PRE1OFF 

 S C1_01530C_A orf19.3341 orf19.3341 -0,91  PRE1ON 

 S C1_01540W_A orf19.3342 orf19.3342 1,03 PRE1OFF 

 S C1_01580W_A orf19.3348 orf19.3348 -1,43  PRE1ON 
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 G C1_01610C_A orf19.3351 orf19.3351 2,33 PRE1OFF 

 P C1_01620C_A orf19.3352 orf19.3352 0,97 PRE1OFF 

 F C1_01680C_A orf19.3357 orf19.3357 -1,13  PRE1ON 

 S C1_01710W_A orf19.3360 orf19.3360 1,25 PRE1OFF 

 N C4_03410W_A orf19.3367 orf19.3367 -1,82  PRE1ON 

 K C4_03500C_A orf19.3378 orf19.3378 3,50 PRE1OFF 

 S C6_01850W_A orf19.3399 orf19.3399 0,87 PRE1OFF 

 T C3_03430C_A orf19.340 orf19.340 0,96 PRE1OFF 

 S C6_01560W_A orf19.3430 orf19.3430 -0,89  PRE1ON 

 P C6_01450C_A orf19.3439 orf19.3439 1,69 PRE1OFF 

 S C6_01420C_A orf19.3442 orf19.3442 -1,85  PRE1ON 

 R C6_01370W_A orf19.3447 orf19.3447 0,81 PRE1OFF 

 N C6_02160W_A orf19.3456 orf19.3456 0,74 PRE1OFF 

 I C6_02250W_A orf19.3466 orf19.3466 -1,65  PRE1ON 

 L C6_02300C_A orf19.3471 orf19.3471 0,86 PRE1OFF 

 L C6_02370C_A orf19.3480 orf19.3480 -1,34  PRE1ON 

 F C6_02380W_A orf19.3481 orf19.3481 -1,12  PRE1ON 

 I C6_02410W_A orf19.3482 orf19.3482 0,60 PRE1OFF 

 S C6_02420W_A orf19.3483 orf19.3483 0,77 PRE1OFF 

 E C6_02110W_A orf19.3498 orf19.3498 1,06 PRE1OFF 

 K C6_02100W_A orf19.3499 orf19.3499 1,89 PRE1OFF 

 M C6_02090C_A orf19.3501 orf19.3501 1,37 PRE1OFF 

 L C6_02030C_A orf19.3508 orf19.3508 0,65 PRE1OFF 

 V CR_05440W_A orf19.3515 orf19.3515 -1,01  PRE1ON 

 S C2_05020W_A orf19.3533 orf19.3533 -1,25  PRE1ON 

 G C2_05160C_A orf19.3547 orf19.3547 -1,02  PRE1ON 

 F C2_05170W_A orf19.3548 orf19.3548 0,67 PRE1OFF 

 V C2_05300C_A orf19.3559 orf19.3559 -1,51  PRE1ON 

 T C2_05400W_A orf19.3572 orf19.3572 0,76 PRE1OFF 

 A C2_05410W_A orf19.3572.3 orf19.3572.3 -1,15  PRE1ON 

 K C2_08840W_A orf19.3585 orf19.3585 -0,60  PRE1ON 

 S C2_06620W_A orf19.36 orf19.36 0,90 PRE1OFF 

 Y C2_08690C_A orf19.3607 orf19.3607 1,11 PRE1OFF 

 L C2_08650W_A orf19.3611 orf19.3611 -1,29  PRE1ON 

 E C2_08540C_A orf19.3625 orf19.3625 1,52 PRE1OFF 

 C C2_08530C_A orf19.3626 orf19.3626 -0,69  PRE1ON 

 T C2_08510W_A orf19.3627 orf19.3627 0,80 PRE1OFF 

 S C6_00800C_A orf19.3644 orf19.3644 1,13 PRE1OFF 

 E C6_00760W_A orf19.3649 orf19.3649 0,79 PRE1OFF 

 E C6_00700C_A orf19.3659 orf19.3659 0,81 PRE1OFF 

 S C1_02040C_A orf19.3661 orf19.3661 0,59 PRE1OFF 

 S C1_02100W_A orf19.3667 orf19.3667 1,38 PRE1OFF 

 K C1_02160W_A orf19.3673 orf19.3673 0,78 PRE1OFF 

 P C1_02270C_A orf19.3684 orf19.3684 0,65 PRE1OFF 

 F C1_02290C_A orf19.3686 orf19.3686 -1,34  PRE1ON 
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 A C1_02330C_A orf19.3690.2 orf19.3690.2 -1,82  PRE1ON 

 S C7_02630W_A orf19.3701 orf19.3701 0,63 PRE1OFF 

 I CR_07760W_A orf19.3704.1 orf19.3704.1 -1,77  PRE1ON 

 A CR_07850W_A orf19.3714 orf19.3714 1,46 PRE1OFF 

 I C1_12610W_A orf19.3755 orf19.3755 -1,39  PRE1ON 

 A C4_05010W_A orf19.3778 orf19.3778 -0,85  PRE1ON 

 S C4_04980W_A orf19.3782 orf19.3782 0,68 PRE1OFF 

 L C4_04820C_A orf19.3797 orf19.3797 -1,19  PRE1ON 

 S C4_04720W_A orf19.3810 orf19.3810 -0,72  PRE1ON 

 F CR_06070W_A orf19.3859 orf19.3859 1,21 PRE1OFF 

 T CR_06230W_A orf19.3874 orf19.3874 0,78 PRE1OFF 

 I CR_06290C_A orf19.3881 orf19.3881 1,04 PRE1OFF 

 N CR_06320C_A orf19.3886 orf19.3886 1,63 PRE1OFF 

 M CR_06330C_A orf19.3887 orf19.3887 -0,95  PRE1ON 

 V C1_08440C_A orf19.389 orf19.389 1,71 PRE1OFF 

 K C5_04260W_A orf19.3910 orf19.3910 1,04 PRE1OFF 

 S C5_04290C_A orf19.3914 orf19.3914 -0,60  PRE1ON 

 A C5_04300C_A orf19.3915 orf19.3915 0,79 PRE1OFF 

 K C5_04320C_A orf19.3919 orf19.3919 0,88 PRE1OFF 

 S C1_08470W_A orf19.392 orf19.392 -1,25  PRE1ON 

 P C5_04350C_A orf19.3921 orf19.3921 0,60 PRE1OFF 

 F C5_04420W_A orf19.3929 orf19.3929 0,87 PRE1OFF 

 S C5_04470C_A orf19.3932 orf19.3932 1,68 PRE1OFF 

 S C5_04480C_A orf19.3932.1 orf19.3932.1 4,35 PRE1OFF 

 F C5_04530W_A orf19.3938 orf19.3938 -1,57  PRE1ON 

 G C5_04640C_A orf19.3949 orf19.3949 1,24 PRE1OFF 

 R C5_04710W_A orf19.3956 orf19.3956 -0,81  PRE1ON 

 S C5_04720C_A orf19.3957 orf19.3957 -1,33  PRE1ON 

 F C1_08520C_A orf19.397 orf19.397 -1,49  PRE1ON 

 A C5_04920C_A orf19.3980 orf19.3980 0,85 PRE1OFF 

 T C5_04940W_A orf19.3982 orf19.3982 2,23 PRE1OFF 

 F C1_08540C_A orf19.399 orf19.399 1,00 PRE1OFF 

 S C5_05140W_A orf19.4006 orf19.4006 -0,72  PRE1ON 

 S C5_05250C_A orf19.4018 orf19.4018 -1,21  PRE1ON 

 Q C5_05360C_A orf19.4031 orf19.4031 0,69 PRE1OFF 

 S C5_05440C_A orf19.4043 orf19.4043 0,97 PRE1OFF 

 T C5_05460C_A orf19.4046 orf19.4046 0,91 PRE1OFF 

 S C2_09070C_A orf19.4066 orf19.4066 -1,34  PRE1ON 

 K C1_08610C_A orf19.409 orf19.409 -0,93  PRE1ON 

 K C2_09310C_A orf19.4092 orf19.4092 -0,78  PRE1ON 

 I C2_09360W_A orf19.4097 orf19.4097 -1,08  PRE1ON 

 S C1_05540C_A orf19.411 orf19.411 2,00 PRE1OFF 

 S C2_06030W_A orf19.4117 orf19.4117 0,79 PRE1OFF 

 I C2_05980C_A orf19.4122 orf19.4122 -1,05  PRE1ON 

 N C5_01530C_A orf19.4148 orf19.4148 0,80 PRE1OFF 
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 A C5_01540W_A orf19.4149.1 orf19.4149.1 -1,28  PRE1ON 

 A C5_01560C_A orf19.4150 orf19.4150 -0,99  PRE1ON 

 S C5_01590W_A orf19.4153 orf19.4153 0,71 PRE1OFF 

 T C4_00800W_A orf19.4161 orf19.4161 0,60 PRE1OFF 

 S C4_00610W_A orf19.4182 orf19.4182 1,68 PRE1OFF 

 F C1_05440C_A orf19.419 orf19.419 2,24 PRE1OFF 

 F C4_00500W_A orf19.4191.1 orf19.4191.1 0,77 PRE1OFF 

 G C6_00550W_A orf19.4204 orf19.4204 -1,32  PRE1ON 

 A C6_00500C_A orf19.4209 orf19.4209 1,20 PRE1OFF 

 L C6_00490W_A orf19.4210 orf19.4210 -0,73  PRE1ON 

 S C5_02110W_A orf19.4216 orf19.4216 0,78 PRE1OFF 

 E C5_02220C_A orf19.4229 orf19.4229 1,86 PRE1OFF 

 V C5_02370C_A orf19.4245 orf19.4245 0,96 PRE1OFF 

 D C5_02390C_A orf19.4247 orf19.4247 1,36 PRE1OFF 

 F C1_05400C_A orf19.425 orf19.425 -1,96  PRE1ON 

 Q C1_05380C_A orf19.427 orf19.427 0,93 PRE1OFF 

 I C5_02590C_A orf19.4273 orf19.4273 -1,55  PRE1ON 

 E C5_02620C_A orf19.4278 orf19.4278 1,05 PRE1OFF 

 S C1_05370C_A orf19.428 orf19.428 0,99 PRE1OFF 

 K C5_02690W_A orf19.4287 orf19.4287 1,07 PRE1OFF 

 A C5_02780W_A orf19.4301 orf19.4301 1,10 PRE1OFF 

 H C5_02830W_A orf19.4307 orf19.4307 0,99 PRE1OFF 

 S C5_02920W_A orf19.4316 orf19.4316 1,55 PRE1OFF 

 A C1_05330C_A orf19.432 orf19.432 7,34 Ausente en PRE1ON 

 D C5_02990W_A orf19.4324 orf19.4324 -0,72  PRE1ON 

 S C5_03170C_A orf19.4349 orf19.4349 1,21 PRE1OFF 

 I CR_03640C_A orf19.4362 orf19.4362 0,75 PRE1OFF 

 T CR_03690W_A orf19.4368 orf19.4368 1,76 PRE1OFF 

 N CR_03700C_A orf19.4369 orf19.4369 0,93 PRE1OFF 

 S CR_03710C_A orf19.4370 orf19.4370 -0,70  PRE1ON 

 A C1_05270C_A orf19.439 orf19.439 -1,46  PRE1ON 

 I CR_03470W_A orf19.4390 orf19.4390 -0,60  PRE1ON 

 S C4_05980C_A orf19.4409 orf19.4409 0,92 PRE1OFF 

 N C1_07400C_A orf19.4428 orf19.4428 0,71 PRE1OFF 

 D C1_07390W_A orf19.4430 orf19.4430 1,86 PRE1OFF 

 S C1_07360W_A orf19.4435 orf19.4435 0,80 PRE1OFF 

 N C1_05220C_A orf19.444 orf19.444 0,70 PRE1OFF 

 N C1_07260C_A orf19.4441 orf19.4441 0,71 PRE1OFF 

 N C1_07220W_A orf19.4445 orf19.4445 2,49 PRE1OFF 

 L C1_05210C_A orf19.445 orf19.445 -1,48  PRE1ON 

 V C1_07130C_A orf19.4455 orf19.4455 -1,29  PRE1ON 

 S C1_03870C_A orf19.4459 orf19.4459 2,25 PRE1OFF 

 A C1_05200C_A orf19.446 orf19.446 2,91 PRE1OFF 

 I C1_03940W_A orf19.4468 orf19.4468 -0,59  PRE1ON 

 S C1_03950C_A orf19.4470 orf19.4470 0,75 PRE1OFF 
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 S C1_03990W_A orf19.4474 orf19.4474 2,24 PRE1OFF 

 S C1_04010C_A orf19.4476 orf19.4476 2,78 PRE1OFF 

 I C2_04400W_A orf19.4513 orf19.4513 1,94 PRE1OFF 

 T C1_02020W_A orf19.4523 orf19.4523 -0,79  PRE1ON 

 T C1_01930W_A orf19.4530.1 orf19.4530.1 1,06 PRE1OFF 

 F C1_01900C_A orf19.4533 orf19.4533 1,17 PRE1OFF 

 S C1_01890C_A orf19.4534 orf19.4534 0,98 PRE1OFF 

 Y C1_01850C_A orf19.4538 orf19.4538 1,34 PRE1OFF 

 A C6_04120C_A orf19.4557 orf19.4557 1,66 PRE1OFF 

 A C4_02260C_A orf19.4563 orf19.4563 -0,64  PRE1ON 

 M CR_05980W_A orf19.457 orf19.457 1,42 PRE1OFF 

 T C4_02200C_A orf19.4570 orf19.4570 0,65 PRE1OFF 

 A CR_05970C_A orf19.458 orf19.458 -0,81  PRE1ON 

 T C4_01970W_A orf19.4595 orf19.4595 -1,69  PRE1ON 

 I C4_01930C_A orf19.4600 orf19.4600 -1,16  PRE1ON 

 S C4_01790W_A orf19.4614 orf19.4614 1,48 PRE1OFF 

 L C4_01780C_A orf19.4615 orf19.4615 0,64 PRE1OFF 

 E C4_01670C_A orf19.4626 orf19.4626 1,41 PRE1OFF 

 H C4_01560C_A orf19.4629 orf19.4629 0,71 PRE1OFF 

 S C4_01510W_A orf19.4633 orf19.4633 0,99 PRE1OFF 

 F C4_01420W_A orf19.4643 orf19.4643 1,00 PRE1OFF 

 D C4_01310W_A orf19.4656 orf19.4656 0,76 PRE1OFF 

 T C4_01290W_A orf19.4658 orf19.4658 1,71 PRE1OFF 

 I C4_00950C_A orf19.4699 orf19.4699 1,72 PRE1OFF 

 N CR_03910C_A orf19.470 orf19.470 0,59 PRE1OFF 

 K C4_00880W_A orf19.4705 orf19.4705 -0,65  PRE1ON 

 E C4_00840W_A orf19.4711 orf19.4711 0,60 PRE1OFF 

 S C4_06130W_A orf19.4715 orf19.4715 0,67 PRE1OFF 

 R C1_08630W_A orf19.4721 orf19.4721 -1,28  PRE1ON 

 S C1_08700W_A orf19.4728 orf19.4728 0,65 PRE1OFF 

 G C1_08780W_A orf19.4736 orf19.4736 1,33 PRE1OFF 

 T C1_08900W_A orf19.4749 orf19.4749 -2,41  PRE1ON 

 A CR_03940W_A orf19.475 orf19.475 -1,02  PRE1ON 

 K C1_08920W_A orf19.4751 orf19.4751 -1,48  PRE1ON 

 F C1_09020W_A orf19.4758 orf19.4758 -1,31  PRE1ON 

 R C1_09040C_A orf19.4760 orf19.4760 -0,80  PRE1ON 

 S C1_09210C_A orf19.4779 orf19.4779 -1,73  PRE1ON 

 A C1_09310C_A orf19.4791 orf19.4791 7,34 Ausente en PRE1ON 

 T C1_09320C_A orf19.4792 orf19.4792 1,26 PRE1OFF 

 L C1_09340C_A orf19.4795 orf19.4795 0,63 PRE1OFF 

 L C1_09520C_A orf19.4816 orf19.4816 1,96 PRE1OFF 

 S C1_09620C_A orf19.4825 orf19.4825 -0,87  PRE1ON 

 S C1_09790C_A orf19.4844 orf19.4844 -0,75  PRE1ON 

 G C1_09810W_A orf19.4846 orf19.4846 -0,96  PRE1ON 

 M C1_09840C_A orf19.4849 orf19.4849 3,28 PRE1OFF 
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 T C1_09850C_A orf19.4850 orf19.4850 0,72 PRE1OFF 

 S C1_10120C_A orf19.4882 orf19.4882 0,74 PRE1OFF 

 L C1_10140C_A orf19.4883 orf19.4883 1,84 PRE1OFF 

 K C1_10170W_A orf19.4886 orf19.4886 5,34 PRE1OFF 

 S C1_10190W_A orf19.4888 orf19.4888 1,00 PRE1OFF 

 P C1_10230C_A orf19.4893 orf19.4893 0,87 PRE1OFF 

 S C1_10240C_A orf19.4894 orf19.4894 1,73 PRE1OFF 

 T C1_10310W_A orf19.4901 orf19.4901 2,80 PRE1OFF 

 S C1_10420C_A orf19.4912 orf19.4912 0,90 PRE1OFF 

 V C1_12840W_A orf19.4914 orf19.4914 0,80 PRE1OFF 

 S C1_12890W_A orf19.4919 orf19.4919 1,50 PRE1OFF 

 I C1_13010W_A orf19.4929 orf19.4929 -0,63  PRE1ON 

 A C1_13060C_A orf19.4932 orf19.4932 -0,94  PRE1ON 

 S CR_04110W_A orf19.494 orf19.494 -1,22  PRE1ON 

 L C1_13190W_A orf19.4947 orf19.4947 0,80 PRE1OFF 

 V C1_13240W_A orf19.4951 orf19.4951 1,03 PRE1OFF 

 A C1_13250W_A orf19.4952 orf19.4952 3,97 PRE1OFF 

 S C1_13270W_A orf19.4953 orf19.4953 1,12 PRE1OFF 

 S C1_13320C_A orf19.4959 orf19.4959 -1,05  PRE1ON 

 S C1_13330C_A orf19.4960 orf19.4960 -0,84  PRE1ON 

 L C1_13430C_A orf19.4970 orf19.4970 2,38 PRE1OFF 

 P CR_04140W_A orf19.498 orf19.498 -1,08  PRE1ON 

 T C1_04960C_A orf19.50 orf19.50 1,06 PRE1OFF 

 S CR_04160C_A orf19.500 orf19.500 -0,71  PRE1ON 

 D C1_13650C_A orf19.5003 orf19.5003 0,63 PRE1OFF 

 A C1_13720W_A orf19.5009 orf19.5009 -0,71  PRE1ON 

 G CR_04170W_A orf19.501 orf19.501 -0,73  PRE1ON 

 P C1_13770C_A orf19.5014 orf19.5014 -0,71  PRE1ON 

 H C1_13820C_A orf19.5020 orf19.5020 -0,93  PRE1ON 

 N C1_13880C_A orf19.5026 orf19.5026 0,62 PRE1OFF 

 S C4_03830W_A orf19.5038 orf19.5038 -0,82  PRE1ON 

 A CR_04180C_A orf19.504 orf19.504 0,87 PRE1OFF 

 S C4_03880W_A orf19.5043 orf19.5043 1,35 PRE1OFF 

 S C1_07790C_A orf19.5049 orf19.5049 -1,07  PRE1ON 

 A C1_07840W_A orf19.5054 orf19.5054 1,08 PRE1OFF 

 N C1_07850C_A orf19.5056 orf19.5056 1,22 PRE1OFF 

 Q C1_08080C_A orf19.5079.1 orf19.5079.1 -0,93  PRE1ON 

 T C1_08110W_A orf19.5085 orf19.5085 -0,60  PRE1ON 

 S C1_08180C_A orf19.5095 orf19.5095 0,78 PRE1OFF 

 T C1_08240C_A orf19.5103 orf19.5103 -1,41  PRE1ON 

 S C1_08340C_A orf19.5114 orf19.5114 0,62 PRE1OFF 

 T C7_03280C_A orf19.5125 orf19.5125 2,66 PRE1OFF 

 G C7_03210W_A orf19.5134 orf19.5134 -1,46  PRE1ON 

 S C7_03160W_A orf19.5139 orf19.5139 0,81 PRE1OFF 

 A C7_03150W_A orf19.5140 orf19.5140 4,48 PRE1OFF 
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 S C7_03030W_A orf19.5158 orf19.5158 1,78 PRE1OFF 

 F C7_03000C_A orf19.5161 orf19.5161 -1,46  PRE1ON 

 D C7_02960C_A orf19.5165 orf19.5165 1,15 PRE1OFF 

 S C7_02920W_A orf19.5169 orf19.5169 0,59 PRE1OFF 

 S C1_04430C_A orf19.5194.1 orf19.5194.1 1,06 PRE1OFF 

 L C1_04370C_A orf19.5201 orf19.5201 -1,10  PRE1ON 

 S C2_05810W_A orf19.5204 orf19.5204 1,25 PRE1OFF 

 N C2_05910W_A orf19.5213 orf19.5213 0,70 PRE1OFF 

 A C1_12430W_A orf19.5221 orf19.5221 0,75 PRE1OFF 

 L C1_12280C_A orf19.5235 orf19.5235 -1,29  PRE1ON 

 A C1_12250C_A orf19.5238 orf19.5238 0,75 PRE1OFF 

 A C1_12240C_A orf19.5239 orf19.5239 0,94 PRE1OFF 

 S CR_04350C_A orf19.524 orf19.524 0,62 PRE1OFF 

 S C1_12140W_A orf19.5250 orf19.5250 1,27 PRE1OFF 

 E C1_12090C_A orf19.5256 orf19.5256 4,15 PRE1OFF 

 T C1_11950W_A orf19.5270 orf19.5270 3,02 PRE1OFF 

 T C1_11920W_A orf19.5275 orf19.5275 0,76 PRE1OFF 

 T C1_11890W_A orf19.5278 orf19.5278 1,41 PRE1OFF 

 P C1_11880W_A orf19.5279 orf19.5279 -1,37  PRE1ON 

 K CR_05360C_A orf19.5287 orf19.5287 0,67 PRE1OFF 

 N C4_04180C_A orf19.5291 orf19.5291 1,15 PRE1OFF 

 I C4_04160W_A orf19.5293 orf19.5293 -0,62  PRE1ON 

 T C4_04140W_A orf19.5295 orf19.5295 0,94 PRE1OFF 

 K C4_04090C_A orf19.5300 orf19.5300 1,24 PRE1OFF 

 V C4_04010W_A orf19.5311 orf19.5311 0,79 PRE1OFF 

 I C2_10470C_A orf19.5322 orf19.5322 0,63 PRE1OFF 

 L C2_10630W_A orf19.5342 orf19.5342 0,66 PRE1OFF 

 S C2_10650W_A orf19.5342.2 orf19.5342.2 -1,23  PRE1ON 

 S C2_10670W_A orf19.5345 orf19.5345 1,66 PRE1OFF 

 D C2_10700C_A orf19.5350 orf19.5350 0,72 PRE1OFF 

 S C2_10820C_A orf19.5365 orf19.5365 -1,09  PRE1ON 

 E C2_10850C_A orf19.5368 orf19.5368 0,61 PRE1OFF 

 N CR_04460C_A orf19.537 orf19.537 0,69 PRE1OFF 

 G C3_00620C_A orf19.5394.1 orf19.5394.1 -1,30  PRE1ON 

 T C3_00610W_A orf19.5397 orf19.5397 0,86 PRE1OFF 

 S CR_04500C_A orf19.541 orf19.541 -0,67  PRE1ON 

 L C3_00450C_A orf19.5420 orf19.5420 -1,17  PRE1ON 

 F C3_00360W_A orf19.5431 orf19.5431 1,86 PRE1OFF 

 S C3_00340W_A orf19.5433 orf19.5433 -1,27  PRE1ON 

 L C2_06200C_A orf19.5483 orf19.5483 -0,69  PRE1ON 

 C C2_06230W_A orf19.5486 orf19.5486 0,66 PRE1OFF 

 S C2_06260W_A orf19.5488 orf19.5488 -1,64  PRE1ON 

 K C7_03760W_A orf19.5502 orf19.5502 2,52 PRE1OFF 

 S C7_03730C_A orf19.5504 orf19.5504 0,91 PRE1OFF 

 L C6_02460C_A orf19.5515 orf19.5515 -1,23  PRE1ON 
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 T C6_02480W_A orf19.5517 orf19.5517 1,10 PRE1OFF 

 S C6_02490C_A orf19.5518 orf19.5518 1,70 PRE1OFF 

 G C6_02530C_A orf19.5522 orf19.5522 0,77 PRE1OFF 

 P C6_02640C_A orf19.5534 orf19.5534 0,96 PRE1OFF 

 S C6_02690C_A orf19.5541 orf19.5541 -1,19  PRE1ON 

 E C6_02790C_A orf19.5552 orf19.5552 1,27 PRE1OFF 

 P C6_02880W_A orf19.5564 orf19.5564 -0,90  PRE1ON 

 D C6_02930W_A orf19.5569 orf19.5569 1,09 PRE1OFF 

 L C6_02940C_A orf19.5572 orf19.5572 -1,75  PRE1ON 

 P C6_02980C_A orf19.5576 orf19.5576 -0,60  PRE1ON 

 L C6_03050C_A orf19.5587 orf19.5587 1,46 PRE1OFF 

 N C6_03180C_A orf19.5605 orf19.5605 0,60 PRE1OFF 

 R C6_03200W_A orf19.5607 orf19.5607 -1,61  PRE1ON 

 S C6_03240W_A orf19.5611 orf19.5611 2,47 PRE1OFF 

 P C6_03260W_A orf19.5614 orf19.5614 1,34 PRE1OFF 

 A C6_03300C_A orf19.5618 orf19.5618 0,67 PRE1OFF 

 T C6_03310W_A orf19.5619 orf19.5619 1,07 PRE1OFF 

 P C6_03320W_A orf19.5620 orf19.5620 -1,14  PRE1ON 

 E C6_03330C_A orf19.5621 orf19.5621 0,79 PRE1OFF 

 T C6_03380W_A orf19.5627 orf19.5627 -0,59  PRE1ON 

 S C6_03390W_A orf19.5628 orf19.5628 -1,24  PRE1ON 

 S C4_00100C_A orf19.5633 orf19.5633 0,78 PRE1OFF 

 M C4_00170W_A orf19.5642 orf19.5642 1,32 PRE1OFF 

 I C4_00230W_A orf19.5648 orf19.5648 -1,00  PRE1ON 

 S C4_00260W_A orf19.5651 orf19.5651 1,90 PRE1OFF 

 G C4_00320C_A orf19.5660 orf19.5660 1,49 PRE1OFF 

 S C4_00410W_A orf19.5669 orf19.5669 1,28 PRE1OFF 

 S C5_00100C_A orf19.5686 orf19.5686 1,07 PRE1OFF 

 K C5_00090C_A orf19.5688 orf19.5688 -1,26  PRE1ON 

 F C5_00030W_A orf19.5698 orf19.5698 -1,01  PRE1ON 

 I C6_03440W_A orf19.5704 orf19.5704 -1,84  PRE1ON 

 K C6_03550C_A orf19.5722 orf19.5722 -0,77  PRE1ON 

 P C6_03590C_A orf19.5727 orf19.5727 0,81 PRE1OFF 

 I C6_03730C_A orf19.5747 orf19.5747 -1,41  PRE1ON 

 T C6_03780C_A orf19.5752 orf19.5752 2,29 PRE1OFF 

 S C6_03800C_A orf19.5754 orf19.5754 1,91 PRE1OFF 

 S C6_03880W_A orf19.5763 orf19.5763 0,65 PRE1OFF 

 T C5_00750C_A orf19.577 orf19.577 1,00 PRE1OFF 

 S C6_03950C_A orf19.5772 orf19.5772 1,33 PRE1OFF 

 S C6_03960W_A orf19.5773 orf19.5773 0,66 PRE1OFF 

 K C2_02920W_A orf19.5813 orf19.5813 3,34 PRE1OFF 

 T C2_02840C_A orf19.5821 orf19.5821 1,16 PRE1OFF 

 F C2_02820C_A orf19.5824 orf19.5824 -2,04  PRE1ON 

 T C5_00800C_A orf19.583 orf19.583 1,83 PRE1OFF 

 F C2_02730W_A orf19.5833 orf19.5833 1,89 PRE1OFF 
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 R C5_00820W_A orf19.585 orf19.585 -1,40  PRE1ON 

 T C3_04330C_A orf19.5876 orf19.5876 1,12 PRE1OFF 

 S C3_04380C_A orf19.5885 orf19.5885 -0,90  PRE1ON 

 P CR_08050C_A orf19.590 orf19.590 0,67 PRE1OFF 

 N C3_04540C_A orf19.5910 orf19.5910 0,60 PRE1OFF 

 S CR_08040W_A orf19.592 orf19.592 -0,65  PRE1ON 

 I C3_04650W_A orf19.5925 orf19.5925 1,41 PRE1OFF 

 I C3_04720C_A orf19.5932 orf19.5932 1,51 PRE1OFF 

 A C3_04750W_A orf19.5935 orf19.5935 0,62 PRE1OFF 

 N C3_04790W_A orf19.5942 orf19.5942 1,08 PRE1OFF 

 D C3_04800C_A orf19.5943 orf19.5943 1,76 PRE1OFF 

 S C3_04810C_A orf19.5943.1 orf19.5943.1 -0,72  PRE1ON 

 S C3_04970C_A orf19.5965 orf19.5965 0,87 PRE1OFF 

 V C3_05140C_A orf19.5987 orf19.5987 -0,81  PRE1ON 

 S C3_05160C_A orf19.5991 orf19.5991 -0,61  PRE1ON 

 I C3_05290C_A orf19.6008 orf19.6008 1,55 PRE1OFF 

 S C1_00890W_A orf19.6016 orf19.6016 0,88 PRE1OFF 

 S C1_00860W_A orf19.6020 orf19.6020 1,15 PRE1OFF 

 S C1_00820W_A orf19.6024 orf19.6024 0,72 PRE1OFF 

 F C1_00810W_A orf19.6025 orf19.6025 -1,03  PRE1ON 

 N C1_00760W_A orf19.6030 orf19.6030 3,34 PRE1OFF 

 T C1_00700W_A orf19.6035 orf19.6035 -1,05  PRE1ON 

 F C1_00630W_A orf19.6043 orf19.6043 0,90 PRE1OFF 

 S C1_00570C_A orf19.6049 orf19.6049 1,07 PRE1OFF 

 D C1_00530C_A orf19.6055 orf19.6055 0,90 PRE1OFF 

 Y C1_00510W_A orf19.6057 orf19.6057 -0,85  PRE1ON 

 D CR_07920W_A orf19.606 orf19.606 0,90 PRE1OFF 

 S C1_00410C_A orf19.6066 orf19.6066 2,00 PRE1OFF 

 S CR_07910C_A orf19.607 orf19.607 0,78 PRE1OFF 

 L C1_00320W_A orf19.6076 orf19.6076 1,04 PRE1OFF 

 I C1_00200C_A orf19.6083 orf19.6083 -0,97  PRE1ON 

 A C1_00160C_A orf19.6090 orf19.6090 -0,85  PRE1ON 

 K C1_00100C_A orf19.6100 orf19.6100 -0,90  PRE1ON 

 P CR_07470W_A orf19.6118 orf19.6118 -1,34  PRE1ON 

 S CR_07320C_A orf19.6136 orf19.6136 -1,24  PRE1ON 

 I CR_07310W_A orf19.6137 orf19.6137 -0,87  PRE1ON 

 D CR_07250C_A orf19.6143 orf19.6143 3,50 PRE1OFF 

 P CR_07220C_A orf19.6148 orf19.6148 1,71 PRE1OFF 

 I CR_07200W_A orf19.6152 orf19.6152 -0,74  PRE1ON 

 F C3_00830C_A orf19.6155 orf19.6155 0,81 PRE1OFF 

 S C3_00850C_A orf19.6160 orf19.6160 0,87 PRE1OFF 

 T C1_07100C_A orf19.6194 orf19.6194 -0,68  PRE1ON 

 K C1_07050C_A orf19.6199 orf19.6199 0,73 PRE1OFF 

 S C1_06910C_A orf19.6220 orf19.6220 1,12 PRE1OFF 

 Y C1_06760C_A orf19.6234 orf19.6234 -0,90  PRE1ON 
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 E C1_06700W_A orf19.6240 orf19.6240 0,59 PRE1OFF 

 Y C1_06640C_A orf19.6247.1 orf19.6247.1 -1,98  PRE1ON 

 R C1_06500W_A orf19.6264 orf19.6264 0,59 PRE1OFF 

 S C1_06440C_A orf19.6266 orf19.6266 -0,69  PRE1ON 

 T C1_06390W_A orf19.6272 orf19.6272 1,32 PRE1OFF 

 I C1_06360W_A orf19.6275 orf19.6275 0,89 PRE1OFF 

 M C1_06350W_A orf19.6276 orf19.6276 1,79 PRE1OFF 

 K CR_07680C_A orf19.6282 orf19.6282 1,06 PRE1OFF 

 F CR_07670W_A orf19.6283 orf19.6283 -0,94  PRE1ON 

 D CR_04880W_A orf19.6305 orf19.6305 0,66 PRE1OFF 

 T CR_04870C_A orf19.6306 orf19.6306 1,50 PRE1OFF 

 K C6_00120W_A orf19.6325.1 orf19.6325.1 1,20 PRE1OFF 

 S C6_00110C_A orf19.6326 orf19.6326 0,84 PRE1OFF 

 S C1_12810W_A orf19.6341 orf19.6341 2,24 PRE1OFF 

 G C1_12760W_A orf19.6346 orf19.6346 -0,68  PRE1ON 

 S C1_12710C_A orf19.6351 orf19.6351 0,63 PRE1OFF 

 V C1_12700W_A orf19.6353 orf19.6353 7,34 Ausente en PRE1ON 

 V C1_12690C_A orf19.6354 orf19.6354 1,43 PRE1OFF 

 S C1_12680W_A orf19.6355 orf19.6355 -1,01  PRE1ON 

 D CR_08200C_A orf19.6382 orf19.6382 0,72 PRE1OFF 

 I CR_05150W_A orf19.639.1 orf19.639.1 -1,45  PRE1ON 

 S CR_08330W_A orf19.6400 orf19.6400 1,08 PRE1OFF 

 K CR_08350W_A orf19.6403 orf19.6403 1,26 PRE1OFF 

 V CR_08420W_A orf19.6408 orf19.6408 1,63 PRE1OFF 

 K CR_05130C_A orf19.641 orf19.641 0,80 PRE1OFF 

 S CR_08440W_A orf19.6413 orf19.6413 -0,78  PRE1ON 

 T CR_08450C_A orf19.6414 orf19.6414 1,88 PRE1OFF 

 A CR_08480C_A orf19.6415.1 orf19.6415.1 -1,91  PRE1ON 

 S CR_08520C_A orf19.6419.1 orf19.6419.1 -0,69  PRE1ON 

 Q CR_08550W_A orf19.6423 orf19.6423 0,71 PRE1OFF 

 A CR_08610W_A orf19.6435 orf19.6435 -1,41  PRE1ON 

 A CR_08650C_A orf19.6440 orf19.6440 0,81 PRE1OFF 

 S CR_08670C_A orf19.6443 orf19.6443 1,67 PRE1OFF 

 Y C7_02540W_A orf19.6456 orf19.6456 0,70 PRE1OFF 

 R C7_02460C_A orf19.6463 orf19.6463 0,68 PRE1OFF 

 I C7_02450W_A orf19.6464 orf19.6464 0,96 PRE1OFF 

 F C7_02170C_A orf19.6498 orf19.6498 0,87 PRE1OFF 

 S C7_02120C_A orf19.6503 orf19.6503 -0,80  PRE1ON 

 D C7_02080W_A orf19.6509 orf19.6509 -1,18  PRE1ON 

 S C7_02010C_A orf19.6518 orf19.6518 3,97 PRE1OFF 

 D C7_01830W_A orf19.6537 orf19.6537 1,11 PRE1OFF 

 S C7_01700W_A orf19.6554 orf19.6554 1,60 PRE1OFF 

 N C7_01680C_A orf19.6556 orf19.6556 1,88 PRE1OFF 

 D C7_01660C_A orf19.6558 orf19.6558 -1,11  PRE1ON 

 G C7_01610W_A orf19.6563.1 orf19.6563.1 -0,72  PRE1ON 
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 L C7_01600W_A orf19.6565 orf19.6565 -1,47  PRE1ON 

 S C7_01510W_A orf19.6578 orf19.6578 -1,53  PRE1ON 

 S C7_01460C_A orf19.6583 orf19.6583 0,68 PRE1OFF 

 I C7_01440W_A orf19.6585 orf19.6585 -0,70  PRE1ON 

 T CR_09700W_A orf19.6592 orf19.6592 2,78 PRE1OFF 

 V CR_09560C_A orf19.6606 orf19.6606 1,10 PRE1OFF 

 S CR_09530C_A orf19.6608 orf19.6608 2,26 PRE1OFF 

 S CR_09510C_A orf19.6612 orf19.6612 -0,98  PRE1ON 

 N CR_05880W_A orf19.6626 orf19.6626 0,85 PRE1OFF 

 S CR_05860W_A orf19.6627 orf19.6627 0,71 PRE1OFF 

 R CR_05750W_A orf19.6637 orf19.6637 2,14 PRE1OFF 

 T C5_03490C_A orf19.6658 orf19.6658 1,09 PRE1OFF 

 P C5_03550W_A orf19.6665 orf19.6665 -0,88  PRE1ON 

 S C7_03620C_A orf19.6694 orf19.6694 0,83 PRE1OFF 

 A C7_03660C_A orf19.6701 orf19.6701 -0,90  PRE1ON 

 R C7_03500W_A orf19.6707 orf19.6707 -1,44  PRE1ON 

 T C3_07760C_A orf19.6709 orf19.6709 0,94 PRE1OFF 

 S C3_07700W_A orf19.6717 orf19.6717 -1,60  PRE1ON 

 S C3_07680W_A orf19.6719 orf19.6719 0,86 PRE1OFF 

 F C3_07550C_A orf19.6736 orf19.6736 -1,81  PRE1ON 

 L C3_07540C_A orf19.6737 orf19.6737 0,98 PRE1OFF 

 N C3_07450C_A orf19.6744 orf19.6744 0,94 PRE1OFF 

 G C3_07430W_A orf19.6747 orf19.6747 1,44 PRE1OFF 

 L C3_07390C_A orf19.6752 orf19.6752 -1,80  PRE1ON 

 S C3_07380W_A orf19.6753 orf19.6753 2,69 PRE1OFF 

 S C3_07350W_A orf19.6756 orf19.6756 0,82 PRE1OFF 

 S C3_07330W_A orf19.6758 orf19.6758 0,80 PRE1OFF 

 V C3_07120W_A orf19.6788 orf19.6788 1,56 PRE1OFF 

 P C3_07110W_A orf19.6789 orf19.6789 0,68 PRE1OFF 

 S C3_07030C_A orf19.6797 orf19.6797 0,88 PRE1OFF 

 S C3_06920W_A orf19.6809 orf19.6809 -0,63  PRE1ON 

 S C3_06860C_A orf19.6816 orf19.6816 2,07 PRE1OFF 

 A C3_06830C_A orf19.6818 orf19.6818 -1,03  PRE1ON 

 D C3_06810W_A orf19.6821 orf19.6821 1,24 PRE1OFF 

 S C3_06760W_A orf19.6828 orf19.6828 -1,03  PRE1ON 

 S C3_06740W_A orf19.6829 orf19.6829 -1,22  PRE1ON 

 S C3_06730W_A orf19.6830 orf19.6830 2,20 PRE1OFF 

 T C1_04560W_A orf19.6850 orf19.6850 1,09 PRE1OFF 

 L C1_04600C_A orf19.6853 orf19.6853 -1,54  PRE1ON 

 S C2_05560W_A orf19.6868 orf19.6868 0,59 PRE1OFF 

 T C2_05570C_A orf19.6869 orf19.6869 1,19 PRE1OFF 

 T C6_01960W_A orf19.687 orf19.687 0,83 PRE1OFF 

 S C2_05750W_A orf19.6886 orf19.6886 -0,79  PRE1ON 

 P C2_05760C_A orf19.6887 orf19.6887 -0,67  PRE1ON 

 A C2_05770W_A orf19.6888 orf19.6888 0,97 PRE1OFF 
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 Y C7_01150W_A orf19.6898 orf19.6898 1,16 PRE1OFF 

 S C7_01160C_A orf19.6898.1 orf19.6898.1 -1,09  PRE1ON 

 L C7_01350C_A orf19.6916 orf19.6916 -0,60  PRE1ON 

 I C3_03920W_A orf19.6923.1 orf19.6923.1 -1,09  PRE1ON 

 T C3_03860W_A orf19.6929 orf19.6929 -0,91  PRE1ON 

 A C3_05360C_A orf19.6973 orf19.6973 0,71 PRE1OFF 

 S C3_05410W_A orf19.6979 orf19.6979 1,07 PRE1OFF 

 S C3_05510W_A orf19.6986 orf19.6986 1,29 PRE1OFF 

 S C3_05540C_A orf19.6989 orf19.6989 -0,90  PRE1ON 

 S C3_05550C_A orf19.6990 orf19.6990 0,62 PRE1OFF 

 V C7_01070C_A orf19.7006 orf19.7006 0,63 PRE1OFF 

 S C7_01040C_A orf19.7010 orf19.7010 1,00 PRE1OFF 

 N C7_01030C_A orf19.7011 orf19.7011 -0,99  PRE1ON 

 D C7_01020C_A orf19.7012 orf19.7012 -1,50  PRE1ON 

 M C7_00880C_A orf19.7027 orf19.7027 2,05 PRE1OFF 

 P C7_00870W_A orf19.7029 orf19.7029 1,28 PRE1OFF 

 N C7_00790W_A orf19.7038 orf19.7038 0,99 PRE1OFF 

 S C7_00780W_A orf19.7041 orf19.7041 0,70 PRE1OFF 

 S C7_00680W_A orf19.7051 orf19.7051 1,10 PRE1OFF 

 V C7_00580C_A orf19.7061 orf19.7061 0,79 PRE1OFF 

 T C7_00450C_A orf19.7074 orf19.7074 0,78 PRE1OFF 

 D C7_00420C_A orf19.7078 orf19.7078 0,79 PRE1OFF 

 F C7_00350C_A orf19.7085 orf19.7085 3,13 PRE1OFF 

 V C7_00270W_A orf19.7095 orf19.7095 -1,34  PRE1ON 

 S C7_00250C_A orf19.7097 orf19.7097 0,66 PRE1OFF 

 L C1_03690W_A orf19.71 orf19.71 0,91 PRE1OFF 

 S C7_00130W_A orf19.7110 orf19.7110 0,61 PRE1OFF 

 F C7_00120W_A orf19.7111 orf19.7111 0,80 PRE1OFF 

 D CR_06530W_A orf19.713 orf19.713 1,12 PRE1OFF 

 L C7_04310C_A orf19.7131 orf19.7131 -1,10  PRE1ON 

 S C7_04280C_A orf19.7140 orf19.7140 0,80 PRE1OFF 

 D C7_04260W_A orf19.7144 orf19.7144 0,92 PRE1OFF 

 S C7_04140C_A orf19.7160 orf19.7160 -0,73  PRE1ON 

 T C7_04120W_A orf19.7163 orf19.7163 -1,15  PRE1ON 

 S C7_04090C_A orf19.7166 orf19.7166 -0,80  PRE1ON 

 S C7_04000W_A orf19.7181 orf19.7181 0,80 PRE1OFF 

 L CR_06470W_A orf19.719 orf19.719 1,88 PRE1OFF 

 S C7_03880C_A orf19.7194 orf19.7194 -1,00  PRE1ON 

 R C7_03860W_A orf19.7196 orf19.7196 1,67 PRE1OFF 

 A C7_03850W_A orf19.7197 orf19.7197 -0,99  PRE1ON 

 S C7_03780C_A orf19.7204 orf19.7204 0,95 PRE1OFF 

 S C1_14030W_A orf19.7210 orf19.7210 1,75 PRE1OFF 

 G C1_14170W_A orf19.7224 orf19.7224 1,72 PRE1OFF 

 M C1_14330W_A orf19.7245 orf19.7245 -1,99  PRE1ON 

 P CR_06430W_A orf19.725 orf19.725 0,78 PRE1OFF 
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 S C1_14410W_A orf19.7256 orf19.7256 -1,16  PRE1ON 

 T C1_14430C_A orf19.7260 orf19.7260 -1,13  PRE1ON 

 S CR_08920W_A orf19.7288 orf19.7288 1,12 PRE1OFF 

 S CR_08940W_A orf19.7291 orf19.7291 -0,88  PRE1ON 

 Q CR_08990C_A orf19.7296 orf19.7296 1,09 PRE1OFF 

 K CR_09070C_A orf19.7304 orf19.7304 1,25 PRE1OFF 

 S CR_09100C_A orf19.7306 orf19.7306 0,74 PRE1OFF 

 Y CR_09140C_A orf19.7310 orf19.7310 0,82 PRE1OFF 

 P CR_09230C_A orf19.7321 orf19.7321 0,76 PRE1OFF 

 S CR_09240C_A orf19.7322 orf19.7322 0,89 PRE1OFF 

 T CR_09310W_A orf19.7326 orf19.7326 0,80 PRE1OFF 

 S CR_09330C_A orf19.7328 orf19.7328 -0,70  PRE1ON 

 A C3_05680W_A orf19.7347 orf19.7347 0,64 PRE1OFF 

 S C3_05990C_A orf19.7380 orf19.7380 1,25 PRE1OFF 

 F C3_06050C_A orf19.7386 orf19.7386 -1,06  PRE1ON 

 P C3_06160C_A orf19.7397.1 orf19.7397.1 -0,88  PRE1ON 

 K C3_06280W_A orf19.7404 orf19.7404 -0,73  PRE1ON 

 P C3_06270C_A orf19.7405 orf19.7405 0,93 PRE1OFF 

 A C3_06240C_A orf19.7409.1 orf19.7409.1 -1,41  PRE1ON 

 E C3_06350W_A orf19.7420 orf19.7420 0,87 PRE1OFF 

 C C3_06490W_A orf19.7437 orf19.7437 1,13 PRE1OFF 

 P C3_06610W_A orf19.7450 orf19.7450 0,72 PRE1OFF 

 G C3_06680C_A orf19.7457 orf19.7457 2,03 PRE1OFF 

 F C3_06700C_A orf19.7459 orf19.7459 -1,43  PRE1ON 

 L CR_00570W_A orf19.7478 orf19.7478 -1,31  PRE1ON 

 F CR_00490W_A orf19.7485 orf19.7485 -1,21  PRE1ON 

 V CR_00290W_A orf19.7504 orf19.7504 1,07 PRE1OFF 

 S CR_00270C_A orf19.7507 orf19.7507 7,34 Ausente en PRE1ON 

 K CR_00110W_A orf19.7527 orf19.7527 0,92 PRE1OFF 

 S CR_00090C_A orf19.7531 orf19.7531 1,19 PRE1OFF 

 S CR_09750C_A orf19.7547 orf19.7547 1,72 PRE1OFF 

 G CR_09930W_A orf19.7567 orf19.7567 1,42 PRE1OFF 

 N CR_10020C_A orf19.7578 orf19.7578 0,77 PRE1OFF 

 A CR_10060W_A orf19.7581 orf19.7581 0,63 PRE1OFF 

 N CR_10140W_A orf19.7590 orf19.7590 -1,26  PRE1ON 

 T CR_10170C_A orf19.7593 orf19.7593 -1,02  PRE1ON 

 S CR_10230W_A orf19.7598 orf19.7598 2,15 PRE1OFF 

 N CR_10420W_A orf19.7619 orf19.7619 -1,75  PRE1ON 

 S CR_10510W_A orf19.7629 orf19.7629 0,90 PRE1OFF 

 A CR_10810C_A orf19.7672 orf19.7672 2,10 PRE1OFF 

 S CR_10830C_A orf19.7675 orf19.7675 -1,63  PRE1ON 

 T C1_04700C_A orf19.775 orf19.775 1,10 PRE1OFF 

 S C1_04630C_A orf19.783 orf19.783 0,79 PRE1OFF 

 I C2_04160W_A orf19.805 orf19.805 -1,50  PRE1ON 

 S C2_04130W_A orf19.808 orf19.808 0,93 PRE1OFF 



 

 

228 Anexo 

 V C2_04100W_A orf19.811 orf19.811 0,95 PRE1OFF 

 P C2_04080W_A orf19.813 orf19.813 2,06 PRE1OFF 

 N C2_03950W_A orf19.828 orf19.828 -1,39  PRE1ON 

 F C2_03910C_A orf19.834 orf19.834 1,49 PRE1OFF 

 S C2_03900C_A orf19.835 orf19.835 0,97 PRE1OFF 

 S C2_03800C_A orf19.841 orf19.841 0,61 PRE1OFF 

 L C2_03560C_A orf19.863 orf19.863 -1,25  PRE1ON 

 L C2_03500W_A orf19.871 orf19.871 0,96 PRE1OFF 

 S C2_03420C_A orf19.879 orf19.879 0,77 PRE1OFF 

 A C2_03210W_A orf19.909.1 orf19.909.1 -0,86  PRE1ON 

 Y CR_06570C_A orf19.915 orf19.915 0,68 PRE1OFF 

 S C5_00580W_A orf19.931 orf19.931 1,79 PRE1OFF 

 A C5_00560W_A orf19.933 orf19.933 0,94 PRE1OFF 

 P C5_00510W_A orf19.938 orf19.938 -2,72  PRE1ON 

 I C6_00930C_A orf19.94 orf19.94 0,98 PRE1OFF 

 N C5_00400C_A orf19.949 orf19.949 0,98 PRE1OFF 

 S C5_00280C_A orf19.967 orf19.967 -0,68  PRE1ON 

 R C5_00260W_A orf19.969 orf19.969 -0,68  PRE1ON 

 S C1_10460W_A orf19.988 orf19.988 1,15 PRE1OFF 

 L C1_10470W_A orf19.989 orf19.989 -1,59  PRE1ON 

 E C1_10500W_A orf19.993 orf19.993 2,11 PRE1OFF 

 T C1_10520W_A orf19.996 orf19.996 1,28 PRE1OFF 

 T C1_10540C_A orf19.998 orf19.998 1,23 PRE1OFF 

 S C2_05700W_A OSM1 orf19.6882 0,63 PRE1OFF 

 T C6_01410C_A OYE2 orf19.3443 1,76 PRE1OFF 

 T CR_01200W_A OYE22 orf19.3234 2,06 PRE1OFF 

 T C6_01510W_A OYE23 orf19.3433 0,94 PRE1OFF 

 T C4_06780C_A OYE32 orf19.3131 1,27 PRE1OFF 

 A C1_14150C_A PAM16 orf19.7222 -1,17  PRE1ON 

 Y C2_03380W_A PAN1 orf19.886 0,69 PRE1OFF 

 T CR_02580W_A PAN6 orf19.163 -0,96  PRE1ON 

 K CR_09580C_A PBA1 orf19.6604 1,21 PRE1OFF 

 K C2_07220W_A PBA2 orf19.2278 0,66 PRE1OFF 

 T C1_12370W_A PBA3 orf19.5227 0,93 PRE1OFF 

 A CR_00200W_A PCK1 orf19.7514 1,44 PRE1OFF 

 Y C4_07110C_A PDA1 orf19.3097 -1,50  PRE1ON 

 S C4_04150C_A PDB1 orf19.5294 -1,24  PRE1ON 

 S C4_06570C_A PDC11 orf19.2877 -1,36  PRE1ON 

 G C1_09970C_A PDC2 orf19.4863 1,02 PRE1OFF 

 K C7_03250C_A PDI1 orf19.5130 0,62 PRE1OFF 

 M C2_07660W_A PDS5 orf19.2216 0,89 PRE1OFF 

 L C1_13830C_A PDX1 orf19.5021 -0,68  PRE1ON 

 S C6_03020W_A PEP3 orf19.5584 1,04 PRE1OFF 

 Q C4_00350W_A PEP7 orf19.5662 0,78 PRE1OFF 

 A C2_09320C_A PES1 orf19.4093 -1,23  PRE1ON 
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 G C1_09960W_A PET100 orf19.4862.2 -1,10  PRE1ON 

 I C1_11070W_A PET127 orf19.2309 -1,35  PRE1ON 

 E C2_01150W_A PEX12 orf19.2009 1,05 PRE1OFF 

 S C2_08710W_A PEX17 orf19.3605 0,74 PRE1OFF 

 S CR_08600C_A PEX19 orf19.6434 0,87 PRE1OFF 

 A C5_05430W_A PEX4 orf19.4041 1,39 PRE1OFF 

 S C4_00150C_A PEX5 orf19.5640 1,57 PRE1OFF 

 P C2_05440W_A PEX6 orf19.3573 1,01 PRE1OFF 

 L C6_00880W_A PEX7 orf19.89 1,12 PRE1OFF 

 P C5_04810W_A PFK1 orf19.3967 -1,11  PRE1ON 

 I C7_01800C_A PFK2 orf19.6540 -1,59  PRE1ON 

 K C4_04080C_A PGA31 orf19.5302 3,49 PRE1OFF 

 L C5_05390C_A PGA4 orf19.4035 -1,07  PRE1ON 

 Q C1_05960W_A PGA45 orf19.2451 -1,44  PRE1ON 

 S C6_00750C_A PGK1 orf19.3651 -0,72  PRE1ON 

 A C2_08140C_A PHM7 orf19.2170 -1,23  PRE1ON 

 T C2_09490W_A PHO13 orf19.1405 0,69 PRE1OFF 

 K C1_05940W_A PHO87 orf19.2454 -1,84  PRE1ON 

 Y C4_04530C_A PHR1 orf19.3829 4,42 PRE1OFF 

 S C3_04880W_A PIN3 orf19.5956 1,29 PRE1OFF 

 D CR_01500W_A PIN4 orf19.2534 0,80 PRE1OFF 

 N C2_01380W_A PLB4.5 orf19.1442 -2,88  PRE1ON 

 L C7_03710C_A PLC1 orf19.5506 1,21 PRE1OFF 

 S C3_00720W_A PMA1 orf19.5383 -1,45  PRE1ON 

 A C3_01250W_A PMC1 orf19.1727 -1,11  PRE1ON 

 S C2_09470C_A PMS1 orf19.1605 0,75 PRE1OFF 

 K C7_03520W_A PNC1 orf19.6684 1,14 PRE1OFF 

 S C2_05660W_A PNG2 orf19.6877 1,22 PRE1OFF 

 A C3_03180C_A PNP1 orf19.317 0,59 PRE1OFF 

 V C2_02380W_A POB3 orf19.1560 1,11 PRE1OFF 

 Y CR_10690W_A POP3 orf19.7657 -0,90  PRE1ON 

 F C3_07010W_A POS5 orf19.6800 0,71 PRE1OFF 

 D CR_00150C_A POT1 orf19.7520 2,66 PRE1OFF 

 S C2_01520W_A PPE1 orf19.1459 1,05 PRE1OFF 

 S C5_04970C_A PPR1 orf19.3986 0,73 PRE1OFF 

 E C2_03060W_A PR26 orf19.5793 1,54 PRE1OFF 

 K C2_06880C_A PRB1 orf19.2242 0,84 PRE1OFF 

 K C5_01450W_A PRC2 orf19.4135 1,55 PRE1OFF 

 Q C1_05770C_A PRC3 orf19.2474 1,03 PRE1OFF 

 N C1_05300C_A PRD1 orf19.434 0,69 PRE1OFF 

 D C5_05310W_A PRE1 orf19.4025 -3,95  PRE1ON 

 T C7_01470C_A PRE10 orf19.6582 0,76 PRE1OFF 

 F C7_04020C_A PRE5 orf19.7178 0,96 PRE1OFF 

 S CR_04550W_A PRE6 orf19.544.1 1,00 PRE1OFF 

 N C3_01040C_A PRM9 orf19.2508 7,34 Ausente en PRE1ON 
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 S C1_05860W_A PRN2 orf19.2463 0,79 PRE1OFF 

 S C1_05880W_A PRN4 orf19.2461 1,48 PRE1OFF 

 S C2_02510W_A PRS1 orf19.1575 -0,66  PRE1ON 

 R C2_07890W_A PRS5 orf19.2193 -0,61  PRE1ON 

 T C1_13160W_A PSA2 orf19.4943 2,11 PRE1OFF 

 R C5_04680W_A PSD2 orf19.3954 0,67 PRE1OFF 

 T C7_00530C_A PSF3 orf19.7065 1,61 PRE1OFF 

 A C2_06870C_A PST1 orf19.2241 1,96 PRE1OFF 

 A CR_05390W_A PST3 orf19.5285 -0,72  PRE1ON 

 A C5_05260W_A PSY4 orf19.4019 0,74 PRE1OFF 

 G CR_05740C_A PTC4 orf19.6638 1,35 PRE1OFF 

 L C4_00960W_A PTC8 orf19.4698 -1,00  PRE1ON 

 I C5_02260C_A PTH1 orf19.4232 -0,77  PRE1ON 

 S C4_03890W_A PTP2 orf19.5045 1,76 PRE1OFF 

 T CR_10340W_A PTP3 orf19.7610 1,90 PRE1OFF 

 S C3_03800W_A PTR22 orf19.6937 -1,80  PRE1ON 

 P CR_10300W_A PUP1 orf19.7605 0,69 PRE1OFF 

 F CR_06750C_A PUP2 orf19.709 0,98 PRE1OFF 

 S C7_03390C_A PUP3 orf19.1336 0,70 PRE1OFF 

 N C5_01180W_A PUS4 orf19.1954 -0,91  PRE1ON 

 S C5_02600W_A PUT1 orf19.4274 -1,11  PRE1ON 

 T C4_03940C_A PYC2 orf19.789 -1,62  PRE1ON 

 V C6_03400C_A QCR7 orf19.5629 -0,77  PRE1ON 

 I C4_00810C_A QRI7 orf19.4160 -1,09  PRE1ON 

 S C1_05820C_A RAD10 orf19.2469 1,20 PRE1OFF 

 A C7_02020W_A RAD14 orf19.6517 1,33 PRE1OFF 

 A C1_02810W_A RAD16 orf19.2969 1,28 PRE1OFF 

 G C4_03550W_A RAD2 orf19.1324 0,91 PRE1OFF 

 K C7_00050C_A RAD3 orf19.7119 1,14 PRE1OFF 

 I C3_02000W_A RAD50 orf19.1648 1,18 PRE1OFF 

 N C6_00510C_A RAD52 orf19.4208 1,55 PRE1OFF 

 A C1_13660W_A RAD54 orf19.5004 0,69 PRE1OFF 

 S C7_03870W_A RAD6 orf19.7195 0,88 PRE1OFF 

 A C2_01840C_A RAD7 orf19.1493 0,85 PRE1OFF 

 D C5_02610C_A RAD9 orf19.4275 0,85 PRE1OFF 

 S C6_02840C_A RBF1 orf19.5558 -0,87  PRE1ON 

 S C1_12780W_A RBK1 orf19.6344 0,72 PRE1OFF 

 R C4_03520C_A RBT1 orf19.1327 2,05 PRE1OFF 

 P C5_04000W_A RCF3 orf19.3211 0,60 PRE1OFF 

 P C6_01160W_A RCN1 orf19.123 1,43 PRE1OFF 

 D CR_00140W_A REP1 orf19.7521 0,86 PRE1OFF 

 S C2_00380C_A RFA1 orf19.2093 0,86 PRE1OFF 

 V C2_05790C_A RFC1 orf19.6891 0,60 PRE1OFF 

 S C4_02030W_A RFX2 orf19.4590 1,71 PRE1OFF 

 P C4_02000C_A RGA2 orf19.4593 0,84 PRE1OFF 
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 S CR_06590C_A RGS2 orf19.695 1,46 PRE1OFF 

 L C1_05000W_A RHD1 orf19.54 -1,08  PRE1ON 

 K C4_04050C_A RHD3 orf19.5305 2,00 PRE1OFF 

 V CR_02860W_A RHO1 orf19.2843 -0,73  PRE1ON 

 S C2_07750W_A RHO2 orf19.2204.2 0,86 PRE1OFF 

 T CR_02990C_A RIB1 orf19.2862 1,19 PRE1OFF 

 F C5_05300W_A RIB5 orf19.4024 0,72 PRE1OFF 

 N C1_14340C_A RIM101 orf19.7247 2,92 PRE1OFF 

 S C7_00740W_A RIM15 orf19.7044 0,65 PRE1OFF 

 T C2_04510W_A RIM2 orf19.4499 -0,92  PRE1ON 

 N C1_09380W_A RIM20 orf19.4800 1,04 PRE1OFF 

 H CR_08100C_A RIO2 orf19.6369 -0,76  PRE1ON 

 S C1_03350C_A RLI1 orf19.3034 -0,65  PRE1ON 

 D C1_13360C_A RMP1 orf19.4962 0,92 PRE1OFF 

 S C5_00680W_A RMT2 orf19.920 -0,87  PRE1ON 

 S C2_03010C_A RNR21 orf19.5801 0,61 PRE1OFF 

 S C2_07570W_A RNR22 orf19.1868 -0,91  PRE1ON 

 T CR_05570C_A RNR3 orf19.5845 1,74 PRE1OFF 

 T C1_13620W_A ROB1 orf19.4998 1,46 PRE1OFF 

 K C5_00220W_A ROT2 orf19.974 0,61 PRE1OFF 

 T C7_00570W_A RPA135 orf19.7062 -1,02  PRE1ON 

 D C1_10670C_A RPA190 orf19.1839 -0,85  PRE1ON 

 A C1_14390W_A RPC10 orf19.7255 -0,73  PRE1ON 

 S C2_05340C_A RPC40 orf19.3564 -0,98  PRE1ON 

 S C4_02800W_A RPC53 orf19.2715 0,77 PRE1OFF 

 G C4_03270W_A RPF1 orf19.2667 -0,90  PRE1ON 

 I C2_05230C_A RPF2 orf19.3553 -0,63  PRE1ON 

 A C1_02460W_A RPL10 orf19.2935 -0,82  PRE1ON 

 S C6_02240C_A RPL10A orf19.3465 -1,53  PRE1ON 

 S C2_06810C_A RPL11 orf19.2232 -1,14  PRE1ON 

 P C3_02110W_A RPL12 orf19.1635 -0,91  PRE1ON 

 A C1_03020C_A RPL13 orf19.2994 -1,33  PRE1ON 

 S C1_13050W_A RPL14 orf19.4931.1 -1,67  PRE1ON 

 G CR_04100C_A RPL15A orf19.493 -1,60  PRE1ON 

 S C1_00180W_A RPL16A orf19.6085 -1,29  PRE1ON 

 V C2_04600C_A RPL17B orf19.4490 -1,94  PRE1ON 

 G C3_05100C_A RPL18 orf19.5982 -1,18  PRE1ON 

 A C3_04500C_A RPL19A orf19.5904 -1,60  PRE1ON 

 G C1_11060C_A RPL2 orf19.2309.2 -1,55  PRE1ON 

 S C4_01520C_A RPL20B orf19.4632 -1,85  PRE1ON 

 G C2_03810C_A RPL21A orf19.840 -1,85  PRE1ON 

 S C6_02070C_A RPL23A orf19.3504 -2,06  PRE1ON 

 K C4_04890C_A RPL24A orf19.3789 -0,72  PRE1ON 

 A C6_01970C_A RPL25 orf19.687.1 -0,96  PRE1ON 

 A C1_12390C_A RPL27A orf19.5225.2 -1,71  PRE1ON 
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 S C2_09430W_A RPL3 orf19.1601 -1,69  PRE1ON 

 A C4_04900W_A RPL30 orf19.3788.1 -1,90  PRE1ON 

 A C6_01700W_A RPL32 orf19.3415.1 -1,75  PRE1ON 

 A C3_04960W_A RPL35 orf19.5964.2 -0,95  PRE1ON 

 G C1_11360W_A RPL37B orf19.667.1 -1,94  PRE1ON 

 A C2_03960W_A RPL39 orf19.827.1 -1,54  PRE1ON 

 V C1_10390C_A RPL42 orf19.4909.1 1,26 PRE1OFF 

 S C1_14110C_A RPL4B orf19.7217 -1,46  PRE1ON 

 P C7_01790C_A RPL5 orf19.6541 -1,03  PRE1ON 

 S C1_03110W_A RPL6 orf19.3003.1 -1,65  PRE1ON 

 A CR_06120W_A RPL7 orf19.3867 -1,26  PRE1ON 

 A C3_05240C_A RPL8B orf19.6002 -1,41  PRE1ON 

 K C3_02470C_A RPL9B orf19.236 -1,21  PRE1ON 

 A C1_13300C_A RPN1 orf19.4956 1,01 PRE1OFF 

 V C2_06150C_A RPN10 orf19.4102 1,56 PRE1OFF 

 E C1_14460W_A RPN11 orf19.7264 1,02 PRE1OFF 

 S C2_08930W_A RPN12 orf19.213 1,26 PRE1OFF 

 A C1_04230W_A RPN13 orf19.1058 1,49 PRE1OFF 

 A C1_12050W_A RPN2 orf19.5260 1,14 PRE1OFF 

 Q C1_03520W_A RPN3 orf19.3054 0,94 PRE1OFF 

 T C1_04330W_A RPN4 orf19.1069 3,56 PRE1OFF 

 S C5_05380W_A RPN5 orf19.4032 1,48 PRE1OFF 

 S C4_03790W_A RPN6 orf19.1299 1,53 PRE1OFF 

 E CR_08910C_A RPN7 orf19.7286 1,44 PRE1OFF 

 S C5_02030W_A RPN8 orf19.3168 1,39 PRE1OFF 

 D C2_01320W_A RPN9 orf19.1993 1,41 PRE1OFF 

 L C1_00640C_A RPO41 orf19.6041 -1,98  PRE1ON 

 G C7_00990W_A RPP0 orf19.7015 -0,82  PRE1ON 

 K CR_08360C_A RPP2A orf19.6403.1 -1,05  PRE1ON 

 A C1_03090W_A RPS1 orf19.3002 -0,66  PRE1ON 

 S C3_07150C_A RPS12 orf19.6785 -1,77  PRE1ON 

 G C6_00650C_A RPS13 orf19.4193.1 -0,84  PRE1ON 

 S C1_06450C_A RPS14B orf19.6265.1 -1,36  PRE1ON 

 V C3_04670C_A RPS15 orf19.5927 -1,61  PRE1ON 

 S C1_03030W_A RPS16A orf19.2994.1 -1,27  PRE1ON 

 G C1_10870W_A RPS17B orf19.2329.1 -1,32  PRE1ON 

 P C7_00960W_A RPS18 orf19.7018 -1,60  PRE1ON 

 P C3_05200W_A RPS19A orf19.5996.1 -0,84  PRE1ON 

 S CR_08150W_A RPS20 orf19.6375 -1,00  PRE1ON 

 S C1_01480C_A RPS21 orf19.3334 -1,06  PRE1ON 

 E C1_01370C_A RPS21B orf19.3325.3 -0,88  PRE1ON 

 G C1_06580W_A RPS23A orf19.6253 -1,09  PRE1ON 

 S C3_00090W_A RPS24 orf19.5466 -1,20  PRE1ON 

 A C5_03540C_A RPS25B orf19.6663 -1,07  PRE1ON 

 V CR_07630C_A RPS27 orf19.6286.2 -1,16  PRE1ON 
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 V C1_05510C_A RPS27A orf19.413.1 1,63 PRE1OFF 

 V CR_04810W_A RPS3 orf19.6312 -1,12  PRE1ON 

 A C1_01640W_A RPS42 orf19.3354 -1,24  PRE1ON 

 S C5_03070W_A RPS5 orf19.4336 -1,32  PRE1ON 

 K C4_01270W_A RPS6A orf19.4660 -1,54  PRE1ON 

 S C3_01490W_A RPS7A orf19.1700 -1,22  PRE1ON 

 G C2_05610C_A RPS8A orf19.6873 -1,74  PRE1ON 

 P C2_03820C_A RPS9B orf19.838.1 -1,20  PRE1ON 

 P C1_05240C_A RPT1 orf19.441 1,10 PRE1OFF 

 G C3_00290W_A RPT2 orf19.5440 1,02 PRE1OFF 

 S CR_04000W_A RPT4 orf19.482 1,23 PRE1OFF 

 V C4_06870W_A RPT5 orf19.3123 1,04 PRE1OFF 

 T C2_08780W_A RPT6 orf19.3593 1,32 PRE1OFF 

 S C2_00030W_A RRN3 orf19.1923 1,20 PRE1OFF 

 S C1_05050C_A RRP6 orf19.58 -0,72  PRE1ON 

 A CR_02710W_A RRP9 orf19.2830 -0,96  PRE1ON 

 S C1_00900W_A RRS1 orf19.6014 -0,80  PRE1ON 

 Y C1_05500W_A RSM22 orf19.414 -1,66  PRE1ON 

 R CR_02140W_A RSR1 orf19.2614 -0,87  PRE1ON 

 S C7_00720W_A RTF1 orf19.7047 0,61 PRE1OFF 

 E C7_00080C_A SAC7 orf19.7115 0,80 PRE1OFF 

 S C5_04270C_A SAH1 orf19.3911 -0,65  PRE1ON 

 G C6_03830W_A SAL6 orf19.5758 1,33 PRE1OFF 

 T C1_11450C_A SAM2 orf19.657 -0,94  PRE1ON 

 N C1_14490C_A SAM35 orf19.7267 0,86 PRE1OFF 

 G C1_08410C_A SAM4 orf19.386 -0,97  PRE1ON 

 S C3_05770C_A SAM50 orf19.7358 -0,85  PRE1ON 

 A C4_02790C_A SAS10 orf19.2717 -0,87  PRE1ON 

 S C6_03750C_A SBA1 orf19.5749 1,08 PRE1OFF 

 S C3_00770C_A SCL1 orf19.5378 0,79 PRE1OFF 

 A CR_05660W_A SDA1 orf19.6648 -1,24  PRE1ON 

 L C4_06610C_A SDH12 orf19.2871 -0,70  PRE1ON 

 F CR_05180C_A SDH2 orf19.637 -0,87  PRE1ON 

 H C6_00090W_A SDH7 orf19.6328 -1,76  PRE1ON 

 V C1_08370W_A SDS24 orf19.5118 0,87 PRE1OFF 

 G C6_01100W_A SEC9 orf19.117 0,82 PRE1OFF 

 S C4_06880C_A SEM1 orf19.3122.2 1,00 PRE1OFF 

 S C2_06210C_A SER1 orf19.5484 -0,92  PRE1ON 

 S C1_12030W_A SER33 orf19.5263 -0,64  PRE1ON 

 H C3_02780W_A SES1 orf19.269 -0,66  PRE1ON 

 T C1_14140C_A SET3 orf19.7221 1,03 PRE1OFF 

 S C5_04440C_A SFC1 orf19.3931 0,97 PRE1OFF 

 S C1_10270C_A SFH5 orf19.4897 0,89 PRE1OFF 

 S CR_05990C_A SFL1 orf19.454 -0,78  PRE1ON 

 R C3_01320C_A SGA1 orf19.1719 -1,11  PRE1ON 

https://www.yeastgenome.org/locus/S000002919
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 A C2_05200C_A SGO1 orf19.3550 1,37 PRE1OFF 

 S C2_02830C_A SGT2 orf19.5823 1,03 PRE1OFF 

 T C1_02120C_A SHA3 orf19.3669 -1,66  PRE1ON 

 N C2_03050W_A SHE9 orf19.5796 0,70 PRE1OFF 

 L C7_03330C_A SHM1 orf19.1342 -0,73  PRE1ON 

 S CR_01610C_A SHP1 orf19.2549 1,29 PRE1OFF 

 F C1_09760C_A SHY1 orf19.4841 -0,87  PRE1ON 

 P CR_09950C_A SIK1 orf19.7569 -0,60  PRE1ON 

 K C1_13940W_A SIM1 orf19.5032 -0,80  PRE1ON 

 G C1_05910W_A SIP5 orf19.2458 0,80 PRE1OFF 

 T C2_01330C_A SIR2 orf19.1992 0,91 PRE1OFF 

 V CR_06080W_A SIS1 orf19.3861 0,60 PRE1OFF 

 S C5_00240W_A SKN7 orf19.971 1,05 PRE1OFF 

 S C1_07410C_A SKP1 orf19.4427 0,88 PRE1OFF 

 S C3_02600C_A SLC1 orf19.250 -0,77  PRE1ON 

 R CR_01000C_A SLN1 orf19.3256 0,93 PRE1OFF 

 T C7_01580W_A SMC6 orf19.6568 0,82 PRE1OFF 

 T C2_07160W_A SMF12 orf19.2270 -7,19 Ausente en PRE1ON 

 G C1_07870C_A SMI1 orf19.5058 0,70 PRE1OFF 

 I C2_09890W_A SMM1 orf19.1362 -0,67  PRE1ON 

 Q C2_01550W_A SMP2 orf19.1462 0,92 PRE1OFF 

 W C1_00650C_A SNF7 orf19.6040 1,08 PRE1OFF 

 T C1_02600W_A SNO1 orf19.2948 -1,14  PRE1ON 

 S C1_12230W_A SNT1 orf19.5241 0,59 PRE1OFF 

 S C2_01350C_A SNX4 orf19.1990 1,47 PRE1OFF 

 S C4_04210C_A SOH1 orf19.1429 0,72 PRE1OFF 

 T CR_06000W_A SOK1 orf19.451 2,92 PRE1OFF 

 S C3_03850C_A SOL1 orf19.6930 1,35 PRE1OFF 

 G C6_04160C_A SPB1 orf19.76 -0,82  PRE1ON 

 T C4_04910C_A SPC34 orf19.3788 1,49 PRE1OFF 

 A C2_06960W_A SPE3 orf19.2250 -1,14  PRE1ON 

 Y C7_00390W_A SPL1 orf19.7081 -0,78  PRE1ON 

 S C2_05740W_A SPO7 orf19.6885 0,80 PRE1OFF 

 I C2_06010W_A SPO72 orf19.4119 1,35 PRE1OFF 

 D C1_03250C_A SPP1 orf19.3018 0,68 PRE1OFF 

 S CR_07040W_A SPT10 orf19.2361 0,87 PRE1OFF 

 I C1_05430W_A SPT20 orf19.422 0,97 PRE1OFF 

 T C2_10280C_A SPT23 orf19.1751 1,30 PRE1OFF 

 S C4_05090C_A SRB8 orf19.736 0,78 PRE1OFF 

 S C2_01980C_A SRD1 orf19.1510 -0,67  PRE1ON 

 G CR_02980C_A SRP40 orf19.2859 -1,14  PRE1ON 

 I CR_05610C_A SRR1 orf19.5843 1,97 PRE1OFF 

 S CR_03210C_A SSU72 orf19.2402 0,75 PRE1OFF 

 S C4_04700W_A SSZ1 orf19.3812 -0,80  PRE1ON 

 T C2_09010W_A STB3 orf19.203 1,27 PRE1OFF 
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 I C4_00280W_A STE24 orf19.5654 0,77 PRE1OFF 

 S C1_13350W_A STP2 orf19.4961 1,40 PRE1OFF 

 S C6_00300C_A STV1 orf19.1190 0,88 PRE1OFF 

 S C1_03560C_A SUA71 orf19.3059 0,94 PRE1OFF 

 S CR_05490W_A SUA72 orf19.3519 0,70 PRE1OFF 

 L C2_04350C_A SUV3 orf19.4519 -1,23  PRE1ON 

 S CR_00400C_A SWC4 orf19.7492 0,81 PRE1OFF 

 T CR_03140C_A SYN8 orf19.2411 1,21 PRE1OFF 

 D C3_06820C_A TAF12 orf19.6820 0,74 PRE1OFF 

 T C2_07460W_A TAF4 orf19.1885 0,82 PRE1OFF 

 S CR_03720W_A TAL1 orf19.4371 0,63 PRE1OFF 

 S C2_09350W_A TAZ1 orf19.4096 -1,68  PRE1ON 

 S C1_04810W_A TCO89 orf19.761 0,81 PRE1OFF 

 A C3_06870W_A TDH3 orf19.6814 -1,08  PRE1ON 

 M C3_04530C_A TEC1 orf19.5908 1,33 PRE1OFF 

 G C2_08370C_A TEF1 orf19.1435 -0,91  PRE1ON 

 L C5_00690C_A TFB3 orf19.567 1,27 PRE1OFF 

 S C4_02060C_A TFG1 orf19.4585 0,89 PRE1OFF 

 F C5_00930C_A TFS1 orf19.1974 1,73 PRE1OFF 

 T C3_05130C_A THI4 orf19.5986 1,14 PRE1OFF 

 S C5_00650C_A THR1 orf19.923 -0,96  PRE1ON 

 G C2_10710W_A TIF11 orf19.5351 -1,08  PRE1ON 

 A C6_01630W_A TIF3 orf19.3423 -0,70  PRE1ON 

 S C5_02490C_A TIF5 orf19.4261 -0,66  PRE1ON 

 S C2_09900C_A TIM23 orf19.1361 -0,94  PRE1ON 

 L C3_00250C_A TIM44 orf19.5444 -1,11  PRE1ON 

 P C7_03120W_A TIM54 orf19.5143 -0,88  PRE1ON 

 D C7_03630C_A TIM9 orf19.6696 -1,47  PRE1ON 

 D C5_05110C_A TIP20 orf19.4003 0,65 PRE1OFF 

 F C2_02210C_A TLG2 orf19.1538 0,69 PRE1OFF 

 P C2_00010W_A TLO5 orf19.1925 0,66 PRE1OFF 

 L CR_00860C_A TMA19 orf19.3268 -0,66  PRE1ON 

 S C4_01680W_A TOA2 orf19.4625 1,03 PRE1OFF 

 I C2_03180C_A TOM1 orf19.5776 1,41 PRE1OFF 

 V C7_02680W_A TOM22 orf19.3696 -1,45  PRE1ON 

 S C7_02640W_A TOM70 orf19.3700 -0,74  PRE1ON 

 S C6_00950C_A TOP1 orf19.96 -0,76  PRE1ON 

 K C3_01550C_A TOS1 orf19.1690 -1,01  PRE1ON 

 S C1_11350C_A TOS4 orf19.668 1,67 PRE1OFF 

 G CR_03920C_A TPO4 orf19.473 -2,82  PRE1ON 

 T C2_10690W_A TPS3 orf19.5348 0,77 PRE1OFF 

 P C3_00350W_A TPT1 orf19.5432 -1,02  PRE1ON 

 S C1_00910W_A TRI1 orf19.6013 0,67 PRE1OFF 

 V C1_01380C_A TRM2 orf19.3327 -0,73  PRE1ON 

 G C3_07400W_A TRM7 orf19.6751 -1,05  PRE1ON 
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 T CR_01590C_A TRP2 orf19.2546 -0,76  PRE1ON 

 T C1_12210W_A TRP3 orf19.5243 -0,82  PRE1ON 

 T C4_07090C_A TRP4 orf19.3099 -1,15  PRE1ON 

 F C1_05410C_A TRP99 orf19.424 1,11 PRE1OFF 

 V CR_10350C_A TRX1 orf19.7611 0,68 PRE1OFF 

 K C5_00980W_A TRY3 orf19.1971 0,82 PRE1OFF 

 A C3_06330W_A TSA1B orf19.7398.1 0,66 PRE1OFF 

 A CR_08490W_A TSR1 orf19.6417 -1,22  PRE1ON 

 A C1_03060C_A TSR2 orf19.2998 -1,04  PRE1ON 

 F C1_00490C_A TTR1 orf19.6059 1,26 PRE1OFF 

 R CR_09120C_A TUB1 orf19.7308 0,72 PRE1OFF 

 L C1_00590W_A TUF1 orf19.6047 -1,05  PRE1ON 

 A C1_09800C_A TVP18 orf19.4845 -1,06  PRE1ON 

 S C1_13140C_A TYE7 orf19.4941 -1,64  PRE1ON 

 S C3_06500W_A UBA1 orf19.7438 0,85 PRE1OFF 

 S C1_10930C_A UBA4 orf19.2324 -0,59  PRE1ON 

 A C2_10580W_A UBC15 orf19.5337 1,42 PRE1OFF 

 R C4_07180W_A UBI3 orf19.3087 0,74 PRE1OFF 

 F C3_05870C_A UBP1 orf19.7367 0,60 PRE1OFF 

 T C2_02020W_A UBP14 orf19.1516 1,39 PRE1OFF 

 A C1_00440W_A UBP6 orf19.6063 1,41 PRE1OFF 

 P C2_10140W_A UBP8 orf19.1767 0,96 PRE1OFF 

 E C4_02960W_A UBR2 orf19.2697 0,96 PRE1OFF 

 S C2_04190C_A UGA1 orf19.802 0,80 PRE1OFF 

 I C1_01810C_A UGA2 orf19.4543 1,88 PRE1OFF 

 S CR_02160W_A UGT51C1 orf19.2616 1,41 PRE1OFF 

 S C4_06690C_A UMP1 orf19.3140.1 1,98 PRE1OFF 

 F C1_09720W_A URA1 orf19.4836 -0,76  PRE1ON 

 A CR_07050C_A URA2 orf19.2360 -1,53  PRE1ON 

 K C5_04570C_A URA7 orf19.3941 -0,87  PRE1ON 

 T C3_03090W_A USO5 orf19.306 1,62 PRE1OFF 

 S C3_05310W_A USO6 orf19.6967 1,01 PRE1OFF 

 P C7_04190C_A UTP18 orf19.7154 -1,08  PRE1ON 

 S C3_01200W_A UTP20 orf19.3159 -0,76  PRE1ON 

 T C2_02430W_A UTP21 orf19.1566 -0,59  PRE1ON 

 S C3_07500W_A VAN1 orf19.6738 -0,64  PRE1ON 

 L C2_06640C_A VAS1 orf19.1295 -0,99  PRE1ON 

 N C6_00130C_A VID27 orf19.6324 1,20 PRE1OFF 

 S C5_02450W_A VID30 orf19.4253 0,87 PRE1OFF 

 S C4_06400C_A VMA8 orf19.2895 0,66 PRE1OFF 

 D C5_01210W_A VPS1 orf19.1949 0,83 PRE1OFF 

 S C4_05910C_A VPS11 orf19.4403 0,82 PRE1OFF 

 F C4_06060W_A VPS13 orf19.4416 0,66 PRE1OFF 

 S C1_01550W_A VPS17 orf19.3344 0,58 PRE1OFF 

 S CR_08060C_A VPS21 orf19.589 0,91 PRE1OFF 

https://www.yeastgenome.org/locus/S000003196
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 N C5_01620C_A VPS22 orf19.6296 1,60 PRE1OFF 

 V C1_10760W_A VPS23 orf19.2343 0,86 PRE1OFF 

 S C1_00750C_A VPS27 orf19.6031 1,37 PRE1OFF 

 Q C2_05650W_A VPS35 orf19.6875 1,20 PRE1OFF 

 S C5_03090W_A VPS4 orf19.4339 1,16 PRE1OFF 

 T C1_09920W_A VPS41 orf19.4858 1,14 PRE1OFF 

 T C6_02920C_A VPS51 orf19.5568 0,84 PRE1OFF 

 D C1_00130C_A VPS53 orf19.6094 0,74 PRE1OFF 

 L C7_00170W_A VPS70 orf19.7106 2,49 PRE1OFF 

 A C2_07930C_A VRP1 orf19.2190 1,31 PRE1OFF 

 S C2_05180W_A WH11 orf19.3548.1 1,06 PRE1OFF 

 S C3_07730W_A WOR4 orf19.6713 -1,59  PRE1ON 

 S C1_12380C_A WRS1 orf19.5226 -0,72  PRE1ON 

 Q C1_02990C_A XOG1 orf19.2990 0,91 PRE1OFF 

 T CR_10840C_A XYL2 orf19.7676 0,67 PRE1OFF 

 S C7_03770C_A YAF9 orf19.5501 0,83 PRE1OFF 

 F C3_03390C_A YAH1 orf19.336 -1,08  PRE1ON 

 A C2_04660C_A YAK1 orf19.147 0,83 PRE1OFF 

 A C1_04890W_A YBN5 orf19.754 -0,62  PRE1ON 

 E C1_13960W_A YBP1 orf19.5034 0,67 PRE1OFF 

 D C2_07470W_A YCS4 orf19.1883 0,90 PRE1OFF 

 T CR_07790C_A YHB1 orf19.3707 -1,27  PRE1ON 

 S C6_01930W_A YHM1 orf19.685 -0,87  PRE1ON 

 S C6_00600C_A YHM2 orf19.4197 -1,19  PRE1ON 

 T C2_03750W_A YIM1 orf19.847 1,60 PRE1OFF 

 S CR_09600C_A YKE2 orf19.6601.1 1,18 PRE1OFF 

 K C1_02860C_A YKT6 orf19.2974 -0,63  PRE1ON 

 T C1_07200W_A YMC1 orf19.4447 -1,10  PRE1ON 

 F C7_00950W_A YML6 orf19.7019 -1,55  PRE1ON 

 M C7_00970C_A YOX1 orf19.7017 -7,19 Ausente en PRE1ON 

 S C3_05370C_A YST1 orf19.6975 -1,16  PRE1ON 

 F CR_09860W_A YTA6 orf19.7558 0,63 PRE1OFF 

 S C1_09510W_A YTM1 orf19.4815 -0,94  PRE1ON 

 S C5_04430C_A YUH2 orf19.3930 0,82 PRE1OFF 

 S C3_02640C_A ZCF1 orf19.255 1,56 PRE1OFF 

 P C5_03320C_A ZCF14 orf19.2647 1,30 PRE1OFF 

 S C3_04020C_A ZCF16 orf19.2808 1,14 PRE1OFF 

 P C1_02010C_A ZCF24 orf19.4524 1,39 PRE1OFF 

 E C3_04770C_A ZCF32 orf19.5940 1,40 PRE1OFF 

 S CR_10070C_A ZCF39 orf19.7583 1,40 PRE1OFF 

 S C2_01880C_A ZCF6 orf19.1497 0,85 PRE1OFF 

 S C4_04580W_A ZDS1 orf19.3823 0,63 PRE1OFF 

 S C3_07200C_A ZFU2 orf19.6781 2,01 PRE1OFF 

 S C5_01850C_A ZNC1 orf19.3187 1,64 PRE1OFF 

 N C2_02200W_A ZRC1 orf19.1536 -0,59  PRE1ON 
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 N C2_02590W_A ZRT2 orf19.1585 -3,77  PRE1ON 

 S C4_02870C_A ZUO1 orf19.2709 -0,73  PRE1ON 

 S C1_08980C_A ZWF1 orf19.4754 0,59 PRE1OFF 
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