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RESUMEN 

La macroautofagia/autofagia es una respuesta fisiológica adaptativa esencial en 

eucariotas que se induce ante un déficit de nutrientes esenciales, como la glucosa, la fuente 

de carbono y energía más comúnmente usada por la mayoría de las células. Aunque los 

mecanismos moleculares que inducen la autofagia ante la falta de glucosa se han explorado 

ampliamente en la levadura Saccharomyces cerevisiae, aún se desconocen numerosos 

aspectos sobre cómo está orquestada esta respuesta en la levadura con fisión 

Schizosaccharomyces pombe. En esta Tesis Doctoral demostramos que la autofagia de S. 

pombe en respuesta a la limitación de glucosa requiere de efectuar eficazmente una transición 

del metabolismo fermentativo al respiratorio, así como de una cadena de transporte de 

electrones (ETC) mitocondrial completamente funcional. Además, mostramos que contrario a 

lo descrito, la vía de señalización de AMPc-PKA es un regulador de la autofagia, actuando 

como un represor del proceso en presencia de glucosa. Este mecanismo de control mediado 

por la ruta AMPc-PKA es ejercido tanto a nivel transcripcional, al ser partícipe de la represión 

catabólica por fuente de carbono (CCR; Carbon Catabolite Repression) reprimiendo al factor 

de transcripción Rst2; como postranscripcional. Adicionalmente mostramos que la vía de 

señalización de la proteína quinasa activada por estrés (SAPK) es un regulador positivo de la 

autofagia en respuesta al déficit de glucosa a nivel transcripcional no solo actuando a través 

de su principal efector el factor de transcripción Atf1, sino también mediante la fosforilación 

directa in vivo de Rst2. Sorprendentemente, a diferencia de S. cerevisiae, la proteína quinasa 

activada por AMP (AMPK) y los componentes de la vía de respuesta al daño del ADN no 

modulan la autofagia de la levadura de fisión en estas condiciones. Por lo tanto, nuestros 

datos indican que las vías de señalización que gobiernan la autofagia ante la falta de glucosa 

han evolucionado de manera diferente en S. pombe, confirmando la existencia de un 

mecanismo sofisticado y multifacético que controla esta respuesta esencial para la 

supervivencia celular. 
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1. Adaptación a la disponibilidad de glucosa: quiescencia y 

modulación del metabolismo energético en S. pombe. 

Los seres vivos eucariotas, desde las levaduras hasta los seres humanos, presentan 

la capacidad de modular de forma precisa su crecimiento y desarrollo en función de la 

disponibilidad de nutrientes. Las levaduras no sólo utilizan los nutrientes como recursos para 

aumentar su masa y generar energía, sino también como señales implicadas en la regulación 

de determinados programas metabólicos, transcripcionales y de desarrollo que garanticen la 

supervivencia celular. Tanto el crecimiento como la fisiología celular están íntimamente 

relacionados con el metabolismo de los nutrientes, como se puede evidenciar en el rápido 

crecimiento mitótico que presentan las levaduras en ambientes ricos en nutrientes o en la 

entrada en un estado quiescente en condiciones de escasez o déficit nutricional (Broach, 

2012; Lin et al., 2021; Wen & Klionsky, 2016). 

Cuando las condiciones nutricionales son adversas, los organismos vivos recurren a 

sus reservas intracelulares para garantizar su supervivencia, utilizando moléculas como el 

glucógeno y los lípidos, y orgánulos como los ribosomas. Esto demuestra la extrema 

versatilidad que presentan los seres vivos en la obtención de los nutrientes necesarios para 

el sostén de los procesos vitales, lo cual permite su adaptación eficaz a periodos prolongados 

de inanición o ayuno (Lin et al., 2021; Rabinowitz & White, 2010). En este contexto, la 

autofagia tiene un papel crucial porque permite la digestión intracelular de macromoléculas 

y/o orgánulos, modulando la homeostasis metabólica en organismos eucariotas uni- y 

pluricelulares (Jimenez-Saucedo et al., 2021; Kamada et al., 2000). 

1.1 La levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe como modelo 

para el estudio del cambio diaúxico y la autofagia en la adaptación 

a la escasez de glucosa. 

Schizosaccharomyces pombe es la primera levadura de fisión descubierta y fue 

aislada por primera vez por P. Linder en 1883 a partir de una cerveza de mijo elaborada en el 

este de África (Jeffares, 2018; Sipiczki, 2000). Su nombre genérico hace referencia a que su 

división es por fisión tras la formación de un septo, característica que las distingue de las 

levaduras del género Saccharomyces que son gemantes (Saccharomyces cerevisiae) 

(Mukaiyama et al., 2010), mientras que el epíteto específico indica su origen, pues «pombe» 

significa cerveza en swahili (Giga-Hama & Kumagai, 1999). S. pombe es un eucariota 

unicelular que forma colonias de células libres inmóviles. Durante el crecimiento vegetativo su 

morfología es cilíndrica, con un tamaño de 12-15 µm de longitud y un diámetro de 3-4 µm. Su 

genoma está totalmente secuenciado (3 cromosomas, ~14 Mb) (Wood & Bahler, 2002), y su 
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ciclo biológico es rápido y principalmente haploide, lo que facilita su manipulación genética y 

lo hace especialmente apropiado como organismo modelo en biología celular. Por otro lado, 

sus proteínas se encuentran fuertemente conservadas evolutivamente con relación a 

organismos superiores, siendo un organismo enormemente atractivo para el estudio de rutas 

de señalización y transducción de señales (Alao et al., 2023; Jeffares, 2018; Legon & Rallis, 

2021; Teixeira, 2023). 

Taxonómicamente, S. pombe, al igual que S. cerevisiae, pertenece al grupo de los 

ascomicetos. Sin embargo, el análisis de sus genomas ha puesto de manifiesto que ambas 

levaduras se separaron evolutivamente hace 1000-1200 millones de años (Heckman et al., 

2001; Jeffares, 2018; Sipiczki, 2000), coincidiendo aproximadamente con la separación de los 

hongos de plantas y metazoos. De hecho, numerosos estudios han demostrado que las 

levaduras de fisión presentan una mayor semejanza funcional y genómica con las células 

eucariotas superiores que con otras levaduras (Petrescu-Dănilă et al., 2009; Vyas et al., 2021). 

En relación con la autofagia, S. pombe posee diversos homólogos a proteínas de eucariotas 

superiores como Atg101, Atg18 y SPBC1289.11 que no están presentes en S. cerevisiae 

(Mukaiyama et al., 2010). Por el contrario, otras proteínas como Atg19, Atg23, Atg27, Atg29 y 

Atg31 están presentes en S. cerevisiae, mientras que no se ha descrito su presencia en la 

levadura de fisión (Innokentev & Kanki, 2021; Mukaiyama et al., 2010; Xu & Du, 2022). Por lo 

tanto, el uso de ambas levaduras como organismos modelo en investigación podría 

proporcionar información relevante acerca de los mecanismos regulatorios implicados en el 

control de la autofagia que aún no se conocen con el suficiente detalle. 

1.1.1 Ciclo de vida de Schizosaccharomyces pombe. 

S. pombe es un organismo haploide que se divide asexualmente en condiciones en 

las que existe una alta disponibilidad de nutrientes (ciclo mitótico; Figura 1). No obstante, S. 

pombe puede entrar en latencia (fase estacionaria) o comenzar el ciclo sexual si las 

condiciones ambientales empeoran y las células perciben la escasez de nutrientes (Ohtsuka 

et al., 2022; Seike & Niki., 2022). La diferenciación sexual en las levaduras de fisión consiste 

en promover la conjugación entre tipos celulares de sexos opuestos conocidos como h+ y h- 

(cepas heterotálicas). No obstante, existen cepas homotálicas (h90) de S. pombe que pueden 

aparearse entre sí debido a que, en circunstancias desfavorables, estas células pueden variar 

su tipo sexual (Beach et al., 1982).  
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El ciclo vegetativo en un medio rico en glucosa de una célula haploide de S. pombe 

dura aproximadamente entre 2 y 4 horas. Por su parte, el ciclo sexual se induce cuando las 

células se encuentran ante una escasez de nutrientes, en especial la inanición de fuente de 

nitrógeno (Figura 1). Ante este estímulo, las células de ambos tipos sexuales (h+ y h-), si están 

presentes en la población, detienen su ciclo celular en la fase G1 y comienza el proceso de 

conjugación. Cada tipo sexual produce feromonas diferentes. Por un lado, las células de tipo 

sexual h+ producen un péptido sin modificar denominado factor P; y por su parte, las células 

de tipo sexual h- producen un péptido modificado conocido como factor M. Una vez liberadas, 

estas feromonas son reconocidas específicamente por receptores presentes en la superficie 

celular de la célula de tipo sexual opuesto, induciendo una respuesta a feromonas. Este 

fenómeno es importante para la discriminación sexual de la pareja (Seike & Niki., 2022). Una 

vez reconocidas, las células se elongan hacia la fuente de las feromonas del tipo sexual 

contrario formando el tubo conjugativo («shmooing»). Acto seguido, estas dos células se 

fusionan para formar un zigoto diploide, que inicia el proceso de meiosis, y culmina con la 

formación de un asca que presenta cuatro esporas haploides (Figura 1). Finalmente, tras la 

autolisis de las paredes de las ascosporas, se produce la liberación de los cuatro productos 

meióticos que son capaces de resistir en ambientes abióticos durante largos períodos de 

tiempo (Leupold, 1949). Una vez las condiciones ambientales vuelven a ser adecuadas, las 

esporas vuelven a entrar en el ciclo mitótico después de germinar (Yamamoto et al., 1997) 

(Figura 1). Por otro lado, si las condiciones nutricionales mejoran durante la formación del 

zigoto, S. pombe es capaz de entrar en un ciclo vegetativo diploide. Sin embargo, estas células 

diploides son muy inestables, y cuando las condiciones vuelven a ser desfavorables son 

capaces de retomar el ciclo meiótico, generando una ascospora azigótica que está formada 

por cuatro ascosporas haploides (Figura 1) (Forsburg & Rhind, 2006; Moreno et al., 1991). 

El ciclo mitótico de S. pombe se divide en cuatro fases: G1, S, G2 y M (Figura 1) 

(Mitchison, 1970). La primera fase, que se produce entre la mitosis y la replicación del material 

genético, recibe el nombre de fase G1 o «Gap 1», y en ella se efectúa la síntesis de ARN y 

proteínas que son necesarias para la replicación del ADN. En S. pombe, la fase G1 solo dura 

un breve periodo de tiempo porque, después de la división, las células hijas ya son lo 

suficientemente grandes como para comenzar la fase S, donde ocurre la duplicación del 

material genético (Figura 1) (MacNeill & Fantes, 1997; Moreno et al., 1991). La mayor parte 

del ciclo vital (70%) de S. pombe transcurre en fase G2, donde la célula aumenta la masa y/o 

el volumen celular. Cuando la célula alcanza su tamaño crítico, la mitosis (fase M) comienza, 

provocando la condensación cromosómica, la formación del huso mitótico y la separación de 

las cromátidas hermanas hacia ambos polos de la célula (Figura 1) (Hagan & Hyams, 1988). 

Después de la mitosis, se produce la citocinesis (división celular) a medida que se desarrolla 
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una pared divisoria (septo) en el centro de la célula (Pollard & Wu, 2010). Inicialmente, para 

dividir el citoplasma en dos partes iguales, se comienza a formar un tabique primario (o septo 

primario, SP) en la superficie interna de la pared celular. Luego, cada célula hija contribuye 

en el ensamblaje de un septo secundario (SS) a cada lado del septo primario, dando lugar a 

un septo trilaminar. El septo de S. pombe está compuesto principalmente de α- y β-glucanos 

esenciales. Ambas estructuras del septo (SP y SS) contienen β (1,3)-D-glucano con 

ramificaciones β (1,6) y α (1,3)-D-glucano. Por su parte, el β (1,6)-D-glucano solo se detecta 

en el SS y es importante para interconectar los polisacáridos de la pared; mientras que el β 

(1,3)-D-glucano lineal se encuentra exclusivamente en el PS (Cortés et al., 2016). La división 

celular comienza con el colapso de la pared celular que rodea al septo, y se completa con la 

degradación del septo primario, lo cual provocará, finalmente, la liberación de las dos células 

hijas al comienzo de la fase S (Gould & Simanis, 1997; Pollard & Wu, 2010). Generalmente, 

las fases M, G1 y S transcurren con normalidad de forma previa a la separación física de las 

células hijas. Por lo tanto, cuando ocurre la citocinesis las células se encuentran en fase G2 

temprana (MacNeill & Fantes, 1997) (Figura 1).  

 

Figura 1. Ciclo de vida de Schizosaccharomyces pombe. Ciclo de vida haploide (izquierda) y ciclo 

de vida diploide (derecha). Adaptada de MacNeil & Nurse, 1997. 
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Después de la división celular, las células hijas crecen monopolarmente desde el polo 

que estaba presente en el ciclo celular anterior (proceso denominado como OETO, «Old End 

Take Off»). Por su parte, el polo «nuevo» resultante de la división de la célula madre en dos 

células hijas, inicia el crecimiento simultáneamente con el polo «viejo» cuando las células 

alcanzan un determinado tamaño crítico. Esta activación del crecimiento bipolar es conocida 

como NETO («New End Take Off») (Mitchison & Nurse, 1985) y comienza en la fase G2. Esta 

transición entre las distintas etapas del ciclo celular es un proceso estrictamente controlado 

en el que las proteínas involucradas son periódicamente sintetizadas y/o activadas a medida 

que el ciclo celular avanza. 

1.1.1 Estrategia de supervivencia frente a la escasez de glucosa en levaduras: 

la fase estacionaria y la quiescencia como respuesta adaptativa. 

La quiescencia es un estado de reposo protector en el que las células están 

metabólicamente activas, manteniendo un estado estable, pero reversible, con el objetivo de 

volver a entrar en el ciclo celular cuando las condiciones nutricionales así lo permitan (Allen 

et al., 2006; Miles et al., 2021; Miles et al., 2019). Las células de levadura quiescentes (Q) 

presentan numerosas características que las diferencian de las células en estado proliferativo: 

no se dividen, se arrestan como células esféricas sin septos de división; no acumulan masa 

ni volumen; presentan una tasa metabólica reducida; mayor número de mitocondrias; un perfil 

transcripcional específico; cromosomas más condensados; una disminución drástica en la 

síntesis de ARNr y proteínas; una mayor resistencia a diversos tipos de estrés; una alta 

actividad autofágica; y mayor longevidad o envejecimiento cronológico (CLS, «Chronological 

Lifespan») (Figura 2) (Miles et al., 2021; Sun & Gresham, 2021).  

Durante décadas, numerosas investigaciones han empleado cultivos en fase 

estacionaria o células ayunadas abruptamente de glucosa para estudiar la quiescencia o 

estado de no división, sin saber qué fracción de estas células se encuentran inactivas, 

senescentes o muertas (Sun & Gresham, 2021; Valcourt et al., 2012). En 2006, Werner-

Washburne publicó un estudio donde describía que en cultivos en fase estacionaria de S. 

cerevisiae existe una mezcla heterogénea de células con distintas características fisiológicas: 

(i) células hijas bloqueadas en G1 que presentan características típicas de células Q; (ii) una 

mezcla heterogénea de células madre e hijas que es sensible al estrés, con signos de 

acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y apoptosis, las cuales interfieren en el 

estudio del estado de quiescencia (Allen et al., 2006; Miles et al., 2021; Miles et al., 2019). 

Posteriormente, se describió que en S. cerevisiae la inanición abrupta de glucosa no 

promueve la entrada en un estado quiescente. La transición hacia la quiescencia en S. 

cerevisiae ocurre a medida que la glucosa se vuelve un recurso limitante; se inicia antes del 
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cambio diaúxico y abarca la fase respiratoria en la que las células utilizan el etanol como 

fuente de carbono (Miles et al., 2021). Además, en estas circunstancias, las células de 

levadura dejan de dividirse, están llenas de glucosa en forma de glucógeno y trehalosa (Lillie 

& Pringle, 1980) y pueden sobrevivir en él durante meses (Gray et al., 2004). Por su parte, la 

inanición abrupta de glucosa previene esta acumulación de glucógeno y trehalosa, y provoca 

que las células no se detengan en G1 y mueran en cuestión de días (Li et al., 2013). Por lo 

tanto, estas observaciones apuntan a que un agotamiento progresivo de la disponibilidad de 

glucosa es la forma ideal de obtener una población de células Q.  

 

 

 

Figura 2. Características fisiológicas del ciclo mitótico y la quiescencia en S. pombe. Esquema 

de la interacción de ambos estados del ciclo celular (izquierda) y las principales características de cada 

estado fisiológico (derecha). Las características clave que distinguen las células proliferativas y las 

quiescentes tienen indicado si la regulación es positiva (flecha ascendente) o negativa (flecha 

descendente). Adaptada de Sun & Gresham, 2021. 
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Por otro lado, se ha correlacionado el CLS con la proporción de células Q en cultivos 

en fase estacionaria (Allen et al., 2006; Murakami et al., 2008; Zhang & Cao, 2017), 

habiéndose demostrado que la programación eficaz de la quiescencia puede extender el CLS 

de las células (Cao et al., 2016). De hecho, las células con un CLS menor, presentan una 

reducción de su capacidad de reingresar en el ciclo celular tras la reposición de nutrientes 

(Garay et al., 2014) y, por lo tanto, son fisiológicamente iguales a las células que presentan 

defectos en la regulación de la quiescencia. Tanto en S. cerevisiae como en S. pombe, el CLS 

es mayor en aquellas células que se han adaptado adecuadamente al déficit de glucosa 

(Mohammad et al., 2020; Şeylan & Tarhan, 2023; Zuin, Carmona, et al., 2010). Es más, 

aquellas cepas que presentan defectos en el funcionamiento de la mitocondria o defectos para 

inducir eficazmente el cambio diaúxico presentan una desregulación de la entrada en 

quiescencia y, por tanto, un menor CLS (Miles et al., 2013).  

En condiciones de déficit de glucosa, la sincronización del ciclo celular de S. pombe 

ocurre en G2 (van Dijken et al., 1993) y, posteriormente, se promueve la entrada en un estadio 

distinto del ciclo replicativo denominado G0 (Epifanova & Terskikh, 1969), donde reiniciar el 

ciclo de división celular conlleva más tiempo que un bloqueo en G1 o G2 (Zetterberg & 

Larsson, 1985). Durante ese arresto, las células de S. pombe se ven obligadas a tomar 

decisiones de desarrollo que involucran la activación de distintos programas de expresión 

génica destinados a optimizar la incorporación de la poca glucosa disponible y la activación 

del metabolismo respiratorio (Masuda et al., 2016). Por otra parte, en S. pombe la inanición 

abrupta de glucosa supone la entrada en un estado de quiescencia celular irreversible (Figura 

2), que conduce a la senescencia celular, provocando un acortamiento del CLS (Pluskal et al., 

2011). Además, en estas condiciones no se induce la autofagia (Mukaiyama et al., 2010), la 

cual es una característica especifica de las células Q (Figura 2) (Sun & Gresham, 2021). 

Debido a que los genes y las vías de señalización que controlan la quiescencia se 

encuentran conservados evolutivamente, el uso de estos sistemas modelo de levadura está 

justificado para poder avanzar rápidamente en el estudio de los mecanismos que subyacen a 

la quiescencia en las células humanas. 

1.2 Adaptación metabólica de S. pombe a la escasez de glucosa. 

Las levaduras, al igual que el resto de organismos unicelulares, están sometidas a una 

fuerte presión evolutiva para reproducirse cuando los nutrientes están disponibles en 

abundancia, para lo cual precisan de sofisticados mecanismos intracelulares de transducción 

de señales que optimicen la producción de las biomoléculas necesarias para la generación de 

nuevas células (Chen et al., 2003; Flores et al., 2000; Galdieri et al., 2010). No obstante, en 

situaciones de escasez de nutrientes, se produce una profunda reprogramación del 
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metabolismo celular con el objetivo de extraer la máxima cantidad de energía posible de los 

recursos disponibles y, así, garantizar la viabilidad celular (Galdieri et al., 2010; Hoffman, 

2005; Zhang & Cao, 2017). 

La glucosa, la fuente preferida de carbono y energía para la mayoría de los organismos 

vivos, es metabolizada a nivel celular mediante fermentación o respiración mitocondrial, 

siendo esta última mucho más eficiente en cuanto a la energía y biomasa generada por 

molécula de glucosa. Sin embargo, muchos organismos, incluida la levadura de fisión S. 

pombe, utilizan la fermentación aeróbica en lugar de la respiración para la producción de ATP 

cuando hay glucosa disponible, un fenómeno conocido como «efecto Crabtree» (Malina et al., 

2021; Pfeiffer & Morley, 2014; van Dijken et al., 1993). A nivel molecular, la presencia de 

glucosa impide la utilización de fuentes alternativas de carbono a través de un mecanismo 

conservado de «Represión Catabólica por fuente de Carbono» (CCR), que reprime 

transcripcionalmente la expresión de genes implicados en el catabolismo de azúcares menos 

favorables, componentes de la cadena de transporte de electrones (ETC) mitocondrial y otras 

proteínas mitocondriales (Adachi et al., 2017; Broach, 2012; Chen et al., 2003). 

1.2.1 Crecimiento en presencia de glucosa en S. pombe: el efecto Crabtree. 

El efecto Crabtree tiene sus raíces en la represión catabólica por glucosa (CCR) de la 

función mitocondrial. Las levaduras Crabtree positivas como S. pombe, en presencia de 

glucosa, con independencia de disponibilidad de oxígeno, promueven la síntesis de 

transportadores de hexosa, la glucólisis y la fermentación alcohólica; mientras que reprimen 

fuertemente la utilización de fuentes alternativas de carbono, la respiración mitocondrial, la 

esporulación y la respuesta al estrés (Malina et al., 2021; Pfeiffer & Morley, 2014; Zhang et 

al., 2022). 

A través de la fermentación se producen 2 moléculas de ATP (Adenosín Trifosfato) por 

molécula de glucosa, por lo que esta vía metabólica es considerablemente menos eficiente a 

nivel energético que el catabolismo oxidativo del piruvato, cuyo rendimiento es de 36-38 

moléculas de ATP por molécula de glucosa (Pfeiffer et al., 2001; Vander Heiden et al., 2009). 

No obstante, el efecto Crabtree proporciona a los organismos que lo presentan determinadas 

ventajas adaptativas entre las que destacan: (i) Mejor adaptación al nicho ecológico, puesto 

que la producción de etanol genera cierta toxicidad ambiental, lo que les permite competir por 

los nutrientes contra otros microorganismos; (ii) El crecimiento fermentativo reduce la 

producción de ROS y, por tanto, la incorporación de mutaciones en el ADN; (iii) Permite 

acelerar el crecimiento debido a una generación de energía más rápida; (iv) Requiere menos 

recursos del proteoma celular para producir la misma cantidad de ATP que la respiración 

(Malina et al., 2021; Pfeiffer & Morley, 2014; Takaine et al., 2019). 
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Otra evidencia más que apoya que la fermentación es la vía metabólica preferida para 

garantizar el crecimiento a tasas elevadas es el efecto Warburg en las células cancerosas 

humanas, esta estrategia es similar al efecto Crabtree en levaduras (DeBerardinis et al., 2008; 

Vander Heiden et al., 2009; Ward & Thompson, 2012).  

1.2.1.1 Incorporación y detección de la glucosa en Schizosaccharomyces pombe. 

La incorporación de la glucosa es el primer paso de su catabolismo, excepto cuando 

la fuente de carbono y energía es un disacárido y, por lo tanto, se requiere su hidrólisis 

extracelular previa. La glucosa es una molécula hidrofílica que no puede atravesar la 

membrana celular, por ello su incorporación requiere de un transportador (Manolescu et al., 

2007). Los transportadores de hexosas presentan 12 segmentos transmembrana, de los 

cuales algunos generan un poro a través del cual pasan las hexosas (Mueckler & Makepeace, 

2006). Se han identificado transportadores de hexosas en una amplia variedad de 

organismos, observándose una alta conservación evolutiva en su estructura general y en 

varios motivos que podrían estar implicados en el reconocimiento del sustrato y/o en la 

determinación de la topología de la membrana (Manolescu et al., 2007; Sato & Mueckler, 

1999; Seatter et al., 1998). Generalmente, en una misma especie podemos encontrar 

múltiples genes que codifican transportadores de hexosas, habiéndose descrito la existencia 

de 13 en humanos, 8 en S. pombe y 20 en S. cerevisiae (Heiland et al., 2000; Malina et al., 

2021; Manolescu et al., 2007; Özcan & Johnston, 1999; Wood et al., 2002). Cada 

transportador de hexosas presenta una afinidad diferente por la glucosa o por otras hexosas 

similares con la finalidad de garantizar una respuesta adecuada frente a un entorno 

cambiante. Los tipos y combinaciones de transportadores son determinantes para una 

adecuada absorción de la glucosa y su metabolismo, por lo que su expresión y actividad se 

encuentra modulada por los cambios ambientales en la disponibilidad de la misma y por los 

requerimientos fisiológicos de la célula. Por ejemplo, en levaduras existen transportadores de 

alta afinidad que se expresan en ambientes con una reducida disponibilidad de glucosa y 

transportadores de baja afinidad que se expresan en ambientes ricos en glucosa (Maier et al., 

2002; Özcan & Johnston, 1999).  

En S. pombe, al igual que en otros organismos, la captación y el consumo de la glucosa 

dependen de su concentración en el entorno extracelular. En esta levadura, se han descrito 

ocho transportadores de hexosas denominados Ght con una elevada identidad en su 

secuencia aminoacídica, aunque funcionalmente diversos (Heiland et al., 2000; Maruyama et 

al., 2023). Ght1 y Ght5 son altamente específicos para el transporte de la glucosa, siendo 

Ght5 el que se expresa de manera más prominente y el que presenta mayor afinidad por este 

carbohidrato. De hecho, la relevancia de este último es tal que en su ausencia las células 

adquieren un fenotipo similar al ocasionado por la restricción calórica, produciéndose un 
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aumento del CLS (Maruyama et al., 2022; Saitoh et al., 2015). La expresión y localización de 

Ght5 en la membrana plasmática se encuentra regulada en función de la concentración de 

glucosa para garantizar una alta eficacia en la captación de la misma. Así, en condiciones de 

abundancia de glucosa, Ght5, que se expresa de forma reducida, se localiza en la superficie 

celular, preferentemente en el ecuador celular. Sin embargo, cuando la glucosa escasea, se 

produce un incremento en su expresión distribuyéndose por toda la superficie celular (Saitoh 

et al., 2015). Por su parte, Ght2 transporta galactosa y la usa para la síntesis de UDP-

galactosa (Matsuzawa et al., 2013), mientras que Ght3 y Ght4 son los principales 

transportadores implicados en la absorción de gluconato y Ght6 en la absorción de fructosa 

(Heiland et al., 2000).  

En muchos tipos celulares, la glucosa actúa como un estímulo ambiental que regula la 

cantidad, tipos y actividad de sus transportadores, tanto a nivel transcripcional como post-

traduccional. De hecho, la concentración ambiental de glucosa determina en numerosas 

ocasiones la expresión de uno u otro tipo de transportador (Maruyama et al., 2023; Saitoh et 

al., 2015). En S. pombe la capacidad de detectar y responder frente a variaciones en la 

disponibilidad ambiental de glucosa se encuentra regulada por diversas rutas de señalización, 

entre las que destaca la ruta de señalización de la proteína quinasa A (PKA) dependiente de 

adenosín-monofosfato cíclico (AMPc) (Hoffman, 2005; Vassiliadis et al., 2019). 

Sorprendentemente, mutaciones que afectan a la vía de señalización AMPc-PKA no alteran 

la tasa de consumo de glucosa, lo cual indica que su papel como modulador del CLS es 

independiente de la ingesta y utilización de glucosa (Roux et al., 2009). No obstante, esta vía 

de señalización converge con otras vías de señalización que sí modulan el transporte de 

hexosas, la glucólisis, la utilización de fuentes alternativas de carbono, etc. (Hoffman, 2005; 

Palabiyik et al., 2016). Por un lado, encontramos que ante el déficit de glucosa, el inhibidor de 

fosfatasas (Sds23), la proteína quinasa dependiente de calcio/calmodulina (CaMKK, Ssp1) y 

la proteína quinasa activada por adenosín monofosfato (AMP) (AMPK, Ssp2) (Maruyama et 

al., 2023; Schutt & Moseley, 2017); regulan el nivel de expresión del gen ght5+ al modular la 

localización nucleocitoplasmática del represor transcripcional Scr1 (Schutt & Moseley, 2017). 

Por otro lado, en condiciones ricas nutricionalmente, el complejo II de la proteína quinasa 

diana de la rapamicina (TORC2) y Ksg1/PDK1 activan mediante fosforilación a Gad8/Akt, 

promoviendo de este modo la inactivación de la α-arrestina Aly3, que es la responsable de 

mediar el transporte de Ght5 desde la membrana plasmática hasta las vacuolas para su 

degradación tras la inactivación de TORC2 (Saitoh et al., 2015; Toyoda & Saitoh, 2021). 

Curiosamente, en condiciones de déficit de glucosa se ha descrito que en S. pombe se 

produce una reducción transitoria de la señalización de TORC2, que se recupera rápidamente 

alcanzando los niveles de activación previos a la escasez de la glucosa (Hatano et al., 2015). 
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Esta reactivación de TORC2 mantiene fosforilado a Aly3, y protege a Ght5 de su degradación 

(Saitoh et al., 2015; Toyoda & Saitoh, 2021). 

1.2.1.2 Glucólisis y fermentación en S. pombe: una visión general. 

Durante el crecimiento de S. pombe en ambientes ricos en glucosa, el catabolismo de 

este azúcar transcurre a través de la glucólisis, que produce piruvato; y del ciclo de las 

pentosas fosfato (PPP), que produce NADPH (Corkins et al., 2017). Adicionalmente, mediante 

ambas rutas se obtienen otros intermediarios que son empleados en otras reacciones 

biosintéticas como la síntesis de aminoácidos (Figura 3) (Ward & Thompson, 2012). En estas 

condiciones, la glucosa disponible es metabolizada mediante la fermentación, lográndose su 

oxidación incompleta a través de la vía de Embden-Meyerhof-Parnas (glucólisis) y rindiendo 

como producto final etanol, el cual es secretado al medio (Figura 3) (Fuller & Kim, 2021; Selig 

et al., 1997).  

Entre las diferentes etapas que componen la glucólisis, y debido a su relevancia 

fisiológica en S. pombe, destacamos la catalizada por la triosa fosfato isomerasa (Tpi1) y la 

mediada por la piruvato quinasa (Pyk1) (Figura 3). Por un lado, la Tpi1 cataliza la 

interconversión de la dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) en gliceraldehido-3-fosfato (GA3P) 

(Figura 3). Esta etapa presenta una enorme relevancia funcional en la adaptación a la 

escasez de glucosa, pues está interconectada con el metabolismo del glicerol (fuente de 

carbono alternativa respirable y no fermentable). Por otra parte, en S. pombe, Pyk1 está 

implicada en la catálisis de la última etapa de la glucólisis (Figura 3). Recientemente, se ha 

demostrado que la cepa silvestre empleada comúnmente en la mayoría de los laboratorios 

posee una mutación puntual en el gen pyk1+ que provoca una disminución de su actividad, y 

por lo tanto, un menor rendimiento energético del metabolismo glicolítico (Kamrad et al., 2020; 

Kamrad et al., 2019). De hecho, la expresión de una versión más activa (Pyk1-T343A) provoca 

un aumento de la relación ATP/ADP celular y mejora significativamente la captación de 

glucosa en S. pombe (Figura 3) (Alam et al., 2022; Kamrad et al., 2019). 
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Figura 3. Vía glicolítica en S. pombe. El metabolismo de la glucosa es crucial debido a su papel como 

fuente de carbono y energía. En el citoplasma ocurren las primeras etapas de catabolismo de la 

glucosa, la glucólisis. A su vez, atendiendo a la concentración de glucosa (exceso) ese metabolismo se 

desvía a la fermentación en lugar de continuar hacia un metabolismo con un mayor rendimiento 

energético, la respiración mitocondrial (Selig et al., 1997). Abreviaturas: ETC (Cadena de Transporte 

de electrones mitocondrial). 
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En S. pombe, el piruvato formado en la glucólisis puede continuar en el metabolismo 

energético siendo metabolizado mediante la fermentación alcohólica o la respiración 

mitocondrial. Si la glucosa sigue siendo abundante predomina la fermentación alcohólica, 

ocurriendo tanto en normoxia como en hipoxia. En ella, el piruvato es oxidado, perdiendo su 

grupo carboxilo en forma de CO2, por acción de la piruvato descarboxilasa (Pdc101/2), 

obteniéndose acetaldehído. A continuación, la alcohol deshidrogenasa (Adh1) transforma el 

acetaldehído en etanol, consiguiendo así la reoxidación del NADH citosólico previamente 

generado (Pfeiffer et al., 2001). Debido al menor rendimiento energético del metabolismo 

fermentativo (2 ATP por molécula de glucosa), la célula promueve un aumento del flujo 

glicolítico para satisfacer la demanda de ATP (Gancedo, 1998), provocando la acumulación 

de NADH citosólico. Es por eso que, en estas condiciones, para sacar el máximo rendimiento 

energético posible, las células emplean estrategias adicionales para la reoxidación del NADH 

citosólico en la mitocondria, como las NADH deshidrogenasas y las lanzaderas de NADH 

(Bakker et al., 2001; Rigoulet et al., 2004). 

Adicionalmente, el piruvato, además de este papel en el metabolismo energético de la 

célula, ha sido implicado en la detoxificación de los peróxido de hidrógeno y otros 

hidroperóxidos (Giandomenico et al., 1997; Guarino et al., 2019). De este modo, la 

fermentación contribuye a la detoxificación del estrés oxidativo que se genera en condiciones 

de crecimiento aeróbico. 

1.2.1.3 La ruta de las pentosas fosfato en S. pombe: una estrategia fisiológica para 

mantener el flujo glicolítico, combatir el estrés oxidativo y la formación de 

precursores biosintéticos. 

La vía de las pentosas fosfato (PPP) es una de las principales rutas catabólicas 

implicadas en la degradación de la glucosa en los organismos de todos los dominios de la 

vida (Mulukutla et al., 2016). A diferencia de la glucólisis, en la vía PPP, la glucosa se 

descompone para proporcionar equivalentes de reducción en forma de nicotinamida-adenina 

dinucleótido fosfato (NADPH), y carbohidratos en forma de pentosas que son precursores 

biosintéticos de ácidos nucleicos y aminoácidos (Figura 4) (Lunt & Vander Heiden, 2011; 

Stanton, 2012; Stincone et al., 2015). Ambas vías catabólicas se ejecutan en paralelo, 

provocando que sea necesario que la célula regule finamente el flujo de la glucosa a través 

de ellas (Fraile Beneitez et al., 2020). En S. pombe, la etapa limitante que determina el flujo 

total de glucosa en la vía PPP es la regulada por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Zwf1). 

Esta enzima es necesaria para la generación del intermediario 6-fosfogluconato (6FG) (Figura 

4) (Stanton, 2012; Stincone et al., 2015).  
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Por otro lado, en S. pombe la derivación del gluconato es una ruta metabólica 

vagamente estudiada que redirige la glucosa a la vía PPP evitando la velocidad limitante de 

Zwf1 (Corkins et al., 2017; Fraile Beneitez et al., 2020; Mehta et al., 1998). En esta ruta, la 

glucosa es oxidada por acción de la glucosa deshidrogenasa (Gcd1) a gluconato, el cual es 

posteriormente fosforilado por la gluconato quinasa (Ldn1) para producir 6FG (el intermediario 

de la ruta PPP) (Figura 4) (Corkins et al., 2017; Peekhaus & Conway, 1998; Tsai et al., 1995).  

 

 

 

Figura 4. Interconexión de la glucólisis con la ruta de las pentosas fosfato y la derivación del 

gluconato en S. pombe. El metabolismo de la glucosa es crucial debido a su papel como fuente de 

carbono y energía, para aumentar su rendimiento durante el crecimiento fermentativo S. pombe ha 

desarrollado interconexiones entre las glucólisis, la ruta de las pentosas fosfato y la derivación del 

gluconato; de forma que se garantice un mantenimiento de un alto flujo glicolítico. Abreviaturas: 

Glucosa-6-fosfato (G6P); Fructosa-6-fosfato (F6P); Fructosa-1,6-bifosfato (F16BP); Dihidroxiacetona-

fosfato (DHAP); Gliceraldehído (GA3P). Adaptada de Corkins et al., 2017. 
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Finalmente, en la vía PPP, parte del carbono se redirige a la glucólisis (Figura 4) 

(Akram et al., 2019; Bouzier-Sore & Bolaños, 2015; Ghanem et al., 2021; Patra & Hay, 2014). 

Este desvío contribuye al mantenimiento de un alto flujo glicolítico en S. pombe necesario para 

la obtención de energía (metabolismo del piruvato) y de esqueletos carbonados necesarios 

para la biosíntesis de aminoácidos como el GA3P, el fosfoenolpiruvato y el piruvato (Alam et 

al., 2022). Además, el NADPH generado en la vía PPP participa en la descomposición 

metabólica de las ROS generadas durante el crecimiento aeróbico, ya que es una fuente de 

equivalentes de reducción para el sistema glutatión/glutatión-peroxidasa/glutatión-reductasa 

(Averill-Bates, 2023; Minard & McAlister-Henn, 2001). 

1.2.1.4 Reoxidación del NADH citosólico y su conexión con el metabolismo del glicerol 

en S. pombe: una visión general. 

La homeostasis de las reacciones redox es un requisito fundamental para el 

metabolismo y el crecimiento de todos los seres vivos. El potencial redox intracelular está 

determinado por la relación NADH/NAD+, y en menor medida por la relación NADPH/NADP+ 

(Vemuri et al., 2007). El NADH es un metabolito altamente conectado a la red metabólica 

participando en más de 200 reacciones metabólicas en levaduras (Förster et al., 2003). Esto 

implica que cambios en la relación NADH/NAD+ afectan de forma generalizada al 

metabolismo celular (Nielsen, 2003).  

El NADH se sintetiza principalmente en el citosol mediante la glucólisis y en las 

mitocondrias por el ciclo de Krebs. Sin embargo, tanto el NADH como el NAD+ citosólicos son 

incapaces de atravesar la membrana mitocondrial (von Jagow & Klingenberg, 1970), es por 

ello que las células eucariotas emplean distintos mecanismos para oxidar al NADH citosólico 

en las mitocondrias. En S. pombe, la deshidrogenasa de NADH mitocondrial externa Nde2 

que se encarga de reoxidar el NADH citosólico (Figura 5) (Luttik et al., 1998). La otra 

alternativa es que los electrones del NADH citosólico sean «lanzados» a través de la 

membrana mitocondrial interna mediante lanzaderas de NADH, como la lanzadera aspartato-

malato (Borst, 2020; Easlon et al., 2008) y la lanzadera glicerol-3-fosfato (G3P) (Mollapour & 

Piper, 2007; Mracek et al., 2013). La principal diferencia entre ambas lanzaderas es que la 

lanzadera G3P transfiere los electrones directamente a la ubiquinona de la ETC mitocondrial 

(Figura 5).  
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En S. pombe, la lanzadera G3P está formada por dos subunidades: la G3P 

deshidrogenasa citosólica (codificada por gpd1/2+) que oxida al NADH citosólico cediendo dos 

equivalentes de reducción a la DHAP y rindiendo G3P. Acto seguido, otra isoenzima, la G3P 

deshidrogenasa mitocondrial (codificada por gut2+) transfiere esos electrones desde el G3P a 

la ubiquinona, volviendo a regenerar la DHAP (Figura 5) (Overkamp et al., 2000). Esto genera 

un menor flujo de protones ya que los electrones entran en la ETC en un paso posterior al 

complejo I (Figura 5). Adicionalmente, mediante esta lanzadera la célula contribuye a la 

formación de glicerol cuando la tasa de formación de NADH supera su tasa de oxidación 

(Larsson et al., 1998). La excreción del glicerol producido permite proteger a la célula de las 

variaciones en el potencial osmótico del medio externo (Flores et al., 2000). 

 

 

Figura 5. Mecanismos de reoxidación del NADH citosólico en S. pombe. Representación 

esquemática del sistema basado en NADH deshidrogenasa externa mitocondrial (Nde2), y de la 

lanzadera basada en la reducción de la dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) a glicerol-3-fosfato (G3P). 

Adaptada de Overkamp et al., 2000. 
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1.2.2 Adaptación a la escasez de glucosa: cambio diaúxico, metabolismo de 

fuentes de carbono alternativas y metabolismo respiratorio en S. pombe. 

En medios ricos en glucosa, las levaduras Crabtree positivas reprimen la respiración y 

el metabolismo de fuentes de carbono alternativas mediante la represión por glucosa (CCR) 

(De Deken, 1966). A medida que la glucosa se vuelve un recurso limitante, las células de 

levadura comienzan a utilizar otras fuentes de carbono alternativas liberadas al medio durante 

el metabolismo fermentativo como el glicerol, el etanol y el acetato (Flores et al., 2000). Para 

ello las células transitan de un metabolismo fermentativo a uno respiratorio, proceso conocido 

como cambio diaúxico.  

En levaduras se ha observado que el cambio diaúxico se estructura en tres grandes 

etapas: i) antes del agotamiento de la glucosa ocurre la disminución del flujo glicolítico 

mediada por la regulación negativa de la fosfofructoquinasa y la piruvato quinasa (Kamrad et 

al., 2020; Zampar et al., 2013); ii) tras el agotamiento de la glucosa, se revierte el flujo del 

carbono dirigido a la glucólisis, y además, en S. cerevisiae se regula positivamente el ciclo del 

glioxilato (de Jong-Gubbels et al., 1996; Oda et al., 2015; Zampar et al., 2013); y por último, 

(iii) se promueve la inhibición de la vía de las pentosas fosfato (PPP) y la reconfiguración de 

estrategias alternativas para la regeneración del NADPH (Fraile Beneitez et al., 2020; Zampar 

et al., 2013). Además, durante el cambio diaúxico las células presentan una tasa de 

crecimiento reducida y cambios profundos en la estructura y función mitocondrial (Di 

Bartolomeo et al., 2020; Zampar et al., 2013). 

S. pombe presenta notables diferencias en el metabolismo del carbono respecto a S. 

cerevisiae. Por un lado, las levaduras de fisión carecen de las enzimas clave del ciclo del 

glioxilato, siendo incapaces de crecer en medios cuya única fuente de carbono disponible sea 

el etanol o el acetato (de Jong-Gubbels et al., 1996; Flores et al., 2000; Klein et al., 2013; Tsai 

et al., 1987). Además, aunque en ambas levaduras los genes implicados en la fosforilación 

oxidativa (OXPHOS) y el ciclo de Krebs se expresan de forma similar tras el déficit de glucosa, 

en S. pombe los genes que codifican el complejo de la piruvato deshidrogenasa y la alcohol 

deshidrogenasa disminuyen su expresión, reduciendo la eficiencia del uso del piruvato en la 

respiración (Rhind et al., 2011). Adicionalmente, ante la escasez de glucosa, S. pombe 

optimiza el flujo de glucosa entre la glucólisis y la vía PPP mediante el factor de transcripción 

Rsv1 (Kim et al., 2020). Esto lo consigue al reprimir directamente la expresión de genes 

implicados, no solo en la derivación del gluconato (gcd1+), sino también directamente en la 

entrada de la vía PPP (gnd1+) (Fraile Beneitez et al., 2020). Este mecanismo, observado 

también en S. cerevisiae, provoca una reducción del flujo en las reacciones oxidativa de la vía 

PPP, cesando la producción de NADPH, sin afectar a la síntesis de ribosa y eritrosa (Figura 
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4) (Zampar et al., 2013). No obstante, debido a la relevancia fisiológica del NADPH para los 

procesos biosintéticos, las células han desarrollado otras alternativas metabólicas para su 

generación, como las reacciones oxidativas del metabolismo del etanol (oxidación del 

acetaldehído a acetato catalizada por la aldehído deshidrogenasa) (Navarro‐Aviño et al., 

1999), y el ciclo del glioxilato en S. cerevisiae (Zampar et al., 2013). Esta redirección de la 

síntesis de NADPH es una estrategia metabólica para que las células aumenten su eficiencia 

energética, debido a que ante una fuente de carbono no fermentable, las células requerirían 

de mucha energía para aumentar el flujo a través de la gluconeogénesis y producir el 

precursor de la ruta PPP (Zampar et al., 2013). Por otra parte, y también de forma dependiente 

de Rsv1, S. pombe induce la expresión de diversos genes entre los que destaca la G3P 

deshidrogenasa mitocondrial gut2+ (reoxidación del NADH citosólico). De este modo, la alta 

producción de NADH derivado del metabolismo del etanol promueve la activación de vías 

alternativas, como la lanzadera G3P, para su reoxidación (Fraile Beneitez et al., 2020). 

Ante esta intensa reprogramación metabólica efectuada durante el cambio diaúxico, 

no es sorprendente que la célula requiera de precursores nutricionales que sustenten 

eficazmente la transición al metabolismo respiratorio (Esteban-Martínez et al., 2017; Rambold 

& Lippincott-Schwartz, 2011). En línea con esto, en S. cerevisiae se ha señalado que ante la 

escasez de glucosa, la serina derivada de la autofagia es esencial para apoyar la síntesis de 

proteínas mitocondriales necesarias para la adaptación eficaz al crecimiento respiratorio (May 

et al., 2020). Además, se ha descrito que en S. cerevisiae la propia maquinaria central de la 

autofagia es esencial para mantener y lograr una transición eficaz al metabolismo respiratorio 

(Yi et al., 2017). Por su parte, en S. pombe, hasta la fecha no se ha observado ninguna 

evidencia que relacione la autofagia con el metabolismo respiratorio.  

1.2.2.1 Metabolismo de fuentes de carbono alternativas en S. pombe. 

1.2.2.1.1 Metabolismo del etanol o acetato en S. pombe. 

En S. pombe, la producción de etanol coincide con la utilización de la glucosa, pero al 

agotarse esta, comienza el uso del etanol con la posterior acumulación de acetato; resultando 

esto en una fase interlogarítmica corta, pero perceptible, que es característica del crecimiento 

diáuxico (Tsai et al., 1987). El metabolismo del etanol comienza con la conversión del etanol 

a acetaldehído por acción de la enzima Adh1. Seguidamente, la acetaldehído deshidrogenasa 

(Atd1) transforma el acetaldehído, que es potencialmente citotóxico, en acetato. Finalmente, 

el acetato es el sustrato de la acetil-CoA sintetasa citosólica (Acs1) que lo transforma en acetil-

CoA (Flores et al., 2000; Hu et al., 2014; Loviso & Libkind, 2018). Esta vía metabólica es 

enormemente relevante para la supervivencia celular en levaduras. De hecho, recientemente 

se ha propuesto que el ácido acético representa una fuente de carbono similar a los cuerpos 
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cetónicos de mamíferos, y que además promueve la acumulación de carbohidratos 

protectores como la trehalosa y prolonga el CLS (Hu et al., 2014). 

 Sorprendentemente, en S. pombe el metabolismo del etanol y el acetato (compuestos-

C2) ocurre únicamente en presencia de concentraciones limitantes de glucosa (de Jong-

Gubbels et al., 1996; Tsai et al., 1987). De hecho, existen diversas razones que justifican la 

incapacidad de las levaduras de fisión para no poder crecer en medios cuya única fuente de 

carbono disponible sean compuestos C2 (Flores et al., 2000; Rhind et al., 2011). Por un lado, 

S. pombe, a diferencia de S. cerevisiae, carece de las dos enzimas clave del ciclo del 

glioxilato: la isocitrato liasa y la malato sintasa (Kunze et al., 2002; Taylor et al., 1996). En S. 

cerevisiae, el ciclo del glioxilato es una modificación del ciclo de Krebs que sirve de enlace 

entre las actividades catabólicas y las capacidades biosintéticas, permitiendo a las células 

utilizar ácidos grasos o compuestos C2 como única fuente de carbono (Kunze et al., 2006). 

Además, en esta vía, en lugar de los dos pasos de descarboxilación del ciclo de Krebs, las 

enzimas clave del ciclo del glioxilato (la isocitrato liasa y la malato sintasa) convierten el 

isocitrato y el acetil-CoA en succinato y malato, consiguiendo convertir dos acetil-CoA 

(derivados del metabolismo de compuestos-C2) en compuestos-C4 (succinato) que pueden 

utilizarse para reponer los intermediarios del ciclo de Krebs o funcionar como precursores 

biosintéticos (Lee et al., 2011). La ausencia de esta ruta en S. pombe provoca que el etanol 

tenga únicamente dos funciones: ser usado como fuente de energía alternativa (Ciclo de 

Krebs) y fuente de acetil-CoA para las reacciones de biosíntesis (de Jong-Gubbels et al., 1996; 

Lee et al., 2011; Tsai et al., 1987). Su uso termina por agotar los intermediarios biosintéticos 

necesarios para mantener el ciclo de Krebs, y por lo tanto, afecta a su correcto funcionamiento 

y al crecimiento celular (Lee et al., 2011; Tsai et al., 1987). 

 Por otro lado, cuando S. pombe crece en presencia de etanol tiende a acumular 

acetato en el medio, debido a que en las levaduras de fisión existe una limitación en la 

conversión de acetato en acetil-CoA. De hecho, a diferencia de S. cerevisiae, donde la acetil-

CoA sintetasa se induce fuertemente en presencia de etanol; en S. pombe esto no ocurre, 

pudiendo ser la causa principal de la utilización limitada de etanol. Es más, el resto de enzimas 

implicadas en el metabolismo del etanol (Adh1 y Atd1), tampoco se inducen en su presencia, 

señalando esto que su principal función radica en el metabolismo de la glucosa, más que en 

el consumo de etanol (de Jong-Gubbels et al., 1996).  

En conjunto, todos estos datos sugieren que S. pombe no puede crecer cuando el 

etanol es la principal fuente de carbono debido a su incapacidad de regenerar los 

intermediarios biosintéticos (ausencia de ciclo del glioxilato) y a la ausencia de una maquinaria 

capaz de emplear el etanol/acetato adecuadamente.  
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1.2.2.1.2 Metabolismo del glicerol en S. pombe. 

El glicerol es un polialcohol con tres carbonos que es empleado por múltiples seres 

vivos para protegerse frente a diferentes formas de estrés (osmótico, térmico, oxidativo, etc.) 

(Matsuzawa et al., 2010). Adicionalmente, el glicerol puede ser usado como fuente de energía 

y de carbono. Su asimilación en S. cerevisiae es efectuada a través de la vía G3P cuyas 

etapas son: (i) el glicerol es fosforilado por la glicerol quinasa (Gut1), dando lugar a G3P; (ii) 

el G3P es incorporado en la mitocondria, donde la G3P deshidrogenasa mitocondrial (Gut2) 

promueve la oxidación del G3P a DHAP; (iii) la DHAP es devuelta al citoplasma, 

convirtiéndose en GA3P por acción de la triosafosfato isomerasa; (iv) finalmente, el GA3P 

puede continuar su paso por la glucólisis y promover la oxidación completa del glicerol 

(Overkamp et al., 2002; Pavlik et al., 1993; Ronnow & Kielland-Brandt, 1993). Por su parte, S. 

pombe carece de la actividad glicerol quinasa característica de la ruta G3P, empleando 

entonces para la asimilación del glicerol la vía DHAP. En esta vía están implicadas la glicerol 

deshidrogenasa Gld1, que media la conversión del glicerol en dihidroxiacetona (DHA); y las 

quinasas redundantes Dak1/2, que fosforilan a la DHA dando lugar a DHAP (Lewin et al., 

1990; Matsuzawa, Hara, et al., 2012). Finalmente, la DHAP puede incorporarse a la vía 

glicolítica tras la acción de Tpi1 (Figura 6). 

La expresión de gld1+, dak1+ y dak2+ se encuentra regulada por la CCR, y es 

independiente de la presencia de glicerol (Malecki et al., 2016; Matsuzawa et al., 2010). Esto 

explica por qué S. pombe no es capaz de crecer en un medio en el que el glicerol sea la única 

fuente de carbono disponible. Sin embargo, en presencia de glicerol y concentraciones 

limitantes de otras fuentes de carbono alternativas como la glucosa, la galactosa o el etanol; 

la expresión de estos genes se induce fuertemente (Malecki et al., 2016; Matsuzawa, Hara, et 

al., 2012; Vassiliadis et al., 2019), lo que permite metabolizar el glicerol (Matsuzawa et al., 

2010).  

Actualmente, el motivo por el cual la expresión de gld1+, dak1+ y dak2+ no es suficiente 

para promover la asimilación de glicerol cuando es la única fuente de carbono disponible es 

desconocido (Matsuzawa et al., 2010). Se ha sugerido que puede deberse a la baja tasa de 

incorporación del glicerol, ya que S. pombe no es capaz de transportar el glicerol al interior 

celular tan activamente como S. cerevisiae. De hecho, en las levaduras de fisión no se ha 

identificado ningún homólogo al transportador Stl1 de S. cerevisiae, el cual media un simporte 

glicerol/H+ (Matsuzawa et al., 2010; Mollapour & Piper, 2007; Vassiliadis et al., 2019). 

Adicionalmente, se ha planteado la posibilidad de que, de forma paralela a la expresión de 

gld1+, dak1+ y dak2+, se expresen proteínas implicadas en la incorporación del glicerol todavía 

desconocidas (Matsuzawa, Hara, et al., 2012; Matsuzawa et al., 2010). 
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Figura 6. Metabolismo del glicerol en S. pombe. Una vez incorporado el glicerol es metabolizado a 

través de la vía DHAP: (1) El glicerol es oxidado a dihidroxiacetona (DHA) por acción de la glicerol 

deshidrogenasa (Gld1); (2) seguidamente, la DHA es fosforilada por las quinasas Dak1/2 (DHA quinasa) 

produciendo DHAP; (3) a continuación, Tpi1 (Triosafosfato isomerasa) cataliza la conversión de DHAP 

a GA3P. Finalmente, el GA3P generado puede continuar su paso por la glucólisis (oxidación completa 

del glicerol) o hacia la gluconeogénesis. Adaptada de Matsuzawa et al., 2010. 
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1.2.2.2 Metabolismo respiratorio: la contribución clave del metabolismo del piruvato al 

ciclo de Krebs y la fosforilación oxidativa en S. pombe. 

Ante la escasez de glucosa, y tras la reprogramación metabólica de la célula (cambio 

diaúxico), el piruvato generado en la última etapa de la glucólisis, debe entrar al lumen de la 

mitocondria para ser catabolizado en el ciclo de Krebs, también conocido como ciclo del Ácido 

Cítrico o ciclo de los Ácidos tricarboxílicos (Krebs & Johnson, 1980); y cuyos equivalentes 

energéticos (NADH y FADH2) serán oxidados mediante la fosforilación oxidativa (OXPHOS) 

que ocurre en la ETC localizada en la membrana mitocondrial interna. 

1.2.2.2.1 Metabolismo del piruvato en S. pombe. 

Inicialmente, en S. pombe la entrada del piruvato al ciclo de Krebs implica su 

transformación en acetil-CoA. Este proceso requiere de una descarboxilación oxidativa 

irreversible mediada por un complejo multienzimático que se encuentra en la mitocondria, la 

piruvato deshidrogenasa (compuesta por las subunidades: Pda1, Pdb1) (Flores et al., 2000); 

cuyo funcionamiento depende de la disponibilidad de piruvato y acetil-CoA. En esta reacción, 

el piruvato pierde su grupo carboxilo en forma de molécula de CO2 y los dos carbonos 

restantes se transforman en el grupo acetilo del acetil–CoA, reacción que va acompañada de 

la generación de una molécula de NADH. 

Adicionalmente, en S. pombe, el acetil-CoA puede formarse en el citosol e incorporarse 

a la mitocondria mediante un fenómeno denominado «bypass del piruvato» (Flores et al., 

2000). Esta síntesis de acetil-CoA a partir de piruvato se encuentra catalizada por las enzimas 

Pdc101/2, Atd1 y Acs1 (de Jong-Gubbels et al., 1996; Flores et al., 2000). De esta manera, 

se incrementa la disponibilidad de acetil-CoA, el cual está implicado en numerosas reacciones 

catabólicas (metabolismo fermentativo y respiratorio) y anabólicas (biosíntesis de lípidos, 

aminoácidos y gluconeogénesis). 

1.2.2.2.2 Ciclo de Krebs en S. pombe. 

En el lumen mitocondrial de S. pombe, el ciclo de Krebs comienza con la síntesis del 

citrato tras la reacción del acetil-CoA con el oxalacetato catalizada por la citrato sintasa (Cit1) 

(Flores et al., 2000; Kanehisa & Goto, 2000). A continuación, el citrato es convertido en 

isocitrato por acción de la aconitasa (Aco1/2), que posteriormente es descarboxilado 

oxidativamente por la isocitrato deshidrogenasa (Idh1/2 o Idp1) dando lugar a α-cetoglutarato 

(2-oxoglutarato). Estas isoenzimas son dependientes del NAD+ como aceptor de electrones. 

El paso siguiente, es otra descarboxilación oxidativa mediante la cual el α-cetoglutarato se 

convierte en succinil-CoA. Esta reacción está mediada por el complejo α-cetoglutarato 

deshidrogenasa, cuyas subunidades son Kgd1/2/4 y Dld1. Seguidamente, la hidrólisis del 

succinil-CoA catalizada por la succinil-CoA sintetasa (Lcs2) promueve la síntesis de ATP o 
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GTP, dando lugar a succinato, el cual se oxida a fumarato por acción de la succinato 

deshidrogenasa (Sdh1/2/3 y Tim18), la única enzima del ciclo de Krebs acoplada a la 

membrana mitocondrial interna (Complejo II de la ETC mitocondrial). En este paso, los 

electrones son cedidos al FAD, para generar FADH2. Posteriormente, se produce la 

hidratación del fumarato a L-malato por acción de la fumarasa (Fum1). Finalmente, el L-malato 

es convertido en oxalacetato por acción de la L-malato deshidrogenasa (Mdh1), la cual hace 

uso del cofactor NAD+ como aceptor de electrones. Este oxalacetato producido entrará de 

nuevo en el ciclo (Figura 7). 

 

 

 

 

Figura 7. Ciclo de Krebs en S. pombe. Este conjunto de etapas constituye la continuación del 

catabolismo de la glucosa en la matriz mitocondrial una vez formado el acetil–CoA. La vía canónica del 

ciclo de Krebs es la implicada en el metabolismo energético, y la vía ramificada del ciclo de Krebs está 

implicada en la síntesis de intermediarios biosintéticos. Adaptada de Alam et al., 2022. 
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Además de su papel en el metabolismo respiratorio, en S. pombe el ciclo de Krebs 

está implicado en la síntesis de precursores cruciales para el crecimiento como el α-

cetoglutarato y el oxalacetato, que se emplean en la biosíntesis de aminoácidos como 

glutamato y aspartato (Birsoy et al., 2015; Sullivan et al., 2015); y en la gluconeogénesis 

(Figura 7) (Kunze et al., 2002). La biosíntesis de intermediarios biosintéticos tiene lugar 

gracias a la bifurcación o ramificación del ciclo de Krebs (Alam et al., 2022). La ramificación 

del ciclo de Krebs consta de una rama oxidativa que va desde el acetil-CoA al α-cetoglutarato; 

y una rama reductora que comienza en la carboxilación del piruvato a oxalacetato, y culmina 

con la conversión a malato, fumarato y succinato (Figura 7) (Alam et al., 2022; Camarasa et 

al., 2003) Recientemente, se ha señalado que esta bifurcación del ciclo de Krebs es esencial 

en S. pombe para mantener el crecimiento durante el metabolismo respiratorio. Además, se 

observado que ambas funciones del ciclo de Krebs dependen estrechamente de la capacidad 

de las levaduras de fisión para oxidar eficazmente el NADH en la ETC mitocondrial (Alam et 

al., 2022). 

1.2.2.2.3 Fosforilación oxidativa (OXPHOS) en S. pombe. 

La OXPHOS es la culminación del metabolismo energético en los seres vivos aerobios, 

y tiene lugar en la membrana interna de las mitocondrias. En ella, la electrones provenientes 

de las reacciones de oxidación del NADH y del FADH2 son transferidos a una serie de 

complejos de la ETC mitocondrial, promoviendo un flujo de protones que genera el potencial 

transmembrana responsable, en última instancia, de la síntesis de ATP (Compagno et al., 

2014; de Kok et al., 2012; Pfeiffer & Morley, 2014; van Gulik & Heijnen, 1995; Verduyn et al., 

1991). En su etapa final, el oxígeno molecular (O2) actúa como aceptor final de electrones y 

se reduce a agua (H2O); reacción esencial para mantener el flujo de electrones, y por lo tanto, 

el gradiente electroquímico de protones empleado para producir ATP.  

La rápida proliferación de S. pombe en condiciones fermentativas depende 

parcialmente del papel de la respiración mitocondrial como suministrador de aminoácidos e 

intermediarios biosintéticos derivados del ciclo de Krebs (Kamrad et al., 2020; Malecki et al., 

2016; Malecki et al., 2020). Esta dependencia, se ve agudizada durante el crecimiento en 

medio mínimo, pues la célula debe lidiar con la síntesis de los precursores biosintéticos que 

no están disponibles en el medio. Es por esto que, para garantizar el crecimiento en medio 

mínimo, la ETC mitocondrial debe ser plenamente funcional (Malecki et al., 2016; Malecki et 

al., 2020).  

La ETC cuenta con cinco complejos sintetizados a partir del genoma nuclear, cuya 

composición se describe a continuación:  
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i. Complejo I, conocido como NADH ubiquinona oxidoreductasa o NADH 

deshidrogenasa mitocondrial interna. En S. pombe está codificado por nde1+. Este 

complejo cataliza la transferencia de electrones desde el NADH a la ubiquinona (CoQ), 

para generar ubiquinol (QH2) que difunde por la bicapa lipídica hasta el complejo II. 

Este flujo provoca que se genere una diferencia de potencial entre la matriz y el 

espacio intermembrana (aproximadamente 4 protones por cada par de electrones) 

(Figura 8). En S. pombe, la función de este complejo es inhibida por la isoflavona 

rotenona (Graef & Nunnari, 2011; Jiang et al., 2021).  

ii. Complejo II, denominado Succinato deshidrogenasa, es la única enzima del ciclo de 

Krebs que está ligado a la membrana mitocondrial. Contiene FAD (flavín-adenín-

dinucleótido) unido covalentemente, y cuya función es actuar como aceptor de 

electrones para generar FADH2, que cede sus electrones a la CoQ (Figura 8). La 

función de este complejo es inhibida por la 2-thenoyltrifluoroacetona (TTFA) (Graef & 

Nunnari, 2011; Jiang et al., 2021). 

iii. Complejo III, denominado Ubiquinol-citocromo C óxido-reductasa. Este complejo en 

S. pombe está constituido por diferentes subunidades codificadas por cob1+, cyc1+, 

cyt1+, qcr10+, qcr2+, qcr6+, qcr7+, qcr8+, qcr9+ y rip1+ (Lang & Wolf, 1984). Su función 

es acoplar el flujo de electrones desde el QH2 al citocromo C (1 electrón por citocromo). 

Además, este complejo promueve el flujo de protones desde la matriz al espacio 

intermembrana (aproximadamente 4 protones por cada par de electrones) (Figura 8). 

La función de este complejo es inhibida por un tratamiento de las células con 

Antimicina A (AA) (Graef & Nunnari, 2011; Jiang et al., 2021; Malecki et al., 2016). 

iv. Complejo IV, conocido como Citocromo C oxidasa. Este complejo en S. pombe está 

constituido por diferentes subunidades: cox1+, cox12+, cox13+, cox2+, cox3+, cox4+, 

cox5+, cox6+, cox7+, cox8+, cox9+ y cyc1+ (Ahne et al., 1984; Lang & Wolf, 1984). Su 

función es transportar los electrones desde el citocromo C al oxígeno molecular (O2), 

reduciéndolo a agua. Para realizar esta reducción del O2 se necesitan de forma 

simultánea cuatro moléculas de citocromo C. Adicionalmente, este complejo bombea 

un protón al espacio intermembrana por cada electrón (Figura 8). La función de este 

complejo es inhibida por azida sódica o cianuros (Graef & Nunnari, 2011; Jiang et al., 

2021).  

v. Complejo V, también llamado ATP sintasa. En la formación de este complejo en S. 

pombe participan una serie de genes que dan lugar a las diferentes subunidades 

implicadas en el ensamblaje del complejo ATP sintetasa (atp10+, atp11+, atp12+, 

atp23+, fmc1+, ina17+ y SPAC1834.10c+) y del mecanismo rotacional o «revolver» 

(atp1+, atp14+, atp15+, atp16+, atp17+, atp18+, atp19+, atp2+, atp20+, atp3+, atp4+, atp5+, 

atp6+, atp7+, atp8+, atp9+, tim11+ y vma1+) (Boutry & Douglas, 1983; Falson et al., 1991; 
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Lang & Wolf, 1984). Su función es promover la síntesis de ATP haciendo uso de la 

energía proveniente de la diferencia en la concentración de protones y la separación 

de cargas a ambos lados de la membrana mitocondrial interna. La síntesis ocurre a 

medida que los protones retornan a la matriz mitocondrial a través de un poro presente 

en la ATP sintasa (Figura 8). La función de este complejo es inhibida por la 

oligomicina, un macrólido producido por bacterias del género Streptomyces (Graef & 

Nunnari, 2011; Jiang et al., 2021). 

Estos complejos de la ETC pueden ensamblarse en unidades funcional y 

estructuralmente más grandes, también conocidas como «respirasomas», que permiten 

minimizar las distancias de difusión de los sustratos para un flujo de electrones más efectivo 

a través de la ETC mitocondrial. Se ha propuesto que la desestabilización de estos 

supercomplejos está relacionada con el envejecimiento mitocondrial (Gómez & Hagen, 2012). 

Además, su velocidad de ensamblaje/desensamble afecta a la capacidad de producción de 

ROS de las mitocondrias (Genova & Lenaz, 2015; Moreno-Loshuertos & Enríquez, 2016), 

sugiriendo que la incapacidad para formar estas grandes unidades o su continua degradación 

podría ser un factor importante relacionado con el envejecimiento y el estrés oxidativo 

(Genova & Lenaz, 2015). 

Figura 8. Cadena de transporte de electrones (ETC) mitocondrial en S. pombe. Representación 

esquemática del flujo de electrones y protones mediado por cada uno de los componentes de la ETC 

mitocondrial. Se indican algunas subunidades clave en su correcto funcionamiento en S. pombe como: 

NdeI, Rip1, Qcr2 y Atp11. Por otra parte, se muestran los inhibidores que bloquean la función de cada 

uno de los complejos. 
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1.2.3 Señalización molecular tras la escasez de glucosa y su impacto en la 

adaptación celular en S. pombe: una visión general. 

Como se ha comentado anteriormente, en presencia de glucosa las células de 

levadura obtienen su energía de la fermentación, proceso por el que la glucosa es 

metabolizada preferentemente a través de la glucólisis para producir compuestos de carbono 

no fermentables como el etanol. Durante el crecimiento exponencial o fase logarítmica, las 

células crecen rápidamente hasta que la glucosa del medio se agota. A partir de este 

momento, en S. pombe se produce una detención del crecimiento fermentativo y una intensa 

reprogramación metabólica donde se efectúa la entrada en un estado de quiescencia (Klein 

et al., 2013; Klement et al., 2011; Masuda et al., 2016) y se activa la expresión de genes 

implicados en el cambio diaúxico. Esta transición metabólica está rigurosamente regulada por 

numerosas vías de señalización intracelular entre las que destacan: la vía TOR, la vía AMPc-

PKA, la vía AMPK y las rutas de señalización dependientes de MAPK (Adnan et al., 2017; 

Malecki et al., 2016; Oda et al., 2015; Sideri et al., 2015; Sun & Gresham, 2021). Estas vías 

de señalización actúan sobre diferentes efectores (factores de transcripción, proteínas 

quinasas y fosfatasas) orquestando eficazmente esa reprogramación metabólica. Este 

aspecto se examinará con más detalle en secciones posteriores (Ver Apartado 3.2). 

Finalmente, una vez se ha efectuado eficazmente la adaptación del metabolismo y se 

han consumido las fuentes energéticas disponibles, las células Q de S. pombe detienen la 

progresión del ciclo celular y mantiene la viabilidad durante largos periodos de inanición, 

conservando la capacidad de reanudar el crecimiento rápidamente en presencia de nutrientes 

(Allen et al., 2006; Gray et al., 2004).  

En los seres vivos eucariotas, la capacidad de mantener la supervivencia celular en un 

estado de quiescencia requiere de la capacidad de utilizar los recursos intracelulares de forma 

adecuada para mitigar las consecuencias de la escasez de glucosa (Broach, 2012; Gray et 

al., 2004; Smets et al., 2010). Esta capacidad de degradar eficazmente determinadas 

porciones del citoplasma sin comprometer la viabilidad celular está mediada por la autofagia 

(Hwangbo et al., 2020; Morgunova et al., 2021; Rahman & Islam, 2019). Sorprendentemente, 

en S. pombe todas las evidencias previas a la realización de esta Tesis Doctoral descartaban 

que la inanición de glucosa fuese un estímulo proautofágico y la regulación por vía AMPc-

PKA (Mukaiyama et al., 2010).  
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2 Adaptación al déficit de glucosa en levaduras: el papel de la 

autofagia.  

Ante la escasez de glucosa, las células eucariotas demandan la necesidad de 

precursores bioenergéticos y biosintéticos que les permitan mantener el metabolismo y los 

niveles de ATP compatibles con la supervivencia celular; para ello promueven la activación 

de las vías de degradación de proteínas. Las células eucariotas cuentan con dos estrategias 

principales para la degradación de proteínas, el sistema de ubiquitina-proteasoma (UPS) y la 

autofagia. El UPS es el principal responsable del recambio de proteínas de vida corta (Wang 

& Le, 2019); y la autofagia es un sistema de degradación masiva de moléculas (ARN, 

proteínas, etc.) y estructuras propias (orgánulos, agregados proteicos, etc.), que están 

dañadas, o carecen de utilidad para las células (Mizushima, 2007; Rubinstein & Kimchi, 2012).  

2.1 La autofagia: un proceso de reciclaje intracelular fundamental en la 

adaptación celular. 

El término «autofagia» deriva del griego «autos» (αυτος), uno mismo; y «phagein» 

(φαγηιν), comer o alimentar; por lo tanto, significa «comerse uno mismo» (Klionsky et al., 2007; 

Levine & Klionsky, 2004). Como mecanismo de supervivencia altamente conservado en las 

células eucariotas, la autofagia actúa como garante de la homeostasis celular y de la calidad 

de proteínas/orgánulos (Yin et al., 2016). 

Por un lado, en ausencia de estrés, los niveles basales de autofagia cumplen una 

función de limpieza celular, degradando estructuras y componentes celulares propios que 

están dañados, consiguiendo así mantener la homeostasis celular y combatir el 

envejecimiento (Levine & Kroemer, 2008; Yin et al., 2016). Por otro lado, ante situaciones de 

estrés energético o escasez de nutrientes, la función de la autofagia va más allá de la limpieza 

celular. En estas condiciones, la célula promueve la degradación y el reciclaje de sus propias 

estructuras y moléculas, para obtener una serie de precursores bioenergéticos y biosintéticos 

(productos de la degradación) que serán empleados para lograr la supervivencia celular ante 

la escasez nutricional (He et al., 2018; Russell et al., 2014). Adicionalmente, en estas 

condiciones, se ha observado que la autofagia desempeña un papel importante en la 

reducción de la producción de ROS, y en la renovación y biogénesis mitocondrial (Rambold & 

Lippincott-Schwartz, 2011; Ryter et al., 2013; Twig et al., 2008). Todo esto se ha demostrado 

que contribuye a la extensión de CLS en levaduras (Alvers et al., 2009; Şeylan & Tarhan, 

2023; Zuin et al., 2008). 
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Fisiológicamente, la autofagia está involucrada en una amplia variedad de procesos 

celulares como el desarrollo, la proliferación, la remodelación, el envejecimiento y la muerte 

(Chung & Chung, 2019; Ntsapi & Loos, 2016; Wen & Klionsky, 2016). Todo esto implica que 

las células deben controlar cuidadosamente la inducción de la autofagia en términos del 

alcance, la extensión y la duración del proceso, para garantizar resultados beneficiosos, 

evitando la autosis o desregulación de la autofagia (He et al., 2018). Este fenómeno ocurre 

cuando, debido a una intensa actividad autofágica, se produce el agotamiento de orgánulos, 

proteínas y moléculas que son funcionales y/o esenciales; y se desencadena la muerte celular 

(Meijer & Codogno, 2007; Sampaio-Marques et al., 2019; Sampaio-Marques et al., 2012).  

En vista de que la autofagia se encuentra íntimamente conectada con el estado 

nutricional de la célula, las vías de señalización nutricional adquieren un estatus fundamental 

como responsables de mantener la homeostasis celular mediante la modulación del equilibrio 

entre la biosíntesis y los mecanismos de renovación (sistemas de degradación) (Gross & 

Graef, 2020; Licheva et al., 2022; Lin et al., 2021).  

2.1.1 Tipos de autofagia: Macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada 

por chaperonas. 

Existen distintos tipos de autofagia, que varían entre sí según las señales de inducción, 

el tipo de carga y el mecanismo de secuestro.  

La macroautofagia (en adelante, autofagia) es la vía mejor descrita e implica la 

formación de una estructura transitoria de doble membrana, el fagóforo, que es el 

compartimento que va a efectuar el secuestro de la porción citosólica u orgánulo a degradar. 

Después de la expansión y el cierre, esta estructura se convierte en un autofagosoma que 

acto seguido se fusiona con el lisosoma (en células de mamífero) o la vacuola (en levaduras 

y plantas) para su degradación. Finalmente, los productos de degradación se transportan de 

nuevo al citoplasma para su reciclaje (Hu & Reggiori, 2022; Klionsky et al., 2021). 

Diversos estudios de la ultraestructura lisosomal en mamíferos (Mortimore et al., 1983) 

y vacuolar en levaduras (Uttenweiler & Mayer, 2008), han demostrado que los 

lisosomas/vacuolas pueden degradar los componentes celulares no solo a través de los 

autofagosomas de la macroautofagia, sino también mediante la invaginación de la carga a 

través de la membrana lisosomal/vacuolar, proceso conocido como microautofagia (Wang et 

al., 2023). A diferencia de la macroautofagia, que regula la degradación en respuesta a 

estímulos nutricionales, la microautofagia se ha descrito como la principal responsable de la 

degradación basal (Mortimore et al., 1988; Sheng & Qin, 2019; Wang et al., 2023).  



 
 

74 
 

Por otra parte, en células de mamíferos y pájaros se ha descrito un tercer tipo de 

autofagia denominada autofagia mediada por chaperonas (CMA) (Dice, 2007). En esta vía los 

lisosomas son capaces de degradar selectivamente proteínas solubles que presentan la señal 

de degradación 'Lys-Phe-Glu-Arg-Gln' (KFERQ), que es reconocida por la proteína 

citoplasmática HSC70 (Dice, 2007; Dice et al., 1986). Posteriormente, HSC70 interactúa con 

la proteína de membrana lisosomal LAMP-2 promoviendo la transferencia de sus dianas a los 

lisosomas para su degradación (Zhang & Cuervo, 2008).  

Por su parte la autofagia puede ser selectiva o no. Respecto a la autofagia inducida en 

respuesta a un déficit nutricional o a perturbaciones metabólicas, esta es relativamente no 

selectiva, y esencialmente cualquier parte del citoplasma puede ser reciclada. No obstante, 

esta degradación puede ser también altamente selectiva para facilitar la eliminación de 

estructuras dañadas o sobrantes antes de que se vuelvan tóxicas para las células (Gross & 

Graef, 2020; Yin et al., 2016). La autofagia selectiva se caracteriza por la presencia de señales 

de degradación, que generalmente incluyen un ligando en la diana u objetivo de degradación, 

la participación de receptores específicos de autofagia, y al menos una proteína de andamiaje 

(Kirkin & Rogov, 2019). Hasta el momento, se han descrito numerosas formas selectivas de 

macroautofagia, como por ejemplo: la mitofagia (degradación selectiva de mitocondrias), la 

reticulofagia (degradación selectiva de porciones del retículo endoplásmico (RE)), y la 

ribofagia (degradación selectiva de ribosomas), entre otras (Anding & Baehrecke, 2017; Kirkin 

& Rogov, 2019). Adicionalmente, numerosos estudios han puesto de manifiesto la existencia 

de diferentes mecanismos de microautofagia selectiva, tanto en mamíferos como en 

levaduras, encontrando, por ejemplo, la micromitofagia (mitocondrias), la micronucleofagia 

(núcleo), entre otras (Wang et al., 2023).  

2.2 Macroautofagia en levaduras: un estudio comparativo en S. 

cerevisiae y S. pombe. 

La autofagia ha sido ampliamente estudiada en la levadura gemante S. cerevisiae, 

permitiendo comprender los mecanismos moleculares implicados en el ensamblaje del 

autofagosoma (Licheva et al., 2022; Wen & Klionsky, 2016). No obstante, en investigaciones 

recientes, se ha constatado que los mecanismos que regulan la inducción de la autofagia 

muestran una mayor semejanza evolutiva con células de mamífero en la levadura de fisión S. 

pombe. Por tanto, este organismo se perfila como un modelo de investigación de gran interés 

para dilucidar los mecanismos moleculares subyacentes en la regulación de la autofagia 

(Mukaiyama et al., 2010; Xu & Du, 2022). 
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2.2.1 La formación del autofagosoma en S. cerevisiae. 

2.2.1.1 Maquinaria de la autofagia: Complejos formados por las proteínas Atg. 

Aunque la macroautofagia fue descrita por primera vez por Christian de Duve hace 

aproximadamente cincuenta años (Sheng & Qin, 2019), no fue hasta la década de 1990, 

cuando el profesor Ohsumi y colaboradores fueron capaces de identificar los múltiples genes 

relacionados con el control de la autofagia en levaduras (Tsukada & Ohsumi, 1993). 

Posteriormente, se encontraron homólogos funcionales de casi todos estos genes en 

eucariotas superiores (Nakatogawa et al., 2009). En 2003, Klionsky y colaboradores 

nombraron a este conjunto de genes como Atg («Autophagy related genes»), y estudiaron las 

interacciones entre las proteínas que codificaban y sus funciones (D. J. Klionsky, 2007; 

Klionsky et al., 2003). 

La maquinaria molecular central que es esencial para la inducción de macroautofagia 

en S. cerevisiae está formada por un subconjunto de estos genes que codifican 18 proteínas 

Atg (Atg1–10, Atg-12–14, Atg-16–18, Atg-29 y Atg-31) (Figura 9; Tabla 1). En levaduras, 

estas proteínas Atg son reclutadas de manera jerárquica y, a menudo, en forma de complejos 

multiproteicos, a una región citoplasmática donde tendrá lugar el ensamblaje del fagóforo (Hu 

& Reggiori, 2022; Licheva et al., 2022). En S. cerevisiae estos complejos se pueden clasificar 

en seis grupos funcionales: 

 El complejo de iniciación o quinasa Atg1 formado por Atg1, Atg13, Atg17, Atg29 y 

Atg31 (Figura 9; Tabla 1). Este complejo es fundamental para el inicio de la autofagia 

(Wen & Klionsky, 2016; Yin et al., 2016). Por su parte, Atg17, Atg29 y Atg31, son 

exclusivos de la vía autofágica pues a diferencia de Atg1 y Atg13 no están implicados 

en la ruta de transporte vacuolar (Cvt, «Cytoplasm-to-Vacuole Targeting») (Suzuki et 

al., 2013). 

 Sistema de la proteína Atg9 (Figura 9; Tabla 1). Este sistema aporta lípidos y 

vesículas lipídicas, y además redistribuye los lípidos entre ambas caras de la 

membrana del fagóforo en expansión (Orii et al., 2021). 

 El sistema de Atg2 y Atg18 (Figura 9; Tabla 1). Este sistema colabora con Atg9 

aportando lípidos que contribuyen a la expansión del fagóforo (Noda, 2021; Valverde 

et al., 2019). 

 El complejo I de fosfatidilinositol-3-quinasa de clase III (PI3KC3) está formado por 

Vps34, Vps15, Atg6, Atg14 y Atg38 (Figura 9; Tabla 1). Este complejo genera el 

fosfolípido fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P), el cual sirve como sitio de acoplamiento 

de las proteínas Atg18, las cuales están implicadas en el reclutamiento de Atg8, Atg9 

y Atg12 en el PAS (Obara et al., 2008; Wen & Klionsky, 2016; Yin et al., 2016).  
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 El sistema de conjugación similar a ubiquitina de Atg12, está compuesto por Atg7, 

Atg10, Atg12, Atg5 y Atg16 (Figura 9; Tabla 1). Este sistema genera el complejo 

Atg12-Atg5/Atg16 capaz de actuar como enzima ubiquitina-ligasa E3 en el sistema de 

conjugación de Atg8 (Wen & Klionsky, 2016; Yin et al., 2016). 

 El sistema de conjugación similar a ubiquitina de Atg8 está formado por Atg7, Atg3 

y Atg8 (Figura 9; Tabla 1). Este sistema permite la conjugación de Atg8 a 

fosfatidiletanolamina (PE), siendo Atg8 fundamental para la expansión del fagóforo y 

el reclutamiento de carga (Wen & Klionsky, 2016; Yin et al., 2016).  

 

 

 

  

 

Figura 9. Maquinaria central de la autofagia en S. cerevisiae. Esquema de los distintos complejos 

de proteínas Atg que participan en cada etapa del ensamblaje del autofagosoma. Adaptada de Wen & 

Klionsky, 2016. 
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Tabla 1. Comparativa de las principales proteínas Atg implicadas en la autofagia y sus homólogos en 
S. cerevisiae, S. pombe y humanos (Adaptada de Xu & Du, 2022). 

 

Proteínas 
implicadas en 
la autofagia en 
S. cerevisiae 

Proteínas 
implicadas en 
la autofagia en 

S. pombe 

Proteínas 
implicadas en 
la autofagia en 

humanos 

 
Función 

Complejo Atg1 

Atg1 Atg1 ULK1 Serina/Treonina quinasa. 

Atg11 Atg11 FIP200 
Promueve la dimerización y activación de 

Atg1. 

Atg17 Atg17 ------------------ Componente del complejo Atg1. 

Atg13 Atg13 ATG13 Componente del complejo Atg1. 

Atg29 ------------------ ------------------ Componente del complejo Atg1. 

Atg31 ------------------ ------------------ Componente del complejo Atg1. 

------------------ Atg101 ATG101 Estabilización de Atg13. 

Atg9 

Atg9 Atg9 ATG9A/B Escramblasa lipídica. 

Atg23/Atg27 Ctl1 ------------------ 
Promueve una localización adecuada de 

Atg9. 

Complejo I de la PI3K 

Vps34 Vps34 VPS34 Fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) 

Vps15 Vps15 p150 Proteína quinasa que activa a Vps34. 

Atg14 Atg14 ATG14 
Subunidad del complejo I de la 

PI3K. 

Atg6 Atg6 Beclin 1 Forma un sub-complejo con Atg14. 

Atg38 Atg38 NRBF2 
Interacciona con Atg8 para estabilizar un 

circuito de retroalimentación positiva. 

Complejo Atg18-Atg2 

Atg2 Atg2 ATG2A 
Unión a membrana y transferencia de 

lípidos. 

Atg21 Atg18a WIPI2B Recluta el Atg12-Atg5-Atg16. 

Atg18 
Atg18b 

WIPI4 
Actúa junto con Atg2 y Atg18c. 

Atg18c Actúa junto con Atg2 y Atg18b. 

Complejo de conjugación Atg12 y Atg8 

Atg12 Atg12 ATG12 
Proteína similar a ubiquitina conjugada 

con Atg5. 

Atg7 Atg7 ATG7 Enzima tipo E1 para Atg12 y Atg8. 

Atg10 Atg10 ATG10 Enzima tipo E2 para Atg12. 

Atg5 Atg5 ATG5 
Actúa junto con Atg12 como una enzima 

tipo E3 para Atg8. 

Atg16 Atg16 ATG16L1/2 
Promueve el reclutamiento a PAS de 

Atg12-Atg5. 

Atg8 Atg8 LC3 GABARAP 
Proteína similar a ubiquitina conjugada 

con PE. 

Atg4 Atg4 ATG4A-D 
Proteasa de cisteína que actúa sobre el 

extremo C-terminal de Atg8. 

Atg3 Atg3 ATG3 Enzima tipo E2 para Atg8. 

Proteínas implicadas en la autofagia selectiva 

Atg19 Nbr1 NBR1 
Transporta hidrolasas vacuolares a la 

vacuola. 

Atg20 Atg20 ------------------ Promueve la reticulofagia y la mitofagia. 

Atg24 Atg24 y Atg24b ------------------ Promueve la reticulofagia y la mitofagia. 

------------------ Epr1 ------------------ Promueve la reticulofagia. 

------------------ Atg43 ------------------ Promueve la mitofagia. 
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2.2.1.2 Etapas del ensamblado del autofagosoma en S. cerevisiae. 

En S. cerevisiae, la autofagia comienza con la formación de un compartimento 

vesicular conocido como fagóforo, que se ensambla en una región denominada estructura 

preautofagosomal (PAS, «Phagophore Assembly Site»). El PAS es una estructura transitoria 

regulada por la disponibilidad de nutrientes que se forma en la región perivacuolar en 

levaduras (Graef et al., 2013; D. J. Klionsky, 2007; Suzuki et al., 2013). La naturaleza de 

condensado líquido del PAS da como resultado la activación de la quinasa Atg1 como paso 

inicial de la inducción de la autofagia (Fujioka et al., 2020; Noda, 2023). Esta liquidez del PAS 

se va manteniendo gracias a la acción combinada de quinasas (TORC1 y Atg1) y fosfatasas 

(Ptc2); y se va perdiendo conforme madura el autofagosoma (Licheva et al., 2022). La 

incorporación de vesículas de Atg9, fuente inicial de las membranas autofagosomales, 

contribuye a la expansión del fagóforo (Yamamoto et al., 2012). Esta expansión culmina con 

la formación de una vesícula de doble membrana denominada autofagosoma. Finalmente, la 

membrana externa del autofagosoma se fusiona con la vacuola, donde las enzimas 

hidrolíticas degradan el contenido. Las macromoléculas resultantes son devueltas al citosol 

por permeasas vacuolares. Es reseñable que la autofagia es capaz de proveer de todos los 

precursores nutricionales necesarios para mantener la viabilidad celular en condiciones de 

inanición, siendo la única excepción el oxígeno (Lin et al., 2021; Rabinowitz & White, 2010). 

De acuerdo con esto, el proceso de autofagia (Figura 9) se puede dividir en las 

siguientes etapas: (I) inducción y nucleación del fagóforo; (II) expansión del fagóforo; (III) 

maduración del autofagosoma; (IV) acoplamiento/fusión con la vacuola; y los pasos finales (v) 

de degradación y reciclaje de los productos de degradación. 

2.2.1.2.1 Inducción y nucleación del fagóforo en S. cerevisiae. 

En S. cerevisiae, la inducción de la autofagia requiere que se produzca la activación 

de la quinasa Atg1 (Gross & Graef, 2020; Nanji et al., 2017). Esta activación depende de la 

autofosforilación de los residuos de Thr226 y Ser230 (Kijanska et al., 2010; Yeh et al., 2010). 

Recientemente, se ha demostrado que, en el PAS temprano, el complejo multiproteico Atg1 

se comporta como un condensado líquido en el que se produce una separación de fases para 

formar una «gota líquida» (Fujioka et al., 2020). Con ello, se facilita la autoactivación en trans 

de la quinasa Atg1 al aumentar la frecuencia de las colisiones entre distintas moléculas de 

Atg1 individuales (Fujioka et al., 2020; Yeh, Shah, & Herman, 2011; Yeh et al., 2010). Además, 

la activación de Atg1 también puede ocurrir en cis, mediante autofosforilación en su bucle de 

activación, aunque la arquitectura del dominio quinasa sugiere que este tipo de reacción es 

menos probable (Yeh, Shah, Chou, et al., 2011).  
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El complejo Atg1 activo se ancla a la membrana vacuolar mediante la interacción 

específica de Atg13 con una proteína de la superficie de la vacuola denominada Vac8 (Fujioka 

et al., 2020). Por su parte, cada uno de los componentes del complejo de iniciación tiene unas 

características funcionales y estructurales particulares que contribuyen a la adecuada 

inducción y progresión de la autofagia (Figura 10). Entre ellas destacan: 

 Proteína quinasa Atg1. Atg1 es la única proteína quinasa conocida entre las distintas 

proteínas Atg, y su actividad es necesaria para una correcta inducción de la autofagia (Hu 

& Reggiori, 2022). En S. cerevisiae, la actividad quinasa de Atg1 depende de su unión a 

Atg13 y Atg17 (Alers et al., 2012; Yeh et al., 2010), y regula la expansión de la membrana 

de aislamiento, cuyo tamaño es directamente proporcional a su actividad quinasa (Suzuki 

et al., 2013). Respecto a su estructura, Atg1 consta de un dominio quinasa N-terminal, una 

región bisagra y la región conservada C-terminal que es responsable de la interacción con 

Atg13. Esta región C-terminal de Atg1 comprende seis hélices α (α1–α3 y α1′–α3′), que se 

pliegan en dos haces antiparalelos de tres hélices semejantes entre sí. Dada la gran 

similitud estructural de esta región con los dominios de interacción y transporte de 

microtúbulos (MIT, Atg1tMIT), se denominó al primer conjunto de tres hélices (hélices α1-

α3) MIT1 y al segundo conjunto de tres hélices (hélices α1′-α3′) MIT2 (Figura 10) (Fujioka 

et al., 2014; Stjepanovic et al., 2014). 

 Atg13. Atg13 es una proteína esencial para el funcionamiento del complejo de iniciación 

de la autofagia en S. cerevisiae. Atg1 y Atg13 forman un complejo proteico de forma 

constitutiva cuya estabilidad varía en respuestas a las fluctuaciones ambientales (Kraft et 

al., 2012; Stjepanovic et al., 2014). La unión de Atg1 y Atg13 depende de los dominios 

MIT, los cuales están implicados en las interacciones con otras proteínas a través de los 

motivos de interacción MIT (MIM). Concretamente, Atg13 interactúa con Atg1 a través de 

los dominios MIM(N) y MIM(C). MIM (N) es una α-hélice corta que interacciona 

fuertemente con un surco hidrofóbico entre la primera y la tercera α-hélice posicionada en 

el MIT2 de Atg1; además no posee residuos Ser/Thr fosforilables (Figura 10). Por su parte, 

MIM(C) es una α-hélice más larga que interacciona más débilmente con un surco 

hidrofóbico formado entre la segunda y la tercera α-hélice del MIT1 de Atg1; y además 

presenta varios residuos de Ser que se fosforilan en condiciones ricas en nutrientes 

(Figura 10) (Fujioka et al., 2014; Noda & Fujioka, 2015). Esta interacción entre Atg1 y 

Atg13 es inhibida en presencia de nutrientes por la fosforilación de los residuos Ser428 y 

Ser429 de Atg13 mediada por TORC1. En respuesta a la escasez de nutrientes, se 

produce la inactivación de TORC1, y estos residuos Ser428/429 de Atg13 son 

desfosforilados por acción de la fosfatasa Ptc2, promoviéndose el ensamblaje del PAS 

(Fujioka et al., 2020). Este equilibrio de las reacciones de fosforilación/desfosforilación de 
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Atg13 en Ser428/429 es clave para mantener la separación de fases del PAS. Por otro 

lado, Atg13 es responsable de la interacción dinámica entre Atg1 y Atg17, al conectar al 

subcomplejo Atg1-Atg13 con Atg17-Atg29-Atg31 a través de la región 17BR («Atg17 

Binding Region») (Figura 10) (Alers et al., 2012; Fujioka et al., 2014; Noda & Fujioka, 

2015). Adicionalmente, Atg13 está implicado en el reclutamiento de vesículas de Atg9 al 

PAS mediante interacción directa a través de un dominio globular HORMA (llamado así 

por Hop1p, Rev7p y Mad2) localizado en su extremo N-terminal (Figura 10) (Sekito et al., 

2009).  

 Atg17. Atg17 forma homodímeros estables que tienen una arquitectura característica en 

forma de S. Esto es debido a que los monómeros de Atg17 están formados por cuatro 

hélices α que se pliegan en una estructura en forma de medialuna (Noda & Fujioka, 2015; 

Ragusa et al., 2012). Se ha propuesto que esta superficie cóncava es necesaria para el 

reconocimiento de las vesículas de Atg9 (Ragusa et al., 2012; Rao et al., 2016; Sekito et 

al., 2009).  

 Atg11. En S. cerevisiae, Atg11 actúa como proteína de andamiaje implicada en el 

reclutamiento de proteínas Atg en la ruta Cvt de transporte vacuolar (Suzuki et al., 2013). 

Además, se ha observado que Atg11 participa en el andamiaje del autofagosoma en la 

macroautofagia no selectiva durante el crecimiento respiratorio (déficit de glucosa) (Adachi 

et al., 2017; Yao et al., 2020) o ante un déficit de fosfato (Yokota et al., 2017). 

 Atg29 y Atg31: Ambas proteínas son específicas de S. cerevisiae. Por un lado, la función 

de Atg29 está regulada por un péptido inhibidor ubicado en su extremo C-terminal. Tras 

la inducción de la autofagia, el extremo C-terminal se fosforila en los residuos Ser197, 

Ser199 y Ser201; lo que induce un cambio conformacional que libera la inhibición de este 

péptido y, por lo tanto, permite que progrese la autofagia. De estos residuos, únicamente 

se ha confirmado que la fosforilación de Ser201 es dependiente de Atg1 (Mao et al., 2013). 

Adicionalmente, los residuos Ser106 y Ser129 de Atg29 son fosforilados por Atg1 (Hu et 

al., 2019). Atg29 está involucrada en la correcta orientación del subcomplejo Atg17-Atg29-

Atg31 en la vacuola. Además, Atg29 fosforilado es capaz de interaccionar con Atg11, lo 

que sugiere un papel más activo de este último en la macroautofagia al descrito 

inicialmente (Licheva et al., 2022; Mao et al., 2013). Por su parte, Atg31 fosforilado en la 

Ser174 promueve el flujo autofágico al facilitar el tráfico de Atg9. No obstante, tanto la 

quinasa responsable de esta modificación, como los detalles del mecanismo molecular, 

siguen siendo desconocidos (Feng et al., 2015). 

Tras el reclutamiento y la activación del complejo de iniciación, comienza la nucleación, 

que en autofagia se refiere al proceso de movilización de las proteínas necesarias al PAS 

para la expansión del fagóforo (Yin et al., 2016).  
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2.2.1.2.2 Expansión y cierre del fagóforo. 

Durante la etapa de expansión, el fagóforo se alarga rápidamente en forma de copa 

encapsulando el citoplasma circundante como carga. La principal característica del fagóforo 

es que tiene un pequeño volumen interno y un contenido bajo de proteínas de membrana 

(Gross & Graef, 2020). En el proceso de expansión participan la proteína Atg9, el sistema de 

la PI3KC3, el complejo Atg2-Atg18 y los sistemas de conjugación similares a ubiquitina.  

2.2.1.2.2.1 La proteína Atg9: modulación del transporte de membranas al PAS y su 

actividad como escramblasa de lípidos. 

Entre las proteínas Atg de la maquinaria central de la autofagia, Atg9 es la única 

proteína transmembrana. Atg9 se encuentra formando parte de una vesícula móvil 

citoplasmática generada a partir del aparato de Golgi, denominada vesícula Atg9; o en una 

estructura tubulovesicular próxima a las mitocondrias, denominada reservorio de Atg9 (Mari 

et al., 2010; Reggiori et al., 2004; Yamamoto et al., 2012). En condiciones ricas en nutrientes, 

Figura 10. Complejo de iniciación de la maquinaria central de la autofagia. En esta figura 

encontramos representados los diferentes componentes del complejo de iniciación de la autofagia, así 

como su interacción para promover la activación de Atg1 y por ende la inducción de la autofagia. Las 

modificaciones postraduccionales en forma de fosforilación están representadas las inhibitorias en gris, 

y las activadoras en amarillo. Adaptada de Fujioka et al., 2014. 
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Atg9 se encuentra distribuida por múltiples estructuras periféricas en la célula, marcándolas 

como potenciales donadores de membrana (Gross & Graef, 2020; Hu & Reggiori, 2022; Wen 

& Klionsky, 2016). Sin embargo, cuando se induce la autofagia en respuesta a la escasez de 

nutrientes, unas pocas vesículas de gran movilidad se reclutan individualmente al PAS, 

contribuyendo de esta forma a la generación del fagóforo inicial (Reggiori et al., 2004; 

Yamamoto et al., 2012) (Figura 11). Esto ocurre tras la fosforilación de Atg9 por Atg1 en los 

residuos Ser802 y Ser969 (Hu et al., 2019; Papinski et al., 2014). 

Atg9 es una proteína que puede circular entre el PAS y componentes no-PAS 

(estructuras periféricas), transportando o dirigiendo el suministro de membranas. Cada 

vesícula de Atg9 o vesícula donadora tiene un diámetro de 30-60 nm y alberga 

aproximadamente 27 moléculas de Atg9 (Yamamoto et al., 2012). En levaduras, estas 

vesículas de Atg9 se unen al complejo de iniciación mediante interacción con Atg17 (Chew et 

al., 2013; Ragusa et al., 2012; Sekito et al., 2009), Atg31 (Feng et al., 2015); el dominio 

HORMA localizado en la región N-terminal de Atg13 (Fujioka et al., 2014); o incluso Atg11 

(Gross & Graef, 2020; Wen & Klionsky, 2016). Adicionalmente, en este transporte anterógrado 

de Atg9 participan Atg23, Atg27 y Atg41 (Backues et al., 2015; Yao et al., 2015; Yen et al., 

2007). Una vez en el PAS, Atg9 se incorpora al fagóforo y se localiza en el borde de expansión 

junto con el complejo Atg2-Atg18 (Chumpen Ramirez et al., 2023; Gómez-Sánchez et al., 

2018; Suzuki et al., 2013).  

Estas vesículas de Atg9 que contribuyen a la nucleación y/o expansión del fagóforo en 

la levadura no son capaces de aportar la suficiente cantidad de fosfolípidos necesarios para 

generar un autofagosoma (Noda, 2021). Es por ello por lo que se ha propuesto que la mayor 

parte de estos fosfolípidos se obtienen de fuentes de membrana distintas, incluyendo el RE, 

las vesículas COPII y las mitocondrias. De todas ellas, el RE se considera como el principal 

suministrador (Figura 11) (Noda, 2021). 

Recientemente, se ha demostrado que Atg9 tiene una arquitectura homotrimérica que 

contiene dos canales con el potencial de transportar y repartir los lípidos entre la cara 

citosólica y la luminal del fagóforo, actividad conocida como escramblasa de lípidos (Maeda 

et al., 2020; Mari et al., 2010; Matoba et al., 2020; Matoba & Noda, 2020). De esta manera, y 

actuando de forma conjunta con Atg2, es como Atg9 impulsa la expansión del fagóforo 

(Chumpen Ramirez et al., 2023; Noda, 2021) 
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Figura 11. Mecanismo molecular que regula las primeras etapas del ensamblaje del 

autofagosoma en S. cerevisiae. Esquema ilustrativo de la etapa de nucleación y expansión del 

fagóforo en levaduras. Abreviaturas de la imagen: V (Vacuola); RE (Retículo Endoplásmatico); 1 (Atg1); 

13 (Atg13); 29 (Atg29); 31 (Atg31); 17 (Atg17); 8 (Atg8); 9 (Atg9). Adaptada de Hu & Reggiori, 2022. 
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2.2.1.2.2.2 Sistema de la fosfatidilinositol 3 – quinasa de clase III (PI3KC3). 

Hasta la fecha, se han descrito tres clases de fosfatidilinositol-3-quinasas (PI3K), 

denominadas PI3K de clase I, II y III; caracterizadas por su capacidad de fosforilar el grupo 3-

hidroxilo del anillo de inositol, pero que difieren en su especificidad de sustrato (O′ Farrell et 

al., 2013; Vanhaesebroeck et al., 2010). Entre ellas, la más conservada evolutivamente es la 

PI3K-CIII (o PI3KC3) (Backer, 2016), cuya subunidad catalítica es la quinasa de lípidos Vps34, 

que utiliza exclusivamente el fosfatidilinositol como sustrato para generar fosfatidilinositol-3-

fosfato (PI3P) (Backer, 2008). Por su parte, el PI3P es un fosfolípido implicado en diferentes 

cascadas de señalización (Marat & Haucke, 2016; Reidick et al., 2014), cuya función consiste 

en promover el reclutamiento selectivo de proteínas citosólicas que albergan el motivo de 

unión a PI3P PX o dominio FYVE (Lemmon, 2008; Schink et al., 2016). 

PI3KC3 forma parte de diferentes complejos compuestos por distintas proteínas 

reguladoras (Reidick et al., 2017), siendo las comunes Vps34 y la subunidad reguladora 

Vps15 (Schu et al., 1993; Stack et al., 1995; Stack & Emr, 1994; Stack et al., 1993). 

Estructuralmente, Vps15 contiene un dominio de proteína quinasa putativo y múltiples 

repeticiones HEAT, que son necesarios para su interacción con la región C-terminal de Vps34 

(Budovskaya et al., 2002; Stack et al., 1995). Aunque Vps34 está fosforilada en levaduras, 

hasta el momento no existen evidencias de que Vps15 sea la proteína quinasa responsable 

(Figura 12) (Reidick et al., 2017). No obstante, Vps15 es necesaria para lograr la asociación 

de Vps34 de forma estable a la membrana (Stack et al., 1993).  

En S. cerevisiae, dos complejos diferentes de la PI3KC3 regulan la autofagia y la 

clasificación de proteínas vacuolares («Vacuolar Protein Sorting»). Por un lado, el complejo I 

de la PI3KC3 (PI3KC3-CI) está implicado en el ensamblaje del autofagosoma en levaduras. 

Este complejo está constituido por Vps34 y Vps15, que a través de Atg14, se asocian con 

Atg6 (también conocido como Vps30) (Figura 12) (Kihara et al., 2001). En este complejo el 

papel de Atg14 es fundamental durante el ensamblaje del autofagosoma, debido a que 

promueve el reclutamiento de Atg5 y Atg8 al PAS (Suzuki et al., 2001). Por su parte, Atg38 

interactúa físicamente con Vps34 y Atg14 a través de su región N-terminal. Esta interacción 

mediada por Atg38 permite estabilizar la unión entre los subcomplejos Atg14-Atg6 y Vps34-

Vps15 (Figura 12) (Araki et al., 2013; Ohashi et al., 2016). Además, el complejo I de la PI3KC3 

es capaz de establecer una serie de interacciones: Atg14-Vac8, Atg38-Atg1 y Vps30-Atg9; 

que favorecen su reclutamiento a PAS (Hitomi et al., 2023). Es más, recientemente se ha 

descrito que Atg1 fosforila directamente Vps34, siendo esta fosforilación necesaria para la 

dinámica de Atg18 y Atg8 en el PAS (Lee et al., 2023).  
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Por otro lado, en la clasificación de proteínas vacuolares está implicado el complejo II 

de la PI3KC3 (PI3KC3-CII), el cual está localizado principalmente en las membranas 

endosómicas. Este complejo está constituido por Vps34, Vps15, Atg6, y Vps38 como 

mediador de la interacción entre Vps34 y Atg6 (Figura 12) (Kihara et al., 2001). 

 

 

 

2.2.1.2.2.3 Complejo Atg2–Atg18: un complejo regulador del transporte de lípidos y 

la formación del autofagosoma. 

Después de la generación de PI3P por el PI3KC3-CI en el PAS, las proteínas de la 

familia Atg18 son reclutadas al PAS mediante su unión al PI3P. En S. cerevisiae, hay tres 

proteínas de la familia Atg18: Atg18, Atg21 y Hsv2 (Krick et al., 2008). No obstante, solo Atg18 

es esencial para la correcta inducción de la autofagia (Barth et al., 2001; Guan et al., 2001), 

ya que Atg21 funciona principalmente en la vía Cvt (Krick et al., 2008). Además, mientras 

Atg18 interactúa con Atg2 para promover la expansión del fagóforo (Obara et al., 2008), Atg21 

interactúa con Atg16 y Atg8 para promover la lipidación de Atg8 (Juris et al., 2015). 

 

Figura 12. El complejo I de fosfatidilinositol 3-quinasa clase III (PIK3C3) en S. cerevisiae. El 

complejo está compuesto por los componentes centrales Vps34, Vps15, Atg6; y por componentes 

adicionales, dando lugar a complejos en diferentes. Por un lado, el complejo I (PI3KC3-CI) se forma en 

la membrana del fagóforo y consta del complejo central junto con la proteína Atg14, que además 

interactúa con Atg38. Por otro lado, el Complejo II (PI3KC3-CII) comprende, además del complejo 

central, la proteína Vps38. Este complejo está localizado en la membrana de los endosomas 

participando en la clasificación de proteínas vacuolares. Adaptada de Reidick et al., 2017. 
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El complejo Atg2-Atg18 se localiza en el borde del fagóforo en expansión 

conjuntamente con el RE (Figura 13) (Gómez-Sánchez et al., 2018; Kotani et al., 2018; Suzuki 

et al., 2013). Estudios estructurales y bioquímicos recientes han demostrado que Atg2 tiene 

la capacidad de unirse a la membrana mediante el uso de dos regiones de unión 

independientes en ambos extremos de su estructura en forma de barra (Kotani et al., 2018; 

Tamura et al., 2017). Su localización en el RE depende de su región N-terminal; mientras que 

una hélice anfipática C-terminal determina su localización en el fagóforo (Figura 13) (Kotani 

et al., 2018). Una vez en el PAS, ambos miembros del complejo Atg2-Atg18 son fosforilados 

por la quinasa Atg1, lo que favorece el reconocimiento de Atg9 (Hu et al., 2019; Licheva et al., 

2022; Obara et al., 2008), optimizándose el transporte de lípidos durante la construcción de la 

membrana autofagosómica (Noda, 2021). 

Figura 13. Modelo propuesto de expansión de membrana autofagosomal impulsada por Atg2 

atg9. Adaptada de Noda, 2021. 
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Atg2 es una proteína capaz de transferir fosfolípidos entre membranas vecinas, de ahí 

que el ensamblaje del autofagosoma se induzca próximo al RE (Kotani et al., 2018; Osawa et 

al., 2019) (Figura 13). Se han descrito dos mecanismos diferentes mediante los cuales Atg2 

es capaz de efectuar el transporte de lípidos: el modelo transbordador y el modelo puente. En 

el modelo transbordador, Atg2 carga lípidos de una membrana y los transporta a otra 

membrana donde los descarga. Por otro lado, en el modelo de puente, Atg2 se une a dos 

membranas y transporta los lípidos entre ellas sin esto implicar un desplazamiento de Atg2 

(Noda, 2021).  

Por otra parte, se ha hipotetizado que los fosfolípidos recién sintetizados en dominios 

ricos en sintetasas lipídicas, junto con los fosfolípidos que los rodean, generan un potencial 

químico que constituye una fuerza impulsora para promover el transporte unidireccional de 

los fosfolípidos al fagóforo a través de Atg2 (Figura 13) (Noda, 2021; Orii et al., 2021; Schütter 

et al., 2020). En comparación con las membranas de orgánulos canónicos, las membranas 

autofagosomales son únicas porque contienen pocas proteínas de membrana (Baba et al., 

1995; Fengsrud et al., 2000). Es por esto, por lo que se ha propuesto que el transporte de 

lípidos mediado por Atg2 y Atg9 es un mecanismo idóneo para proporcionar lípidos y prevenir 

la entrada de proteínas de membrana (Figura 13) (Noda, 2021). 

2.2.1.2.2.4 Los sistemas de conjugación similares a ubiquitina Atg12 y Atg8.  

Por otra parte, la expansión de las membranas del autofagosoma involucra a dos 

proteínas similares a la ubiquitina, Atg12 y Atg8, y dos sistemas de conjugación asociados 

(Figura 14): 

 Sistema de conjugación similar a ubiquitina de Atg12. En este sistema, una enzima 

similar a E1 (Atg7) promueve la activación de Atg12. Seguidamente, una enzima similar a 

E2 (Atg10) genera la conjugación del extremo C-terminal de Atg12 con una Lys interna de 

Atg5 generando el complejo Atg12-Atg5 (Figura 14) (Esclatine et al., 2009; Yamaguchi et 

al., 2012). Una vez formado este complejo, una proteína en espiral, Atg16, se une a Atg5 

de forma no covalente, generando el complejo Atg12-Atg5/Atg16. Finalmente, dos 

complejos Atg12-Atg5/Atg16 interaccionan a través de Atg16 formando un dímero (Figura 

14) (Kuma et al., 2002). La asociación de este complejo al fagóforo en expansión 

promueve el reclutamiento al PAS de Atg3 y Atg7. Además, este complejo está implicado 

en la determinación del sitio de lipidación de Atg8 al actuar como posible enzima E3 del 

sistema de conjugación similar a ubiquitina de Atg8 (Figura 14) (Romanov et al., 2012). 

 

 



 
 

88 
 

 Sistema de conjugación similar a ubiquitina de Atg8. Inicialmente, Atg8 es sintetizada 

con una arginina en su extremo C-terminal que es eliminada por acción de la cisteína 

proteasa Atg4, dejando expuesto un residuo de Gly (Klionsky & Schulman, 2014). A 

continuación, Atg7 media la activación de Atg8-Gly. Posteriormente, Atg8 es transferida a 

otra enzima similar a E2 (Atg3) que une la Gly C-terminal expuesta a un residuo de 

fosfatidiletanolamina (PE). Esta última etapa de la conjugación es facilitada por el complejo 

Atg12-Atg5/Atg16 (Figura 14) (Romanov et al., 2012). De acuerdo con este mecanismo, 

y con el fin de evitar la retirada de Atg8 del fagóforo en expansión (reciclaje) (Figura 14), 

la lipidación de Atg8 requiere de la inhibición local (en PAS) de la actividad proteolítica de 

Atg4. Esta actividad es inhibida gracias a Atg1 que fosforila a Atg4 en Ser307 (Sanchez-

Wandelmer et al., 2017). 

 

 

Figura 14. Interacción de los dos sistemas de conjugación similares a ubiquitina en la lipidación 

de Atg8. Veáse el texto principal para más detalles. Adaptada de Wen & Klionsky, 2016. 
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La acción conjunta de ambos sistemas de conjugación permite que Atg8-PE se 

encuentre recubriendo ambos lados del fagóforo. En la cara luminal del fagóforo, Atg8 está 

implicada en el reconocimiento selectivo de la carga que va a ser degradada. En este sentido, 

el reconocimiento selectivo es debido a que las proteínas de la familia Atg8 contienen un sitio 

de unión altamente conservado (LDS, «LIR docking site») que permite la unión con proteínas 

que albergan motivos de interacción con proteína de la familia Atg8/LC3 (en levaduras AIM, 

«Atg8-interacting motifs»; en mamíferos LIR «LC3-interacting region») (Fracchiolla et al., 

2017; Rogov et al., 2023). Por su parte, la función de Atg8 en la cara citoplasmática del 

fagóforo sigue siendo una incógnita, aunque se ha hipotetizado que puede estar implicada en 

la determinación de la curvatura de la membrana (Kaufmann et al., 2014; Liu et al., 2023; 

Maruyama et al., 2021; Maruyama & Noda, 2021).  

2.2.1.2.3 Maduración del autofagosoma en S. cerevisiae. 

El fagóforo no rodea completamente su carga hasta el paso final cuando se produce 

cierre de la membrana mediante escisión (Knorr et al., 2015). Esta escisión da lugar al 

autofagosoma, una vesícula de doble membrana, cuya membrana exterior rodea a una 

membrana interior que contiene la carga a degradar. El tamaño promedio del autofagosoma 

resultante oscila entre 0.3-0.9 µm en levaduras (Wen & Klionsky, 2016).  

Durante la maduración de los autofagosomas se retiran las proteínas Atg de la 

superficie del fagóforo para reutilizarlas en ciclos posteriores; y el autofagosoma se prepara 

para su fusión con la vacuola (Cebollero & Reggiori, 2009; Yin et al., 2016). En S. cerevisiae, 

una vez se ha completado el autofagosoma, se desensambla el complejo Atg1 quinasa, lo 

que permite la activación de Atg4, y por ende la liberación de la proteína Atg8 anclada a PE 

que está presente en la cara citosólica del autofagosoma (Kirisako et al., 1999; Sanchez-

Wandelmer et al., 2017). Para el desensamblaje de proteínas Atg es necesaria la 

desfosforilación del PI3P mediada por la fosfatasa Ymr1 (Cebollero et al., 2012). En cuanto al 

reciclaje de Atg9 unido a la membrana externa del autofagosoma (Reggiori et al., 2004; 

Yamamoto et al., 2012; Yen et al., 2007) todavía no se conoce en detalle el mecanismo 

involucrado (Noda, 2021). No obstantes, sí parece que están implicados los complejos Atg1–

Atg13, Atg2–Atg18 y Atg14 (PI3KC3) (Lang et al., 2000; Noda et al., 2000; Reggiori et al., 

2004). 

Algunas de las proteínas implicadas en la maquinaria central de la autofagia como 

Atg1, Atg13 y Atg17; presentan el motivo AIM, promoviéndose su degradación final en la 

vacuola (Noda & Fujioka, 2015). Esta degradación de los componentes de la maquinaria 

central de la autofagia constituye un bucle de retroalimentación negativo que permite reducir 

el flujo autofágico tras la fusión del autofagosoma con la vacuola (Kijanska & Peter, 2013) 
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2.2.1.2.4 Fusión y degradación del autofagosoma en la vacuola. 

Una vez completada la maduración del autofagosoma en levaduras, este se dirige a 

las vacuolas para su fusión y degradación. La fusión con la vacuola requiere de la participación 

de ciertas proteínas SNARE («Soluble NSF Attachment protein REceptor») como Vam3 

(Darsow et al., 1997), la v-SNARE Ykt6 (Bas et al., 2018); la proteína de unión a GTP Ypt7 

(Balderhaar et al., 2010), el ortólogo de la proteína NSF («N-ethylmaleimide-Sensitive Factor») 

Sec18 (Mayer & Wickner, 1997) y el homólogo de SNAP25 («Soluble NSF Attachment 

Protein») Vam7 (Sato et al., 1998). Estas proteínas son capaces de interaccionar con 

determinados componentes de la maquinaria central de la autofagia. Por un lado, Vam7 es 

capaz de interaccionar con Atg17, siendo está unión clave en el proceso de fusión (Liu et al., 

2016). En el caso de la v-SNARE («vesicle-SNARE») Ykt6, se ha descrito que Atg1 regula 

negativamente su interacción con la v-SNARE vacuolar Vti1 mediante la fosforilación de los 

residuos Ser182, Ser183 y Thr158; previniendo la fusión del autofagosoma con la vacuola. 

Tras la maduración del autofagosoma, y el apagado de Atg1, Ykt6 es desfosforilada 

produciéndose el proceso de fusión (Barz et al., 2020; Bas et al., 2018; Gao et al., 2020). 

Posteriormente, se produce la liberación de los cuerpos autofágicos (vesícula interna 

del autofagosoma) en el interior de la vacuola, donde se produce la ruptura de la membrana 

lipídica gracias a la acción de la lipasa Atg15, permitiendo la hidrolisis de la carga por acción 

de enzimas vacuolares (proteasas, lipasas, nucleasas y glucosidasas) (Epple et al., 2001). El 

proceso culmina con la liberación en el citoplasma de los productos de degradación: 

aminoácidos, lípidos, nucleósidos y carbohidratos. En esta etapa están implicadas 

determinadas permeasas vacuolares, como Atg22 (Yang et al., 2006). En el citoplasma, el 

aumento de la concentración de aminoácidos provenientes de la degradación autofágica 

induce una reactivación de TORC1, y por tanto, la inhibición de la autofagia. Este mecanismo 

constituye otro bucle de retroalimentación negativa que regula del proceso de autofagia (Liu 

& Levine, 2015).  

2.2.2 Mecanismos de ensamblaje del autofagosoma en S. pombe: similitudes y 

diferencias con S. cerevisiae y eucariotas superiores 

2.2.2.1 Análisis comparativo de los componentes centrales de la autofagia en S. 

cerevisiae, S. pombe y eucariotas superiores. 

La autofagia es un proceso conservado evolutivamente desde eucariotas inferiores a 

superiores, no obstante, existen notables diferencias entre especies (King, 2012; Daniel J. 

Klionsky, 2007). En lo que respecta a S. pombe, los genes implicados en la autofagia se 

identificaron inicialmente por su homología a los genes Atg previamente conocidos de S. 

cerevisiae (Kohda et al., 2007; Mukaiyama et al., 2009), y más tarde mediante análisis 
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genéticos que revelaron reguladores adicionales (Sun et al., 2013; Yu et al., 2020). La 

identificación de estos factores y el análisis estructural de las proteínas Atg de S. pombe ha 

permitido dilucidar novedosos mecanismos regulatorios del proceso (Matoba et al., 2020; 

Osawa et al., 2019; Xu & Du, 2022).  

En S. pombe diversos aspectos de la maquinaria de la autofagia y de los mecanismos 

que regulan su inducción son evolutivamente más similares a mamíferos que a los descritos 

en S. cerevisiae. Por ejemplo, en S. pombe hay un homólogo a Atg101 de mamíferos, que no 

está presente en S. cerevisiae (Nanji et al., 2017; Suzuki et al., 2015; Xu & Du, 2022). Las 

proteínas de la familia Atg11/FIP200 son esenciales para la macroautofagia en S. pombe y 

mamíferos, pero no en S. cerevisiae (Pan et al., 2020; Suzuki et al., 2015). Los receptores de 

autofagia selectivos que contienen el dominio ZZ existen en S. pombe y en mamíferos, pero 

no en S. cerevisiae (Kohda et al., 2007; X. M. Liu et al., 2015; Wang et al., 2021).  

Por otro lado, existen genes atg+ en S. cerevisiae que no tienen un homólogo en S. 

pombe como atg19+, atg23+, atg27+, atg29+ y atg31+ (Mukaiyama et al., 2010; Xu & Du, 2022). 

Además, en S. cerevisiae existe un único gen de atg18+, mientras que en S. pombe 

encontramos tres atg18a+, atg18b+ y atg18c+
 (Mukaiyama, et al., 2010). Adicionalmente, 

tampoco las proteínas Atg16L1/2 de S. pombe están conservadas en S. cerevisiae 

(Mukaiyama et al., 2010).  

2.2.2.2 El ensamblaje del autofagosoma en S. pombe: una perspectiva evolutiva 

hacia eucariotas superiores. 

En S. pombe las proteínas Atg responsables de la biogénesis del autofagosoma se 

puede clasificar en seis grupos funcionales: el complejo de iniciación de Atg1; dos proteínas 

integrales de membrana Atg9 y Ctl1; proteínas de la familia Atg18 y Atg2; el sistema de la 

PI3KC3-CI; y los sistemas de conjugación de Atg12 y Atg8 (Figura 15). En este apartado nos 

centraremos en desarrollar las divergencias funcionales en el ensamblaje del autofagosoma 

entre S. pombe, S. cerevisiae y células de mamíferos. 

2.2.2.2.1 Características particulares del complejo de iniciación de la autofagia en S. pombe. 

De forma similar al complejo de iniciación o complejo Atg1 de S. cerevisiae, el complejo 

Atg1 de S. pombe está compuesto por Atg1, Atg13, Atg17 y Atg11 (Figura 15, Tabla 1). Sin 

embargo, el complejo Atg1 de S. pombe carece de subunidades Atg29 y Atg31. En su lugar, 

S. pombe presenta un homólogo a Atg101 de mamíferos (Nanji et al., 2017; Pan et al., 2020; 

Suzuki et al., 2015), que carece de homología con Atg29 y Atg31 de S. cerevisiae, y no puede 

reemplazarlos funcionalmente (Figura 15, Tabla 1) (Nanji et al., 2017; Suzuki et al., 2015). 
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En S. pombe Atg13 interactúa directamente con Atg1 y Atg17 al igual ocurre en S. 

cerevisiae (Suzuki et al., 2015; Yu et al., 2021). Además, Atg1 y Atg17 de S. pombe también 

pueden interactuar directamente entre sí (Figura 15) (Yu et al., 2021). Respecto a Atg101, 

este interactúa única y exclusivamente con Atg13 estabilizándolo para evitar su degradación 

(Nanji et al., 2017; Suzuki et al., 2015; Yu et al., 2021). En S. pombe, Atg11, que es similar a 

FIP200 de mamíferos, es esencial para la correcta inducción de la autofagia en respuesta a 

la escasez de nutrientes al regular la activación de Atg1, proceso independiente de Atg17 y 

Atg13 (Sun et al., 2013). Se ha demostrado que en S. pombe Atg11 puede formar 

homodímeros que favorecen el acoplamiento de Atg1, su autofosforilación y activación. Una 

vez activa, Atg1 fosforila a diversos sustratos implicados en la autofagia. No obstante, en S. 

pombe solo se ha descrito su propia autorregulación (Licheva et al., 2022; Xu & Du, 2022).  

Figura 15. Complejos de la maquinaria central de la autofagia de S. pombe. Esquema ilustrativo 

de los seis grupos funcionales: el complejo Atg1, el sistema de transporte de vesículas formado por 

Atg9 y Ctl1; las proteínas de la familia Atg18 y Atg2; el sistema de la PI3KC3-C1; y los sistemas de 

conjugación similar a ubiquitina: Atg12 y Atg8. Para mayor detalle, véase el texto principal. Las 

modificaciones postraduccionales activadoras en forma de fosforilación están representadas en color 

amarillo. Adaptada de Xu & Du, 2022. 
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2.2.2.2.2 Características particulares de la expansión del fagóforo en S. pombe.  

2.2.2.2.2.1 Proteína Atg9 en la autofagia: transporte de membranas y traslocación de 

lípidos en S. pombe. 

En S. pombe, la identificación de Atg9 se consiguió en base a la homología de 

secuencia con Atg9 de S. cerevisiae (Mukaiyama et al., 2009), y presenta una localización 

similar a esta última estando presente en estructuras punteadas citoplasmáticas PAS y no-

PAS (Sun et al., 2013). El análisis estructural mediante CryoEM (microscopia electrónica 

criogénica) de Atg9 en humanos y en levaduras de fisión permitió observar que Atg9 presenta 

unas características estructurales únicas, como una arquitectura de homotrímero que forma 

dos poros únicos constituidos por cuatro hélices transmembrana y dos hélices en la cara 

citoplásmica. Uno de los poros penetra en la membrana, mientras que el otro es lateral a la 

cara citoplásmica de la membrana. Esta estructura encaja con su actividad como escramblasa 

de lípidos, encargándose de transportar y distribuir los lípidos entre ambas caras del fagóforo 

en expansión (Maeda et al., 2020; Matoba et al., 2020; Noda, 2021).  

En S. pombe no se han encontrado proteínas implicadas en el transporte anterógrado 

de Atg9 que sean ortólogas a Atg23 y Atg27 de S. cerevisiae, habiéndose identificado un 

nuevo factor similar funcionalmente, Ctl1 (Sun et al., 2013). Ctl1 es una proteína 

transmembrana que interactúa físicamente y colocaliza con Atg9 tanto en el PAS como en los 

compartimentos no-PAS (Sun et al., 2013). Curiosamente, en S. pombe se ha observado que 

la eliminación de atg1+ o atg2+ restringe la localización de Atg9 y Ctl1 a PAS, sugiriendo que 

el reciclaje de Atg9 del PAS a compartimentos no-PAS requiere de Atg1 y Atg2 (Sun et al., 

2013; Xu & Du, 2022).  

2.2.2.2.2.2 Complejo I de la fosfatidilinositol-3 quinasa de clase III en S. pombe 

En S. pombe, el PI3KC3-CI está compuesto por Vps15, Vps34, Atg14, Atg6 y Atg38 

(Xu & Du, 2022). Por un lado, en S. pombe Atg38 interacciona con Vps34, mientras que en S. 

cerevisiae Atg38 interactúa con Atg14, y en mamíferos NRBF2 (homologo Atg38) interactúa 

con ATG14 y Beclin1 (homólogo de Atg6) (Figura 12 y Figura 15) (Ohashi et al., 2016; Yu et 

al., 2020). Además, en S. pombe Atg38 posee un motivo AIM que le permite interaccionar con 

Atg8, logrando así establecer un bucle de retroalimentación positivo que mejora la 

acumulación en PAS del PI3KC3-CI, y de los demás factores implicados en la autofagia que 

actúan aguas abajo de este complejo (Figura 15) (Yu et al., 2020). Del mismo modo, en 

mamíferos el dominio LIR de ATG14L interacciona con las proteínas de la familia 

Atg8/GABARAP/GABARAPL1 (Birgisdottir et al., 2019). Por lo tanto, este mecanismo de 

interacción entre Atg8 y PI3KC3-CI parece estar conservado evolutivamente (Xu & Du, 2022). 
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Tal y cómo vimos anteriormente, el PI3KC3-CI está implicado en la formación de PI3P 

que es esencial para reclutar a la maquinaria de la autofagia a la región de ensamblaje del 

ensamblaje del autofagosoma. En S. pombe es necesario para el reclutamiento de los 

complejos en los que están implicados Atg18a, Atg18b y Atg18c a PAS (Xu & Du, 2022). 

2.2.2.2.2.3 El complejo Atg18-Atg2: transporte de lípidos y la formación del 

autofagosoma en S. pombe. 

S. pombe codifica tres proteínas de la familia Atg18 que son esenciales para la 

expansión del fagóforo: Atg18a, Atg18b y Atg18c (Mukaiyama et al., 2009; Sun et al., 2013). 

Atg18b y Atg18c colocalizan con Atg2 en los extremos de los fagóforos en expansión 

participando activamente en la incorporación y transporte de lípidos (Figura 13). Sin embargo, 

Atg18a actúa como plataforma de unión para el reclutamiento del complejo Atg12-Atg5/Atg16 

al PAS, por lo tanto, su deleción (atg18aΔ) impide el reclutamiento de Atg8 a PAS (Sun et al., 

2013) 

Por otra parte, al igual que en S. cerevisiae, Atg2 se localiza en el sitio de contacto 

entre el borde del fagóforo y en los sitios de salida del RE (ERES, «Endoplasmic Reticulum 

Exit Site»), contribuyendo a su expansión al facilitar la transferencia de lípidos desde el RE al 

fagóforo (Figura 13) (Gómez-Sánchez et al., 2018; Kotani et al., 2018; Suzuki et al., 2013). 

Para ello, Atg2 presenta un pliegue tubular con una cavidad hidrofóbica que puede acomodar 

decenas de moléculas de fosfolípidos (Osawa et al., 2019). En humanos, la actividad de 

ATG2B está regulada positivamente por WIPI4 (ortólogo a Atg18 de levaduras) (Figura 13) 

(Osawa et al., 2020). Sin embargo, se desconoce si en las levaduras de fisión Atg18b y Atg18c 

facilitan la unión a la membrana y la actividad de transferencia de lípidos de Atg2 (Xu & Du, 

2022). 

2.2.2.2.2.4 Los complejos de conjugación similar a ubiquitina Atg8 y Atg12. 

Siguiendo el modelo jerárquico de unión de la maquinara Atg al ensamblaje del 

autofagosoma, los sistemas de conjugación similares a la ubiquitina son los últimos factores 

autofágicos en unirse (Hu & Reggiori, 2022; Mizushima, 2020). La función de ambos 

complejos radica principalmente en promover la lipidación de Atg8 con residuos de PE 

presentes en la membrana del fagóforo en expansión. Esta lipidación de Atg8 es necesaria 

para el reclutamiento de otros componentes de la maquinaria de la autofagia, la expansión y 

curvatura del fagóforo, así como para la degradación selectiva de determinados componentes 

celulares (Liu et al., 2023; Maruyama et al., 2021; Maruyama & Noda, 2021). 
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El mecanismo de acción de ambos complejos de conjugación se conserva 

evolutivamente desde levaduras a mamíferos. De hecho, en S. pombe todos los componentes 

excepto Atg10 y Atg16L1/2 se identificaron mediante una búsqueda de secuencias que 

presentasen una alta homología (Kohda et al., 2007; Mukaiyama et al., 2009; Sun et al., 2013). 

Estas proteínas Atg son necesarias para la autofagia, pues la deleción de todas ellas inhibe 

la inducción del proceso (Sun et al., 2013). No obstante, en S. pombe la deleción de atg10+ 

no inhibe la inducción de la autofagia, planteadose la posibilidad de que tanto Atg10 como 

Atg3 puedan actuar como enzimas E2 para la conjugación de Atg12 en determinados 

organismos eucariotas (Figura 15) (Flanagan et al., 2013). 

2.2.2.2.3 Cierre y fusión autofagosoma-vacuola en S. pombe. 

Una vez el fagóforo se ha expandido lo suficiente para secuestrar su carga, se procede 

al cierre por escisión. En S. pombe se desconocen las proteínas SNARE implicadas en la 

fusión del autofagosoma con la vacuola, a diferencia de S. cerevisiae. Sin embargo, se ha 

sugerido que Yep1 (ortóloga a REEP1-4 en células humanas y Atg40 de S. cerevisiae), podría 

estar implicada en el cierre del autofagosoma en la autofagia no selectiva (Wang et al., 2023). 

También se ha descrito que Yep1 participa en la reticulofagia y la nucleofagia, formas de 

autofagia selectiva (Zou et al., 2023). Ambos estudios coinciden en que una de las principales 

funciones de Yep1 es remodelar la membrana del autofagosoma frente a posibles alteraciones 

en la forma de la carga secuestrada (Wang et al., 2023; Zou et al., 2023).  

Tras el cierre, se produce la fusión y liberación del cuerpo autofágico, una etapa que 

es crítica para prevenir la acumulación de autofagosomas en la levadura. En S. pombe, la 

fusión autofagosoma-vacuola depende de Fsc1 (dominio vacuolar fasciclin-1) (Sun et al., 

2013; Xu & Du, 2022).  

Tras la fusión, es enormemente relevante el papel de la proteasa Isp6, ya que en su 

ausencia se acumulan los cuerpos autofágicos dentro de la vacuola, lo que afecta 

considerablemente a la degradación de la carga citoplasmática (Nakashima et al., 2006). S. 

pombe tiene unas 80 vacuolas pequeñas, lo cual implica una mayor regulación de las cargas 

celulares a degradar para evitar sobrepasar las capacidades degradativas de las vacuolas 

(Sun et al., 2013). En células de mamíferos también hay un elevado número de lisosomas y 

por lo tanto, se comparte esa necesidad de velar por la homeostasis lisosomal/vacuolar (Ishii 

et al., 2019; Mijaljica et al., 2007; Nakashima et al., 2019). 
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3 Interconexión entre la señalización de la represión catabólica 

(CCR) y la autofagia en la adaptación de las levaduras a la 

escasez de glucosa.  

La represión catabólica por fuente de carbono (CCR) es un mecanismo de regulación 

transcripcional que permite a la célula modular la expresión génica con el fin de metabolizar 

de forma preferente la glucosa. Este mecanismo afecta a la expresión de varios grupos de 

genes, incluidos los necesarios para el transporte de azúcares, el metabolismo de fuentes de 

carbono alternativas a la glucosa, el metabolismo respiratorio, la gluconeogénesis, la 

proliferación celular y la autofagia (Adnan et al., 2017; Kremling et al., 2015; Schuller, 2003; 

Vassiliadis et al., 2019).  

S. pombe y S. cerevisiae, a pesar de su divergencia evolutiva, comparten una 

regulación transcripcional similar en respuesta al déficit de glucosa (Ver Apartado 1.2.2) 

(Kunitomo et al., 2000; Mata & Bahler, 2006; Vassiliadis et al., 2019). Por su parte, en S. 

pombe, la escasez de glucosa afecta a la expresión del 73,6% del genoma (1749 genes) 

(Vassiliadis et al., 2019). De hecho, el 50% de los genes inducidos o reprimidos forman parte 

de la respuesta general frente a estrés (CESR, «Core Enviromental Stress Response»), 

encontrándonos con genes implicados en el cambio diaúxico, el metabolismo respiratorio y la 

autofagia (Malecki et al., 2016; Vassiliadis et al., 2019). Además, en S. pombe esta respuesta 

transcripcional está regulada principalmente por los factores de transcripción Rst2 y Atf1; y 

por los represores transcripcionales Scr1 y el complejo Tup11/12-Ssn6; cuya función se 

encuentra modulada por las vías de señalización AMPc-PKA, AMPK, TORC1 y la ruta de 

MAPK de respuesta a estrés (SAPK) (Adnan et al., 2017; Hirota et al., 2006; Malecki et al., 

2016; Matsuzawa, Fujita, et al., 2012; Saitoh et al., 2015; Vassiliadis et al., 2019). 

3.1 Los estímulos proautofágicos en S. pombe y S. cerevisiae. 

La autofagia, es una respuesta adaptativa que activan los seres vivos eucariotas para 

hacer frente a diversos estímulos, como el estrés energético, el estrés nutricional, el estrés 

térmico, la hipoxia, la formación de agregados proteicos disfuncionales, la presencia de 

orgánulos celulares dañados, etc. (Gross & Graef, 2020; Hu & Reggiori, 2022; Lin et al., 2021). 

Entre todos estos ellos, el principal estímulo proautofágico común desde levaduras a células 

de mamífero es indiscutiblemente el déficit de nutrientes esenciales (Gross & Graef, 2020; Hu 

& Reggiori, 2022; Lin et al., 2021; Rabinowitz & White, 2010).  
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Las principales condiciones que inducen la autofagia en S. pombe son: el estrés 

reticular causado por DTT (Zhao et al., 2020) o 3,3’-Di-indolilmetano (DIM) (Emami & Ueno, 

2021); el estrés oxidativo inducido por paraquat (dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo) 

(Mikawa et al., 2010) o alcanfor (Agus et al., 2019); y diversos estreses nutricionales como la 

inanición de nitrógeno, azufre, fósforo o leucina (Corral-Ramos et al., 2021; Shimasaki et al., 

2020; Zhao et al., 2020). Además, recientemente se ha descrito que la limitación en la 

disponibilidad de glucosa es un estímulo proautofágico en S. pombe, No obstante, se atribuye 

la indución de la autofagia en estas condiciones a la degradación selectiva de las mitocondrias 

dañadas, como resultado del intenso estrés oxidativo derivado del metabolismo respiratorio 

inducido bajo dichas circunstancias (Corral-Ramos et al., 2021), dado en S. pombe, se ha 

excluido ampliamente la inanición de glucosa como estímulo proautofágico (Kohda et al., 

2007; Mukaiyama et al., 2010; Xu & Du, 2022). En otros modelos, no obstante, existen 

evidencias dispares (Adachi et al., 2017; Lang et al., 2014; Moruno et al., 2012; Ramírez-

Peinado et al., 2013). Por un lado, diversos estudios en levaduras sugieren que la inanición 

de glucosa es un estímulo inhibidor en lugar de activador (Adachi et al., 2017; Lang et al., 

2014). Asimismo, estas discrepancias también se han observado en mamíferos. En algunos 

trabajos la presencia de una concentración deseada de glucosa en el medio provoca una 

disminución del flujo autofágico mientras que en otras el efecto contrario (Li et al., 2022; 

Moruno et al., 2012; Ramírez-Peinado et al., 2013; Xi et al., 2013). 

La investigación de los mecanismos moleculares que rigen la inducción de la autofagia 

ha estado predominantemente enfocada en comprender su regulación en respuesta a la 

privación de nitrógeno (Gross & Graef, 2020; J. Liu, Y. Jia, et al., 2015; Mukaiyama et al., 

2010). En contrate, los mecanismos moleculares subyacentes a la inducción de la autofagia 

en respuesta a la escasez de otros nutrientes esenciales, como la glucosa, siguen siendo en 

gran medida desconocidos. En S. cerevisiae, se ha señalado que la autofagia inducida en 

respuesta a la escasez de glucosa está regulada negativamente por la CCR (Adachi et al., 

2017) y, además, se ha descrito su interrelación con el metabolismo respiratorio (Graef & 

Nunnari, 2011; May et al., 2020; Yi et al., 2017). 

3.2 Vías de señalización nutricional como reguladoras de la CCR y la 

autofagia. 

La inducción de la autofagia está regulada por numerosas vías de señalización 

nutricional que transmiten a las células información acerca de la disponibilidad de nutrientes, 

y que influyen en su transcriptoma, proteoma, y metaboloma. Entre ellas desempeñan un 

destacado papel las rutas TOR, AMPK, AMPc-PKA y las vías de respuesta a estrés 

moduladas por MAPK (Kamada et al., 2010; Lin et al., 2021; Noda & Ohsumi, 1998; Stephan 



 
 

98 
 

et al., 2009; Wang et al., 2001; Yorimitsu et al., 2007). En S. cerevisiae, las vías de 

señalización mediadas por TOR y AMPc–PKA regulan negativamente la inducción de la 

autofagia; mientras que la AMPK y las vías dependientes de MAPK son necesarias para su 

completa inducción (Lin et al., 2021).  

Curiosamente, en S. pombe el conocimiento acerca de la implicación de estas vías de 

señalización en la regulación de la autofagia es bastante limitado. Hasta el momento, se ha 

demostrado la implicación de la ruta TOR como regulador negativo y de la ruta SAPK como 

regulador positivo (Corral-Ramos et al., 2021). 

3.2.1 Papel de las rutas de señalización antagónicas TOR y AMPK en la 

autofagia. 

3.2.1.1 Análisis detallado de los complejos TOR y su relevancia funcional en S. 

pombe. 

La ruta de señalización de la proteína quinasa diana de la rapamicina TOR («Target 

Of Rapamycin») está conservada evolutivamente en los organismos eucariotas, y se 

organizan en dos complejos multiproteicos denominados TORC1 y TORC2, los cuales 

exhiben notables diferencias estructurales y funcionales (Wullschleger et al., 2006). En células 

humanas hay una única proteína quinasa TOR que forma parte de ambos complejos, sin 

embargo, en levaduras existen dos proteínas quinasas denominadas Tor1 y Tor2 (Morozumi 

& Shiozaki, 2021). 

3.2.1.1.1 Composición de los complejos TORC1 y TORC2 en S. pombe. 

 En S. pombe, TORC1 está compuesto por la proteína esencial Tor2 que forma un complejo 

con Mip1 (homologo a Raptor en humanos), Wat1 /Pop3, Tco89 y Tco1 (Figura 16) (Ikai et 

al., 2011; Matsuo et al., 2007; Otsubo & Yamamato, 2008). En determinadas condiciones de 

estrés ambiental, especialmente la escasez nutricional, Tor1 puede formar parte de este 

complejo (Weisman & Choder, 2001). El complejo TORC2 está compuesto exclusivamente 

por la quinasa Tor1, la cual forma un complejo con Wat1/Pop3, Ste20 (homologo a Rictor en 

humanos) y Sin1 y Bit61 (Figura 16) (Hartmuth & Petersen, 2009; Ikai et al., 2011; Otsubo & 

Yamamato, 2008). 

Aunque las funciones de las quinasas Tor2 y Tor1 en S. pombe son opuestas, ambas 

están implicadas en una compleja red de transducción de señales que responde frente a 

fluctuaciones en la disponibilidad de nutrientes activando diversas respuestas celulares que, 

en última instancia, impulsan el crecimiento y la proliferación celular, e inhiben la 

diferenciación sexual (Figura 16) (Ikai et al., 2011; Valbuena et al., 2012). 
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 Tor2 (TORC1): En S. pombe, Tor2 es esencial para el crecimiento celular y la represión 

de la diferenciación sexual, la meiosis y la esporulación (Alvarez & Moreno, 2006; Matsuo 

et al., 2007), para ello regula positivamente diversos procesos anabólicos, como la síntesis 

de proteínas, lípidos y nucleótidos; e inhibe procesos catabólicos como la autofagia (Hall, 

2008; Morozumi & Shiozaki, 2021; Teixeira, 2023). En presencia de nutrientes, entre las 

principales dianas de Tor2 se encuentra el factor de transcripción Gaf1. Debido a la 

escasez de nutrientes, TORC1 se inactiva y Gaf1 es desfosforilado, translocándose al 

núcleo donde promueve la expresión de genes implicados en el transporte de 

aminoácidos, en el metabolismo energético y en la elongación del CLS (Q. Liu et al., 2015; 

Rodríguez-López et al., 2020). 

 Tor1 (TORC2): En S. pombe, Tor1 no es esencial para el crecimiento, pues el mutante 

tor1Δ es viable (Alvarez & Moreno, 2006; Hayashi et al., 2007). Por un lado, Tor1 tiene un 

papel crítico en la mitosis y la citocinesis al controlar la activación de la CDK y regular el 

citoesqueleto de actina (Ikai et al., 2011; Ikeda et al., 2008). Además, Tor1 es necesario 

para promover la entrada en fase estacionaria, el desarrollo sexual ante la escasez de 

nutrientes, la absorción de aminoácidos y la supervivencia celular ante una amplia 

variedad de condiciones de estrés (alta osmolaridad, estrés oxidativo, estrés térmico, daño 

en el ADN) (Schonbrun et al., 2009; Weisman & Choder, 2001; Weisman et al., 2007).  

3.2.1.1.2 Regulación de TOR en S. pombe. 

3.2.1.1.2.1 Regulación de TORC1 por Tsc1-Tsc2/Rhb1 en S. pombe. 

En S. pombe, el principal activador de TORC1 es la GTPasa Rhb1 ortóloga a RHEB 

(«Ras Homolog Enriched in Brain») de mamíferos. Rhb1 está regulada negativamente por el 

complejo Tsc1-Tsc2 («Tuberous sclerosis proteins 1 and 2») el cual actúa como una GAP 

(enzima que intercambia nucleótidos de GTP a GDP) de Rhb1, provocando la inhibición de 

TORC1 en respuesta a diferentes formas de estrés nutricional (Figura 16) (Long et al., 2005; 

Otsubo & Yamamato, 2008; Smith et al., 2005). 

 Tsc1 y Tsc2: En S. pombe Tsc1 y Tsc2 forman un heterodímero que es esencial para la 

adaptación frente a la inanición de nitrógeno (Figura 16). Estos componentes están 

implicados en la absorción de aminoácidos y nucleótidos, regulando la localización de 

permeasas y transportadores de aminoácidos (Aspuria & Tamanoi, 2008; Q. Liu et al., 

2015; Matsumoto et al., 2002; Nakashima et al., 2014). La interrupción de tsc1+ y tsc2+ 

provoca un arresto del ciclo celular en G1 y defectos en la diferenciación sexual 

(Matsumoto et al., 2002; Murai et al., 2009; Otsubo & Yamamato, 2008).  

 Rhb1: En S. pombe, Rhb1 es un gen esencial para la proliferación celular debido a su 

papel como activador de TORC1 (Mach et al., 2000). De hecho, tanto la deleción de 
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rhb1+ como la sobreexpresión de alelos de rhb1+ que portan mutaciones dominantes 

afectan gravemente al crecimiento celular (Mach et al., 2000; Murai et al., 2009; Urano 

et al., 2005). Respecto a la activación de Tor2, Rhb1 oscila entre una isoforma activa 

unida a GTP (Rhb1-GTP) y una isoforma inactiva unida a GDP (Rhb1-GDP). La 

inactivación de Rhb1 está regulada por el complejo Tsc1-Tsc2. 

La inhibición de la ruta TORC1 en S. pombe es una respuesta común a diferentes 

formas de estrés nutricional. En lo que respecta al estrés asociado con cambios en la calidad 

de la fuente de nitrógeno, la inactivación de TORC1 es dependiente de la AMPK Ssp2 (Figura 

16) (Corral-Ramos et al., 2021; Davie et al., 2015). La implicación específica de la vía AMPK 

en esta señalización se abordará en secciones posteriores de este trabajo (Ver el Apartado 

3.2.2.2). 

3.2.1.1.2.2 Regulación de TORC2 en S. pombe: papel de Ryh1. 

En S. pombe, Ryh1 (ortóloga a Rab6 en humanos) es una GTPasa de la familia Rab 

(Martinez & Goud, 1998; Weisman, 2016), que regula positivamente a la vía de señalización 

TORC2-Gad8. Ryh1 se localiza en el aparato de Golgi donde está implicada en la modulación 

del transporte retrogrado de proteínas y lípidos desde los endosomas al RE (Martinez & Goud, 

1998). Ryh1 oscila entre una forma activa (Ryh1-GTP) y una forma inactiva (Ryh1-GDP). Este 

intercambio de nucleótidos de guanina está regulado por la GAP Gyp10 y por la GEF 

(intercambia nucleótidos de GDP por GTP) Sat1/4 (Figura 16) (Tatebe et al., 2010). 

TORC2 tiene un sustrato directo conocido, la AGC quinasa Gad8, que está relacionada 

con la AKT en células humanas. Tor1 fosforila a Gad8 en los aminoácidos Ser527 y Ser546 

(equivalente a Ser-473 en AKT) (Figura 16) (Ikeda et al., 2008; Matsuo et al., 2003). La 

deleción de ryh1+ o de sus GEFs sat1+/sat4+ provoca una reducción significativa de la 

activación de Gad8 dependiente de TORC2. No obstante, Gad8 presenta una fosforilación 

basal en ausencia de ryh1+, lo cual indica la existencia de otras GTPasas de la familia Rab 

implicadas en la regulación de Gad8 (Tatebe et al., 2010) 

En presencia de glucosa, la señalización TORC2-Gad8 está activa de forma 

dependiente de Ryh1-GTP y de la señalización de la vía AMPc-PKA (principal sensor celular 

de la disponibilidad extracelular de glucosa) (Figura 16) (Cohen et al., 2014). Sin embargo, 

ante la inanición de glucosa, Ryh1 se inactiva (Ryh1-GDP) provocando el apagado de la ruta 

TORC2-Gad8 (Alao et al., 2023; Hatano et al., 2015). Sorprendentemente, en estas 

condiciones de escasez de glucosa, la fosforilación de Gad8 dependiente de TORC2 se 

recupera gradualmente de forma independiente de Ryh1 (Hatano et al., 2015). Esta 

recuperación es dependiente de la AMPK Ssp2, que se ha descrito como un modulador 

positivo de la ruta TORC2 en S. pombe (Cohen et al., 2014) (Figura 16).  
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3.2.1.1.2.3 TORC2 como regulador positivo de la actividad de TORC1 en S. pombe. 

En condiciones de crecimiento vegetativo, TORC2, a través de Gad8 estimula la 

actividad de TORC1 en S. pombe (Corral-Ramos et al., 2021). Además, la inhibición de 

TORC2-Gad8, a través de la activación de Gsk3 y Gsk31, promueve indirectamente la 

inhibición de TORC1 al regular positivamente la actividad del complejo Tsc1-Tsc2 (Figura 16) 

(Ma et al., 2016; Miao et al., 2020; Rallis et al., 2017). Por otra parte, ambos complejos TOR 

se encuentran conectados funcionalmente a través de la fosfatasa PP2A-B55 (Pab1). En 

presencia de nutrientes, Pab1 revierte la fosforilación de Gad8 en Ser546 efectuada por 

TORC2 evitando su hiperfosforilación (Martín & Lopez-Aviles, 2018). Sin embargo, ante la 

escasez de nutrientes, la inactivación de TORC1 provoca una reducción de la actividad de 

Pab1 permitiendo la reactivación de TORC2-Gad8 (Figura 16) (Martín et al., 2017). 

 

 

Figura 16. Composición en interacción entre los complejos TORC1 y TORC2 en S. pombe. Para 

mayor detalle, véase el texto principal. Las modificaciones postraduccionales en forma de fosforilación 

están representadas las inhibitorias en marrón, y las activadoras en amarillo. Adaptada de: Alao, et al., 

2023; Corral-Ramos, et al., 2021. 
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3.2.1.2 Regulación de la vía de señalización AMPK en S. pombe. 

La vía de señalización de la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) es una ruta 

conservada evolutivamente que está implicada en el mantenimiento de la homeostasis 

energética celular en respuesta a estímulos ambientales (estrés nutricional, estrés osmótico, 

estrés energético, etc.) (Hanyu et al., 2009; Valbuena & Moreno, 2012). La actividad de la 

AMPK permite adaptar el metabolismo celular en función de los recursos energéticos 

disponibles (niveles de ATP) (Adnan et al., 2017; Galdieri et al., 2010; Gancedo, 1998; Hardie, 

2007). Esta respuesta adaptativa implica: la inhibición de la actividad de TORC1; la entrada 

prematura en mitosis y la detención de la progresión del ciclo celular; y cambios en el 

transcriptoma (metabolismo, diferenciación sexual, etc.) (Figura 17) (Davie et al., 2015; Forte 

et al., 2019; Matsuzawa, Fujita, et al., 2012; Valbuena & Moreno, 2012). 

3.2.1.2.1 Subunidades, activación y relevancia fisiológica de la vía AMPK en S. pombe. 

En S. pombe, la AMPK forma un heterotrímero αβγ (Townley & Shapiro, 2007). A 

continuación, se detallan sus principales características. 

 Las subunidades-α o catalíticas (Ssp2 y Ppk9) contienen un dominio típico de serina-

treonina quinasa característico de las AMPK (Hanyu et al., 2009; Schutt & Moseley, 2017; 

Valbuena & Moreno, 2012). Ssp2 presenta un dominio UBA («Ubiquitin Associated») 

adyacente al dominio quinasa (Hanyu et al., 2009; Jaleel et al., 2006). Aunque este 

motivo no facilita la interacción de Ssp2 con la poli-ubiquitina u otras moléculas similares, 

es crucial para la regulación de su conformación, activación y localización intracelular 

(Jaleel et al., 2006). 

 La subunidad-β reguladora (Amk2) actúa como una proteína de andamiaje necesaria 

para el ensamblaje del trímero y la localización subcelular del complejo AMPK (Schutt & 

Moseley, 2017; Valbuena & Moreno, 2012). Además, se ha descrito un posible papel de 

los nucleótidos de adenosina difosfato (ADP) en la regulación de la actividad de la AMPK 

a través de su unión a esta subunidad (Jin et al., 2007) (Figura 17). 

 La subunidad-γ (Cbs2) contiene dominios de cistationina-β sintasa (CBS) que se unen 

a nucleótidos de adenosina, AMP (Figura 17) (Schutt & Moseley, 2017; Valbuena & 

Moreno, 2012).  

La activación de Ssp2 depende de la proteína quinasa dependiente de 

calcio/calmodulina (CaMKK) Ssp1. En respuesta a la escasez de nitrógeno o glucosa, Ssp1 

fosforila y activa a Ssp2 en el residuo Thr189 de su bucle de activación (Figura 17) (Valbuena 

& Moreno, 2012). En condiciones de escasez o cambios en la calidad de la fuente de nitrógeno 

la activación de Ssp2 es independiente del ratio ATP/AMP (Davie et al., 2015). Asimismo, ante 

un cambio en la calidad de la fuente de nitrógeno, la CaMKK Ppk34 contribuye a favorecer la 
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fosforilación de Ssp2 dependiente de Ssp1 (Figura 17) (Davie et al., 2015). Además, en estas 

condiciones de estrés nutricional, los mutantes que carecen de ssp1+ o ssp2+ presentan un 

arresto en G2 y un aumento de la actividad basal de TORC1, promoviendo la resistencia a la 

torina (inhibidor de mTOR que compite con el ATP) (Davie et al., 2015). El mecanismo de 

activación de Ssp2 en otras condiciones de estrés, como el estrés osmótico o la escasez de 

glucosa, obedece a un modelo canónico. En estas circunstancias, se produce un descenso 

del ratio ATP/AMP (Schutt & Moseley, 2017), lo que desencadena la fosforilación y activación 

de Ssp2 dependiente de Ssp1 (Alao et al., 2023; Jin et al., 2007; Schutt & Moseley, 2017; 

Suter et al., 2006). 

3.2.1.2.2 La AMPK y el factor de represión transcripcional Scr1: la modulación de la CCR, el 

cambio diaúxico y el metabolismo del glicerol en S. pombe. 

La AMPK desempeña un papel central en la regulación de diversos procesos 

metabólicos, actuando como un vínculo entre el metabolismo celular y la disponibilidad 

energética. Puede ejercer este control de dos maneras: directamente, al actuar sobre enzimas 

metabólicas específicas, o indirectamente, al influir en la regulación de la expresión génica. 

Específicamente, la AMPK modula la inactivación de la CCR, lo que facilita la expresión de 

genes relacionados con el metabolismo de fuentes de carbono alternativas y el metabolismo 

respiratorio, entre otros (Adnan et al., 2017; Matsuzawa, Fujita, et al., 2012; Vassiliadis et al., 

2019). 

En S. pombe, los principales responsables de la CCR son el represor transcripcional 

Scr1, ortólogo de Mig1 en S. cerevisiae, y el complejo remodelador de la cromatina Tup11-

Tup12-Ssn6 (complejo Tup11/12) (Hirota et al., 2006). Por su parte, Scr1 presenta dos 

motivos de dedo de zinc tipo Cys2His2 (C2H2) y dos motivos SPXX o TPXX ampliamente 

conservados en reguladores de la transcripción y que parecen ser necesarios para su correcto 

funcionamiento (Tanaka et al., 1998). En presencia de glucosa, Scr1, en cooperación con el 

complejo Tup11/12, reprime la expresión de genes que presentan promotores ricos en 

elementos CG (conocidos como motivos STREP, «Stress Response Element in S. pombe»), 

como aquellos implicados en el cambio diaúxico (fbp1+, inv1+ y gld1+) (Figura 17). 

(Matsuzawa, Fujita, et al., 2012; Tanaka et al., 1998). Además, el complejo Tup11/12 puede 

actuar como represor independientemente de Scr1. Así, se ha descrito que la expresión de 

gld1+ se encuentra reprimida por Scr1 y Tup12; mientras que únicamente Tup12 y Tup11, 

participan en la represión de dak1+ y dak2+, respectivamente (Matsuzawa, Fujita, et al., 2012; 

Tanaka et al., 1998). 

En ausencia de glucosa, Scr1 es fosforilado por la AMPK Ssp2 en múltiples sitios de 

fosforilación, entre los que destacan los aminoácidos Ser235, Ser332, Ser333, Ser408 y 
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Ser410. Esta fosforilación inhibe la actividad del represor transcripcional Scr1 al promover su 

exclusión nuclear, permitiendo la expresión de los genes necesarios para efectuar el cambio 

diaúxico (Matsuzawa, Fujita, et al., 2012). En el mutante ssp2Δ, Scr1 permanece en el núcleo 

reprimiendo la expresión de estos genes incluso tras el agotamiento de la glucosa (Hirota et 

al., 2006; Matsuzawa, Fujita, et al., 2012; Matsuzawa et al., 2010). Esto resulta en la 

incapacidad del mutante para proliferar en medios donde el glicerol es la única fuente de 

carbono, siendo esta una fuente de carbono respirable, pero no fermentable (Matsuzawa, 

Fujita, et al., 2012). Por su parte, la deleción de scr1+ induce una desrepresión constitutiva de 

aproximadamente el 1.5% del genoma de S. pombe, observándose un aumento en la 

expresión de genes como fbp1+, gld1+ y ght5+, incluso en presencia de glucosa (Vassiliadis et 

al., 2019).  

3.2.1.3 Análisis evolutivo de la regulación de la autofagia por las vías TOR y AMPK 

desde levaduras a células de mamífero: una incógnita por despejar en S. 

pombe. 

En levaduras, se ha descrito que tanto la inanición de nitrógeno como el tratamiento 

con rapamicina desencadenan la inhibición de TORC1, el cual regula negativamente la 

autofagia a nivel transcripcional, traduccional y postraduccional (Díaz-Troya et al., 2008; 

Noda, 2017). Por un lado, se ha demostrado, desde levaduras a células de mamíferos que 

Atg13/ATG13 y Atg1/Ulk1 son dianas clave de TORC1 en la autofagia (Alao et al., 2023; Gross 

& Graef, 2020; Kim et al., 2011; Xu & Du, 2022). Además, en levaduras, se ha descrito que 

las proteínas fosfatasas de la familia PP2C, Ptc2 y Ptc3, participan en la desfosforilación de 

Atg1 y Atg13, contrarrestando la actividad de TORC1 (Memisoglu et al., 2019). En S. 

cerevisiae TORC1 también regula a otros componentes de la maquinaria central de la 

autofagia como Atg2, Atg9 y Atg29 (Dokládal et al., 2021). Adicionalmente, se ha descrito que 

TORC1 también está implicado en la expansión de la membrana autofagosómica al regular la 

expresión de Atg8 (Kamada et al., 2010). Por su parte, en células de mamífero se ha descrito 

que mTORC1 contribuye a la represión de la autofagia a través de la fosforilación de la 

proteína AMBRA1 («Autophagy and Beclin-1 regulator 1») (Noda & Fujioka, 2015) y del 

complejo I de la PI3KC3 (Licheva et al., 2022). 

En S. pombe se ha demostrado que un tratamiento combinado de rapamicina junto 

con cafeína y el déficit de nutrientes esenciales consiguen inhibir la actividad de TORC1, y 

promueven la autofagia (Rallis et al., 2013; Takahara & Maeda, 2012), gracias a la 

desfosforilación de Atg1 (Corral-Ramos et al., 2021). Asimismo, la inactivación de TORC2, 

que provoca una disminución de la actividad de TORC1 permite la inducción de la autofagia 

incluso en presencia de nutrientes (Corral-Ramos et al., 2021).  
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Figura 17. Interacción entre las rutas de TOR y AMPK en S. pombe. Las modificaciones 

postraduccionales en forma de fosforilación están representadas las inhibitorias en marrón, y las 

activadoras en amarillo. Para mayor información, véase el texto principal. Adaptada de: Alao, et al., 

2023; Corral-Ramos, et al., 2021. 
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Por otro lado, la activación de AMPK contribuye a la inducción de la autofagia mediante 

diversos mecanismos moleculares conservados evolutivamente. En mamiferos, la AMPK 

promueve el apagado de TORC1 al fosforilar y activar a las proteínas supresoras de tumores 

TSC1-TSC2 promoviendo su actividad inhibidora sobre RHEB; y al regular negativamente a 

RAPTOR («Regulatory-Associated Protein of mTOR») (Hardie, 2008). Además, la AMPK 

activa mediante fosforilación a ULK1, ATG13, BECLIN-1 y ATG14 (Kim et al., 2011; Licheva 

et al., 2022). Por su parte, en S. cerevisiae, la AMPK Snf1 está implicada en la regulación de 

la autofagia al fosforilar y activar a Atg1, un proceso en el cual Atg11 también desempeña un 

papel crucial (Yeh et al., 2010). Además, Snf1 forma un complejo multiproteico en la 

membrana mitocondrial externa junto con Atg1-Atg13 (Snf1-Mec1-Atg1-Atg13) que es 

necesario para la inducción óptima del metabolismo respiratorio en condiciones de escasez 

de glucosa (Yi et al., 2017). Este aspecto en particular será objeto de análisis en un apartado 

posterior (Ver Apartado 3.3.4.1).  

En relación con S. pombe, el papel de Ssp2 en la modulación de la autofagia aún no 

ha sido examinado exhaustivamente. Sin embargo, dado su rol como regulador negativo de 

la señalización de TORC1, se postula una probable implicación en este proceso (Alao et al., 

2023).  

3.2.2 La vía de señalización AMPc-PKA en S. pombe: Sistema de detección de 

la disponibilidad de glucosa y regulador clave de la reprogramación 

metabólica. 

Numerosos seres vivos emplean el AMPc como mensajero secundario, el cual 

desempeña un papel crucial en la regulación de la adaptación celular frente a fluctuaciones 

ambientales. En S. pombe, este metabolito es clave en la vía de señalización de la proteína 

quinasa A (PKA) dependiente de AMPc (AMPc-PKA), la cual se encuentra implicada en la 

detección de glucosa (Byrne & Hoffman, 1993); el cambio diaúxico (Galdieri et al., 2010), la 

función mitocondrial (Yorimitsu et al., 2007); la diferenciación sexual (Higuchi et al., 2002; 

Kunitomo et al., 2000), la gluconeogénesis (Otsubo & Yamamoto, 2012); la regulación de la 

transición a la meiosis (Maeda et al., 1994; Matsuo et al., 2008; Wu & McLeod, 1995); el CLS 

(Roux et al., 2006); la respuesta frente a estrés (Matsuo & Kawamukai, 2017; Matsuo et al., 

2008; Stiefel et al., 2004); la segregación cromosómica (Tanabe et al., 2019); y el 

mantenimiento adecuado de la estructura de los microtúbulos (Tanabe et al., 2020). 
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3.2.2.1 Regulación y activación de la ruta AMPc-PKA en S. pombe. 

En S. pombe, la vía AMPc-PKA es el principal sensor de la disponibilidad extracelular 

de glucosa y su activación depende únicamente del receptor transmembrana Git3 acoplado a 

una proteína G heterotrimérica compuesta por la subunidad α (Gpa2), la subunidad β (Git5) y 

la subunidad γ (Git11) (Higuchi et al., 2002). La interacción entre el receptor y la proteína G 

provoca la activación y liberación de Gpa2, la cual activa a Cyr1 (Figura 18). Asimismo, de 

forma independiente de la proteína G, en la activación de Cyr1 participan Git1, Git7 y Git10 

(Byrne & Hoffman, 1993). Aunque se desconoce el mecanismo exacto, se ha propuesto un 

posible papel en el control de la localización y/o estabilidad de Cyr1 o Gpa2, o en el 

ensamblaje de un complejo de señalización funcional (Byrne & Hoffman, 1993). Tras la 

activación de Cyr1 se produce un aumento transitorio en los niveles de AMPc, que se une a 

las subunidades reguladoras de la PKA, liberando y activando las subunidades catalíticas que 

fosforilan proteínas específicas en residuos de Ser o Thr en el motivo consenso 

(K/R)(K/R)X(S/T) (Figura 18) (Higuchi et al., 2002). En diversos tipos de levaduras (S. 

cerevisiae, S. pombe y Pichia pastoris), se ha señalado que la subunidad reguladora de la 

PKA puede unirse tanto a AMPc como a GMPc, induciéndose los procesos regulados por la 

vía PKA (Cytrynska et al., 1999; Demirbas et al., 2011; Frajnt et al., 2003; Higuchi et al., 2002). 

Esta capacidad, parece deberse a la presencia de residuos de glutamina o asparagina en la 

posición 13 de la secuencia consenso del segundo casete de unión a fosfato. Por su parte, 

las subunidades reguladoras de PKA que son altamente selectivas para AMPc sobre GMPc 

poseen un residuo de alanina en esta posición (Canaves & Taylor, 2002). 

De forma general, la escasez de glucosa da como resultado una rápida reducción de 

los niveles intracelulares de AMPc, que finalmente conduce a la inactivación de la señalización 

de la vía AMPc-PKA (Byrne & Hoffman, 1993). En línea con esto, en S. pombe se ha descrito 

que la escasez de nitrógeno también reduce los niveles de AMPc, sin embargo, en este caso 

se necesitan horas para reducir los niveles de AMPc a la mitad (Isshiki et al., 1992; Maeda et 

al., 1990; Mochizuki & Yamamoto, 1992).  

Finalmente, respecto a la regulación negativa de esta vía de señalización, en S. pombe 

la fosfodiesterasa Cgs2 es la principal responsable de la disminución de los niveles de AMPc 

intracelulares, aliviando, por tanto, la inhibición de Cgs1 dependiente de este metabolito 

(Figura 18) (Demirbas et al., 2011; Higuchi et al., 2002). Así, los mutantes nulos de cgs2Δ 

son parcialmente estériles y tienen dificultades en el establecimiento de un estado de 

quiescencia (DeVoti et al., 1991). 
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3.2.2.2 Composición y activación de la proteína quinasa A (PKA) en S. cerevisiae y 

S. pombe. 

En S. pombe, el heterotetrámero de la PKA está constituido por dos subunidades 

reguladoras codificadas por cgs1+ y dos subunidades catalíticas codificadas por pka1+ (Gupta 

et al., 2011a, 2011b) (Figura 18). Por su parte, en S. cerevisiae las subunidades catalíticas 

están codificadas por tres genes relacionados denominados tpk1+, tpk2+ y tpk3+; siendo la 

pérdida de las tres subunidades letal (Broach, 2012; Galdieri et al., 2010; Toda et al., 1987). 

Sorprendentemente, en S. pombe esta vía de señalización no es esencial para mantener la 

viabilidad celular (Gupta et al., 2011b; Higuchi et al., 2002). Este hecho convierte a S. pombe 

en un modelo de investigación tremendamente útil para el análisis funcional de la ruta AMPc-

PKA en procesos tales como el metabolismo, la respuesta a estrés, la meiosis, el control del 

ciclo celular y dinámicas del citoesqueleto (McInnis et al., 2010). 

Figura 18. Ruta de señalización de la proteína quinasa A dependiente de AMPc (AMPc-PKA) en 

S. pombe. La ruta PKA está implicada en el modular la progresión del ciclo celular con relación a la 

disponibilidad de glucosa al controlar la expresión génica asociada al cambio diaúxico y el metabolismo 

mitocondrial. Su principal diana es el factor transcripcional Rst2. Adaptada de Corral-Ramos, et al. 

2021. 
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En S. pombe, Pka1 es fosforilada en el residuo Thr356 de su bucle de activación por 

la proteína quinasa dependiente de fosfoinositidos Ksg1/PDK1 (Figura 18) (Gupta et al., 

2011a, 2011b; Niederberger & Schweingruber, 1999; Tang & McLeod, 2004). Esta 

fosforilación es necesaria tanto para su localización intracelular como para su interacción con 

Cgs1, y permite a su vez que Pka1 sea hiperfosforilada en otras posiciones (Gupta et al., 

2011a, 2011b). Respecto a su localización, cuando las células crecen en medios ricos en 

glucosa, ambas subunidades se encuentran en el núcleo, siendo la localización de Pka1 

independiente de Cgs1. Tras la caída de los niveles de AMPc en respuesta al déficit de 

glucosa, Cgs1 se activa y secuestra a Pka1 en el citosol (Figura 18) (Gupta et al., 2011a, 

2011b). 

3.2.2.3 Regulación del factor de transcripción Rst2 por la vía AMPc-PKA y su 

impacto en el cambio diaúxico en S. pombe. 

Una de las principales dianas de la ruta AMPc-PKA en S. pombe es el factor de 

transcripción Rst2. (Higuchi et al., 2002). Respecto a su estructura, Rst2 presenta en su 

extremo amino terminal dos motivos de dedo de zinc tipo C2H2, los cuales son capaces de 

reconocer regiones reguladoras que presentan motivos STREP («Stress response Elements 

in S. pombe») cuya secuencia consenso es CCCCTC (Higuchi et al., 2002; Takenaka et al., 

2018). Esta secuencia presenta una alta similitud con los motivos STRE («Stress response 

Elements») de S. cerevisiae, que es reconocida por Msn2 y Msn4 (Marchler et al., 1993).  

En presencia de glucosa, tras su activación, Pka1 se trasloca al núcleo y fosforila al 

factor de transcripción Rst2 en los residuos Ser139, Thr140, Thr141, y Thr253 en una región 

próxima a cinco residuos de arginina consecutivos (Arg134-Arg138) que constituyen una señal 

de localización nuclear. Esta fosforilación regula negativamente la función de Rst2 al promover 

su exclusión nuclear e inactivación (Figura 18) (Higuchi et al., 2002; Kunitomo et al., 2000; 

Takenaka et al., 2018). Es precisamente mediante la regulación de la actividad de Rst2, cómo 

la vía AMPc-PKA modula los cambios en los patrones de expresión génica relacionados con 

el cambio diaúxico y el metabolismo respiratorio (Asada et al., 2015; Higuchi et al., 2002; 

Hirota et al., 2006; Takenaka et al., 2018; Vassiliadis et al., 2019). 

En respuesta al déficit de glucosa y a un tratamiento con inhibidores de la ETC 

mitocondrial, Rst2 es activado mediante hiperfosforilación. Aunque ambas condiciones están 

relacionadas con el incremento en la producción de ROS y óxido nítrico, esa activación no se 

observa en otras formas de estrés como son el estrés oxidativo, el estrés osmótico y el estrés 

inducido por metales pesados (Jiang et al., 2021; Kato et al., 2013). En S. pombe, aún no se 

han identificado las quinasas responsables de esta hiperfosforilación de Rst2 (Figura 18), 

aunque se sabe que la activación es independiente de PKA (Higuchi et al., 2002; Kato et al., 
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2013). Sin embargo, en S. cerevisiae, la MAPK Hog1 (ortóloga a Sty1 en S. pombe) regula 

positivamente la actividad de Msn2 y Msn4, ortólogos de Rst2 (Deckert & Struhl, 2001; Gorner 

et al., 1998; Malcher et al., 2011). 

Por otra parte, Rst2 presenta una alta homología en sus dedos de zinc con el represor 

transcripcional Scr1 (Hirota et al., 2006). Esto convierte a Rst2 y Scr1 en reguladores 

antagonistas de la expresión de genes como fbp1+ y gld1+ (Figura 18) (Asada & Hirota, 2022; 

Vassiliadis et al., 2019). Por un lado, Scr1, junto con el complejo Tup11/12, mantiene 

inaccesible el promotor de fbp1+ en presencia de glucosa. Tras el déficit de glucosa, Scr1 es 

exportado rápidamente al citoplasma a la vez que Rst2 es importado al núcleo promoviendo 

la expresión de fbp1+ (Asada & Hirota, 2022; Asada et al., 2015) (Figura 18).  

3.2.2.4 Interconexiones de la vía AMPc-PKA y sus implicaciones en la adaptación 

celular ante la escasez de nutrientes desde levaduras a mamíferos. 

3.2.2.4.1 Interconexión de la ruta AMPc-PKA con el apagado de TORC1 en respuesta a la 

escasez nutricional en levaduras. 

En S. cerevisiae, la activación constitutiva de la ruta PKA es capaz de bloquear 

distintas respuestas inducidas tras la inhibición de la actividad de TORC1 con rapamicina 

como la disminución de la biogénesis de ribosomas, la activación de la respuesta a estrés 

(STRE), la inducción de la autofagia, e incluso la ruta Cvt (Budovskaya et al., 2005; 

Budovskaya et al., 2004). En el caso de la autofagia, esto puede ser debido a que cuando 

PKA está activa fosforila a la proteína quinasa Ksp1, que a su vez fosforila y activa a TORC1, 

desencadenando la hiperfosforilación e inhibición de Atg13 (Umekawa & Klionsky, 2012). Por 

otro lado, tanto la ruta TORC1 como la ruta AMPc-PKA tienen un papel relevante al reprimir 

la función de los factores de transcripción Msn2 y Msn4 en presencia de glucosa (Galdieri et 

al., 2010; Tate et al., 2010; Yorimitsu et al., 2007). Tras el déficit de glucosa y la inactivación 

de ambas rutas, Msn2 y Msn4 se activan promoviendo la expresión de genes implicados en 

la respuesta a estrés, la vía de respuesta retrógrada, el ciclo del TCA y la autofagia (Miller-

Fleming et al., 2014; Yorimitsu et al., 2007).  

Aunque en S. pombe no se ha descrito esta interconexión, se ha propuesto que las 

proteínas quinasas de la familia AGC, Sck1 y Sck2, podrían ser posibles puntos de 

interconexión funcional entre las vías de señalización AMPc-PKA y TORC1 (Otsubo et al., 

2017; Wahls & Smith, 1994). Así, la sobreexpresión de las dianas de TORC1 sck1+ y sck2+ 

suprime los defectos de la ruta AMPc-PKA en S. pombe (Roux et al., 2006; Soto et al., 1997). 

Además, también se ha descrito que la disponibilidad de glucosa modula la activación de 

TORC2-Gad8, y por tanto de TORC1 a través de la vía AMPc-PKA (Figura 17) (Cohen et al., 

2014).  
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3.2.2.4.2 La interconexión de la vía AMPc-PKA y la señalización mitocondrial: los niveles de 

ATP modulan la inducción de la autofagia, una vía por explorar en S. pombe. 

Las mitocondrias son orgánulos celulares que aparte de estar encargados del 

metabolismo celular (producción de ATP), están implicados en la señalización de numerosos 

procesos como la muerte celular, la diferenciación y la autofagia (Abate et al., 2020; Shen et 

al., 2022). Por su parte, la autofagia es un proceso adaptativo altamente demandante de 

energía, pues el ensamblaje del autofagosoma es un sumidero de ATP. Ante la escasez de 

glucosa, se produce una caída brusca de los niveles intracelulares de ATP (Ashe et al., 2000; 

Lang et al., 2014). Tal y como hemos visto, en estas condiciones es clave transitar hacia un 

metabolismo energético que permita sacar el máximo rendimiento energético posible a partir 

de los recursos disponibles. Así, las células que efectúan eficazmente el cambio diaúxico y la 

activación del metabolismo respiratorio mantendrán los niveles intracelulares de ATP bajo 

estas condiciones, permitiéndoles inducir con éxito la autofagia (Adachi et al., 2017; Graef & 

Nunnari, 2011).  

En S. cerevisiae un déficit en la respiración mitocondrial suprime el flujo autofágico 

(Graef & Nunnari, 2011). En este contexto se promueve la reactivación de la señalización 

mediada por la vía AMPc-PKA transitando hacia un crecimiento fermentativo. Esta transición 

metabólica requiere de la inhibición de la autofagia para evitar la degradación de los 

componentes celulares citoplasmáticos implicados en la producción glicolítica de ATP (Adachi 

et al., 2017; Graef & Nunnari, 2011). Por su parte, en S. pombe no está claro la relación entre 

la autofagia y las mitocondrias. No se ha descrito ninguna relación entre metabolismo 

respiratorio y la inducción de la autofagia, más allá de la observación de que mutantes nulos 

para componentes de la maquinaria central de la autofagia presentan una reducción en su 

actividad OXPHOS (Fukuda et al., 2020). Adicionalmente, se ha señalado que en S. pombe 

el adecuado mantenimiento de la quiescencia celular depende de la degradación selectiva de 

mitocondrias (mitofagia), al reducir la acumulación de ROS derivadas del metabolismo 

mitocondrial (Takeda et al., 2010).  

3.2.2.4.2 Regulación de la autofagia mediante la vía AMPc-PKA: comparativa entre S. 

cerevisiae, mamíferos y particularidades en S. pombe. 

En S. cerevisiae, la ruta de señalización AMPc-PKA regula negativamente la autofagia 

mediante la fosforilación de Atg1, Atg13 y Atg18, que inhibe su reclutamiento a PAS 

(Budovskaya et al., 2005; Budovskaya et al., 2004; Cebollero & Reggiori, 2009; Stephan et 

al., 2009; Yorimitsu et al., 2007). En el caso de células de mamíferos, la PKA está implicada 

en la regulación de diferentes etapas del ensamblaje del autofagosoma. Así, PKA fosforila 

directamente las posiciones Ser269 y Ser287 de ATG16L1 promoviendo su inestabilidad y 



 
 

112 
 

degradación (Zhao et al., 2019). No obstante, una vez inducida la autofagia, esa inestabilidad 

es contrarrestada por la fosforilación de ATG16L1 efectuada por ULK1 en la Ser278 (Alsaadi 

et al., 2019). Por otro lado, en células neuronales la PKA fosforila directamente a LC3 

inhibiendo su reclutamiento al autofagosoma, constituyendo así un reservorio de LC3 inactivo, 

cuya desfosforilación permitirá que las células cambien rápidamente de la autofagia basal a 

la inducida (Cherra et al., 2010; Zhao et al., 2018) 

Sin embargo, en S. pombe la ruta AMPc-PKA ha sido ampliamente descartada como 

regulador de la autofagia hasta la fecha en base a las siguientes evidencias: (1) La 

incapacidad de S. pombe de inducir la autofagia en respuesta a un ayuno completo de glucosa 

(Corral-Ramos et al., 2021; Mukaiyama et al., 2010; Xu & Du, 2022); y (2) el tratamiento con 

altas concentraciones de AMPc o la hiperactivación constitutiva de la ruta PKA en el mutante 

cgs1Δ no ocasionó defectos en la inducción de la autofagia en respuesta a un ayuno de 

nitrógeno (Corral-Ramos et al., 2021; Kohda et al., 2007; Mukaiyama et al., 2009). Todos estos 

resultados sugieren que la ruta AMPc-PKA y la disponibilidad de glucosa no parecen 

desempeñar un papel regulador clave de la autofagia en S. pombe.  

3.2.3 Ruta de señalización mediada por proteínas quinasa activadas por 

mitógenos (MAPK): Respuesta frente al estrés y adaptación celular en 

eucariotas. 

Las vías de señalización mediadas por las proteínas quinasas activadas por mitógenos 

(MAPK) permiten a los seres vivos adaptarse frente a los diferentes estímulos 

medioambientales propios de un entorno cambiante. Estas vías de transducción de señales 

se encuentran altamente conservadas y su organización básica consiste en: (i) un mecanismo 

de recepción de señal que es especifico de estímulo (Pérez & Cansado, 2010); (ii) un módulo 

de transmisión formado por tres proteínas quinasas que se fosforilan secuencialmente: la 

MAPK, la MAPK quinasa (MAP2K) y la MAP2K quinasa (MAP3K); (iii) proteínas diana de la 

cascada de señalización que son fosforiladas por las MAPK, como factores de transcripción 

(Chen et al., 2003; Madrid et al., 2004; Sanso et al., 2008; Wilkinson et al., 1996), proteínas 

reguladores del ciclo celular (Madrid et al., 2021; Shiozaki & Russell, 1995; Whitaker & Cook, 

2021) y proteínas de unión a ARN (Dean et al., 2004; Prieto-Ruiz et al., 2020), entre otras. 

En las células de levadura, se ha descrito que los estímulos que activan las cascadas 

de señalización por MAPK son detectados por diferentes clases de sensores, entre los que 

destacan proteínas integrales de membrana, sistemas de dos componentes, receptores 

transmembrana acoplados a proteínas G (Pérez & Cansado, 2010). Una vez detectado el 

estímulo, la MAP3K es activada por acción de las quinasas o GTPasas de la familia Ras o 

Rho (Pérez & Cansado, 2010). A continuación, la MAP3K fosforila la MAP2K en dos residuos 
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(Ser y Thr) localizados en el dominio de activación presente en su extremo N-terminal. 

Posteriormente, la MAP2K activa a la MAPK al fosforilarla en dos residuos de Thr y Tyr de su 

bucle de activación que están separados por un aminoácido (Figura 19) (Johnson et al., 

1996). La naturaleza de ese aminoácido ha sido empleada en la clasificación del tipo de 

MAPK. En las rutas de respuesta a estrés desde levaduras a mamíferos es común el motivo 

Thr-Gly-Tyr (Gustin et al., 1998). 

Las levaduras presentan diferentes rutas mediadas por MAPK que responden a una 

amplia variedad de estímulos ambientales como el déficit de nutrientes, el estrés osmótico, el 

estrés oxidativo, el daño en pared, etc. (Gustin et al., 1998). Estas rutas de señalización 

mediadas por MAPK presentan una alta plasticidad y especificidad que viene determinada por 

la interacción física entre los distintos componentes de la ruta; la interacción mediada por 

proteínas adaptadoras que permiten la construcción de un macrocomplejo especifico de la 

cascada de señalización; y la distribución/localización subcelular de los componentes de la 

ruta (Paul et al., 1997; Pérez & Cansado, 2010).  

3.2.3.1 Ruta de MAPK de respuesta a estrés (SAPK). 

La ruta de señalización de MAPK de respuesta a estrés (SAPK, «Stress Activated 

Protein Kinase») presenta un papel clave en la detección, la transmisión y la respuesta 

adaptativa frente a diversos estímulos ambientales. En células de mamíferos, las principales 

vías de MAPK de respuesta a estrés están principalmente orquestadas por: la MAPK JNK, la 

cual se activa en respuesta a diversos estímulos, entre ellos, la inflamación, el estrés oxidativo, 

infecciones, el estrés osmótico, daño al ADN y alteraciones en el citoesqueleto (Abdelrahman 

et al., 2021); y, por otro lado, la MAPK p38, que juega un papel crucial frente al estrés 

oxidativo, estrés osmótico, exposición a la radiación ultravioleta o gamma, así como en la 

respuesta celular a citocinas y señales inflamatorias (Canovas & Nebreda, 2021; Schaeffer & 

Weber, 1999). Por su parte, en S. cerevisiae, la ruta SAPK esta mediada por la MAPK Hog1 

(«High Osmolarity Glycerol») y está implicada principalmente en la respuesta adaptativa a 

condiciones de alta osmolaridad (Chen & Thorner, 2007; Gustin et al., 1998). En S. pombe, la 

vía SAPK está mediada por la MAPK Sty1 que es homologa tanto a Hog1 de S. cerevisiae 

como a p38 de mamíferos (Figura 19) (Pérez & Cansado, 2010). 

3.2.3.1.1 La ruta SAPK en S. pombe: composición y señalización. 

En S. pombe, la ruta SAPK es el principal regulador de la respuesta general frente a 

estrés y de la progresión del ciclo celular en función de las señales ambientales (Shiozaki & 

Russell, 1995). Esta vía se activa en respuesta a numerosas condiciones adversas entre las 

que destaca el estrés osmótico, el choque térmico, el estrés oxidativo, el estrés por bajas 

temperaturas, la escasez de glucosa o de nitrógeno (Pérez & Cansado, 2010). En respuesta 
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a la escasez de glucosa se induce el metabolismo respiratorio, provocando un aumento en la 

producción de ROS, y por tanto, la activación de la señalización dependiente de la MAPK 

Sty1. Esta respuesta permite orquestar la defensa frente al estrés endógeno, la entrada en un 

estado de quiescencia y la extensión del CLS (Madrid et al., 2004; Zuin, Carmona, et al., 

2010). De hecho, la relevancia de Sty1 como sensor nutricional es tal que durante el 

crecimiento de S. pombe en un medio mínimo sintético (EMM, «Edinburgh Minimal Media»), 

se produce un incremento en su nivel basal de activación (Zuin, Carmona, et al., 2010). 

Actualmente, se desconoce la identidad de los sensores responsables de la detección 

y transmisión de la mayoría de los estímulos que activan la ruta SAPK en S. pombe, con la 

excepción del estrés oxidativo inducido por peróxido de hidrogeno (H2O2). En presencia de 

H2O2 las histidinas quinasas (Mak2 y Mak3) se autofosforilan y promueven que la proteína 

Mpr1/Spy1 transfiera un grupo fosfato (a través de un residuo de histidina) al regulador de 

respuesta Mcs4 (Figura 19) (Aoyama et al., 2001; Aoyama et al., 2000; Nakamichi et al., 2002; 

Shieh et al., 1997). Mcs4 es esencial para la activación de la ruta SAPK en respuesta a 

cualquier tipo de estrés (Figura 19) (Shieh et al., 1997; Soto et al., 2002). De hecho, se ha 

demostrado que Mcs4 tiene una función dual, pues por un lado, es capaz detectar la 

señalización proveniente del sistema de dos componentes (Mak2/Mak3-Mpr1); y por otro, es 

capaz de estabilizar el complejo heteromérico que se forma entre las MAP3K, cuya integridad 

es necesaria para interactuar con la MAP2K Wis1 (Morigasaki & Shiozaki, 2013). Una vez 

activa, Wis1 fosforila a Sty1 (MAPK) en los residuos adyacentes Thr171 y Tyr173 del motivo 

conservado -TGY- (Figura 19) (Pérez & Cansado, 2010). Una vez activa, Sty1 se acumula 

transitoriamente en el núcleo, adaptando la compleja maquinaria transcripcional para dar una 

respuesta específica a las señales extracelulares. La activación de Sty1 ocurre de forma 

transitoria, es más, la intensidad y cinética de la respuesta dependerá de la magnitud y 

naturaleza del estímulo inductor (Pérez & Cansado, 2010). Adicionalmente, la respuesta 

adaptativa inducida promoverá la expresión de genes necesarios para proteger a la célula 

frente a otros estímulos que puedan comprometer, posteriormente, la viabilidad celular (Zuin, 

Carmona, et al., 2010; Zuin, Castellano-Esteve, et al., 2010) 
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Figura 19. Ruta de señalización de MAPK de respuesta a estrés (SAPK). En S. pombe la ruta 

SAPK, cuyo elemento central es la MAPK Sty1 (ortóloga a p38 de mamíferos) está implicada en la 

regulación transcripcional y traduccional del metabolismo y la progresión por el ciclo celular en 

respuesta a estrés, activándose ante una amplia variedad de estímulos. La principal diana de Sty1 es 

el factor de transcripción Atf1 que regula la expresión de genes de respuesta a estrés (CESR). 

Adaptada de Marquina et al. 2022. 
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3.2.3.1.2 Reguladores negativos de la ruta SAPK. 

La inactivación de esta ruta es esencial para garantizar el control de la respuesta frente 

al estrés agudo sin que se vea comprometida la viabilidad celular. Es por ello que la célula 

cuenta con diversos mecanismos de retroalimentación negativa donde la actividad de Sty1 

contribuye a la inactivación de la ruta SAPK (Karin & Hunter, 1995): 

 Las fosfatasas de las MAPK. Estas pueden presentar una alta especificidad por residuos 

de tirosina (fosfatasas de tirosina), de serina y treonina (fosfatasas de serina y Treonina) 

o tirosina y treonina (fosfatasas de especificidad dual) (Farooq & Zhou, 2004). En S. 

pombe, las fosfatasas Pyp1/2 (fosfatasas de tirosina), y Ptc1/3 (fosfatasas de serina y 

treonina) actúan sobre Sty1 desfosforilándola in vivo (Millar et al., 1995; Pérez & Cansado, 

2010). Pyp1, es la principal responsable de desactivar a Sty1 en condiciones de 

crecimiento vegetativo, sin embargo, ante situaciones de estrés, la inactivación de Sty1 

requiere de la acción colaborativa de Pyp1 y Pyp2 (Degols et al., 1996; Millar et al., 1995; 

Shiozaki & Russell, 1995). Además, en condiciones de estrés, la expresión de pyp1+, 

pyp2+, y ptc1+ está regulada por la vía SAPK de manera dependiente del factor de 

transcripción Atf1, estableciendo un bucle de retroalimentación negativa (Figura 19) 

(Degols et al., 1996; Millar et al., 1995; Santo et al., 1996; Shiozaki & Russell, 1996). 

 Rnc1, una proteína de unión a ARNm. En condiciones de estrés, Sty1 fosforila y activa a 

la proteína Rnc1 provocando la desestabilización de ARNm que codifica componentes de 

la vía SAPK como wak1+, wis1+ y pyp1/2+ (Figura 19) (Prieto-Ruiz et al., 2020).  

 La proteína quinasa Srk1. Esta vía se ha descrito recientemente como un nuevo 

mecanismo de retroalimentación negativa de la vía SAPK. En ella la MAPKAP («MAPK-

activated protein kinases») Srk1 regula negativamente la vía Sty1 a través de la 

fosforilación e inhibición de Wis1 (Figura 19) (Marquina et al., 2022). 

3.2.3.1.3 Efectores de la ruta SAPK. 

La ruta SAPK presenta diversos efectores implicados en la organización de la 

respuesta adaptativa frente a estímulos externos. La MAPK Sty1 se ha relacionado con la 

regulación del ciclo celular en condiciones de crecimiento vegetativo y en condiciones de 

estrés (Millar et al., 1995; Shiozaki & Russell, 1995). Es más, se ha propuesto que Sty1 es 

responsable de la fosforilación de diversos sustratos involucrados en el control de la mitosis y 

el tamaño celular como Srk1 (López-Avilés et al., 2005) y Plo1 (Petersen & Nurse, 2007). 

Además, en condiciones de estrés, Sty1 modula la actividad de diferentes proteínas quinasas 

(Cmk2,…), proteínas de unión a ARN (Csx1, Upf1, Cip1/2), factores implicados en la 

traducción de proteínas (eIF2α, eEF2, eIF3a) y factores de transcripción (Atf1, Pap1,…) 

(Pérez & Cansado, 2010; Toone et al., 1998). Además, Sty1, independientemente de Atf1, es 
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capaz de regular la expresión de genes de respuesta a estrés (Sanso et al., 2008), entre los 

que se encuentran diversos genes atg+ implicados en la regulación de la autofagia en 

condiciones de estrés nutricional (Corral-Ramos et al., 2021).  

3.2.3.1.3.1 Modulando la expresión génica en respuesta a estrés: el factor de 

transcripción Atf1 en S. pombe. 

Una vez activa, la MAPK Sty1 se trasloca al núcleo donde se acumula y fosforila al 

factor de transcripción Atf1 (Lawrence et al., 2007; Shiozaki & Russell, 1995, 1996), regulando 

así la expresión génica de la CESR (Chen et al., 2003). La relevancia funcional de Atf1 en la 

adaptación celular de S. pombe es tan significativa que su deleción, de forma análoga al 

mutante sty1Δ, provoca defectos en la diferenciación sexual, así como una sensibilidad 

moderada frente al estrés osmótico y oxidativo (Chen & Thorner, 2007). 

Estructura y activación de Atf1.  

Atf1 es un factor de transcripción que tiene una localización nuclear constitutiva (Salat-

Canela et al., 2017; Sánchez-Mir et al., 2018). Respecto a su estructura, Atf1 contiene un 

dominio C-terminal de cremallera de leucina (bZIP) propio de la familia CREB/ATF (Chen et 

al., 2003; Sanso et al., 2008; Shiozaki & Russell, 1996). Los dominios bZIP se unen al ADN 

en motivos CRE («cAMP-Response Element») (Takeda et al., 1995).  

Atf1 es fosforilado por Sty1 en once residuos, de los cuales solo seis (Ser152, Ser172, 

Thr204, Thr216, Ser226 y Thr249) son importantes para la actividad del factor de transcripción 

(Sánchez-Mir et al., 2018). Por otro lado, Sty1 fosforila a Atf1 en residuos no canónicos que 

son importantes para su activación y función (Sánchez-Mir et al., 2020).  

La fosforilación de Atf1 no tiene un efecto sobre la capacidad de unión de Atf1 al ADN. 

Es más, se ha propuesto que Atf1 está constitutivamente unido a sus promotores, y que el 

papel principal de Sty1 en la respuesta transcripcional es fosforilar Atf1 permitiendo el 

reclutamiento de la maquinaria transcripcional como el complejo remodelador de la cromatina 

(SAGA) o a la ARN polimerasa II (Pol-II) (Salat-Canela et al., 2017; Sánchez-Mir et al., 2018), 

descartándose la implicación de Sty1 en la estabilización de Atf1 o en la fases del inicio y 

elongación de la transcripción (Salat-Canela et al., 2017; Sánchez-Mir et al., 2018).  

Interacción de Atf1 con otros moduladores de la expresión génica. 

En S. pombe, dependiendo del estímulo, la respuesta adaptativa puede requerir que 

Atf1 forme heterodímeros con Pcr1 o que forme homodímeros. Los fenotipos de las células 

que carecen de Atf1 o Pcr1 no son idénticos, teniendo ambos factores funciones superpuestas 

(Lawrence et al., 2007; Sanso et al., 2008). Por su parte, Atf1 es el sustrato directo de la MAPK 

Sty1 (Wilkinson et al., 1996); y respecto a Pcr1, se ha propuesto que su implicación en la 

transcripción de genes dependiente de Sty1 y Atf1 probablemente consista en el 
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reconocimiento de los sitios de unión de Atf1 en los promotores (Figura 19) (Salat-Canela et 

al., 2017). Mediante la formación de diferentes tipos de homodímeros o heterodímeros, se 

consigue una mayor maquinaria de regulación transcripcional que permite diversificar y 

aumentar las respuestas adaptativas que impliquen cambios en el patrón de expresión génica, 

así como facilitar la remodelación de la cromatina y el ensamblaje de la maquinaria de 

transcripción génica (Lawrence et al., 2007; Oda et al., 2015).  

Por otro lado, se ha observado que, dependiendo del subconjunto de genes, pueden 

darse dos situaciones: (1) Atf1 puede encontrarse ya unido y la fosforilación solo es importante 

para promover el inicio de la transcripción; (2) Atf1 está interactuando moderadamente con 

los promotores de los genes en condiciones basales, y para regular la expresión génica en 

respuesta a estímulos externos requiere de la implicación de otro factor de transcripción 

(Sánchez-Mir et al., 2018). Atf1 en su estado no fosforilado interacciona con complejos que 

actúan como represores transcripcionales como Tup11 y Tup12 (Janoo et al., 2001), y 

también, recluta a proteínas con función represora de la transcripción como los factores de 

ensamblaje de heterocromatina Clr3, Clr4, Clr6 y Swi6 (Jia et al., 2004; Kim et al., 2004; 

Yamada et al., 2005). En condiciones de estrés, Atf1 activo consigue remodelar la cromatina 

y permitir el acceso de la maquinaria de expresión génica al favorecer el reclutamiento de 

moduladores de la cromatina como las subunidades SAGA (Spt-Ada-Gcn5-Acetil-

transferasa), Snf22, Hrp1, Hrp3 y Mts2 (Hirota et al., 2008; Yamada et al., 2004). 

3.2.3.2 Regulación de la expresión de fbp1+: paradigma de la interconexión entre las 

vías de señalización AMPK, AMPc-PKA y SAPK. 

La regulación transcripcional es fundamental para dar una respuesta adecuada a las 

fluctuaciones ambientales. Para una regulación precisa de la transcripción, las células han 

desarrollado sistemas reguladores en la arquitectura del genoma, incluida la estructura 

cromosómica (formación de bucles en la cromatina), la ubicación de las secuencias de unión 

del factor de transcripción, la transcripción del ARN no codificante (ncRNA), configuración de 

la cromatina (posicionamiento de nucleosomas y modificaciones de histonas) y el estado 

topológico de la doble hélice del ADN (Asada & Hirota, 2022; Asada et al., 2020; Senmatsu et 

al., 2019). Para comprender cómo estas arquitecturas de cromatina del genoma y sus 

reguladores establecen respuestas estrictas y específicas en la etapa de transcripción, el gen 

fbp1+ de la S. pombe se ha analizado como un sistema modelo durante décadas.  

Durante el crecimiento vegetativo en presencia de glucosa, en S. pombe, la ruta AMPc-

PKA está activa promoviendo la inhibición del factor de transcripción Rst2 (Figura 18). Tras 

el déficit de glucosa, la ruta AMPc-PKA se inactiva, lo cual permite la traslocación de Rst2 al 

núcleo, así como su activación (Higuchi et al., 2002; Hirota et al., 2003). Paralelamente, se 
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produce la activación de la MAPK Sty1 que promueve la activación del factor de transcripción 

Atf1 responsable de CESR (Figura 19) (Chen et al., 2003; Madrid et al., 2004; Palabiyik et al., 

2016). Adicionalmente, la AMPK Ssp2 fosforila a Scr1 promoviendo su inactivación y exclusión 

del núcleo, poniendo así fin a la CCR (Figura 17) (Matsuzawa, Fujita, et al., 2012). En 

definitiva, se establece un nuevo patrón de expresión génica que está implicado en la 

regulación de procesos como la diferenciación sexual y el cambio diaúxico (Hirota et al., 2006; 

Matsuzawa, Fujita, et al., 2012; Vassiliadis et al., 2019). En estas condiciones se está 

promoviendo la expresión de genes con motivos STREP y CRE como es el caso de fbp1+
, 

rsv1+
, ste11+ y gld1+ (Hirota et al., 2003; Kunitomo et al., 2000; Matsuzawa et al., 2010; Neely 

& Hoffman, 2000).  

3.2.3.3 Regulación de la autofagia dependiente de las rutas de señalización de MAPK. 

En mamíferos, la ruta de MAPK de respuesta a estrés cuya quinasa central es p38 

está implicada en la regulación de la autofagia en respuesta a diversos estímulos. Sin 

embargo, esta implicación parece ser dual, como regulador negativo (Hwang et al., 2017; Keil 

et al., 2013; Webber & Tooze, 2010; Wu & Cederbaum, 2013) y positivo (Ge et al., 2013; J. 

Liu, F. Chang, et al., 2015; Zhang et al., 2020), dependiendo de la naturaleza del estímulo, el 

tipo celular y la duración de la activación de la cascada de MAPK (Webber, 2010). En cuanto 

a la función de p38 en la regulación de la maquinaria central de la autofagia se ha descrito 

que en células embrionarias de riñón sometidas a inanición, la desactivación de p38 favorece 

la interacción de ATG9a con p38IP, impulsando el tráfico vesicular hacia el omegasoma. Sin 

embargo, con un aumento en la disponibilidad de aminoácidos, la reactivación de p38 

sequestra p38IP, inhibiendo la autofagia al obstruir el tráfico vesicular de ATG9a (Webber & 

Tooze, 2010). Por otro lado, en fibroblastos de ratón se ha descrito que la fosforilación en 

Thr75 de Atg5 mediada por p38 reprime la activación de la autofagia en respuesta a la 

inanición de nutrientes esenciales (Keil et al., 2013).  

En S. cerevisiae, el estrés nutricional promueve una contracción de la superficie 

celular, lo cual aumenta la susceptibilidad de la autofagia a otros estímulos ambientales como 

el estrés osmótico (Prick, Thumm, Haussinger, et al., 2006; Prick, Thumm, Kohrer, et al., 

2006). Por otra parte, las vías de señalización mediadas por MAPK participan en la regulación 

de diversos tipos de autofagia selectiva; la MAPK Hog1 en la regulación de la mitofagia (Mao 

et al., 2011); la MAPK Slt2 (MAPK de la vía de integridad celular) tanto en la regulación de la 

mitofagia como de la pexofagia (Mao et al., 2011); y, finalmente, Bck1 (MAP3K de la vía de 

integridad celular) en la regulación de la pexofagia (Manjithaya et al., 2010). No obstante, ni 

Slt2 ni Hog1 estarían actuando directamente sobre la maquinaria central de la autofagia (Mao 

et al., 2011).  
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En el caso de S. pombe, se ha demostrado recientemente que la MAPK Sty1, cuando 

se activa en respuesta al ayuno de nitrógeno, está implicada en la regulación de la 

macroautofagia al modular la expresión de los genes atg1+, atg4+, atg6+, atg9+ y atg22+; 

independientemente del factor de transcripción Atf1 (Corral-Ramos et al., 2021). 

3.2.4 Otras vías de señalización implicadas en la regulación transcripcional y 

traduccional de la autofagia en levaduras. 

En S. cerevisiae, la autofagia en respuesta a la escasez de glucosa está regulada 

negativamente por la CCR (Adachi et al., 2017). La magnitud de la respuesta autofágica 

depende del tamaño de los autofagosomas que se están formando, lo que a su vez depende 

de la lipidación de Atg8 (Jin & Klionsky, 2014; Maruyama et al., 2021; Xie et al., 2008). Es por 

este motivo que, principalmente, la escasez nutricional, a través de las vías de señalización 

como TOR, actúa modulando la expresión de genes implicados en la lipidación de Atg8, como 

atg1+, atg3+-5+, atg7+-8+, atg12+-14+ (Chan et al., 2001; Hardwick et al., 1999; Kirisako et al., 

1999).  

Por otro lado, la regulación traduccional tiene un fuerte impacto en la inducción de la 

autofagia tanto en células de mamíferos (Acevo-Rodríguez et al., 2020) como en levaduras 

(Barba-Aliaga & Alepuz, 2022; Jimenez-Saucedo et al., 2021; Shen et al., 2019). Por un lado, 

tanto en S. pombe como en S. cerevisiae, se ha observado que, tras el déficit de nutrientes, 

la fosforilación del factor de traducción eIF2 es necesaria para la traducción de genes Atg 

(Jimenez-Saucedo et al., 2021; Shen et al., 2019). Por su parte, en S. cerevisiae, se ha 

descrito que esa fosforilación de eIF2 es dependiente de Gcn2, y que es necesaria para 

promover la expresión de un activador transcripcional llamado Gcn4 que regula la expresión 

de varios genes Atg (Shen et al., 2019). Adicionalmente, en levaduras también se ha 

demostrado el papel del factor de traducción eIF5 en la regulación de la traducción de genes 

Atg, como Atg3 (Barba-Aliaga & Alepuz, 2022). 

3.3 Implicaciones de la autofagia en la fisiología de las levaduras: 

reposición de recursos nitrogenados y homeostasis energética. 

En los organismos eucariotas, la autofagia presenta una enorme relevancia fisiológica 

como respuesta adaptativa al estar implicada directamente en la homeostasis celular, la 

adaptación al estrés, suministro de nutrientes, la regulación del metabolismo, el desarrollo 

celular y la longevidad (Gross & Graef, 2020; Lin et al., 2021).  

En S. pombe, la deleción de la serina-proteasa Isp6 desencadena dificultades en la 

degradación de la carga autofágica entregada a la vacuola, defectos en la conjugación y en 

la esporulación, además de una pérdida de la viabilidad tras el ayuno de nitrógeno (Nakashima 
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et al., 2006). Estos defectos se observan también en los mutantes carentes de los genes Atg 

(Kohda et al., 2007; Mukaiyama et al., 2009; Sun et al., 2013; Tsukada & Ohsumi, 1993). 

Curiosamente, la adición exógena de una fuente de nitrógeno revierte estos fenotipos, lo que 

sugiere que el principal papel de la autofagia es proveer de nitrógeno a la célula cuando éste 

no está disponible (Mukaiyama et al., 2009; Nakashima et al., 2006). De esta manera, la 

autofagia es contribuye a la renovación del proteoma, la homeostasis de nucleótidos y la 

integridad del genoma nuclear y mitocondrial (Gross & Graef, 2020). Además, en S. pombe la 

autofagia es esencial para la progresión de la meiosis contribuyendo en el mantenimiento de 

la integridad de la membrana del núcleo, el nucléolo y la segregación cromosómica 

(Matsuhara & Yamamoto, 2016). Este papel puede ser debido a la liberación de recursos 

nitrogenados procedentes de la autofagia y la consiguiente reactivación de TORC1. En estas 

condiciones, TORC1 modula la localización y/o actividad de la aurora quinasa Ark1, evitando 

su acumulación excesiva en el centrómero y en el huso, lo cual afectaría a la progresión de la 

meiosis (Matsuhara & Yamamoto, 2016).  

3.3.1 Interrelación entre la respiración mitocondrial y la autofagia: una vía por 

descubrir en S. pombe. 

Mantener la homeostasis implica el equilibro entre degradación y síntesis, presentando 

esta última un coste energético elevado durante la adaptación, donde hay que renovar el 

proteoma, transcriptoma y lipidoma celular (Mukaiyama et al., 2009). En vista de esto, ante la 

escasez nutricional, es sorprendente que la autofagia sea capaz de mantener el estatus 

energético celular necesario (Rabinowitz & White, 2010). Por un lado, la degradación 

autofágica promueve la liberación de aminoácidos y nucleósidos. En el caso de los 

nucleósidos se pueden degradar a ribosas-fosfato mediante la vía PPP rindiendo finalmente 

glucosa. Además, el rendimiento energético producido por el metabolismo de 5 moléculas de 

ribosa-fosfato es equivalente al de cinco glucosas-fosfato (Lin et al., 2021). Respecto al 

metabolismo energético de los aminoácidos y lípidos, este es exclusivamente a través de la 

fosforilación oxidativa; y su incorporación al metabolismo es más diversificada entrando a nivel 

del piruvato, el ciclo de Krebs y la acetil-CoA (Lin et al., 2021; Rabinowitz & White, 2010).  

En S. cerevisiae, se ha descrito que la respiración es necesaria para la inducción de 

la autofagia, y además que la correcta progresión de la autofagia es esencial para sustentar 

el metabolismo respiratorio (May et al., 2020; Yi et al., 2017). Sin embargo, en S. pombe, no 

existen evidencias que señalen al metabolismo respiratorio como regulador clave de la 

autofagia ante la escasez de glucosa o viceversa.  
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3.3.1.1 Regulación de la respiración mitocondrial dependiente de la autofagia en S. 

cerevisiae. 

En S. cerevisiae la inducción de la autofagia en respuesta al déficit de glucosa depende 

de un complejo compuesto por Snf1-Mec1-Atg1 localizado en la superficie de la mitocondria, 

necesario para mantener la respiración mitocondrial (Figura 20) (Yi et al., 2017). Mec1/ATR 

este es un miembro de la familia de proteínas quinasas relacionadas con la PI3K que 

desempeña un papel central en la repuesta al daño en ADN (Friedel et al., 2009). 

Sorprendentemente, ningún otro componente de esta vía de reparación del ADN salvo Mec1 

participa en la regulación de la autofagia inducida por un déficit de glucosa. Es más, 

recientemente, se ha descrito que Mec1 es necesario para favorecer la localización de Atg13 

en PAS (Yao et al., 2023). Respecto al complejo Snf1-Mec1-Atg1, Mec1 es reclutado a la 

mitocondria por Ggc1, una proteína implicada en el mantenimiento del genoma mitocondrial 

(Vozza et al., 2004). En la superficie de la mitocondria, Mec1 es fosforilado por la AMPK, 

favoreciendo su interacción con Atg1 y Atg13 independientemente del PAS (Figura 20) (Yi et 

al., 2017). 

Por otra parte, se ha desmostrado que la activación de la autofagia contribuye al 

mantenimiento de la respiración al sustentar la síntesis de proteínas mitocondriales. En 

levaduras, la mayoría de las proteínas mitocondriales inducidas en respuesta a un déficit de 

glucosa están codificadas en el ADN nuclear, no obstante, un número reducido están 

codificadas por el genoma mitocondrial (May et al., 2020). La expresión de estas proteínas 

está regulada por el factor de iniciación mitocondrial 2 (mIF2), el cual tiene un papel 

fundamental reclutando el ARNm y el ARNtMet de inicio a los ribosomas mitocondriales. Para 

mejorar la eficacia de la traducción mitocondrial ese ARNtMet de inicio debe ser modificado 

mediante una formilación rindiendo ARNtfMet necesario. En esa modificación está implicada la 

serina proveniente de la autofagia, la cual es transformada en la mitocondria en el grupo 

formilo (Figura 20) (May et al., 2020)  
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Figura 20. Regulación de la respiración mitocondrial dependiente de la autofagia en S. 

cerevisiae. Por un lado (Vía verde), observamos la formación de un módulo compuesto por Snf1-Mec1-

Atg1 en la superficie mitocondrial. Por otro lado (Vía azul), observamos el papel de la serina en el 

metabolismo de compuestos monocarbonados mitocondrial y su conexión con la síntesis de proteínas 

mitocondriales. En S. cerevisiae, ambas rutas son necesarias para conseguir el establecimiento de 

forma adecuada del metabolismo respiratorio en respuesta a la escasez de glucosa. Adaptada de Yi et 

al., 2017 y May et al., 2020. 
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La adaptación a los cambios ambientales que afectan a la calidad y disponibilidad de 

nutrientes es crucial para la supervivencia celular. La glucosa, la fuente de carbono y energía 

más comúnmente usada por los seres vivos, es metabolizada a través de la fermentación o la 

respiración mitocondrial; siendo esta última mucho más eficaz respecto a la energía y biomasa 

generada por molécula de glucosa. En las levaduras Crabtree positivas como 

Schizosaccharomyces pombe, el exceso de glucosa promueve el metabolismo fermentativo y 

reduce de forma significativa el metabolismo mitocondrial (Malina et al., 2021), al reprimir la 

expresión de genes implicados en la utilización de fuentes de carbono alternativas a través de 

un mecanismo conservado evolutivamente llamado represión catabólica por fuente de 

carbono (CCR) (Adnan et al., 2017). En S. pombe, tras el déficit de glucosa, se produce la 

transición de un metabolismo fermentativo al crecimiento respiratorio, el cambio diaúxico (Oda 

et al., 2015). Uno de los principales reguladores de este cambio es la AMPK Ssp2 que regula 

la exclusión nuclear del represor transcripcional Scr1 (Matsuzawa, Fujita, et al., 2012; Tanaka 

et al., 1998). A su vez, tras el déficit de glucosa, la señalización de la ruta AMPc-PKA se inhibe 

permitiendo la activación del factor de transcripción Rst2 (Higuchi et al., 2002); y, 

paralelamente, se induce la señalización dependiente de la ruta SAPK que activa al factor de 

transcripción Atf1 promoviendo la expresión de los genes CESR (Asada et al., 2015; Zuin, 

Carmona, et al., 2010). Por lo tanto, en estas condiciones, se promueve la expresión de genes 

implicados el cambio diaúxico, como aquellos implicados en el metabolismo de fuentes de 

carbono no fermentables como el glicerol (Klein et al., 2013; Malecki & Bähler, 2016; 

Matsuzawa et al., 2010). Curiosamente, S. pombe es incapaz de crecer en un medio dónde 

el glicerol o el etanol sean la única fuente de carbono disponible (de Jong-Gubbels et al., 1996; 

Galdieri et al., 2010; Tsai et al., 1987). Sin embargo, la adición de cantidades mínimas de 

glucosa o etanol a un medio con glicerol revierte ese fenotipo, indicando que la asimilación de 

glicerol viene determinada por fuentes de carbono adicionales (Tsai et al., 1987). 

En los seres vivos eucariotas, una de las respuestas fisiológicas más importantes que 

se activa durante la escasez de nutrientes esenciales es la macroautofagia, promoviendo la 

degradación de componentes celulares y obteniendo precursores nutricionales que puedan 

ser empleados para mantener la viabilidad celular en estas condiciones (Rabinowitz & White, 

2010). En S. cerevisiae, la inducción de la autofagia en respuesta a la escasez de glucosa 

está regulada directa e indirectamente por las vías de señalización que detectan y responden 

frente a las variaciones en su disponibilidad como las vías AMPK, TOR, AMPc-PKA y Sch9 

(Alao et al., 2023; Wen & Klionsky, 2016; Yorimitsu et al., 2007). Además, en S. cerevisiae la 

respiración mitocondrial es crucial para la inducción de la autofagia en respuesta la escasez 

de aminoácidos y glucosa (Graef & Nunnari, 2011).  
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Aunque S. cerevisiae y S. pombe comparten muchos componentes en la maquinaria 

de autofagia, su organización funcional difiere en numerosos aspectos. Además, a diferencia 

de S. cerevisiae donde la regulación de la autofagia en respuesta al déficit de glucosa ha sido 

ampliamente estudiada, en S. pombe poco se sabe sobre la regulación de la macroautofagia 

ante este estímulo. Es más, hasta la fecha, únicamente se ha descrito la implicación de 

TORC1, TORC2 y de la MAPK Sty1 en la regulación de la autofagia en respuesta a la inanición 

de nitrógeno (Corral-Ramos et al., 2021). De hecho, en trabajos previos se ha descrito que la 

inanición completa de glucosa resulta en un bloqueo completo de la macroautofagia en S. 

pombe (Mukaiyama et al., 2010). Sorprendentemente, resultados recientes muestran que la 

autofagia puede inducirse cuando las células de S. pombe crecen en condiciones limitantes 

de glucosa donde se ha transitado eficazmente del metabolismo fermentativo al metabolismo 

respiratorio. No obstante, en ese estudio señalan que la inducción de la autofagia observada, 

podría deberse a una degradación selectiva de las mitocondrias dañadas por la intensa 

actividad oxidativa derivada del metabolismo respiratorio, no estableciendo ninguna relación 

entre el crecimiento respiratorio y la inducción de la autofagia (Corral-Ramos et al., 2021). 

En base a todos estos antecedentes, la presente Tesis Doctoral se ha enfocado en el 

análisis exhaustivo de la inducción de la autofagia en respuesta a la escasez de glucosa en 

S. pombe, así como la naturaleza de las vías de señalización que modulan esa señal 

nutricional a la maquinaria de la autofagia. Es por ello que el objetivo fundamental es: 

1- Estudio de las vías de señalización mediadas por la proteína quinasa A dependiente 

de AMPc (PKA), la ruta de proteína quinasa activada por AMP (AMPK) y la vía de MAPK 

activadas por estrés (SAPK) como reguladores de la inducción de la autofagia ante un 

déficit de glucosa en Schizosaccharomyces pombe. 

2- Estudio de la relevancia biológica del cambio diaúxico, el uso de fuentes de carbono 

alternativas como el glicerol y el metabolismo respiratorio mitocondrial en la inducción 

de la autofagia en respuesta a la escasez de glucosa en S. pombe. 

Las evidencias obtenidas tras el desarrollo de este objetivo han sido publicadas en el 

siguiente artículo: 

 Pérez-Díaz, A. J., Vázquez-Marín, B., Vicente-Soler, J., Prieto-Ruiz, F., Soto, T., 

Franco, A., Cansado, J., & Madrid, M. (2022). cAMP-Protein kinase A and stress-

activated MAP kinase signaling mediate transcriptional control of autophagy in fission 

yeast during glucose limitation or starvation. Autophagy, 1–21. 

https://doi.org/10.1080/15548627.2022.212520 

 

https://doi.org/10.1080/15548627.2022.212520
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1. Microorganismos empleados en este trabajo. 

1.1 Cepas de Schizosaccharomyces pombe. 

Las cepas de S. pombe empleadas en este trabajo se encuentran recopiladas en la 

Tabla 2. Varias de las cepas mutantes se obtuvieron de la colección de cepas de S. pombe 

con deleciones sencillas en genes no esenciales comercializada por la empresa Bioneer (Kim 

et al., 2010) o del Yeast Genetic Resource Center (YGRC) de Japón 

(https://yeast.nig.ac.jp/yeast/). El resto fueron construidas mediante el método de 

transformación estándar de S. pombe (Ver Apartado 5.2 de Materiales y Métodos) o tras 

selección aleatoria de esporas obtenidas tras el cruce genético de los parentales adecuados 

en medio SPA (Ver Apartado 5.1 de Materiales y Métodos). 

Tabla 2. Tabla de cepas de S. pombe empleadas en este trabajo. 

Cepa Genotipo Fuente 

AI030 h- CFP-atg8:leu1 leu1-32 ura4-D18 Sun L-L, et al. 

(2013) 

AJ311 h- CFP-atg8:leu1 atg1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ083 h- CFP-atg8:leu1 atg1::natMX6 pka1:: kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ312 h- CFP-atg8:leu1 atg11::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AI035 h? CFP-atg8:leu1 atg4::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AI036 h? CFP-atg8:leu1 atg5::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ340  h+ atg1-HA:kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ163 h? CFP-atg8:leu1 nde1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ26  h? CFP-atg8:leu1 rip1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ27  h? CFP-atg8:leu1 qcr2::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ166 h? CFP-atg8:leu1 atp11::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

BV1100 h+ rad3::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Bioneer 

AJ478 h? CFP-atg8:leu1 rad3::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ974 h+ ssp2::ura4 (prototrofa) leu1-32 ura4-D18 Sergio 

Moreno. 

AJ1004 h? CFP-atg8:leu1 ssp2::ura4 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ1006 h? CFP-atg8:leu1 ssp2::ura4 pka1::NatMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ1178 h? CFP-atg8:leu1 scr1::NatMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ306 h? CFP-atg8:leu1 git3::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ361 h? CFP-atg8:leu1 gpa2::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ308 h? CFP-atg8:leu1 cyr1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ332 h? CFP-atg8:leu1 pka1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ956 h? atg1-HA:KanMX6 pka1:: NatMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AI005 h+CFP-atg8: leu1 cgs1:kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ176 h+ CFP-atg8:leu1 rst2:: natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ335 h+ CFP-atg8:leu1 pka1:: kanMX6 rst2::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

BV1343 h- rst2-3HA:NatMX6 (prototrofa) YGRC 

(FY32541) 

(JB729) 

https://yeast.nig.ac.jp/yeast/
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BV1344 h- rst2.M3-3HA:NatMX6 (ura4+) leu1-32 YGRC 

(FY32542)(JB

731) 

AJ021 h- CFP-atg8:leu1 rst2-3HA:natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ023 h? CFP-atg8:leu1 rst2-3HA:natMX6 pka1::kanMX6 leu1-32 ura4-

D18 

Este trabajo 

AJ287 h- CFP-atg8:leu1 rst2.M3-3HA:natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ953 h? CFP-atg8:leu1 rst2.M3-3HA:natMX6 cgs1:kanMX6 leu1-32 ura4-

D18 

Este trabajo 

AJ084 h+ CFP-atg8:leu1 sty1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

BV981 h- CFP-atg8:leu1 sty1::natMX6 pka1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ168 h- atf1::ura4 leu1-32 ura4-D18 YGRC 

(FY20910)(MY

6940) 

AJ194 h? CFP-atg8:leu1 atf1::ura4 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ208 h? CFP-atg8:leu1 pka1::natMX6 atf1::ura4 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ910 h- gld1-HA:hphMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ944 h? gld1-HA:hphMX6 pka1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ941 h? gld1-HA:hphMX6 atf1:ura4 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ942 h? gld1-HA:hphMX6 rst2:: NatMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ1012 h? gld1-HA:hphMX6 atf1:ura4 pka1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ1017 h? gld1-HA:hphMX6 rst2:: natMX6 pka1::KANMX6 leu1-32 ura4-

D18 

Este trabajo 

AJ829 h+ gld1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Bioneer 

AJ919 h+ dak1:.kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Bioneer 

AJ920 h+ dak2::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Bioneer 

AJ879 h? CFP-atg8:leu gld1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ882 h? CFP-atg8:leu gld1::kanMX6 pka1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ959 h? CFP-atg8:leu1 dak1::kanMX6 dak2::hphMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ965 h? CFP-atg8:leu1 dak1::kanMX6 dak2::hphMX6 pka1::natMX6 leu1-

32 ura4-D18 

Este trabajo 

AJ488 h+ isp6::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Bioneer 

AJ734 h? CFP-atg8:leu1 rst2-3HA:kanMX6 Isp6::hphMX6 leu1-32 ura4-

D18 

Este trabajo 

AJ751 h? CFP-atg8:leu1 rst2-3HA: kanMX6 Isp6:: hphMX6 sty1::kanMX6 

leu1-32 ura4-D18 

Este trabajo 

AJ767 h? CFP-atg8:leu1 rst2-3HA: kanMX6 Isp6::hphMX6 atf1::ura4 leu1-

32 ura4-D18 

Este trabajo 

AJ737 h? CFP-atg8:leu1 rst2-3HA:kanMX6 Isp6::hphMX6  

pka1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 

Este trabajo 

AJ755 h? CFP-atg8:leu1 rst2-3HA:kanMX6 Isp6:: hphMX6 

sty1::kanMX6 pka1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 

Este trabajo 

AJ741 h? CFP-atg8:leu1 rst2-3HA:kanMX6 Isp6:: hphMX6 

atf1::ura4 pka1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 

Este trabajo 

MM1 h+ leu1-32 ura4-D18 Colección 

Laboratorio 

AJ118 h+ Rst2:: natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ216 h+ sty1:: kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Colección 

Laboratorio 

AJ31 h- CFP-atg8:leu1 rst2-3HA:kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 
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AJ43 h- CFP-atg8:leu1 rst2-3HA:kanMX6 pka1::natMX6 leu1-32 ura4-

D18 

Este trabajo 

AJ34 h- CFP-atg8:leu1 rst2(S292A)-3HA:kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ717 h? CFP-atg8:leu1 rst2(S292A)-3HA:kanMX6 pka1::natMX6 leu1-32 

ura4-D18 

Este trabajo 

BV050 h? ksg1-208 leu1-32 ura4-D18 Colección 

Laboratorio 

BV973 h? CFP-atg8:leu1 ksg1-208 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

BV945 h- pka1 -13myc:KanMX6 leu1-32 ura4-D18 Colección 

Laboratorio 

BV1026 h? CFP-atg8:leu1 Pka1-13myc:KanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

BV925 h90 pka1(T356A)-13myc:KanMX6 leu1-32 ura4-D18 Colección 

Laboratorio 

BV1032 h? CFP-atg8:leu1 pka1(T356A)-13myc:KanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ164 h? CFP-atg8:leu1 nde1::natMX6 pka1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ709 h? CFP-atg8:leu1 rip1::natMX6 pka1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ713 h? CFP-atg8:leu1 qcr2::natMX6 pka1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ167 h? CFP-atg8:leu1 atp11::natMX6 pka1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ861 h+ gut2::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Bioneer 

AJ834 h+ gpd1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Bioneer 

BV1087 h+ fbp1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Bioneer 

AJ864 h? CFP-atg8:leu1 gut2::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ865 h? CFP-atg8:leu1 gut2::kanMX6 pka1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ869 h? CFP-atg8:leu1 gpd1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ870 h? CFP-atg8:leu1 gpd1::kanMX6 pka1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ827 h? CFP-atg8:leu1 fbp1::kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ828 h? CFP-atg8:leu1 fbp1::kanMX6 pka1::natMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

AJ32 h? CFP-atg8:leu1 rst2(S245A)-3HA:kanMX6 leu1-32 ura4-D18 Este trabajo 

 

Las interrupciones genéticas se realizaron reemplazando la ORF («Open Reading 

Frame») del gen de interés con el casete de G418 (kanR; Calbiochem, 345810), 

nourseotricina (NAT; Jena Bioscience, AB-102L) o higromicina B (Roche, 10843555001); 

(Hentges et al., 2005; Sato et al., 2005), mediante técnicas de recombinación homóloga 

basada en PCR (Bähler et al., 1998); empleando los oligonucleótidos descritos en la Tabla 3 

Respecto a la construcción de las fusiones genómicas de proteínas de interés en esta 

investigación como Rst2, Gld1 y Atg1, a epítopos como GFP («Green Fluorescent Protein») o 

HA («Hemagglutinin»); se emplearon los plásmidos pFA6a-GFP-kanMX6 y pFA6a-3HA- 

kanMX6 para construir las versiones genómicas marcadas en C-terminal. Para ello se 

amplificó mediante PCR fragmentos de ADN que codifican el epítopo y el correspondiente 

marcador de selección (Bähler et al., 1998). Las cepas que expresan diferentes fusiones 

genómicas en los diferentes fondos genéticos se construyeron mediante transformación o tras 

selección aleatoria de esporas obtenidas tras el cruce genético de los parentales adecuados 

en medio SPA (Composición del Medio en la Tabla 4). 
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Tabla 3. Tabla de oligonúcleotidos empleados en este trabajo. 

Nombre Secuencia 

Atg1-del-R ATTCATAACAAAATTTAGACTCAGAGCTCAGCTCATACAATATGCGAATTTGTT
CAATAAAAGGGCGAAATCGTCGGTGTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 

Atg1-del-F TTGCCAACTCCCATGCTATCAAAGTGAGTATAAAGGCAGCTAAAACCCTTACA
CCTGTCTTATCGTGAACCAGAAGCTGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA 

Atg1-C-tag-R ATTCATAACAAAATTTAGACTCAGAGCTCAGCTCATACAATATGCGAATTTGTT
CAATAAAAGGGCGAAATCGTCGGTGTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 

Atg1-C-tag-F AATCGAAACAAATCCAGGCTAATGTAGCCAACAAAGTAACAGAAAGTGTTGC
GAAAATAACACTTGCCCCCAATCTTGCTCGGATCCCCGGGTTAATTAA 

Pka1-Del-5’ GGGTACTTTATAAGTTTGACGAACGATTAGTGAATTTTAATTATCTTTTCGTGT
ATAAACGCTATTTCACATTTGTACTCCGGATCCCCGGGTTAATTAA 

Pka1-Del-3’ AACGTCACTTGCATTGCACTAAATCAAATAGGCATTCGTTGCTCAACGCTTTA
AGGCAATAGTACAATGAATCAATAAGCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 

Rst2-Del-F TTTGAATCCTGATTGCAATCACTTTCAAGCTTTATTTCCCTTCATATCTTTTATT
TTAACAACATATTCTTCTTTTGAAACGGATCCCCGGGTTAATTAA 

Rst2-Del-R CAGATCAATCCTTAAATTAATTAAAAACCGAATCAAAGCTAGTTGATTTTTGTT
TAAAAAAACTAAAAGATGCATTTCATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 

Rad3del-F TAATTCTATTGAGATATTTTATTACTTACAATCGTCTTTTATAAATGCTCAAGAC
TTTGAACGCGCGTGTTGCGTTTTAACGGATCCCCGGGTTAATTAA 

Rad3del-R ACAAGAAATTGAACAACTCAGCGAGAATTCTTCATCGGATTAATAAATAAAATA
TCTTCGATTCAAATCATAAGTTTAATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 

Rst2-tag-F GGTCTTCAGACTTTAATTATCCTGTATCCGAAACTTCCGGTTTGCTTACAGATA
ATAATCGGAATCAACCGCCCTCATTTCGGATCCCCGGGTTAATTAA 

Rst2-tag-R AGTTGATTTTTGTTTAAAAAAACTAAAAGATGCATTTCATTAAGAAACAAATAG
TATAAAATATAAAGATATGAAAAAAAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 

Qcr2(CIII)-DEL-F CAACTCCCACCTCTGTTGCAAGCAGCGTAATTTAGTAAACACCGATTAAAAAC
TTTTTCGAAAAGTCCTAAATAGGTAATCGGATCCCCGGGTTAATTAA 

Qcr2(CIII)-DEL-R ACATCATCCTAAGCTTATGGTGTATAAAAAGTTTTCAAAGAAAGATTTTCGATA
AAAAAAAAGATTTGTAGAGAAGTATCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 

Rip1(CII)-DEL-R GCTAAAGAAGAAGTAAAAGAGAGGGGAGAAAAAGGAGGGAGGAAATCAGCT
AGGACAAAAGTTTTTGAGCGAAATAAATTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 

Rip1(CII)-DEL-R AGAGGCAGCTTGACGTTTCTTCCCCAACCGCTACCCACCGAATATTTCAACAA
CCTGTTTCTCTTTAAAACGTTGTAAAACGGATCCCCGGGTTAATTAA 

Scr1-Del-F AACCTACCCTTACTCGTGCTATTTTTTTCTTCTCTTTTTTTACTTCTCCTTCTTT
GCCGTGCTCTGTTTATTACTTCGTCCGGATCCCCGGGTTAATTAA 

Scr1-Del-R AAATGTATAACACACAACCAAGGTGTTTAGATGGTTTAAAGGAAGCAAAGGTA
ACTAGCGTTCACAGCGCAAATATTGGGGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 

Gld1-C-TAG-F TCACAAAAATGGCAAGAACAAACTGGGATGGACCGAGCGTTTTAGATTACCC
CCTTCTCGTCATAGTCCTCAGTTGACCGACATTCATCCACGGATCCCCGGGT
TAATTAA 

Gld1-C-TAG-R TTAATGATCAATGAAGAAAACCCGCTTAAAAATTTCTTTTCTTCTTTTGGATTTA
CTAGGGAAAATTGAAGCTGGGGATAAAAATAATGCGAATTCGAGCTCGTTTAA
AC 

 

1.2 Cepas de Escherichia coli. 

En este trabajo, con el fin de mantener y amplificar diferentes plásmidos se empleó 

como cepa hospedadora, la cepa DH5α de E. coli (Hanahan, 1983) cuyo genotipo es el 

siguiente: Sup E44 Δlac U 169 (Ø 80 lacZ ΔM15) hsdR17 recΔ1 endΔ1 gyrΔ96 thi-1 relΔ1. 
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2. Condiciones de crecimiento. 

2.1 Medios de cultivo empleados para el crecimiento de S. pombe. 

S. pombe se cultivó de forma rutinaria en agitación orbital (280 r.p.m) a 28 ºC en los 

siguientes medios: 

 Medio YES («Yeast Extract with Supplements»). Medio de cultivo nutricionalmente rico 

empleado rutinariamente para el crecimiento vegetativo de S. pombe (Tabla 4) (Moreno 

et al., 1991). 

 

Tabla 4. Composición de los medios de cultivo de uso rutinario para el crecimiento en condiciones de 
fermentación o respiración, y conjugación de S. pombe (Adaptada de Moreno et al., 1991). 

 

 

 

 

 Medio rico 
(YES) 

YES + 3% 
Glicerol 

YES 3% Gly + 
0.05% Glucosa 

Medio de 
esporulación 

 2% glucosa 3% glicerol 3% Glicerol + 
0.5% glucosa. 

SPA 

Pre-autoclavado 

Estracto de 
levadura 

0.6% 0.6% 0.6% 0.6% 

Glucosa 2% x 0.5% 55.5 mM 

Adenina 200 mg/L  200 mg/L  200 mg/L  x 

Agar* 2% 2% 2% 3% 

KH2PO4 x x x 7.3 mM 

Uracilo x x x 200 mg/L  

Histidina x x x 200 mg/L  

Leucina x x x 200 mg/L  

Glicerol x 24 mL 100% + 26 mL 
(de agua) 

24 mL de Gly 
100% + 26 mL (de 

agua) 

x 

Agua 1000 mL 950 mL 950 mL 480 mL 

Post-autoclavado 

Stock CaCl2  
50x 

x x x 20 mL 

Stock Vitaminas 
1000x 

x x x 1mL 

Stock Minerales 
10.000x 

x x x x 

Stock CaCl2 

50x 
500 gr/L 

Stock Vitaminas 
1000x 

4.20 mM de ácido pantoténico, 81.2 mM de ácido nicotínico, 55.5 mM de inositol y 
40.8 μg de biotina 

* Prescindir en caso de medio líquido 
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 EMM («Edinburgh Minimal Medium»). Medio de cultivo pobre nutricionalmente 

(químicamente definido) empleado para el crecimiento vegetativo de S. pombe en los 

experimentos de déficit nutricional. Este medio se suplementa con determinados 

aminoácidos o bases nitrogenadas en aquellos casos en los que la cepa lo requiera 

para su crecimiento (auxotrofías) (Tabla 5) (Moreno et al., 1991). 

2.2 Tratamientos de estrés nutricional en S. pombe. 

El cultivo de S. pombe en condiciones de desrepresión se realiza rutinariamente en 

medio con glicerol 3% más trazas de glucosa. En estos medios, el glicerol se emplea como 

una fuente de carbono respirable y no fermentable, que además actúa como agente 

osmoprotector evitando que las células detecten cualquier otra perturbación en el medio 

distinta al estrés nutricional (estrés osmótico). Las cepas de S. pombe se cultivaron en medio 

EMM con 7% de glucosa hasta fase exponencial temprana (DO600= 0,5-0.8). Acto seguido, las 

células se recogieron por filtración y fueron lavadas con el medio de cultivo correspondiente 

al tratamiento de estrés nutricional a ensayar (ayuno o limitación de glucosa). Finalmente, 

esas células fueron transferidas a un medio de cultivo que se indica a continuación:  

 Ayuno completo de glucosa. Se realizó la transferencia de las células desde EMM con 

7% de glucosa a un medio osmóticamente equilibrado, EMM con 3% de glicerol. En caso 

de que el experimento así lo indique, este medio fue suplementado con fármacos 

inhibidores de la ETC. 

 Limitación de glucosa. Se realizó la transferencia de las células desde EMM con 7% de 

glucosa a un medio osmóticamente equilibrado, EMM con 3% de glicerol suplementado 

con una concentración limitante de glucosa (0.01-0.2%). Salvo que se indique lo 

contrario, por defecto el EMM empleado contiene una concentración final de glucosa del 

0.04%. En caso de que el experimento así lo indique, estos medios fueron 

suplementados con fármacos inhibidores de la ETC.  

 Ayuno de nitrógeno. Se realizó la transferencia de las células desde un medio EMM con 

2% en glucosa a un medio que carece de cualquier fuente nitrogenada (EMM-N2). En 

caso de que el experimento así lo indique, este medio fue suplementado con fármacos 

inhibidores de la ETC.  

 Ayuno de glucosa (Sorbitol). Se realizó la transferencia de las células desde EMM con 

7% de glucosa a un medio osmóticamente equilibrado con sorbitol, EMM con 7% de 

sorbitol. En este caso, S. pombe no es capaz de metabolizar la fuente de carbono 

disponible, actuando meramente como un agente osmoprotector. 
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 Tabla 5. Composición de los medios mínimos (EMM) utilizados rutinariamente para los experimentos 
de estrés nutricional en S. pombe (Adaptada de Moreno et al., 1991). 

 

 

 

   Ayuno 
completo 

de 
Glucosa  

Limitación 
de 

Glucosa 

Ayuno de 
Nitrógeno 

Ayuno 
de 

Glucosa 
(Sorbitol) 

 EMM 2% 
glucosa 

EMM 7% 
glucosa 

EMM 3% 
glicerol 

EMM 3% 
Glicerol + 

X% 
glucosa. 

EMM 2% 
Glucosa 

Sin 
Nitrógeno. 

EMM 7% 
Sorbitol 

Pre-autoclavado 

Phtalato de 
potasio 

14.7 mM  14.7 mM  14.7 mM  14.7 mM  14.7 mM  14.7 mM  

Na2HPHO4 15.5 mM 15.5 mM 15.5 mM 15.5 mM 15.5 mM  15.5 mM  

NH4Cl 93.5 mM 93.5 mM 93.5 mM 93.5 mM x 93.5 mM 

Adenina 200 mg/L  200 mg/L  200 mg/L  200 mg/L  x 200 mg/L  

Uracilo 200 mg/L  200 mg/L  200 mg/L  200 mg/L  x 200 mg/L  

Histidina 200 mg/L  200 mg/L  200 mg/L  200 mg/L  x 200 mg/L  

Leucina 200 mg/L  200 mg/L  200 mg/L  200 mg/L  x 200 mg/L  

Glicerol x x 24 mL  x x x 

Agua 480 mL 480 mL 956 mL 480 mL 480 mL 480 mL 

Post-autoclavado 

Stock Sales 50 
X 

20 mL 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL 

Stock 
Vitaminas 

1000x 

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 

Stock 
Minerales 
10.000x 

0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 

 
 
 
 

Glucosa 

Botella 
separada al 

2% de glucosa 
(20 gr en 500 

mL H2O). 
Añadir en 
campana 

Botella 
separada al 

7% de glucosa 
(70 gr en 500 

mL H2O). 
Añadir en 
campana. 

x Botella 
separada 
al X% de 

glucosa (X 
gr en 500 
mL H2O). 
Añadir 24 

mL de 
glicerol. 

Añadir en 
campana. 

Botella 
separada 
al 2% de 
glucosa 
(20 gr en 
500 mL 
H2O). 

Añadir en 
campana. 

Botella 
separada 
al 7% de 
glucosa 

(70 gr en 
500 mL 
H2O). 

Añadir en 
campana. 

Stock Sales 
50x 

0.26 MgCl2 hexa-hidratado, CaCl2 di-hidratado 4.99 mM, KCl 0.67 M, Na2SO4 14.1 
mM 

Stock 
Vitaminas 

1000x 

4.20 mM de ácido pantoténico, 81.2 mM de ácido nicotínico, 55.5 mM de inositol y 
40.8 μg de biotina 

Stock 
Minerales 
10.000x 

80.9 mM de ácido bórico, 23.7 mM de MnSO4, 13.9 mM ZnSO4 hepta-hidratado, 7.40 
mM de FeCl2 hexa-hidratado, 2.47 mM de ácido molíbdico, 6.02 mM de KI, 1.60 mM 
de CuSO4 penta-hidratado y 47.6 mM de ácido cítrico 
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Finalmente, en los experimentos de estrés nutricional realizados con inhibidores de ETC 

(Figura 8), las células se cultivaron hasta fase exponencial y se pretrataron con: 25.6 µg/ml 

de rotenona (Santa Cruz Biotechnology, sc-203242), 0.5 µM de AA (Sigma-Aldrich, A8674), 2 

Mm de TTF2A (Santa Cruz Biotechnology, sc-251801), 10 µM de Oligomicina (Sigma-Aldrich, 

495455), o 500 µM de DCCD (Sigma-Aldrich, D80002) durante 1 hora. Posteriormente, se 

recuperaron las células por filtración y se resuspendieron en los medios indicados 

anteriormente en presencia de las drogas correspondientes. 

2.3 Medio de cultivo empleados para el crecimiento de E. coli. 

 Medio LB (Luria-Bertani): Este medio de cultivo se emplea rutinariamente para 

el culivo de E. coli. Este medio está compuesto por triptona al 1%, extracto de 

levadura al 0.5% y NaCl al 1%. Previamente a la esterilización en el autoclave, 

el pH se ajusta entre 7.2-7.4. 

3. Condiciones de cultivo de los microorganismos, estimación del 

crecimiento y recuento celular. 

3.1 Condiciones de cultivo para el crecimiento de S. pombe. 

Los cultivos de S. pombe se realizaron en cultivo líquido en matraces Erlenmeyer, 

manteniendo en 1/3 la relación entre volumen del medio y la capacidad total del matraz. El 

cultivo se efectuó en los medios indicados (YES o EMM), a 28ºC y en incubadores con 

agitación orbital. Respecto a los cultivos en medio sólidos se incubaron en estufas a una 

temperatura establecida, que osciló entre 25 y 37°C. En los experimentos realizados con 

células en fase exponencial de crecimiento, las muestras se obtuvieron cuando los valores de 

densidad óptica a 600 nm (DO600) estaban comprendidos entre 0,5 y 0,8. En cualquier otro 

caso, las muestras se obtuvieron a la densidad óptica indicada en el experimento.  

Respecto a los experimentos con el mutante termosensibles ksg1-208 (BV973), las 

células se cultivaron en EMM con 7% de glucosa hasta una densidad óptica de 0.5 a 28ºC 

(temperatura permisiva). Acto seguido, las células se recuperaron por filtración, y se 

transfirieron a EMM con 3% glicerol, y se incubaron a 36.5ºC. 
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3.2 Estimación del crecimiento y recuento S. pombe. 

El crecimiento de S. pombe en medio líquido se siguió mediante turbidimetría midiendo 

la densidad óptica a 600 nm. Para efectuar la medición se lleva a cabo una dilución 1/10 de 

la muestra y posteriormente se multiplica el resultado por el correspondiente factor de dilución. 

Respecto al recuento de células totales de S. pombe, este se efectúo mediante contaje directo 

en una cámara o hemocitómetro Neubauer en un microscopio óptico. La concentración celular 

se expresó como el número de células por mililitro (N) según la fórmula: 

𝐍 =  𝟐. 𝟓 ·  𝟏𝟎𝟓 ·  �̅�  ·  𝐝 

En ella, �̅� es la media del número de microorganismos determinado en los recuentos 

efectuados por cuadrícula de la cámara, y d es el factor de dilución.  

3.3 Condiciones de cultivo para el crecimiento de E. coli. 

Los cultivos líquidos de E. coli se incubaron en medio LB con agitación orbital (250 

r.p.m.) a una temperatura de 37ºC. Por su parte, los cultivos sólidos se incuban en estufas a 

37ºC. 

4. Ensayos de viabilidad celular. 

4.1 Ensayos de crecimiento en gota.  

La viabilidad celular de las cepas de S. pombe en presencia de fuente de carbono no 

fermentables (glicerol), no metabolizables (sorbitol) y en presencia de agentes que bloquea el 

correcto funcionamiento de la ETC (Oligomicina, DCCD, Rotenona y Antimicina A) se realizó 

mediante la técnica de las diluciones seriadas en gota. Para realizar esta técnica, se tomó una 

alícuota en fase exponencial de crecimiento (DO600= 0,8) de cada cultivo de las cepas de S. 

pombe empleadas en el experimento, y se determinó el número de células por mililitro (N) 

(Ver Apartado 3.2 de Materiales y Métodos). 

Una vez ajustada la concentración celular de dicha alícuota a 107 células/mL, se 

realizaron diluciones seriadas desde 106 hasta 103 células/mL en una placa multipocillos, y se 

depositaron gotas de 10 µL de cada dilución sobre placas los medios adecuados (por 

duplicado). Los resultados se registraron mediante la toma de fotografías tras 3 días de 

incubación a 28ºC, salvo que en el experimento se especifique lo contrario. Los medios de 

cultivo empleados son los descritos en la Tabla 4. 
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4.2 Medición de la viabilidad celular 

La cepa control (AI30) de S. pombe se cultivó en EMM con 7% glucosa hasta una 

DO600 final de 0.5. Las células se recuperaron por filtración, se incubaron durante los tiempos 

indicados en el mismo medio sin glucosa (EMM con 3% glicerol). La viabilidad celular en los 

diferentes tiempos se midió contando las UFC de las diluciones apropiadas en placas YES 

incubadas durante 3 días a 30ºC. Se expresa como porcentaje de UFC y se calculó de la 

siguiente manera:  

𝑈𝐹𝐶 (%) =
𝑈𝐹𝐶 𝑒𝑠𝑐𝑎𝑠𝑒𝑧 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎

𝑈𝐹𝐶 𝑐𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎
·  100 

4.3 Medición del envejecimiento cronológico (CLS). 

El efecto provocado por el estrés nutricional sobre la supervivencia celular se evaluó 

mediante un análisis comparativo de supervivencia celular de distintas cepas mutantes con la 

cepa control. Para ellos las células de S. pombe se cultivaron en un medio EMM con 7% 

glucosa hasta un A600 final de 0.5. Posteriormente, las células se recuperaron por filtración, y 

se incubaron en: (i) EMM con 0.08% de glucosa más 7% de sorbitol durante 6 h (con 

preadaptación); (ii) EMM con 7% de sorbitol durante 7 días (sin preadaptación). Una vez 

transcurridas las 6h, las células preadaptadas se recuperaron por filtración y se 

resuspendieron durante 7 días en el mismo medio sin glucosa (EMM con 7% sorbitol). La 

viabilidad celular se midió después de este período de incubación de 7 días contando las 

unidades formadoras de colonias (UFC) de las diluciones apropiadas en placas YES 

incubadas durante 3 días a 30 ºC. El porcentaje de viabilidad se expresa como la relación 

entre el número de colonias formadas y el número total de células sembradas. Se realizaron 

tres experimentos independientes. 

5. Construcción de cepas.  

5.1 Conjugación y aislamiento de ascosporas al azar. 

La inducción de la la conjugación entre dos cepas de S. pombe requiere del uso de 

estirpes heterotálicas sexualmente opuestas (h+ o h-). Estas cepas se incubaron durante 24 

horas en placas de medio YES a 28ºC. Seguidamente, se inoculó aproximadamente la misma 

cantidad de células de cada cepa y se mezcló en un pequeño volumen de agua estéril (25 

µL). Posteriormente, esta suspensión celular se depositó en una placa de medio SPA (Tabla 

4). Los zigotos se originan tras 12-20 horas e inmediatamente sufren meiosis y esporulación, 

formando ascas con 4 ascosporas después de 1-2 días de incubación a 25ºC.  
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La obtención de ascosporas y purificación sigue el protocolo descrito por Kelly y 

colaboradores (Kelly et al., 1993). Mediante este método se efectúa la digestión de las paredes 

de células vegetativas y ascas por acción de la glusulasa, induciendo su lisis osmótica sin 

afectar a la capacidad germitativa de las ascosporas. Para ello se procedió a resuspender la 

mezcla de conjugación (masa celular de la placa SPA a 25ºC) en agua estéril. Esta suspensión 

celular se trató con 2050 unidades de glusulasa (Sigma) durante toda la noche en agitación a 

temperatura ambiente. Posteriormente, esta suspensión de ascosporas se centrifugó a 3.000 

r.p.m durante 1 minuto. Se retiró el sobrenadante y se procedió al lavado y resuspensión de 

las ascosporas con agua estéril. Se realizaron diluciones seriadas para obtener entre 100 y 

1.000 esporas por placa, y se sembraron por extensión en placas de YES. Seguidamente, las 

placas fueron incubadas durante 3 días a 25ºC- 28ºC, según fenotipos de termosensibilidad. 

Las cepas con el genotipo deseado fueron seleccionadas tras su réplica en diferentes medios 

selectivos. 

5.2 Transformación de S. pombe. 

La transformación de S. pombe se realizó de acuerdo al siguiente protocolo que ha 

sido adaptado a partir del procedimiento propuesto por Moreno y colaboradores (Moreno et 

al., 1991). Primeramente, se estableció un cultivo de 50 mL en medio YES de la cepa de S. 

pombe a transformar. Una vez alcanzó una DO600nm entre 0.8 y 1.2, las células se recogieron 

y se centrifugaron a 1.800 r.p.m. durante 4 minutos a temperatura ambiente. Acto seguido, se 

retiró el sobrenadante, se lavaron las células con 20 mL de agua destilada, se resuspendieron 

y se volvieron a centrifugar a 1.800 r.p.m. durante 4 minutos a temperatura ambiente. 

Seguidamente, se retiró el sobrenadante, se lavaron en 20 mL de AcLi/TE 1X (Acetato de litio 

0,1M, Tris-HCll 10 mM pH 7,6 y EDTA 1mM) y se volvieron a centrifugar a 1.800 r.p.m. durante 

4 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendieron las células en 100 µL de 

AcLi/Te 1X, y se añadieron 20 µL de ADN de salmón (10 mg/mL) previamente hervido, así 

como 10 µL del ADN para transformar (plásmido o productos de PCR). Esta mezcla se incubó 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se añadieron 260 µL de 

AcLi/TE/PEG4000 40% y la muestra se incubó durante 40 minutos a 30ºC. Una vez finalizada 

la incubación, se añadió a cada muestra 43 µL de DMSO, y las alícuotas se transfierieron a 

un baño/termobloque a 42ºC durante 5 minutos. Finalmente, se recogieron las muestras, y se 

procedió al lavado de las células mediante centrifugación a 1.800 rpm durante 2 minutos y 

resuspensión posterior en 500 µL de agua destilada estéril. Las transformaciones se 

sembraron en medio rico y se incubaron durante 1 día a temperatura permisiva según el 

genotipo (25-30ºC). Una vez crecidas, las placas fueron replicadas en medio selectivo con 

antibióticos o EMM sin el aminoácido adecuado, y se incubaron durante 4 o 5 días. 
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5.2.1 Mutagénesis dirigida. 

Para construir el plásmido molde pTA-Rst2:HA se empleó el marco de lectura abierto 

de rst2+ marcado con HA en el extremo C-terminal con sus secuencias reguladoras. Se 

amplificó el casete kanMX6 y la UTR 3' mediante PCR usando ADN genómico de células Rst2-

3HA como molde; el oligonucleótido 5', Rst2-HA-FWD, que hibrida de 1025 a 1000 pb aguas 

arriba del codón de inicio rst2 +; el oligonucleótido 3', Rst2-HA-REV, que hibrida de 580 a 605 

pb aguas abajo del codón de STOP de rst2+ (Tabla 6). El fragmento de PCR se clonó en el 

plásmido pCR2.1 utilizando el kit de clonación TOPO TA (Thermo Fisher Scientific, 451641) y 

se confirmó mediante secuenciación. Los plásmidos pTA-Rst2S292A-HA y pTA-Rst2S245A-HA se 

obtuvieron mediante PCR mutagénica dirigida en un solo paso utilizando el plásmido pTA-

Rst2:HA como molde y los correspondientes pares de oligonucleótidos mutagénicos Rst2-

S292A-FWD/Rst2-S292A-REV y Rst2-S245A-FWD/Rst2-S245A-REV (Tabla 6).  

Los plásmidos anteriores se usaron como moldes de PCR para obtener los fragmentos 

de ADN correspondientes, que se transformaron en la cepa control (MM1). A continuación, se 

verificó la correcta integración mediante PCR e inmunoensayo Western-blot. La incorporación 

de los residuos mutagenizados se confirmó mediante secuenciación. 

Tabla 6. Tabla de oligonúcleotidos empleados en la mutagénesis dirigida de Rst2. 

Nombre Secuencia 

Rst2-HA-Amplicon-F CAGATCATTGAAGATTATTGCACTA 

Rst2-HA-Amplicon-R TTTCGCTAATAACTCCTTATTTGAC 

Rst2-S245A-R CGATAGTACAAAGGAGCGTCGGGTCCATAAGGC 

Rst2-S245A-F GCCTTATGGACCCGACGCTCCTTTGTACTATCG 

Rst2-S292A-R TGAAACGGCGTTAGGTGCATACGGCATTCTAGC 

Rst2-S292A-F GCTAGAATGCCGTATGCACCTAACGCCGTTTCA 

 

5.3 Transformación de E. coli. 

Las cepas de E. coli empleadas en este trabajo se transformaron mediante choque 

térmico tras acondicionamiento previo. En este tipo de transformación, el acondicionamiento 

previo implica un tratamiento químico con sales como CaCl2 o MgCl2. El objetivo de este 

tratamiento es neutralizar con sal las cargas negativas de la bicapa de fosfolípidos, 

permitiendo que el ADN externo se aproxime a la superficie celular. De este modo se está 

modificando la permeabilidad de la membrana y la pared celular, facilitando que las células 

de E. coli sean competentes para absorber el ADN extraño (Panja et al., 2006). En todos los 

casos el marcador de selección de los transformantes fue la resistencia a ampicilina. Una vez 

sometidas las células al choque térmico, se sembraron en placas de LB más ampicilina. 
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6. Técnicas de Manipulación de Ácidos nucleicos. 

6.1 Obtención y manipulación de muestras de ADN. 

6.1.1 Obtención de ADN genómico de S. pombe. 

El ADN genómico de S. pombe se obtuvo siguiendo el protocolo de Hoffman y 

colaboradores (Hoffman & Winston, 1987). Inicialmente, se cultivaron las células en 10 mL de 

YES hasta alcanzar una DO600nm elevada. Posteriormente, se obtuvo la fracción celular 

mediante centrifugación a 5000 g durante 2 minutos. Las células fueron lavadas 2 veces con 

agua destilada y finalmente se resuspendieron en 200 µL de tampón T (Tritón X-100 2%, SDS 

1%, NaCl 100 mM y Tris-HCl 10 mM pH 8) y 200 µL de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 

(25:24:1). Seguidamente, las células se rompieron mediante 60 segundos de disrupción 

mecánica en el vórtex empleando perlas de vidrio (0.5 mm de diámetro), y posterior, 

enfriamiento en hielo durante 60 segundos. Una vez lisadas, se adicionaron 0.2 mL de tampón 

Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM a pH 8; y se centrifugaron los extractos celulares durante 5 

minutos a 10.000 g. Se retiró el sobrenadante a un tubo estéril y se le añadió 1 mL de etanol 

absoluto. Seguidamente, se centrifugó durante 2 minutos a 10.000 g. El precipitado obtenido 

fue resuspendido en 400 µL de tampón Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM a pH 8, al que se le 

añadió 3 µL de RNAsa (10 mg/mL) y se incubó durante 1 h a 37ºC. Finalmente, se procedió 

a la precipitación del ADN. Para ello se añadieron 10 µL de acetato de amonio a 4M y 1 mL 

de etanol absoluto. La muestra se centrifugó a 10.000 g durante 15 minutos. El precipitado 

obtenido se resuspendió en 50 µL de agua MiliQ.  

6.1.2 Obtención de ADN plasmídico de E. coli. 

La obtención del ADN plasmídico de E. coli se efectuó mediante el uso de un kit 

comercial (High Pure Plasmid Isolation Kit) siguiendo las instrucciones del fabricante (Roche).  

6.1.3 Medición de la concentración de ADN total. 

La concentración de ADN se determinó midiendo la absorbancia a 220-280 nm en un 

espectrofotómetro Nanodrop 100 siguiendo las instrucciones del fabricante (Thermo 

Scientific). Se utilizó la relación 260/280 como indicador del grado de pureza de la preparación 

(>1.6 en el caso de ADN).  
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6.1.4 Digestión del ADN con enzimas de restricción. 

La digestión con enzimas de restricción permitió la caracterización de fragmentos de 

ADN, y fue necesario para la construcción de moléculas recombinantes. El tratamiento con 

las enzimas de restricción siguió las instrucciones especificas recomendadas por los 

proveedores (Roche, Fermentas, Amersham Life Science y Gibco BRL), así como, las 

indicaciones generales descritas por Sambrook y colaboradores (Sambrook et al., 1989). 

6.1.5 Electroforesis de ADN en geles de agarosa, y purificación de ADN a partir 

de los geles. 

Los fragmentos de ADN de diferentes tamaños se separaron mediante electroforesis 

en geles de agarosa preparados a la concentración adecuada para el tamaño del fragmento 

a separar. El marcador de peso molecular empleado corresponde con los fragmentos producto 

de la digestión del genoma del virus lambda (λ) con HindIII (Fermentas). La electroforesis se 

desarrolló a un voltaje constante de 65-90 V. El tampón empleado fue TAE 1X (Tris-acetato 

0,04 M, EDTA 0,001 M). Como agente empleado para la detección del ADN mediante 

iluminación con luz ultravioleta, se empleó Bromuro de Etidio (1 µg/mL).  

Finalmente, el aislamiento y purificación de fragmentos específicos de ADN a partir del 

gel de agarosa se realizó haciendo uso del kit UltraClean PCR Clean-up DNA Purification Kit 

(MoBio laboratorios Inc.) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

6.1.6 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Las reacciones de PCR («Polymerase Chain Reaction») se realizarón en un 

termociclador Eppendorf (modelo Mastercicler Personal). Cada reacción de PCR contenía 100 

pmoles de cada oligonucleótido sintético (Roche), 20 ng de ADN molde, 20 pmoles de una 

mezcla de desoxirribonucleótidos y 1,5 unidades de Expand High Fideliy Polymerase (Roche 

Molecular Biochemicals), en 50 µL de solución tamponada. Las condiciones de amplificación 

variaron según el tamaño del ADN a amplificar y la temperatura de hibridación (Tm) de los 

oligonucleótidos. Las etapas de la amplificación constaban de una desnaturalización inicial a 

95ºC durante 2 minutos; y de 35 ciclos de una desnaturalización-hibridación-polimerización 

(95ºC, 30 segundos), hibridación (Tm, oscila entre 45-65ºC, 30-90 segundos) y polimerización 

(72ºC, 1-4 minutos); polimerización final (72ºC, 2 min) y conservación (4ºC). 
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6.1.6.1 Comprobación del genotipo de los transformantes mediante PCR. 

Se diseñaron oligonucleótidos que hibridan en una posición especifica de la secuencia 

del marcador (resistencia a antibiótico,…) y en las secuencias adyacentes a la ORF del gen 

marcado o deleccionado. Se prepararon tubos con reacciones de PCR sin la polimerasa y a 

cada uno se le añadió ADN obtenido de la colonia correspondiente a analizar. Finalmente, se 

añadió la polimerasa. Estas muestras se sometieron a las condiciones estándar de 

amplificación descritas previamente, y el producto se analizó en geles de agarosa. 

6.2 Análisis de Expresión génica. 

6.2.1 Experimentos de micromatrices (Microarray) y análisis de 

enriquecimiento. 

Se cultivaron células de las estirpes control, pka1∆, pka1∆ rst2∆ y pka1∆ atf1∆ de S. 

pombe hasta fase exponencial en EMM con 7% en glucosa. Se realizaron dos réplicas 

biológicas para cada cepa. Se recogieron los pellets celulares y se congelaron a -80ºC. 

Posteriormente, se procedió a la extracción del ARN con el mini kit RNeasy (Qiagen), según 

las instrucciones del fabricante, y se comprobó la cantidad y calidad del ARN con un 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).  

El ADNc se sintetizó a partir de 100 ng de ARN total de cada muestra utilizando el kit 

de reactivos GeneChip 3´ IVT PLUS (Affymetrix, ThermoFisher Scientific). La cantidad y la 

calidad de los intermedios de ADNc y ARNc se verificaron con Nanodrop 2000 (ThermoFisher 

Scientific) y Bioanalyzer 2100. Se purificaron los ARNc diana marcados y se añadieron 5 µg 

de ARNc biotinilado fragmentado en la mezcla de hibridación mediante el kit GeneChip 

Hybridization, Wash and Stain (Affymetrix, ThermoFisher Scientific), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Las preparaciones resultantes se hibridaron con las 

micromatrices GeneChip Yeast Genome 2.0 (Affymetrix, ThermoFisher Scientific), que 

incluyen 5021 sondas de prueba con 11 pares de oligonucleótidos correspondientes a 5031 

genes presentes en el genoma de S. pombe.  

Después de escanear, los datos de las micromatrices se procesaron utilizando 

Affymetrix Expression Command Console (Affymetrix, ThermoFisher Scientific), y todas las 

muestras pasaron los criterios de calidad. El análisis de datos se realizó con RMA (Robust 

Multiarray Average). Los valores de intensidad de señal sin procesar se corrigieron en un 

segundo plano, calculándose el log2. Posteriormente, se normalizaron en cuantiles para 

obtener un valor de intensidad individual para cada conjunto de sondas con el software Partek 

Genomics Suite y Partek Pathways (Partek Incorporated, St. Louis, EE. UU.).  
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Para el análisis estadístico de los datos, se aplicó una prueba de ANOVA (T-student) 

con un umbral restrictivo en el valor de p ajustado por FDR ≤ 0.05 y FCh≥2. Los datos 

completos de las micromatrices están disponibles en ArrayExpress (número de acceso E-

MTAB-11624).  

Finalmente, se realizó un análisis de enriquecimiento GO de las proteínas codificadas 

por los 145 genes sobreexpresados en las células pka1∆, cuya expresión es dependiente de 

los factores de transcripción Rst2 y Atf1. Este análisis se realizó utilizando la herramienta de 

análisis de enriquecimiento del sistema de clasificación PANTHER (Mi et al., 2013), con 

respecto al proceso biológico GO como se indica en PomBase (Lock et al., 2019).  

6.2.2 Síntesis de ADNc y reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en 

tiempo real (RtqPCR). 

El ARN total fue extraído y purificado a partir de las cepas mutantes y control de S. 

pombe utilizando un mini kit RNeasy (Qiagen), en presencia de SUPERase RNase Inhibitor 

(Invitrogen). Posteriormente, se cuantificó la cantidad y calidad del ARN con un 

espectrofotómetro Nanodrop 100 (Thermo Scientific). Seguidamente, se retrotranscribió 1 μg 

de RNA total a ADNc con el Kit de síntesis de cDNA iScript (BioRad). Las qPCR se realizaron 

con iTaq Universal SYBR Green Supermix (BioRad) y un sistema de PCR en tiempo real 

CFX96 (BioRad, EE.UU). La expresión génica relativa se cuantificó con base en el método 2 

−ΔΔCT y se normalizó usando la expresión del RNA 28S en cada muestra. Se muestran los 

promedios de tres experimentos independientes ± SD. La comparación estadística entre las 

cepas y los valores P se analizaron mediante one - way ANOVA. 

7. Técnicas de Manipulación de Proteínas. 

7.1 Obtención de extractos celulares y preparación de muestras. 

Una vez realizados los tratamientos indicados, las células (10 ml de cultivo) se 

recogieron por centrifugación (3.200 r.p.m) a 4ºC, y se resuspendieron una vez en tampón 

STOP frío. Tras una nueva centrifugación, la masa celular obtenida se congeló 

inmediatamente a - 80ºC para su procesamiento posterior. Los extractos celulares se 

obtuvieron, a menos que se indique lo contrario, tras precipitación con ácido tricloroacético 

(TCA [Sigma]) tal y como se describe en (Grallert & Hagan, 2017). Para ello se resuspendieron 

las células en 200 µL de TCA 20%, y se transfirieron a un tubo de rotura de fondo cónico 

relleno con 500 mg de esferas de vidrio (0,4 mm, Sigma). La rotura celular se llevó a cabo por 

disrupción mecánica empleando el sistema Fast-Prep. Posteriormente, se añadió a los lisados 

400 µL de TCA 5%. Seguidamente se perforó el fondo cónico con ayuda de agujas 

hipodérmicas, y mediante centrifugación durante 3 minutos a 3.000 r.p.m. se obtuvo el lisado 
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celular. A continuación, la muestra se centrifugó durante 5 minutos a 13.000 r.p.m. Se retiró 

el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1 mL de TCA 0.01%. Se le añadió a cada 

muestra 70 µl de tampón de carga para geles de poliacrilamida-SDS (Sambrook et al., 1998) 

y 30 µl de Tris-HCl 1M pH 8.0. La muestra se hirvió a 100ºC durante 5 minutos y se centrifugó 

1 minuto a 13.000 r.p.m. En el caso de muestras donde interesa el estado de fosforilación de 

la proteína (Rst2 y Atg1), la muestra se sometió a un tratamiento térmico de 70ºC durante 10 

minutos y, finalmente, se centrifugó 1 minuto a 13.000 r.p.m.  

Respecto a la detección de la fosforilación de Rst2 en S292, las muestras se obtuvieron 

mediante el uso de un tampón con urea tal y como se describe en (Prieto-Ruiz et al., 2020). 

7.2 Electroforesis en SDS-PAGE.  

La separación de las proteínas se efectuó según diferencias de tamaño mediante la 

electroforesis de proteínas en geles verticales de poliacrilamida-SDS en condiciones 

desnaturalizantes (Brunelle & Green, 2014). Los geles de poliacrilamida se prepararon a partir 

de una solución stock de acrilamida/bisacrilamida (30% y 0,8% respectivamente; Protogel, 

National Diagnostics). Se emplearon geles de una concentración del 6-12% para el gel de 

resolución (según el tamaño de la proteína de interés), y del 5% para el concentrador. Para 

esta técnica se utilizaron dos equipos, cuyo uso dependía del número de muestras a analizar: 

el sistema Mini Protean III para geles de 1,5 mm de grosor; y el sistema Criterion, ambos de 

Bio-Rad. Las electroforesis se realizaron a voltaje constante que varió según el sistema 

utilizado entre 90-120 V (Mini Protean) y 120 V (Criterion). Como marcador de peso molecular 

se empleó el suministrado Sigma (Prestained Molecular Weight Marker) que permite resolver 

proteínas en un rango de entre 26 y 180 kDa. Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas 

se transfirieron a un soporte sólido de nitrocelulosa para ser detectadas con anticuerpos 

específicos mediante la técnica de Western (Towbin et al., 1979).  

A continuación, se detallan las concentraciones de acrilamida empleadas para la 

separación de las proteínas objeto de análisis en este trabajo: 

 Ensayo de procesamiento CFP-Atg8. Se emplearon geles del 12% de acrilamida. 

 Control de carga total (Cdc2). Se emplearon geles del 12% de acrilamida. 

 Cambio de movilidad de Atg1. Se emplearon geles del 10% de acrilamida. 

 Detección de Gld1. Se emplearon geles del 10% de acrilamida. 

 Cambio de movilidad de Rst2. Se emplearon geles del 8% de acrilamida. 

 Detección de la fosforilación de Rst2 in vivo en S292. Se emplearon geles del 8% de 

acrilamida. 
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7.3 Western blot. 

7.3.1 Transferencia de las proteínas a membranas de nitrocelulosa. 

Las proteínas separadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham, 10600003) empleando un equipo 

Transblot Turbo Transfer System (Biorad), y tiras de papel de filtro Whatman 3MM Chr 

empapadas en tampones de elaboración propia: Tampón ánodo (Tris-HCl 0,3 M y metanol 

10%, pH 10,4) y tampón cátodo (Tris-HCl 25 mM, ácido aminocaproico 40 mM y metanol 20%, 

pH 9,4). La transferencia se realizó a temperatura ambiente y aplicando una intensidad de 

corriente constante de 300 mA durante 60 minutos.  

7.3.2 Inmunodetección de las proteínas fijadas en membranas de nitrocelulosa. 

Una vez finalizada la transferencia, las membranas se trataron con una solución de 

bloqueo (suspensión de tampón específico del anticuerpo a usar, y leche (o albumina)) (Tabla 

7) durante, al menos, 1 hora. Transcurrido ese tiempo, la solución de bloqueo se eliminó 

mediante 3 lavados de 10 minutos con el tampón específico del anticuerpo, y las membranas 

se incubaron, durante toda la noche a 4ºC en presencia del anticuerpo primario a la 

concentración indicada (Tabla 7). En función del anticuerpo primario empleado, se utilizaron 

distintos tampones, concentraciones y anticuerpos secundarios (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Tabla resumen de los anticuerpos y condiciones empleados en este trabajo 

 

Anticuerpo Primario Bloqueo Lavados Anticuerpo 
secundario 

Anti – GFP 
1:1000 
PBST 0.05% 

PBST 0.05% + leche PBST 0.05% Anti – IgG:HRP 
(mouse) 
1:2000 
PBST 0.05% + leche 

Anti – Cdc2/Cdk1 
1:5000 
PBST 0.05% 

PBST 0.05% + leche PBST 0.05% Anti – IgG:HRP (rabbit) 
1:2000 
PBST 0.05% + leche 

Anti – HA:HRP 
1:1500 
PBST 0.05% + leche 

PBST 0.05% + leche PBST 0.05% x 

Anti – fosfoRst2.S292 
1:3000 
TBST 0.1% + Albumina 

TBST 0.1% + Leche TBST 0.1% Anti – IgG:HRP (rabbit) 
1:2000 
PBST 0.05% + leche 
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Al día siguiente, tras eliminar el exceso de anticuerpo con 3 lavados de 10 minutos, las 

membranas se incubaron durante 60 minutos con el correspondiente anticuerpo secundario. 

Finalmente, el exceso de anticuerpo secundario no unido se eliminó mediante otros 3 lavados 

con el tampón adecuado.  

A continuación, se resumen los anticuerpos empleados en los principales 

experimentos realizados en el presente trabajo: 

 Proteólisis de CFP-Atg8: La detección se efectuó haciendo uso de un anticuerpo anti-

GFP policlonal de ratón (Roche). Paralelamente, se usó anti-PSTAIR monoclonal de 

conejo (anti-Cdc2; Sigma-Aldrich) para el control de carga. Las bandas 

inmunorreactivas se revelaron con anticuerpos secundarios anti-ratón conjugado con 

HRP (Abcam) y anti-conejo conjugado con HRP (Abcam) (Tabla 7). 

 Fosforilación de Rst2 en S292: La detección se efectuó con un anticuerpo 

antifosfopoliclonal producido por inmunización de conejos con un fosfopéptido sintético 

correspondiente a los residuos que rodean a Ser292 de Rst2 (GenScript) (Tabla 7). 

 Niveles de proteína Rst2, Atg1 y Gld1: La detección requirió del empleo un anticuerpo 

anti-HA conjugado con HRP monoclonal de rata (3F10 [Roche]). Se usó anti-PSTAIR 

monoclonal de conejo (anti-Cdc2 [Sigma-Aldrich]) para el control de carga. Las bandas 

inmunorreactivas se revelaron con anticuerpos secundarios conjugados con HRP anti-

conejo (Abcam) (Tabla 7). 

Para el revelado de la señal se utilizó el sistema Amersham ECL Western Blotting 

Detection (GE Healthcare) que permite la detección de la actividad peroxidasa asociada al 

anticuerpo secundario mediante quimioluminiscencia. Las proteínas reconocidas por los 

anticuerpos se detectaron al exponer películas Hyperfilm ECL (GE Healthcare) sobre las 

membranas durante tiempos variables en casetes de autorradiografía. 

7.4 Tratamiento con fosfatasa lambda (Desfosforilación). 

En el ensayo de desfosforilación de Rst2, se trataron 10 µg de extractos 

desnaturalizados con urea total con 40 U de proteína λ fosfatasa (New England Biolabs, 

P0753S), en presencia/ausencia de ortovanadato de sodio 5 mM durante 50 min a 30°C, como 

se describe en (Prieto-Ruiz et al., 2020). La electroforesis de proteínas se realizó en geles de 

SDS-PAGE al 8 % y se detectaron los niveles totales de Rst2-HA y la fosforilación en S292 

como se indicó anteriormente. 
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7.5 Cuantificación y reproducibilidad de Western blot. 

La cuantificación densitométrica de las señales de Western blot a partir de imágenes 

digitales .jpg de 16 bits de se realizó utilizando Fiji (ImageJ) (Schneider et al., 2012). Las 

bandas deseadas más el fondo se dibujaron como rectángulos y se obtuvo un gráfico de perfil 

para cada banda (picos). El porcentaje de proteólisis de CFP-Atg8 se estimó en cada punto 

de tiempo determinando la relación de señal de la banda de CFP-Atg8 con respecto a la banda 

de CFP libre y se normalizó con anti-Cdc2 (control de carga interno).  

Dependiendo del experimento, los datos de cuantificación mostrados pueden 

corresponder a experimentos representativos, o aquellos realizados como duplicados o 

triplicados biológicos. Se muestran las unidades relativas medias ± SD y/o los resultados 

representativos. Los valores de P se analizaron mediante one - way ANOVA. Los gráficos y 

análisis estadísticos se realizaron con Prism 6.0 (GraphPad Software). 

8. Medición del consumo de oxígeno. 

Para los experimentos de consumo de oxígeno, las células se cultivaron en EMM con 

7% de glucosa hasta un A600 final de 0.4. Las mediciones se realizaron con un oxímetro 

HI7640714 (Hanna Instruments), y las lecturas se registraron cada minuto durante 15 min, 

según el protocolo descrito en (Zuin et al., 2008) 

9. Microscopía. 

Las imágenes de fluorescencia se obtuvieron con un microscopio Leica DM4000B 

equipado con una cámara Leica DC400F y se procesaron con el software IM500 Image 

Manager. El porcentaje de células donde se observa el reclutamiento de CFP-Atg8 a PAS se 

determinó en cada punto de tiempo (número de células ≥ 300) de al menos tres experimentos 

independientes y se representó como media ± SD. Los gráficos y el análisis estadístico se 

realizaron utilizando GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software). La comparación estadística 

entre grupos se realizó mediante one - way ANOVA. 
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1. El déficit de glucosa es un estímulo proautofágico en 

Schizosaccharomyces pombe. 

Hasta la fecha, la inducción de la autofagia en respuesta a la escasez de glucosa en 

S. pombe es un tema controvertido. Por un lado, el ayuno completo de glucosa ha sido 

descartado como un estímulo proautofágico (Mukaiyama et al., 2010). Por otro lado, 

recientemente, se ha descrito que S. pombe es capaz de inducir la autofagia en respuesta a 

concentraciones limitantes en la disponibilidad de glucosa (Corral-Ramos et al., 2021). En 

vista de estos resultados, en esta Tesis Doctoral se ha abordado el análisis de las 

peculiaridades de la respuesta adaptativa de S. pombe frente a la escasez de glucosa y su 

relación con la activación de la autofagia. Para ello, el primer objetivo fue determinar las 

concentraciones de glucosa que promueven la inducción de la autofagia como respuesta 

adaptativa.  

En los experimentos realizados se cuantificó y monitorizó el flujo autofágico desde el 

ensamblaje del autofagosoma hasta su posterior transferencia a la vacuola y degradación 

(Klionsky et al., 2021). Para ello, se validó el método de procesamiento de CFP-Atg8, 

ampliamente utilizado en la investigación de la autofagia en S. pombe, en nuestras 

condiciones experimentales (Kohda et al., 2007; Mukaiyama et al., 2009; Mukaiyama et al., 

2010). Atg8 es una proteína esencial en el proceso autofágico, reclutada a la región de 

ensamblaje del fagóforo (PAS) al inducirse la autofagia. Esta se sitúa en ambas caras del 

fagóforo en expansión, participando en la curvatura de la membrana y en el reclutamiento de 

otras proteínas Atg necesarias para la expansión del fagóforo (Figura 21) (Maruyama et al., 

2021; Xie et al., 2008). Así, en condiciones donde se induce la autofagia, el reportero CFP-

Atg8 nos permite observar en el microscopio de fluorescencia la aparición temporal de 

estructuras puntiformes (puncta) en el citoplasma celular que corresponde con el PAS (Kohda 

et al., 2007). Una vez formado el autofagosoma, el Atg8 unido en la cara citoplasmática del 

autofagosoma es escindido por acción de la cisteína proteasa Atg4, quedando libre y 

disponible para su reciclaje y reutilización en nuevos ciclos de la autofagia (Figura 21) 

(Kaufmann et al., 2014; Sanchez-Wandelmer et al., 2017). No obstante, en la cara luminal del 

autofagosoma Atg8 permanece anclado siendo degradado tras la fusión del autofagosoma 

con la vacuola. Es en esta etapa donde el reportero CFP-Atg8 nos permite monitorizar y medir 

cuantitativamente la degradación vacuolar del dominio Atg8, pues la etiqueta CFP no es 

degradada por acción de las proteasas vacuolares, permaneciendo estable y pudiendo ser 

detectado con el transcurso del tiempo mediante un análisis por Western-Blot (Figura 21) 

(Klionsky et al., 2021). 
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La validación de este sistema comenzó con el analisis de la respuesta frente al ayuno 

de nitrógeno, un potente estímulo proautofágico en S. pombe (Kohda et al., 2007; Mukaiyama 

et al., 2009; Mukaiyama et al., 2010). Para ello, se analizó la respuesta de las células de S. 

pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 (AI30), y estaban creciendo 

exponencialmente en un medio mínimo (EMM con 2% de glucosa). Estas células fueron 

transferidas a un medio similar carente de fuente de nitrógeno (EMM-N2). Se tomaron 

muestras a distintos tiempos y se analizaron mediante Western-blot. Tal y cómo se esperaba, 

la respuesta inducida mostraba la aparición temporal de estructuras puntiformes en el 

citoplasma que corresponde con el PAS (Figura 22, panel A). 

 Además, se realizó un análisis detallado de la proteólisis vacuolar mediante Western-

blot. En condiciones de crecimiento vegetativo, la señal obtenida se correspondió 

íntegramente a la proteína de fusión CFP-Atg8 (tiempo 0). Sin embargo, tras el ayuno de 

nitrógeno (EMM-N2), se detectó un incremento gradual de los niveles de CFP libre resistente 

a la actividad proteasa (Figura 22, panel B). Estos resultados evidencian que el ayuno de 

nitrógeno es un potente estímulo proautofágico en S. pombe, y corroboran que el flujo 

autofágico puede ser monitorizado eficazmente mediante el empleo del reportero CFP-Atg8.  

 

 

Figura 21. Esquema del método de procesamiento de CFP-Atg8 empleado para el análisis de la 

autofagia en S. pombe. Para mayor información, véase el texto principal. Adaptado de Kohda et al., 

2007. 
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A continuación, evaluamos la respuesta de S. pombre frente a la inanición completa 

de glucosa. Para ello, se cultivaron células de la cepa AI30 hasta mitad de la fase exponencial 

de creicmiento en EMM con 7% de glucosa y se transfirieron a EMM sin glucosa y 

osmóticamente equilibrado con un 3% de glicerol (una fuente de carbono alternativa respirable 

y no fermentable). Se tomaron muestras a distintos tiempos y se analizaron mediante 

microscopía de fluorescencia y Western-blot. Tal y como se había descrito (Kohda et al., 

2007), este estímulo no indujo el reclutamiento de CFP-Atg8 a PAS ni su proteólisis (Figura 

22). Para descartar que esto se debiese a la muerte celular en estas condiciones, se estudió 

la viabilidad a lo largo del tratamiento (0-7h). Para ello, se determinó el porcentaje de unidades 

formadoras de colonia de levadura (%UFC). Nuestros resultados mostraron que la inanición 

de glucosa no afectó a la viabilidad celular durante el periodo de ayuno (Figura 23, panel A). 

Por lo tanto, la muerte celular no es responsable de la incapacidad de S. pombe para inducir 

la autofagia en respuesta al ayuno de glucosa. 

 

Figura 22. Comparativa del flujo autofágico en respuesta a la inanición de glucosa y nitrógeno. 

Se cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 (AI30) en: (i) EMM con 

7% de glucosa (7% Glu); y (ii) EMM con 2% de glucosa (+ Nitrógeno); hasta mitad de fase exponencial. 

Posteriormente, las células se recuperaron por filtración y se transfirieron a: (i) medio mínimo carente 

de glucosa, EMM con 3% glicerol (3% Gly) para analizar el ayuno de glucosa; (ii) o al mismo medio 

EMM, pero sin fuente de nitrógeno (EMM-N2) para analizar el ayuno de nitrógeno. Se tomaron muestras 

en los tiempos indicados. (A) Comparativa de la cinética de reclutamiento a PAS de CFP-Atg8 tras el 

ayuno de glucosa y de nitrógeno. (B) Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el 

inmunoensayo Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (detección de la fusión CFP-Atg8 y 

proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Los datos se muestran como 

(media ± SD) y corresponden a triplicados biológicos. 
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No obstante, tal y como comentamos previamente, resultados recientes han 

demostrado que el flujo autofágico se activa cuando las células de S. pombe se transfieren de 

un medio rico en glucosa a un medio suplementado con concentraciones limitantes de la 

misma (Corral-Ramos et al., 2021). No obstante, la naturaleza y los mecanismos precisos de 

esta respuesta siguen siendo desconocidos. Para explorar esta cuestión, comenzamos 

determinando con precisión el rango fisiológico de concentraciones limitantes de glucosa que 

promueven la inducción de la autofagia en S. pombe. Como se muestra en el panel A de la 

Figura 24, las células de S. pombe de la cepa AI30 cultivadas en EMM con 7% de glucosa se 

transfirieron a EMM 3% glicerol suplementado con un rango de concentraciones crecientes 

de glucosa (0.01%; 0.02%; 0.04%; 0.08%; 0.12%; 0.16%; y 0.2%). Como se evidencia en el 

panel B de la Figura 24, el reclutamiento de CFP-Atg8 a PAS en EMM con 3% glicerol 

suplementado con glucosa al 0.01% fue mínimo. Sin embargo, en medio con glucosa al 

0.02%, este reclutamiento se intensificó, alcanzando su punto máximo cuando la 

concentración de glucosa aumentó al 0.04%. Por otro lado, el porcentaje de células que 

incorporaban CFP-Atg8 al PAS disminuyó gradualmente al incubarlas en medios con 

concentraciones de glucosa de 0.08-0.16%. En medios con 0.2% de glucosa, el reclutamiento 

observado fue prácticamente nulo (Figura 24, panel B).  

Figura 23. El ayuno de glucosa no compromete la viabilidad celular de S. pombe, además la 

adición de concentraciones limitante de glucosa rescata la inducción autofagia. Se cultivaron 

células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 (AI30) en EMM con 7% de glucosa 

(7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por filtración y se 

resuspendieron durante los tiempos indicados en EMM con 3% de glicerol (3% Gly). (A) La viabilidad 

se midió mediante el porcentaje relativo de formación de colonias por células de levadura. Todos los 

valores son el promedio de tres repeticiones técnicas. ns, no significativo, calculado mediante one-way 

ANOVA. (B) Se tomaron muestras durante a diferentes tiempos del ayuno completo. Después, se 

añadió glucosa al medio a una concentración final de 0.08%. Se tomaron muestras a los tiempos 

indicados. Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo Western-

blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (detección de la fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se 

normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Se muestran los resultados de un experimento 

representativo. 
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Figura 24. La limitación de glucosa es un estímulo proautofágico en S. pombe. (A) Esquema 

metodológico donde se indica la diferencia entre ayuno de glucosa y limitación de glucosa. Para ello, 

se cultivabaron células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 (AI30) en EMM con 

7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por filtración 

y se transfirieron al mismo medio sin glucosa (EMM con 3% de glicerol (3% Gly)) o suplementado con 

cantidades limitantes de Glu (0.01 a 0.2%) en presencia de 3% de Gly. Se tomaron muestras a los 

tiempos indicados. (B) El porcentaje de células que reclutan CFP-Atg8 a PAS se estimó en cada 

momento mediante microscopía de fluorescencia (número de células > 300; tres réplicas biológicas) y 

se representa como (media ± SD). Se tomaron micrografías representativas de las células después de 

4h de incubación mediante microscopía de fluorescencia. Flechas: señal de CFP-Atg8. (C) Las 

muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo Western-blot haciendo 

uso del anticuerpo anti-GFP (detección de la fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-

Cdc2 (control de carga interno). Los datos se muestran como (media ± SD) y corresponden a triplicados 

biológicos. 
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Como se muestra en el panel C de la Figura 24, el reclutamiento de CFP-Atg8 a PAS 

provocó un incremento progresivo en la cantidad de CFP libre (resistente a proteasa) tras 5 y 

7 horas de incubación en unos medios enriquecidos con 0.02; 0.04 o 0.08% de glucosa. La 

cantidad máxima de CFP libre se observó con concentraciones de glucosa entre 0.04-0.08% 

de glucosa; y disminuyó paulatinamente a medida que la concentración de glucosa se 

elevaba, llegando a ser casi imperceptible en medios con 0.2% de glucosa (Figura 24, panel 

C). Por lo tanto, la inducción de la autofagia en S. pombe en respuesta a la limitación de 

glucosa ocurre dentro de un rango específico de concentraciones de glucosa.  

Basándonos en nuestros resultados, consideramos si, al añadir cantidades limitantes 

de glucosa, podríamos revertir el bloqueo de la autofagia observado en condiciones de ayuno 

completo de glucosa (Figura 23, panel B). Para ello, tras realizar un ayuno completo de 

glucosa de 7 horas en EMM con 3% glicerol, se añadió glucosa hasta alcanzar una 

concentración final en el medio de 0.08%. Posteriormente, se recolectaron muestras a 

diferentes intervalos de tiempo y se examinaron mediante Western-blot. Tal y como se 

esperaba, la inducción de la autofagia quedó evidenciada por la proteólisis de CFP-Atg8 

(Figura 23, panel B). Este resultado, en línea con los anteriores, sugiere que en S. pombe la 

inducción de la autofagia requiere de una adaptación celular progresiva y no abrupta a la 

escasez de glucosa. 

Durante el crecimiento en glucosa, las levaduras Crabtree positivas como S. pombe 

crecen fermentando la glucosa y excretan etanol al medio, y a medida que la glucosa 

comienza a ser un recurso escaso se inicia el metabolismo de fuentes de carbono alternativas, 

tales como el etanol o el glicerol (De Deken, 1966; Pfeiffer & Morley, 2014). S. pombe no es 

capaz de crecer en un medio de cultivo donde el etanol o el glicerol sean las únicas fuentes 

de carbono disponible. No obstante, S. pombe puede metabolizar el glicerol como fuente de 

carbono en presencia de concentraciones limitantes de otras fuentes de carbono alternativas 

como glucosa y etanol (Klein et al., 2013; Matsuzawa, Hara, et al., 2012; Matsuzawa et al., 

2010). Por lo tanto, cabría esperar que en condiciones en las que el etanol está disponible se 

induzca la autofagia. Para analizar esta cuestión, se transfirieron células AI30 de S. pombe, 

en crecimiento exponencial en medio EMM con 7% en glucosa, a un medio EMM con 3% de 

glicerol y 0.5% de etanol. Posteriormente, se recolectaron muestras a distintos intervalos de 

tiempo y se analizaron mediante Western-blot. Como se muestra en el panel A de la Figura 

25, las células en un medio con una combinación de etanol y glicerol exhibieron una inducción 

de la autofagia comparable a la observada durante la limitación de glucosa. 
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En este punto, nos planteamos estudiar la relevancia del glicerol como fuente de 

carbono alternativa respirable pero no fermentable en nuestras condiciones experimentales. 

Para ello, analizamos la inducción de la autofagia en células transferidas a medio EMM 

conteniendo 0.04% de glucosa y 7% de sorbitol (agente osmoprotector y fuente de carbono 

no metabolizable por S. pombe) en lugar de glicerol. Posteriormente, se procedió a la 

recolección de muestras a distintos intervalos de tiempo para su análisis por Western-blot. 

Sorprendentemente, en estas condiciones la proteólisis de CFP-Atg8 se redujo parcial, pero 

reproduciblemente (Figura 25, panel B). Estos resultados sugieren una posible influencia del 

metabolismo del glicerol en la regulación de la autofagia en respuesta a la limitación de 

glucosa en S. pombe. 

 

 

Figura 25. Inducción de la autofagia en respuesta a la escasez de glucosa en S. pombe durante 

el crecimiento en medios EMM que combinan etanol-glicerol y glucosa-sorbitol como únicas 

fuentes de carbono disponibles. Se cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína de 

fusión CFP-Atg8 (AI30) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. 

Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a: (A) EMM con 0.5% etanol más 3% de 

Gly; (B) EMM con 0.04% de glucosa más 7% de sorbitol. Finalmente, se tomaron muestras a los tiempos 

indicados. Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo Western-

blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (detección de la fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se 

normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Los datos se muestran como (media ± SD) y 

corresponden a triplicados biológicos. ns, no significativo; *, p < 0.05; **, p < 0.01; calculado mediante 

one-way ANOVA 
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2. Activación de Atg1: Una respuesta diferencial frente a la limitación 

y la inanición de glucosa en S. pombe. 

La serina/treonina quinasa Atg1 es la principal diana molecular de varias cascadas de 

señalización nutricional debido a que es un regulador fundamental de la inducción de 

autofagia en eucariotas, incluida S. pombe (Gross & Graef, 2020; Pan & Du, 2021; Xu & Du, 

2022). Recordemos que S. pombe el complejo de iniciación o de Atg1 está compuesto por la 

propia Atg1, Atg11 (ortóloga a FIP200 de mamíferos), Atg13, Atg17 y Atg101 (homologa a 

ATG101 de mamíferos) (Xu & Du, 2022). Por ello, nuestro siguiente objetivo consistió en 

analizar la relevancia y el estado de activación del complejo de Atg1 en condiciones de ayuno 

completo y de limitación de glucosa en S. pombe.  

En primer lugar, examinamos si la ausencia de Atg1 afectaba al reclutamiento de CFP-

Atg8 al PAS y/o a su proteólisis. Cabe destacar que, pese a su importancia en la inducción 

del flujo autofágico en S. pombe, la privación de nitrógeno promueve el reclutamiento de CFP-

Atg8 a PAS en mutantes nulos de atg1∆ y atg11∆ (Sun et al., 2013). Para comprobar si este 

fenotipo se reproducía en condiciones de escasez de glucosa se cultivaron células de S. 

pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30), 

atg1Δ (AJ311), atg11Δ (AJ312), atg4Δ (AI035), atg5Δ (AI036) en EMM con 7% de glucosa 

hasta mitad de fase exponencial. Acto seguido, se recogieron por filtración y se transfirieron 

a un medio EMM con 0.04% de glucosa y 3% glicerol. Se tomaron muestras a distintos 

intervalos de tiempo y se analizaron mediante microscopía de fluorescencia y Western-blot. 

Como se muestra en el panel A de la Figura 26, en los mutantes atg1∆ y atg11∆ se produjo la 

incorporación de CFP-Atg8 al PAS en condiciones de limitación de glucosa de manera similar 

a lo que ocurre durante el ayuno de nitrógeno. Sin embargo, este comportamiento no se 

observó en los mutantes atg4∆ y atg5∆ (sistema de conjugación de Atg8) (Figura 26, panel 

A), lo que confirma que la estructura puntiforme observada cuando se induce la autofagia en 

respuesta a la escasez de glucosa corresponde al PAS. Por otro lado, la proteólisis de CFP-

Atg8 en las células atg1∆, atg11∆, atg4∆ y atg5∆ se encuentra comprometida en dichas 

condiciones (Figura 26, panel B), subrayando el papel esencial de Atg1 en el inicio de la 

autofagia ante este estímulo. 
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A tenor de estos resultados, decidimos analizar la activación de Atg1 como reportero 

de una adecuada activación de la maquinaria autofágica en nuestras condiciones de estudio. 

La autofosforilación de Atg1 en su bucle de activación es esencial para su activación. Esta 

fosforilación provoca un retraso en la movilidad electroforética de Atg1, sirviendo como un 

indicador de su actividad quinasa (Yeh et al., 2010). Por otro lado, la inhibición de la quinasa 

TORC1 provoca la desfosforilación de Atg1 lo que ocasiona una mayor movilidad 

electroforética que se emplea comúnmente como marcador del inicio y la progresión de la 

autofagia (Corral-Ramos et al., 2021; Kohda et al., 2007). Para analizar la activación de Atg1 

ante la escasez de glucosa procedimos a transferir células de S. pombe que expresan la 

proteína de fusión Atg1-HA (control, AJ340) y estaban creciendo exponencialmente en EMM 

con 7% de glucosa a: (i) EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol; y (ii) EMM con 3% 

glicerol. Tal y como se aprecia en el panel B de la Figura 27, la movilidad electroforética de 

una fusión genómica Atg1-HA disminuyó ligeramente en células control tras la limitación de 

Figura 26. La autofagia inducida en respuesta a una limitación en la disponibilidad de glucosa 

requiere de los componentes atg1Δ, atg11Δ, atg4Δ y atg5Δ; de la maquinaria central de la 

autofagia. Se cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los 

fondos genéticos control (AI30), atg1Δ (AJ311), atg11Δ (AJ312), atg4Δ (AI035) y atg5Δ (AI036) en EMM 

con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por 

filtración y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% glicerol (0.04 % Glu + 3% Gly). Se 

tomaron muestras en los tiempos indicados. (A) Porcentaje de células donde CFP-Atg8 es reclutada a 

PAS. Los datos se muestran como (media ± SD) y corresponden a triplicados biológicos. (B) Se tomaron 

imágenes de microscopía de fluorescencia representativas de muestras de células después de 4 h de 

incubación. (C) Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante Western-blot haciendo 

uso del anticuerpo anti-GFP (detección de la fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-

Cdc2 (control de carga interno). Se muestran los resultados de un experimento representativo. 
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glucosa. Posteriormente, se observó un incremento progresivo tanto en los niveles de la 

proteína como en su movilidad a las 3 y 5 horas de incubación. Sin embargo, a pesar de que 

se ha descrito la inactivación de TORC1 tras la limitación y/o ayuno de glucosa (Corral-Ramos 

et al., 2021), no se observó un incremento en la movilidad electroforética de la fusión Atg1-HA 

durante la inanición completa de glucosa (Figura 27, panel B). Por lo tanto, la falta de 

inducción de autofagia en S. pombe durante la inanición de glucosa, a diferencia de la 

limitación de glucosa, podría deberse a una activación ineficiente de la quinasa Atg1, aunque 

los mecanismos moleculares implicados aún requieren de un estudio más detallado y 

profundo. 

 

 

 

 

Figura 27. La cinética de activación de Atg1 difiere entre la limitación y el ayuno completo de 

glucosa. (A) Modelo de regulación de la activación de Atg1 mediado por TORC1 y TORC2 en respuesta 

al déficit nutricional. Adaptado de Corral-Ramos et al., 2021. (B) Se cultivaron células de S. pombe que 

expresan la proteína de fusión Atg1-HA (control, AJ340) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta 

mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a: EMM con 

0.04% de glucosa más 3% de glicerol (0.04 % Glu + 3% Gly) o EMM con 3% de glicerol (3% Gly). Se 

tomaron muestras en los tiempos indicados. El cambio de movilidad de Atg1 se detectó mediante 

Western-blot de extractos de proteína precipitados con TCA haciendo uso del anticuerpo anti-HA-HRP. 

El * indica las bandas de menor movilidad. Se usó Anti-Cdc2 como control de carga. Se muestran los 

resultados de un experimento representativo. 
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3. La respiración mitocondrial es fundamental para la inducción de 

la autofagia ante un déficit de glucosa en S. pombe. 

En S. cerevisiae, la autofagia inducida en respuesta al déficit de glucosa es necesaria 

para el mantenimiento de la homeostasis mitocondrial, es decir, mantener la síntesis de ADN 

mitocondrial (ADNmt), y por ende la función mitocondrial. De hecho, defectos en la inducción 

de la autofagia en estas condiciones provocan desajustes en la homeostasis de nucleótidos y 

desencadena una intensa degradación del ADNmt, que ocasiona una disminución de la 

función respiratoria y de la producción de ATP (Gross & Graef, 2020). Curiosamente, en S. 

cerevisiae, las mitocondrias no son esenciales para mantener la viabilidad celular pues las 

células que pierden el ADNmt (conocidas como «células pº» o «células petite positiva») o 

aquellas que carecen de genes que codifican proteínas implicadas en la traducción 

mitocondrial (69 genes) son capaces de proliferar (Bulder, 1964a, 1964b; Kim et al., 2010).  

Por su parte, S. pombe es una levadura «petite negativa» que requiere de sus 

mitocondrias para crecer en medios estándar que contienen glucosa incluso en anaerobiosis 

(Bulder, 1964a, 1964b; Kim et al., 2010; Zuin et al., 2008). Además, tanto en S. pombe como 

en células humanas, el bloqueo en la traducción mitocondrial provoca defectos de forma 

significativa en el mantenimiento del ADNmt lo que es incompatible con el mantenimiento de 

la viabilidad celular (Chiron et al., 2005). Durante el crecimiento exponencial fermentativo, S. 

pombe presenta una baja actividad mitocondrial cuya inhibición no afecta a la proliferación en 

condiciones de abundancia de glucosa (Takeda et al., 2015). No obstante, cuando las 

concentraciones de glucosa son inferiores al 0.1% y el crecimiento celular depende del 

metabolismo respiratorio, un tratamiento con 4.4 μM de Antimicina A (AA), un inhibidor del 

Complejo ETC III/IV, detiene completamente la proliferación celular (Takeda et al., 2015).  

Basándonos en estos antecedentes, planteamos la hipótesis de que la activación del 

metabolismo respiratorio podría ser esencial para una inducción óptima de la autofagia ante 

la limitación de glucosa. Para analizar esta posibilidad, bloqueamos farmacológicamente el 

flujo de electrones de la ETC mitocondrial mediante un tratamiento con AA en condiciones de 

limitación (EMM 0.04% glucosa 3% glicerol). Inicialmente, cultivamos células de la cepa 

control (AI30) hasta mitad de la fase exponencial en EMM con 7% de glucosa. A continuación, 

se realizó un pretratamiento de 1 hora con o sin 0.5 µM de AA. Tras ello, las células se filtraron 

y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol en presencia de AA. Se 

tomaron muestras a distintos intervalos de tiempo y se procedió a su análisis mediante 

microscopía de fluorescencia y Western-blot. Como era de esperar, al bloquear el 

metabolismo respiratorio durante la escasez de glucosa, se observó una inhibición completa 

del reclutamiento de CFP-Atg8 a PAS y de su proteólisis (Figura 28, paneles A y B). 
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Curiosamente, la inducción de la autofagia no se vio afectada por el tratamiento con AA 

cuando las células control se sometieron a un ayuno de nitrógeno (Figura 28, paneles C y D). 

 

 

 

 

Figura 28. El tratamiento con Antimicina A (AA) bloquea la inducción de la autofagia en 

respuesta a la escasez de glucosa, pero no de nitrógeno. Se cultivaron células de S. pombe que 

expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 (AI30) en: (A y B) EMM al 7% de glucosa (7% Glu); (C y D) 

EMM al 2% de glucosa (+Nitrógeno); hasta mitad de fase exponencial. Se realizó un pretratamiento con 

o sin 0.5 µM AA. Posteriormente, las células se recuperaron por filtración y se transfirieron a: (A y B) 

EMM al 0.04% de glucosa más 3% glicerol (0.04% Glu + 3% Gly); y (C y D) EMM-N2. Se tomaron 

muestras en los tiempos indicados con o sin 0.5 µM AA (DMSO (dimetil sulfóxido); control de solvente). 

(A y C) El porcentaje de células que han sido capaces de reclutar CFP-Atg8 a PAS se determinó 

mediante microscopía de fluorescencia. Se muestran imágenes representativas obtenidas mediante de 

microscopía de fluorescencia. Flechas: CFP-Atg8. (B y D) Las muestras se procesaron por TCA y se 

analizaron mediante Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (detección de la fusión CFP-

Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Todos los datos se 

muestran como (media ± SD) y corresponden a triplicados biológicos. 
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Asimismo, se procedió a evaluar si los defectos observados en la activación de Atg1 

en respuesta al ayuno completo de glucosa, se manifestaban en las condiciones descritas 

anteriormente. Consistentemente con los hallazgos previos, la proteína de fusión Atg1-HA no 

experimentó desfosforilación con condiciones de limitación de glucosa en presencia de AA 

(Figura 29), sino que permaneció invariable de manera similar a lo observado en las células 

sometidas a ayuno de glucosa (Figura 27). Estos datos refuerzan la hipótesis de que la 

inducción de la autofagia ante concentraciones restringidas de glucosa en S. pombe exige 

una adaptación óptima al metabolismo respiratorio. 

 

 

 

 

 

 

Estos hallazgos nos llevaron a explorar la relevancia biológica de otros componentes 

de la ETC durante la inducción de la autofagia tras la limitación de glucosa. Con este propósito, 

cultivamos células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 (AI30), en EMM 

con 7% de glucosa hasta alcanzar la mitad de la fase exponencial. Posteriormente, estas 

células fueron sometidas a un pretratamiento con agentes farmacológicos que inhiben 

distintos componentes de la ETC mitocondrial, tales como: rotenona (para el complejo I), 2-

tenoiltrifluoroacetona (TTFA; dirigido al complejo II), oligomicina (específico del complejo V 

ATP sintasa) o N, N-diciclohexilcarbodiimida (DCCD; inhibidor de la bomba de protones) 

(Figura 30, panel A) (Jiang et al., 2021). Posteriormente, las células se recuperaron mediante 

filtración y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol. Seguidamente, 

se tomaron muestras a distintos intervalos de tiempo para su análisis mediante Western-blot. 

Figura 29. El tratamiento con Antimicina A (AA) bloquea la activación de la proteína quinasa Atg1 

en respuesta a la limitación de glucosa. Se cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína 

de fusión Atg1-HA (AJ340) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Se 

realizó un pretratamiento en presencia con o sin 0.5 µM AA. Posteriormente, se recuperaron las células 

por filtración y se transfirieron a un medio EMM con 0.04% de glucosa más 3% glicerol (0.04% Glu + 

3% Gly). Se tomaron muestras en los tiempos indicados con o sin 0.5 µM AA (DMSO; control de 

solvente). Atg1 total se detectó mediante Western-blot de extractos de proteína precipitados con TCA 

haciendo uso de un anticuerpo anti-HA-HRP. El * indica las bandas de menor movilidad. Se usó Anti-

Cdc2 como control de carga. Se muestran los resultados de un experimento representativo. «*» muestra 

la banda de proteína hipofosforilada y de mayor movilidad. 
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Tal como se ilustra en el panel B de la Figura 30, la exposición a rotenona, TTFA y DCCD 

resultó en una disminución marcada del flujo autofágico tras la limitación de glucosa. En 

contraste, la oligomicina no tuvo un efecto inhibidor en el proceso autofágico bajo las mismas 

condiciones. 

 

 

 

 

Figura 30. La inhibición farmacológica de distintos componentes de la ETC durante una 

limitación de glucosa compromote la inducción de la autofagia y el crecimiento respiratorio. (A) 

Esquema de la inhibición farmacología de los distintos componentes de la cadena de transporte de 

electrones (ETC) mitocondrial. (B) Se cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína de fusión 

CFP-Atg8 (AI30) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Los cultivos 

fueron pretratados 1h con rotenona 25.6 µg/ml, TTF2A 2 mM, oligomicina 10 µM o DCCD 500 µM. 

Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% 

glicerol (0.04 % Glu + 3% Gly) en presencia nuevamente de los fármacos a la concentración 

previamente indicada. Se tomaron muestras en los tiempos indicados, sin tratamiento adicional (sin 

tratar) o tratadas. Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante Western-blot haciendo 

uso del anticuerpo anti-GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control 

de carga interno). Los datos de proteólisis de GFP-Atg8 se muestran como (media ± SD) y 

corresponden a réplicas biológicas. ns, no significativo, ****, p < 0.0001, **, p < 0.01, calculado mediante 

one-way ANOVA. (C) Diluciones seriadas de las cepas AI30 (control) y AJ26 (rip1Δ); se inocularon en 

placas sólidas de YES al 2% de glucosa o Yes al 0.04% de glucosa más 3% glicerol con rotenona 25.6 

μg/ml, TTFA 2 mM, oligomicina 10 μM o DCCD 500 μM. Las placas se incubaron a 30ºC durante 3 días 

y se fotografiaron. Se muestra un experimento representativo 

 



 
 

167 
 

Debido a las divergencias observadas entre los distintos compuestos, decidimos 

analizar si las dosis de los fármacos empleadas presentaban alguna toxicidad para las células 

y si afectaban a su crecimiento respiratorio. Todos los fármacos en las dosis empleadas fueron 

capaces de inhibir la proliferación celular en medios sólidos con glucosa al 0.04% más glicerol 

al 3% (crecimiento respiratorio); sin afectar el crecimiento en medios sólidos con glucosa al 

2% (Figura 30, panel C). 

Para comprender con más detalle el papel de la ETC mitocondrial en este proceso, 

construimos cepas de S. pombe carentes de genes que codifican diferentes componentes de 

los complejos de la ETC. Estos genes incluyen nde1+ (complejo I), rip1+ y qcr2+ (ambos 

relacionados con el complejo III) y atp11+ (componente F1-FO de la ATP sintasa; complejo V) 

(Figura 31, panel A). Posteriormente, se cultivaron células de estas cepas de S. pombe que 

expresan la proteína de fusión CFP-Atg8, hasta la fase exponencial en EMM con 7% de 

glucosa, transfiriéndose a continuación a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol. Se 

tomaron muestras a distintos intervalos para su análisis por Western-blot. Conforme a 

nuestras expectativas, la ausencia de los genes del complejo III, rip1+ y qcr2+, bloqueó la 

inducción de la autofagia; mientras que la falta de atp11+ causó una notable reducción en el 

flujo autofágico en respuesta a la limitación de glucosa (Figura 31, panel A). Además, al igual 

que en S. cerevisiae, la deleción de nde1+ no influyó en la inducción de este mecanismo 

degradativo bajo estas condiciones específicas (Yi et al., 2017).  

A continuación, decidimos investigar el efecto de cada componente de los complejos 

de la ETC analizados en el rendimiento global del metabolismo respiratorio. Para ello, se 

procedió a medir el consumo de O2. Durante la respiración, el consumo de O2 ocurre a nivel 

del complejo IV, donde el O2 acepta los electrones provenientes del flujo electrónico de la ETC 

reduciéndose a H2O. Por lo tanto, defectos en el consumo de O2 sugieren interrupciones en 

el flujo de electrones de la ETC mitocondrial, cuya severidad depende de la importancia 

funcional de la subunidad analizada. Para este experimento, se partió de cultivos de células 

de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control 

(AI30), nde1Δ (AJ163), rip1Δ (AJ26), qcr2Δ (AJ25) y atp11Δ (AJ166) en medio EMM con 7% 

de glucosa (Figura 31, panel B). Elegimos estas condiciones dado que S. pombe depende de 

sus mitocondrias y la respiración incluso cuando hay exceso de glucosa, un fenómeno que es 

más notorio durante el crecimiento en medio EMM (Malecki et al., 2020; Zuin et al., 2008). 

Según nuestros datos, las células de S. pombe que carecen de rip1Δ y qcr2Δ consumieron 

aproximadamente 10 veces menos cantidad de oxígeno que las células control, mientras que 

en los mutantes nde1Δ y atp11Δ esta reducción fue menos severa (aprox. 2,5 veces) (Figura 

31, panel B). Estos resultados sugieren que los genes delecionados en los complejos I y V no 

detienen por completo su función, posiblemente debido a cierta redundancia funcional con 
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otras subunidades de los complejos (Figura 31, panel B). De hecho, esta actividad respiratoria 

residual podría ser suficiente para iniciar la autofagia, pero insuficiente para sustentar el 

crecimiento celular, ya que las células nde1Δ y atp11Δ no pueden proliferar en placas de 

medio sólido con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol (Figura 31, panel C). Por tanto, en S. 

pombe, la inducción de la autofagia en respuesta a la limitación de glucosa depende en gran 

medida de una ETC mitocondrial completamente funcional. 

 

 

 

Figura 31. Análisis de la capacidad de inducir la autofagia, respiratoria y proliferativa de 

mutantes nulos para distintos componentes de la ETC mitocondrial de S. pombe. Se cultivaron 

células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control 

(AI30), nde1Δ (AJ163), rip1Δ (AJ26), qcr2Δ (AJ25) y atp11Δ (AJ166) en medio EMM con 7% de glucosa 

(7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. (A) Posteriormente, se recuperaron por filtración y se 

transfirieron a EMM con 0.04% glucosa más 3% glicerol (0,04% Glu más 3% Gly). Se tomaron muestras 

en los tiempos indicados. Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante Western-blot 

haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 

(control de carga interno). Los datos de proteólisis de GFP-Atg8 se muestran como media ± SD y 

corresponden a réplicas biológicas. ns, no significativo, ****, p < 0,0001, calculado mediante one-way 

ANOVA. (B) El consumo de oxígeno de las cepas indicadas se determinó a partir de cultivos 

logarítmicos a una A600 baja (10–30 % de la A600 máxima). Los datos se muestran como (media ± SD) 

y corresponden a triplicados biológicos. ****, p < 0.0001; *, p < 0.05, calculado por one-way ANOVA. 

(C) Diluciones seriadas de las cepas indicadas de S. pombe se inocularon en placas sólidas de YES al 

2% de glucosa (2% Glu) y YES al 0.04% glucosa más 3% glicerol (0,04% Glu más 3% Gly). Las placas 

se incubaron a 30ºC durante 3 días y se fotografiaron. Se muestra un experimento representativo. 
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4. La ruta de señalización AMPc-PKA regula negativamente la 

inducción de la autofagia en S. pombe. 

Como se ha comentado en la Introducción, la señalización mediada por la vía AMPc-

PKA ha sido ampliamente descartada como moduladora de la autofagia en S. pombe en base 

a: (1) S. pombe es incapaz de inducir la autofagia en respuesta a un ayuno completo de 

glucosa (Corral-Ramos et al., 2021; Mukaiyama et al., 2010; Xu & Du, 2022); (2) no se 

observaron defectos en la inducción de la autofagia en respuesta al ayuno de nitrógeno tras 

un tratamiento con altas dosis de AMPc y en cepas carentes de la subunidad reguladora Cgs1 

(Kohda et al., 2007; Mukaiyama et al., 2009).  

 Sin embargo, considerando que en S. pombe la percepción de glucosa y la adaptación 

al metabolismo respiratorio están predominantemente reguladas por la vía AMPc-PKA (Adnan 

et al., 2017), decidimos reevaluar y profundizar en el posible papel que esta vía de 

señalización pueda tener en la regulación de la autofagia, especialmente en contextos de 

escasez de glucosa. 

En S. pombe se ha descrito que mutantes nulos para distintos componentes centrales 

de la vía AMPc-PKA, como pka1Δ (subunidad catalítica) o git3Δ (receptor transmembrana) 

muestran una mayor tasa respiratoria y, por tanto, un mayor consumo de oxígeno que la 

estirpe control (Roux et al., 2009; Zuin, Carmona, et al., 2010). Esta observación nos llevó a 

postular que tal preacondicionamiento al metabolismo respiratorio podría ser suficiente para 

inducir la autofagia cuando se priva completamente de glucosa (EMM 3% Glicerol). Por ello, 

las cepas de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos 

control (AI30), git3Δ (AJ306), gpa2Δ (AJ361), cyr1Δ (AJ308) y pka1Δ (AJ332) se cultivaron 

hasta mitad de la fase exponencial en EMM con 7% de glucosa, y se transfirieron a EMM con 

3% glicerol. Tras tomar muestras en intervalos establecidos, las analizamos utilizando 

microscopía de fluorescencia y Western-blot. Sorprendentemente, los resultados revelaron 

que todos los mutantes (git3Δ, gpa2Δ, cyr1Δ y pka1Δ) pudieron inducir la autofagia, 

evidenciada por el reclutamiento de CFP-Atg8 a PAS y su posterior proteólisis, en respuesta 

al ayuno completo de glucosa en presencia de glicerol (Figura 32). Aún más notable fue que 

en un pequeño subconjunto de estas células mutantes, el reclutamiento de CFP-Atg8 a PAS 

se observó incluso en condiciones ricas en glucosa (Figura 32, panel A), lo cual coincide con 

la desrepresión del metabolismo respiratorio típica de estos mutantes. 
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 Para investigar cómo varía la inducción de la autofagia a lo largo de las distintas 

etapas del crecimiento celular, y cómo se correlaciona con la disponibilidad de glucosa, y la 

influencia del metabolismo respiratorio en el proceso, decidimos analizar las cepas de S. 

pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30) y 

pka1Δ (AJ332). Nuestro principal interés era evaluar si una desrepresión constante del 

metabolismo respiratorio (células pka1Δ) podría acelerar la cinética de inducción de la 

autofagia en comparación con la cepa control. Para comprobar esta hipótesis, llevamos a cabo 

experimentos en dos escenarios distintos: en un medio rico en glucosa y bajo limitación de 

glucosa. En primer lugar, las cepas control (AI30) y pka1Δ (AJ332) se cultivaron en medio rico 

YES, y se tomaron muestras a diferentes DO600nm. Las muestras se procesaron y se analizaron 

mediante Western-blot. Observamos que en un medio rico en glucosa, la proteólisis de CFP-

Atg8 se aceleró considerablemente en las células pka1Δ en comparación con las células 

control (Figura 33, panel A). A continuación, decidimos estudiar la cinética de inducción de la 

autofagia durante la limitación de glucosa. Consistentemente, el análisis por Western-blot 

reveló que la cinética de inducción de la autofagia en las células pka1Δ también se aceleró en 

presencia de una disponibilidad limitada de glucosa (Figura 33, panel B).  

  

Figura 32. La inactivación de la señalización de la ruta AMPc-PKA promueve la inducción de la 

autofagia en respuesta a un ayuno completo de glucosa. Se cultivaron células de S. pombe que 

expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30), git3Δ (AJ306), gpa2Δ 

(AJ361), cyr1Δ (AJ308) y pka1Δ (AJ332) en medio EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de 

fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a EMM con 3% de 

glicerol (3% Gly). Se tomaron muestras en los tiempos indicados. (A) El porcentaje de células donde 

se observa el reclutamiento de CFP-Atg8 a PAS se estimó en cada momento mediante microscopía de 

fluorescencia. También, se muestran imágenes de microscopía de fluorescencia representativas de 

muestras de células que se tomaron a las 0.5 h de incubación. (B) Las muestras se procesaron por 

TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP 

(fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Los datos 

de proteólisis de GFP-Atg8 se muestran como (media ± SD) y corresponden a réplicas biológicas.  
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Para obtener una visión más integral de la influencia de la ruta AMPc-PKA en la 

regulación de la autofagia, extendimos nuestro estudio al ayuno de nitrógeno. Utilizando 

técnicas de Western-blot, analizamos las muestras de las cepas control (AI30) y pka1Δ 

(AJ332) sometidas a ayuno de nitrógeno. Los datos resultantes fueron concluyentes: la 

inducción y progresión de la autofagia, en el contexto de un ayuno de nitrógeno, eran 

prácticamente indistinguibles entre las células control y pka1Δ (Figura 33, panel C). Estos 

resultados subrayan una notable especificidad en el papel de la vía AMPc-PKA en la 

regulación de la autofagia en S. pombe. Mientras que esta vía parece ser instrumental en la 

respuesta a la escasez de glucosa, no tiene un impacto discernible en la respuesta autofágica 

al ayuno de nitrógeno.  

 

 

Figura 33. La cinética de inducción de la autofagia es más rápida en el mutante pka1Δ. Cultivamos 

células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control 

(AI30) y pka1Δ (AJ332) en: (A) YES 2% Glu; (B) EMM con 7% de glucosa (7% Glu); y (C) EMM con 

2% de glucosa; hasta mitad de fase exponencial. (A) Se tomaron muestras del cultivo a distintas 

densidad ópticas (600 nm). (B y C) Las células se recuperaron por filtración y se transfirieron a: (B) 

EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol y (C) EMM2-N2. Se tomaron muestras a distintos 

tiempos. Finalmente, las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo 

Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (detección de la fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se 

normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Los datos se muestran como (media ± SD) y 

corresponden a triplicados biológicos. ****, p < 0.0001; *, p < 0.05, calculado por one-way ANOVA. 
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En S. pombe, la actividad de Pka1 depende de su fosforilación en la posición T356 

mediada por Ksg1 (Tang & McLeod, 2004), la cual es determinante para su localización 

intracelular, para su interacción con Cgs1, y para su hiperfosforilación en otras posiciones 

(Gupta et al., 2011a, 2011b). De acuerdo con esto, y dado que Ksg1 es una proteína esencial 

para S. pombe, decidimos analizar si una cepa de S. pombe que expresa un alelo 

termosensible de Ksg1 (Ksg1-208) (Niederberger & Schweingruber, 1999) o una versión de 

Pka1 no fosforilable por Ksg1 (Pka1T356A) (Gupta et al., 2011a, 2011b) eran capaces de inducir 

la autofagia en respuesta al ayuno de glucosa. Para ello, se cultivaron células que expresan 

la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos ksg1-208 (BV973) y pka1T356A 

(BV1032), en EMM con 7% de glucosa a 28ºC y, posteriormente, se transfirieron a medio 

EMM con 3% de glicerol. Por su parte, la cepa BV973 se incubó a 36.5ºC para promover la 

inactivación del alelo termosensible ksg1-208. Finalmente, se tomaron muestras a distintos 

intervalos de tiempo para su análisis mediante Western-blot. Como cabría esperar, y dado 

que en ambos casos se inactiva Pka1, las células fueron capaces de inducir la autofagia en 

respuesta al ayuno de glucosa (Figura 34, paneles A y B).  

 

 

 

 

 

 

Figura 34. La inactivación de la subunidad catalitica Pka1 de la ruta AMPc-PKA promueve la 

inducción de la autofagia en respuesta a un ayuno completo de glucosa. Se cultivaron células de 

S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos ksg1-208 (BV973) y 

pka1T356A (BV1032) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. 

Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a EMM con 3% de glicerol (3% Gly). (A) 

La incubación de BV973 en EMM 3% Gly se realizó a 36.5ºC. Se tomaron muestras en los tiempos 

indicados. Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo Western-

blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-

Cdc2 (control de carga interno). Los datos de proteólisis de GFP-Atg8 se muestran como (media ± SD) 

y corresponden a réplicas biológicas. Los datos de proteólisis de GFP-Atg8 se muestran como media 

± SD y corresponden a réplicas biológicas.  
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Dado que el proceso de autofagia se induce durante el ayuno completo de glucosa en 

células carentes de Pka1, cabría esperar que se produjesen cambios en la dinámica de 

activación de Atg1 en comparación con el control. Para analizar este aspecto, se cultivaron 

células que expresan una fusión genómica de Atg1-HA en los fondos genéticos control 

(AJ340) y pka1Δ (AJ956) en EMM con 7% de glucosa hasta mitad de la fase exponencial. 

Posteriormente, se recogieron por filtración y se transfirieron a EMM con 3% glicerol. Tal y 

como era de esperar, las células pka1Δ sometidas a ayuno de glucosa mostraron un notable 

incremento en la movilidad de la fusión Atg1-HA tras un período de incubación de 3 a 5 horas 

(Figura 35). Estos hallazgos refuerzan la idea de que, bajo condiciones de privación completa 

de glucosa, la supresión de la señalización por Pka1 juega un papel crucial, aunque aún no 

completamente elucidado, en la activación efectiva de Atg1, favoreciendo así la inducción de 

la autofagia. 

 

 

 

 

 

Tras haber establecido la importancia funcional de la vía AMPc-PKA en la regulación 

de la autofagia frente a la escasez de glucosa, nos restaba determinar si el papel de esta ruta 

de señalización está vinculado con la predisposición al metabolismo respiratorio que resulta 

de su inactivación. Para ello, procedimos a analizar los efectos de la inhibición farmacológica 

de los complejos de la ETC mitocondrial en la inducción de la autofagia en respuesta al ayuno 

completo de glucosa en células pka1Δ. La células de la cepa AJ332 (pka1Δ CFP-Atg8) se 

pretrataron durante 1h con distintos agentes: 0.5 µM de AA, 25,6 µg/ml de rotenona, 2 mM de 

TTFA, 10 µM de oligomicina y 500 µM de DCCD. Posteriormente, las células se filtraron y se 

transfirieron a EMM con 3% de glicerol, continuando con la presencia de los fármacos. Se 

tomaron muestras en distintos intervalos de tiempo y se analizaron mediante Western-Blot. 

Figura 35. La proteína quinasa Atg1 se activa adecuadamente en respuesta al ayuno completo 

de glucosa en el mutante pka1Δ de S. pombe. Se cultivaron células de S. pombe que expresan la 

proteína de fusión Atg1-HA en los fondos genéticos control (AJ340) y pka1Δ (AJ956) en EMM con 7% 

de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por filtración y 

se transfirieron EMM con 3% de glicerol (3% Gly). Se tomaron muestras en los tiempos indicados. El 

cambio de movilidad electroferetica de Atg1 se detectó mediante Western-blot de extractos de proteína 

precipitados con TCA haciendo uso de un anticuerpo anti-HA-HRP. Se usó Anti-Cdc2 como control de 

carga. Se muestran los resultados de un experimento representativo. «*» muestra la banda de proteína 

hiperfosforilada y de mayor movilidad.  
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Nuestros resultados revelaron que, de manera análoga a lo observado en la cepa control de 

S. pombe ante la limitación de glucosa (Figuras 28-31), la inhibición farmacológica de las 

funciones de los complejos II, III y V de la ETC impidió completamente la proteólisis de CFP-

Atg8 en células pka1Δ sometidas a ayuno de glucosa (Figura 36, panel A y B).  

 

Figura 36. La desrepresión del metabolismo respiratorio dependiente de la inactivación de la 

señalización de la ruta AMPc-PKA es fundamental para inducir la autofagia tras la inanición de 

glucosa. Se cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos 

genéticos pka1Δ (AJ332), pka1Δ nde1Δ (AJ164), pka1Δ rip1Δ (AJ709), pka1Δ qcr2Δ (AJ713) y pka1Δ 

atp11Δ (AJ167) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. (A y B) La 

células de la cepa AJ332 fue sometida a un pretratamiento de 1h en presencia de las siguientes dosis 

de fármacos inhibidores de la ETC mitocondrial (AA 0.5 µM, rotenona 25,6 µg/ml, TTF2A 2 mM, 

oligomicina 10 µM y DCCD 500 µM). Posteriormente, las células se recuperaron por filtración y se 

transfirierona EMM con 3% de glicerol (3% Gly) en presencia del fármaco. Finalmente, las muestras se 

procesaron por TCA y se analizaron mediante Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP 

(detección de la fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga 

interno). Los datos de proteólisis de GFP-Atg8 se muestran como (media ± SD) y corresponden a 

triplicados biológicos. ****, p < 0.0001; ns, no significativo, calculado por one-way ANOVA.  
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Asimismo, investigamos si la inducción de la autofagia en células pka1Δ se veía 

alterada tras la deleción de los genes nde1+ (Complejo I), rip1+, qcr2+ (Complejo III) y atp11+ 

(Complejo V). Con este propósito, generamos los dobles mutantes pka1Δ nde1Δ (AJ164), 

pka1Δ rip1Δ (AJ709), pka1Δ qcr2Δ (AJ713) y pka1Δ atp11Δ (AJ167). En consonancia con los 

datos previamente obtenidos, la eliminación de estos genes, esenciales para las subunidades 

de los complejos de la cadena transportadora de electrones mitocondrial, inhibió la autofagia 

en las células pka1Δ en ausencia de glucosa (Figura 36, panel C). Estos hallazgos respaldan 

la idea de que la activación del metabolismo respiratorio, consecuencia de la inactivación de 

la señalización AMPc-PKA, es crucial para inducir la autofagia en condiciones de privación 

total de glucosa.  

Basándonos en los anteriores resultados, postulamos la hipótesis de que una 

hiperactivación de la señalización a través de la vía AMPc-PKA, por su potencial de reprimir 

de manera marcada el metabolismo respiratorio, podría inhibir la inducción de la autofagia 

frente a una limitación de glucosa. Para validar esta suposición, se cultivó la cepa AI05 (cgs1Δ 

CFP-Atg8) en EMM con 7% de glucosa hasta la mitad de la fase exponencial, transfiriéndose 

a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol. Nuestros resultados mostraron que la 

activación constitutiva de la ruta AMPc-PKA inhibió la proteólisis de CFP-Atg8 en respuesta a 

la limitación de glucosa (Figura 37).  

 

 

 

 

 

 

Figura 37. La activación constitutiva de la señalización de la ruta AMPc-PKA bloquea 

completamente la inducción de la autofagia en respuesta a la limitación de glucosa. Se cultivaron 

células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control 

(AI30) y cgs1Δ (AI05) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. 

Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% 

glicerol (0.04% Glu más 3 % Gly). Se tomaron muestras a distintos tiempos y se procesaron por TCA 

para análisis posterior mediante Western-blot. Este análisis se realizó haciendo uso del anticuerpo anti-

GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Se 

muestran los resultados de un experimento representativo. 
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4.1 El factor de transcripción Rst2 regula positivamente la autofagia dependiente 

de la respiración en S. pombe en respuesta al déficit de glucosa.  

 Las evidencias obtenidas en los apartados anteriores sugieren que la vía de 

señalización AMPc-PKA desempeña un papel crucial en la modulación de la autofagia en 

respuesta a la escasez de glucosa en S. pombe. A continuación, nos planteamos analizar su 

dependencia del factor de transcripción Rst2, principal diana de esta vía de señalización. En 

presencia de glucosa, Rst2 es fosforilado por Pka1 en múltiples residuos promoviéndose su 

exclusión nuclear e inactivación (Higuchi et al., 2002). Sin embargo, frente a una limitación de 

glucosa, la inhibición de Rst2 mediada por Pka1 se revierte, permitiendo su traslocación 

nuclear y activación para promover la expresión de genes asociados a procesos como la 

diferenciación sexual, la gluconeogénesis y el metabolismo de fuentes de carbono alternativas 

(Higuchi et al., 2002; Neely & Hoffman, 2000; Vassiliadis et al., 2019). Para elucidar el papel 

de Rst2 en la modulación de la autofagia en estas condiciones, las cepas que expresan la 

proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30) y rst2Δ (AJ176) se 

cultivaron en medio EMM con 7% de glucosa y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa 

más 3% glicerol. Se tomaron muestras a distintos intervalos y se analizaron mediante 

microscopía de fluorescencia y Western-blot. Los resultados mostraron que la deleción de 

rst2+ redujo de forma significativa el reclutamiento de CFP-Atg8 a PAS, así como su proteólisis 

tras una limitación en la disponibilidad de glucosa (Figura 38). 

Figura 38. La deleción de rst2+ provoca una reducción significativa en la inducción de la 

autofagia en respuesta a la limitación de glucosa. Las cepas de S. pombe que expresan la proteína 

de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30) y rst2Δ (AJ176) se cultivaron en medio EMM 

con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por 

filtración y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol (0.04% Glu más 3% Gly). 

Se tomaron muestras en los tiempos indicados. (A) El porcentaje de células que reclutan CFP-Atg8 a 

PAS se estimó en cada momento mediante microscopía de fluorescencia. (B) Las muestras se 

procesaron por TCA y se analizaron mediante Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP 

(fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Los datos 

se muestran como (media ± SD) y corresponden a triplicados biológicos. **, p < 0.01; ns, no significativo, 

calculado por one-way ANOVA. 
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Basándonos en estas observaciones, y considerando la relevancia de Rst2 en el 

cambio diaúxico, anticipamos que la eliminación del factor de transcripción Rst2 debería inhibir 

la inducción de autofagia en una cepa de S. pombe con un metabolismo respiratorio 

constitutivo. Esta premisa nos condujo a generar el doble mutante pka1Δ rst2Δ (AJ335). Las 

células de la cepa AJ335 se sometieron a un ayuno de glucosa, tras lo que se tomaron 

muestras que se analizaron mediante microscopía de fluorescencia y Western-blot. Como se 

muestra en la Figura 39, el flujo autofágico se inhibió por completo en el doble mutante pka1Δ 

rst2Δ en comparación con el mutante sencillo pka1Δ. Este comportamiento refuerza la idea 

de que el rol predominante de la vía AMPc-PKA en la represión de la autofagia se encuentra 

vinculado estrechamente a su capacidad para reprimir la actividad de Rst2. 

 

 

De acuerdo con este resultado, cabría esperar que una cepa de S. pombe que exprese 

una versión de Rst2 que carezca de los sitios de fosforilación por Pka1 (Rst2.M3), y que por 

tanto tienen un metabolismo respiratorio constitutivo, muestre un flujo autofágico similar al de 

las células pka1Δ tras la inanición de glucosa. Para comprobar esta hipótesis, se cultivaron 

células que expresan las proteínas de fusión CFP-Atg8 y Rst2-HA en los fondos genéticos 

Figura 39. La deleción simultanea de rst2+ y pka1+ provoca un bloqueo completo del flujo 

autofágico inducido en respuesta a la inanición de glucosa. Se cultivaron células de S. pombe que 

expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30), pka1Δ (AJ332), rst2Δ 

(AJ176) y pka1Δrst2Δ (AJ334) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. 

Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a EMM con 3% de glicerol (3% Gly). Se 

tomaron muestras en los tiempos indicados. (A) El porcentaje de células que reclutan CFP-Atg8 a PAS 

se estimó en cada momento mediante microscopía de fluorescencia. A continuación, se muestran 

imágenes de microscopía de fluorescencia representativas de muestras de células que se tomaron a 

las 0.5 h de incubación. Los datos se muestran como media ± SD y corresponden a triplicados 

biológicos. (B) Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo 

Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron 

con anti-Cdc2 (control de carga interno). Se muestran los resultados de un experimento representativo. 
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control (AJ21), pka1Δ (AJ23) y rst2.M3 (AJ287), en medio EMM con 7% de glucosa. 

Seguidamente, se transfirieron a EMM con 3% de glicerol y se extrajeron muestras en 

diferentes momentos para posterior análisis mediante Western-blot. En línea con nuestra 

hipótesis, y del mismo modo que el mutante pka1Δ, las células que expresan la versión de 

Rst2 que carece de los sitios de fosforilación dependientes de Pka (Rst2.M3) fueron capaces 

de inducir la proteólisis de CFP-Atg8 en respuesta al ayuno completo de glucosa (Figura 40, 

panel A). 

 

 

 

Por otro lado, decidimos analizar si la actividad de Pka1 como modulador de la 

autofagia era totalmente dependiente del factor de transcripción Rst2. Para ello construimos 

una cepa que combinaba la expresión de Rst2.M3 con la activación constitutiva de la vía de 

señalización de AMPc-PKA (cgs1Δ). Concretamente, se cultivaron células que expresaban 

las fusiones genómicas CFP-Atg8 y Rst2-HA en los fondos genéticos control (AJ21), rst2.M3 

(AJ287) y rst2.M3 cgs1Δ (AJ953) en EMM con 7% glucosa, y se transfirieron a EMM con 

0.04% de glucosa más 3% de glicerol. Sorprendentemente, la activación constitutiva de la vía 

de señalización de AMPc-PKA fue capaz de suprimir la inducción de la autofagia observada 

en las células Rst2.M3 (Figura 40, panel B). Este resultado sugiere que, en S. pombe, la ruta 

AMPc-PKA puede regular negativamente la autofagia inducida en respuesta al déficit de 

glucosa tanto de manera dependiente como independiente de Rst2. 

Figura 40. La ruta AMPc-PKA regula negativamente la inducción de la autofagia inducida en 

respuesta a un déficit de glucosa tanto de manera dependiente como independiente de Rst2. Se 

cultivaron células de S. pombe que expresan las proteínas de fusión CFP-Atg8 y Rst2-HA en los fondos 

genéticos control (AJ21), pka1Δ (AJ23) y rst2.M3 (AJ287) y rst2.M3 cgs1Δ (AJ953) en EMM con 7% 

glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por filtración y se 

transfirieron a: (A) EMM con 3% de glicerol (3% Gly); (B) EMM con 0.04% de glucosa más 3% de 

glicerol (0.04% Glu más 3% Gly). Finalmente, se tomaron muestras en los tiempos indicados. Las 

muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo Western-blot haciendo 

uso del anticuerpo anti-GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control 

de carga interno). Se muestran los resultados de un experimento representativo.  

 



 
 

179 
 

4.2 La inhibición de la señalización de la ruta AMPc-PKA contribuye a aumentar 

la longevidad celular en S. pombe al promover la inducción de la autofagia. 

La incubación previa de células de S. pombe en un medio con concentraciones bajas 

de glucosa (0.08%) prolonga significativamente su longevidad cronológica (CLS) tras ser 

sometidas a inanición de glucosa en comparación con células que fueron inmediatamente 

privadas de esta fuente de carbono (Masuda et al., 2016). En vista de que la vía AMPc-PKA 

es un importante regulador del CLS de S. pombe (Roux et al., 2006; Zuin, Castellano-Esteve, 

et al., 2010), decidimos analizar si ese aumento del CLS en estas condiciones está ligado a 

una inducción de la autofagia.  

Para abordar esta cuestión, comparamos si el aumento de la longevidad en células 

pka1Δ es similar al de las células control previamente adaptadas a la escasez de glucosa. 

Además, analizamos si el CLS de las células pka1Δ experimenta una mejora tras una 

preadaptación a la escasez de glucosa. Con este objetivo, cultivamos células que expresan 

la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30) y pka1Δ (AJ332) en un 

medio EMM con un 7% de glucosa. Después, se procedió a recoger las células mediante 

filtración, redistribuyéndolas en dos medios distintos: (i) EMM con 7% de sorbitol (ayuno 

completo con sorbitol, fuente de carbono no metabolizable por S. pombe) por un periodo de 7 

días; y (ii) EMM con 0.08% de glucosa más un 7% de sorbitol (condición limitante de glucosa) 

durante 6 horas, y transferencia a EMM con 7% de sorbitol. A lo largo del experimento, se 

extrajeron muestras en intervalos definidos, que se cultivaron en placas de medio rico para 

posteriormente calcular el porcentaje de unidades formadoras de colonia (%UFC). Esta 

métrica nos proporciona información valiosa sobre el porcentaje de células que logran entrar 

en un efectivo estado de quiescencia y que, posteriormente, pueden reanudar el crecimiento 

en presencia de glucosa. De acuerdo con nuestra hipótesis, el CLS de las células pka1Δ ante 

la privación de glucosa fue similar al de las células control preincubadas con glucosa al 0.08%. 

Además, el CLS de las células pka1Δ mejoró aún más con la preadaptación en un medio con 

una disponibilidad limitada de glucosa (Figura 41).  

En estudios previos en Saccharomyces cerevisiae, se ha evidenciado que la autofagia 

desempeña un papel crucial en la prolongación de su vida útil cuando se cultiva en 

concentraciones reducidas de glucosa (Alvers et al., 2009). A partir de esta observación, y 

alineados con el enfoque central de esta sección, nos propusimos determinar si esta inducción 

de la autofagia podría explicar, al menos en parte, el aumento observado en la esperanza de 

vida de S. pombe bajo condiciones similares. Para ello, replicamos la metodología 

anteriormente descrita, pero en esta instancia utilizando las cepas control (AI30) y la cepa 

mutante atg1Δ (AJ311). Los resultados mostraron que en comparación con el control, el CLS 
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se redujo considerablemente en las células de S. pombe carentes de la quinasa Atg1, tanto 

tras un ayuno completo de glucosa como tras una preincubación en un medio con una 

disponibilidad limitada de glucosa (Figura 41). Este resultado corrobora la importancia de la 

autofagia en la extensión del CLS de S. pombe en ambientes con baja concentración 

glucídica. 

Del mismo modo, se analizó si la eliminación simultánea de atg1+ reducía 

significativamente la longevidad de las células pka1Δ en respuesta a la inanición de glucosa 

en ambas condiciones. Para validar nuestra hipótesis, repetimos el experimento anterior, 

haciendo uso en esa ocasión de las cepas pka1Δ (AI30) y pka1Δ atg1Δ (AJ83) de S. pombe. 

Los resultados del experimento muestran que en S. pombe, el aumento del CLS tras la 

inactivación de la señalización dependiente de la vía AMPc-PKA depende, al menos en parte, 

de la inducción de la autofagia (Figura 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. La inducción de la autofagia lograda tras el déficit de glucosa o el apagado de la 

señalización de la ruta AMPc-PKA promueve el CLS en S. pombe. Se cultivaron células de S. 

pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30) y pka1Δ 

(AJ332) en EMM con 7% de glucosa hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron 

por filtración y se transfirieron a: (i) EMM con 7% de sorbitol; o (ii) se preincubaron en EMM con 0.08% 

de glucosa más 7% sorbitol durante 6h y luego se transfirieron a EMM con 7% de sorbitol. Los cultivos 

se incubaron durante 7 días en EMM sin glucosa. La viabilidad celular en cada muestra se midió 

contando las unidades formadoras de colonias (UFC; 3 días a 30ºC), y se expresa como la relación 

entre el número de colonias formadas y el número total de células sembradas. Se muestran los 

promedios de tres experimentos independientes (media ± SD). ****, p < 0.0001; *, p < 0.05; ns, no 

significativo, calculado mediante one-way ANOVA. 
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5. La AMPK no está implicada en la inducción de la autofagia en 

respuesta al déficit de glucosa en S. pombe. 

La vía de señalización mediada por la proteína quinasa dependiente de AMP (AMPK) 

desempeña un papel fundamental en la regulación de la homeostasis energética celular, 

adaptando el metabolismo celular a los cambios ambientales en función de los niveles 

disponibles de ATP (Adnan et al., 2017; Galdieri et al., 2010; Gancedo, 1998; Hardie, 2007). 

En S. cerevisiae, la AMPK Snf1, junto con Mec1/ATR, Atg1 y Atg13, constituye un módulo 

funcional crucial ubicado en la superficie mitocondrial esencial para establecer un 

metabolismo respiratorio óptimo (Yi et al., 2017); el cual a su vez es necesario para la 

adecuada activación de Atg1(Gross & Graef, 2020; Yi et al., 2017). Por su parte, en S. pombe 

la función de la AMPK Ssp2 en la regulación de la autofagia no ha sido explícitamente 

delineada. No obstante, se ha postulado una potencial intervención dada su conocida función 

como inhibidor de la vía de señalización de TORC1 (Alao et al., 2023). Frente a este escenario, 

nos propusimos determinar si, bajo estas condiciones de escasez glucídica, la señalización 

mediada por AMPK en S. pombe tiene algún impacto en la activación de la autofagia. 

En primer lugar, construimos cepas que carecían de ssp2+ (ortólogo de Snf1/AMPK) 

(Matsuzawa, Fujita, et al., 2012) y rad3+ (ortólogo de Mec1) (Lopez-Girona et al., 2001). Se 

cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos 

genéticos control (AI30), ssp2Δ (AJ1004) y rad3Δ (AJ478) en medio EMM con 7% de glucosa 

y se transfirieron a medio EMM con 0.04% de glucosa más 3% glicerol. Se obtuvieron 

muestras a diferentes tiempos y se analizaron mediante Western-blot. De forma inesperada, 

los datos obtenidos revelaron que la ausencia de Ssp2 o de Rad3 no influyó en la inducción 

de la autofagia ante la limitación de glucosa (Figura 42, panel A). Estas observaciones indican 

que los mecanismos que rigen la autofagia en respuesta a esta señal particular han seguido 

rutas evolutivas distintas en estas dos especies de levadura. 

De acuerdo con estos resultados, la eliminación simultánea de ssp2+ y pka1+ no 

debería afectar a la inducción de la autofagia tras un ayuno completo de glucosa. Para validar 

esta hipótesis, cultivos de células de las cepas pka1Δ (AJ332) y pka1Δ ssp2Δ (AJ1006) se 

cultivaron en medio EMM con 7% de glucosa hasta la mitad de la fase exponencial. 

Posteriormente, las células se transfirieron a un medio EMM con 3% glicerol, se obtuvieron 

muestras a diferentes tiempos y se analizaron mediante Western-blot. Tal y cómo 

hipotetizamos, no se observó ningún defecto en la inducción de la autofagia en el doble 

mutante pka1Δ ssp2Δ respecto a las células pka1Δ ayunadas de glucosa (Figura 42, panel 

B). En resumen, estos datos refuerzan la idea de que la AMPK no juega un papel crucial en 

la modulación de la autofagia ante la carencia de glucosa en S. pombe.  
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Por otro lado, decidimos analizar si en S. pombe, la autofagia inducida en respuesta a 

la escasez de glucosa está implicada en la regulación de la función mitocondrial. Para ello, 

realizamos un ensayo de crecimiento en gota, en el que se hicieron diluciones seriadas de las 

cepas control (AI30), rad3Δ (AJ478), atg1Δ (AJ311), atg11Δ (AJ312) y rip1Δ (AJ26) que se 

sembraron en placas de medio sólido YES con 2% de glucosa o YES con 0.04% de glucosa 

más 3% glicerol (crecimiento respiratorio). Nuestros resultados mostraron que, contrariamente 

a las células de S. pombe carentes de Ssp2 que son defectuosas en la respiración y no 

pueden asimilar el glicerol (Matsuzawa, Fujita, et al., 2012), los mutantes rad3Δ, atg1Δ y 

atg11Δ crecieron normalmente con esta fuente de carbono (Figura 42, panel C), lo que indica 

que la autofagia quizá no tenga un papel preponderante en la modulación de la función 

mitocondrial.  

Figura 42. En S. pombe, ni la AMPK Ssp2, ni Rad3 están implicados en la regulación de la 

autofagia en respuesta al déficit de glucosa. (A y B) Se cultivarón células de S. pombe que exprexan 

la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30), ssp2Δ (AJ1004), rad3Δ (AJ478), 

pka1Δ (AJ332) y pka1Δ ssp2Δ (AJ1006), en medio EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de 

fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a: (A) EMM con 0.04% 

de glucosa más 3% de glicerol (0.04% Glu más 3% Gly); (B) EMM con 3% de glicerol (3% Gly). Se 

tomaron muestras en los tiempos indicados. Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron 

mediante Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se 

normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Los datos de proteólisis de GFP-Atg8 se 

muestran como (media ± SD) y corresponden a réplicas biológicas. ns, no significativo, calculado 

mediante one-way ANOVA. (C) Diluciones seriadas de las cepas AI30 (control), AJ478 (rad3Δ), AJ311 

(atg1Δ), AJ312 (atg11Δ) y AJ26 (rip1Δ), en placas sólidas de YES 2 % Glu y YES 0.04% Glu más 3% 

Gly. Las placas se incubaron a 30ºC durante 3 días y se fotografiaron. Se muestra un experimento 

representativo. 
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5.1 La represión génica mediada por Scr1 modula la inducción de la 

autofagia en respuesta a la escasez de glucosa.  

La vía de señalización mediada por la AMPK juega un papel crucial en la regulación 

de la represión catabólica (CCR) a través de la modulación de la localización del represor 

transcripcional Scr1. Tras un déficit de glucosa, Ssp2 fosforila a Scr1 promoviendo su 

inactivación y exclusión del núcleo. Paralelamente, factores de transcripción como Rst2 son 

translocados al núcleo, lo que promueve la activación de genes esenciales para el cambio 

diaúxico (Matsuzawa, Fujita, et al., 2012). Es importante destacar que, en la cepa mutante 

ssp2Δ, Scr1 permanece en el núcleo, restringiendo la activación de estos genes incluso 

después de que la glucosa se haya agotado (Matsuzawa, Fujita, et al., 2012). Por su parte, la 

deleción de scr1+ provoca una desrepresión constitutiva del 1.5% del genoma de S. pombe, 

observándose un incremento en la expresión de genes como fbp1+, gld1+ y ght5+, en presencia 

de glucosa (Vassiliadis et al., 2019). Es por esto que decidimos evaluar si la deleción del 

represor transcripcional Scr1 era suficiente para promover la inducción de la autofagia en 

condiciones de limitación de glucosa. Como cabía esperar, las células de la cepa scr1Δ 

lograron inducir la autofagia de manera destacada después de un ayuno completo de glucosa, 

en contraste con la cepa control (Figura 43, panel A).  

 

 

 

 

Figura 43. En S. pombe la deleción del represor transcripcional Scr1 promueve la inducción de 
la autofagia en respuesta al la escasez de glucosa. Se cultivaron células de S. pombe que expresan 
la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30) y scr1Δ (AJ1178) en EMM con 
7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por filtración 
y se transfirieron a: (A) EMM con 3% de glicerol (3% Gly); (B) EMM con 0.04% de glucosa más 3% de 
glicerol (0.04% Glu más 3% Gly). Se tomaron muestras en los tiempos indicados. Las muestras se 
procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo Western-blot haciendo uso del 
anticuerpo anti-GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga 
interno). Se muestra un experimento significativo del resultado. Se muestra un experimento significativo 
del resultado. 
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Adicionalmente, la eliminación del gen scr1+ aceleró notablemente la cinética de 

proteólisis de CFP-Atg8 (Figura 43, panel B), un comportamiento semejante al observado en 

el mutante pka1Δ bajo condiciones de escasez de glucosa (Figura 33, panel B). Estos 

hallazgos evidencian la crucial influencia de Scr1 y, consecuentemente, de la CCR de S. 

pombe en la modulación de la inducción autofágica frente a la limitación de glucosa. 

6. La ruta de señalización de MAPK de respuesta a estrés SAPK 

regula positivamente la inducción de la autofagia en respuesta al 

déficit de glucosa en Schizosaccharomyces pombe. 

La vía de señalización SAPK y su elemento central la MAPK Sty1 desempeñan un 

papel fundamental en S. pombe al modular el ciclo celular y la respuesta adaptativa general 

a las señales ambientales, incluidos los cambios en la disponibilidad de nutrientes como la 

glucosa (Pérez & Cansado, 2010). Ante un estímulo estresante, la MAPK Sty1 localizada en 

el citoplasma es activada y translocada al núcleo donde, entre otras funciones, fosforila al 

factor de transcripción Atf1 para inducir la expresión de un conjunto de genes de respuesta a 

estrés, CESR (Chen et al., 2003; Lawrence et al., 2007). Entre estos genes encontramos a 

fbp1+ (fructosa-1,6-bifosfatasa, Fbp1) o ctt1+ (catalasa), cuyos respectivos productos proteicos 

son necesarios para la asimilación de fuentes de carbono no fermentables y la atenuación del 

estrés oxidativo endógeno inducido ante el déficit de glucosa (Chen et al., 2003; Neely & 

Hoffman, 2000).  

En S. pombe se ha descrito que la restricción calórica, la entrada en fase estacionaria, 

y la pérdida de función de la ruta AMPc-PKA promueven la activación de la MAPK Sty1 

consiguiendo una extensión del CLS (Zuin, Carmona, et al., 2010; Zuin, Castellano-Esteve, et 

al., 2010). Además, en glucosa, las células pka1Δ de exhiben una activación parcial de Atf1, 

que promueve el desplazamiento de nucleosomas del promotor de fbp1+ (Sánchez-Mir et al., 

2020). En estas condiciones, Scr1 permanece unido al promotor compitiendo con Rst2 para 

su unión a UAS2 (Hirota et al., 2006). No obstante, resultados recientes demuestran que, en 

glucosa, las células carentes de scr1Δ presentan una desrepresión significativa de fbp1+ 

respecto al control, lo que sugiere la posible intervención de Rst2 y/o Atf1 en estas condiciones 

(Sánchez-Mir et al., 2020). En conjunto, estas evidencias sugieren la existencia de 

sofisticados mecanismos de competición por la unión a la región reguladora de la expresión 

de los genes reprimidos en la CCR, donde dominan los factores de transcripción como Rst2 

y Atf1, frente a los represores de la transcripción (Scr1 y complejo Tup/Ssn6).  
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En base a estos antecedentes, nos plantemos como objetivo explorar el posible papel 

de la vía SAPK durante la inducción de la autofagia en respuesta a al déficit de glucosa. Para 

ello, células que expresan una fusión genómica de CFP-Atg8 en los fondos genéticos control 

(AI30), sty1Δ (AJ84) y atf1Δ (AJ194) se cultivaron en EMM con 7% de glucosa y se 

transfirieron a medio EMM con 0.04% de glucosa más 3% glicerol. Tras tomar las 

correspondientes muestras, realizamos un análisis mediante Western-blot. Los resultados 

muestran que la eliminación de sty1+ o atf1+ provocó una reducción parcial, pero significativa, 

de la proteólisis de CFP-Atg8 en comparación con las células control en respuesta a una 

limitación de glucosa (Figura 44, panel A). Estos datos sugieren un papel crucial de la 

señalización a través de la vía SAPK en la modulación de la autofagia en respuesta al déficit 

de glucosa. De manera inesperada, y a diferencia de la autofagia inducida por el ayuno de 

nitrógeno, esta respuesta depende del factor de transcripción Atf1 (Corral-Ramos et al., 2021). 

A continuación, exploramos la relevancia funcional de la vía SAPK en la inducción del 

flujo autofágico en células pka1Δ durante el ayuno de glucosa. Como cabía esperar, la 

ausencia simultánea de Sty1 o Atf1 en células pka1Δ provocó una supresión completa del 

flujo autofágico tras un ayuno completo de glucosa (Figura 44, panel B). 

En conclusión, en las levaduras de fisión, la regulación de la inducción de la autofagia 

en respuesta al déficit de glucosa está ejercido, en parte, a nivel transcripcional por las vías 

de señalización AMPc-PKA y SAPK a través de Rst2 y Atf1, respectivamente (Figura 44, 

panel C). Esta coordinación y superposición de vías resalta la complejidad y adaptabilidad de 

la célula para responder a cambios ambientales, en particular a la disponibilidad de glucosa. 
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Figura 44. La ruta SAPK regula positivamente la inducción de la autofagia inducida en respuesta 

a un déficit de glucosa de manera dependiente de Atf1. (A) Se cultivaron células de S. pombe que 

expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30), sty1Δ (AJ84) y atf1Δ 

(AJ194) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se 

recuperaron por filtración y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol (0.04% 

Glu más 3% Gly); (B) Se cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 

en los fondos genéticos pka1Δ (AJ332), pka1Δ sty1Δ (AJ981) y pka1Δ atf1Δ (AJ208) en EMM con 7% 

de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial.. Posteriormente, se recuperaron por filtración y 

se transfirieron a EMM con 3% de glicerol (3% Gly). Finalmente, se tomaron muestras en los tiempos 

indicados. Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo Western-

blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron con anti-

Cdc2 (control de carga interno). Los resultados se muestran como expresión relativa (media ± SD) de 

tres repeticiones biológicas. **, p<0.01; *, p<0.05 calculado mediante one-way ANOVA. (C) Modelo de 

la regulación de la inducción de autofagia en respuesta al agotamiento de la glucosa en S. pombe. La 

regulación transcripcional de la autofagia ante un déficit de glucosa está mediado por las vías de 

señalización AMPc-PKA y SAPK a través de Rst2 y Atf1, respectivamente. En el modelo también se 

recoge, el papel adicional que tiene la PKA en la modulación postranscripcional de la autofagia que es 

independiente de Rst2. 
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7. Las vías de señalización nutricional SAPK y AMPc-PKA modulan 

transcripcionalmente la inducción de la autofagia tras el déficit de 

glucosa. 

Una vez establecido que la modulación transcripcional de la inducción de la autofagia 

depende principalmente de las vías de señalización AMPc-PKA-Rst2 y Sty1-Atf1, nos 

propusimos elucidar los genes específicos que, en respuesta a la escasez de glucosa, son 

regulados por estas dos ramas transcripcionales. A fin de lograr este propósito, recurrimos al 

análisis de perfiles de expresión génica mediante micromatrices de ADN. Este método ha sido 

validado en la literatura científica por su capacidad para ofrecer una visión detallada y 

exhaustiva de las dinámicas transcripcionales en distintos contextos celulares, siendo 

particularmente útil en estudios de procesos complejos asociados a la CCR (Anderson & 

Weindruch, 2010; Sun et al., 2022; Vassiliadis et al., 2019).  

Concretamente, nos centramos en analizar aquellos genes cuya expresión resultase 

dependiente tanto de Atf1 como de Rst2 en células pka1. Para ello, las cepas AI30 (control, 

CFP-Atg8), AJ336 (pka1Δ CFP-Atg8), AJ335 (pka1Δ rst2Δ CFP-Atg8) y AJ208 (pka1Δ atf1Δ 

CFP-Atg8) se cultivaron en EMM con 7% de glucosa hasta alcanzar la mitad de la fase 

exponencial. A continuación, se tomaron muestras para extracción de ARN, el cual 

posteriormente fue convertido a ADNc y se analizó mediante micromatrices de ADN (DNA 

microarrays). Nuestros resultados mostraron que tal y como se describe en (J. Liu, Y. Jia, et 

al., 2015), en comparación con las células control, la ausencia de pka1+ desencadenó 

alteraciones sustanciales en la expresión génica, afectando alrededor del 21% del genoma 

total de S. pombe. Específicamente, esto representa a 1106 de 5130 genes (p < 0.05; FDR 

<0.05; valor de Log2FC ≥3). Del conjunto de genes afectados, 512 se encontraban 

sobreexpresados, mientras que 594 mostraron una expresión reducida (Figura 45).  

Dentro del conjunto de genes sobreexpresados en el mutante pka1Δ, se identificó que 

los niveles de expresión de 336 genes (equivalente al 65% de los 512 genes inducidos) se 

redujeron de manera notable en ausencia de rst2+ (Figura 45). Para validar los datos 

arrojados por las micromatrices, se recurrió a la identificación de genes cuyo patrón de 

expresión, según la literatura, se incrementa en ausencia de la función de Pka1 y que depende 

de la actividad transcripcional de Rst2. Un claro ejemplo son los genes fbp1+ y ste11+ (un 

factor de transcripción) (Hirota et al., 2003; Kunitomo et al., 2000).  
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De manera similar, la eliminación simultánea de rst2+ y pka1+ agudizó más la represión 

del 50% de los genes cuya expresión estaba reprimida en las células pka1Δ (304 de 594 

genes) (Figura 45). En resumen, estos datos confirman que la regulación de la transcripción 

por la vía AMPc-PKA en S. pombe depende en gran medida de la función Rst2. 

En la levadura de fisión S. pombe, Atf1 desempeña un papel crucial en la adaptación 

a cambios ambientales abruptos. Esta proteína regula la expresión de una amplia variedad de 

genes codificantes y no codificantes (nc) que son inducidos en condiciones de déficit de 

glucosa. Notablemente, estudios recientes han resaltado el papel modulador de redes 

específicas de lncRNA (“long non-conding RNA”) en sentido/antisentido durante las fases 

tempranas de escasez de glucosa. Estos lncRNA influyen en la expresión de genes 

dependientes de Atf1, facilitando así una transición hacia el crecimiento no (Oda et al., 2015). 

Al comparar el perfil de expresión génica de las células pka1Δ con el de las células pka1Δ 

atf1Δ, observamos que aproximadamente un tercio (33%) de los genes sobreexpresados en 

el mutante pka1Δ (169 de 512 genes) mostraron una disminución significativa en el doble 

mutante pka1Δ atf1Δ (Figura 45). Sorprendentemente, la mayoría de estos genes que 

dependen de Atf1 (86% o 145 de 169 genes) se encuentran también dentro del conjunto de 

los 336 genes cuya expresión es dependiente de Rst2 en el mutante pka1Δ(Figura 45). Estos 

hallazgos sugieren que tanto Rst2 como Atf1 contribuyen de manera sinérgica a potenciar la 

expresión de un conjunto significativo de genes en ausencia de la actividad de la vía AMPc-

PKA durante condiciones de déficit de glucosa. 

Figura 45. Genes cuya expresión depende en gran medida tanto de Atf1 como de Rst2 en células 

pka1Δ. Diagramas de Venn que indican la superposición en el número de genes regulados 

positivamente que están expresados diferencialmente en células pka1Δ y cuya expresión es 

dependiente de Rst2, Atf1 o ambos factores de transcripción. 
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A continuación, realizamos una categorización funcional de los 145 genes cuya 

expresión es codependiente de Atf1 y Rst2, utilizando un análisis de enriquecimiento basado 

en la ontología de genes (GO, Gene Ontology). Las categorías más destacadas 

comprendieron: genes relacionados con la regulación del metabolismo del glicerol 

(GO:0006071; 25.1 veces), genes implicados en la regulación positiva de la cascada MAPK 

de respuesta de feromonas (GO:0062038; 22.1 veces), y aquellos vinculados a la respuesta 

celular a ROS (GO: 0034614; 11,7 veces) (Figura 46). Además, otras categorías relevantes 

incluyeron genes relacionados con el metabolismo de carbohidratos (GO: 0005975; 6,2 veces) 

y genes involucrados en la regulación de la conjugación (GO: 0031139; 5.1 veces) (Figura 

46).  

 

 

Entre los genes identificados mediante GO, los relacionados con el metabolismo del 

glicerol capturaron particularmente nuestra atención, incluyendo a gld1+, dak1+, dak2+, gpd1+ 

y gut2+ (Figura 47). Como mencionamos anteriormente, en S. pombe, Gld1 desempeña un 

papel fundamental en la asimilación del glicerol, catalizando su oxidación a dihidroxiacetona 

(DHA). Posteriormente, el DHA es fosforilado a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) por las 

quinasas Dak1 y Dak2, que actúan de manera redundante, y finalmente, es isomerizado a 

gliceraldehído-3-fosfato (GA3P) para ser incorporado en la ruta glicolítica (Flores et al., 2000; 

Matsuzawa, Hara, et al., 2012; Matsuzawa et al., 2010). Por su parte, Gut2 y Gpd1 participan 

en la lanzadera G3P de NADH mitocondrial, convirtiendo el DHAP en G3P y viceversa (Figura 

47) (Flores et al., 2000).  

 

 

Figura 46. Principales procesos biológicos dependientes de los factores de transcripción Rst2 

y Atf1 en células pka1Δ. Análisis de enriquecimiento de GO (procesos biológicos) de las categorías 

relevantes identificadas dentro de los 145 genes regulados al alza que se encuentran en las células 

pka1Δ cuya expresión depende de los factores de transcripción Rst2 y Atf1. 
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Tal y como vimos, en S. pombe, la expresión de gld1+ es inhibida por Scr1 a elevadas 

concentraciones de glucosa, induciéndose tras el déficit de glucosa. Por su parte, la expresión 

de dak1+ y dak2+ en estas condiciones se encuentra regulada por el complejo Tup11/12 y es 

independiente de Scr1 (Matsuzawa et al., 2010). Teniendo en cuenta estos antecedentes, 

decidimos validar los resultados del microarray mediante un análisis RtqPCR enfocado en 

estos genes, cruciales para el metabolismo del glicerol. Estos experimentos reafirmaron que 

la ausencia de pka1+ conduce a un incremento significativo en los niveles de ARNm de estos 

genes en comparación con las células control. En particular, se observó un marcado 

incremento en la expresión de gld1+, dak1+ y dak2+, mientras que los genes gut2+ y gpd1+ 

mostraron cambios menos pronunciados (Figura 48). La deleción simultánea de rst2+ o atf1+ 

en células pka1Δ redujo significativamente los niveles de expresión de ARNm de estos genes 

(Figura 48), lo que confirma que la desrepresión génica en ausencia de Pka1 depende de 

ambos factores de transcripción.  

 

 

 

Figura 47. La regulación de los genes implicados en el metabolismo del glicerol depende en gran 

medida de los factores de transcripción Rst2 y Atf1 en las células pka1Δ de S. pombe. Mapa 

térmico comparativo de Log2FC en las cepas AJ332 (pka1Δ), AJ335 (pka1Δ rst2Δ) y AJ208 (pka1Δ 

atf1Δ); para los genes identificados implicados en el metabolismo del glicerol (GO: 0006071). También 

se muestra un mapa metabólico de los genes del metabolismo del glicerol en S. pombe. Los genes 

identificados en los experimentos de microarrays están marcados en rojo. 
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A continuación, nos propusimos corroborar si las variaciones observadas a nivel de 

expresión génica también se reflejaban en los niveles de proteína. Para ello, se cultivaron 

células que expresaban la proteína de fusión Gld1-HA en los fondos genéticos control 

(AJ910), pka1Δ (AJ944), pka1Δ rst2Δ (AJ1017) y pka1Δ atf1Δ (AJ1012) en EMM con 7% de 

glucosa y se transfirieron a EMM con 3% glicerol. Se tomaron muestras a distintos intervalos 

de tiempo para su posterior análisis mediante Western-blot. Los resultados mostraron un 

aumento significativo de los niveles de Gld1-HA en las células pka1Δ, tanto en presencia como 

en ausencia glucosa, en comparación con el control, y que dependía en gran medida de Rst2 

y/o Atf1 (Figura 49, panel A). Una vez verificados los datos obtenidos en el microarray, en los 

que se observa un aumento en la expresión de genes implicados en el metabolismo del 

glicerol, hipotetizamos que los mutantes carentes de componentes esenciales de la ruta 

AMPc-PKA pudieran exhibir una capacidad de crecimiento en un medio donde el glicerol 

constituyera la única fuente. Para valorar esta cuestión, realizamos un ensayo de crecimiento 

en gota, donde se hicieron diluciones seriadas de las cepas control (AI30), git3Δ (AJ306), 

gpa2Δ (AJ361), cyr1Δ (AJ308), pka1Δ (AJ332), cgs1Δ (AI005) y rst2Δ (AJ176) en placas 

sólidas de YES al 2% de glucosa o YES al 3% glicerol. En contraste con la cepa control, los 

mutantes gpa2Δ, cyr1Δ y pka1Δ, y en menor medida git3Δ, fueron capaces de proliferar en 

un medio que contenía glicerol como única fuente de carbono (Figura 49, panel B). 

Figura 48. La expresión génica basal de los principales genes implicados en el metabolismo del 

glicerol aumenta en las células pka1Δ. Los niveles de ARNm de los genes: gld1+, dak1+, dak2+, gut2+ 

y gpd1+; se midieron mediante qPCR a partir de ARN total extraído de muestras de células 

correspondientes a las cepas AI30 (control), AJ332 (pka1Δ), AJ335 (pka1Δ rst2Δ) y AJ208 (pka1Δ 

atf1Δ); de S. pombe que expresan una fusión genómica CFP-Atg8, y que crecían exponencialmente 

en EMM con 7% de glucosa (7% Glu). Los resultados se muestran como expresión relativa (media ± 

SD) de tres repeticiones biológicas. ****, p<0.0001; ***, p<0.001; **, p <0.01, calculado mediante one-

way ANOVA. 
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Dado el marcado descenso en la expresión de los genes gld1+, dak1+ y dak2+ tras la 

deleción de atf1+ o rst2+ en las células pka1Δ, nos planteamos si la mera supresión de estos 

factores de transcripción ocasionaba una reducción en su expresión en condiciones de 

limitación de glucosa. Para ello, se cultivaron células que expresaban la proteína de fusión 

CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30), rst2Δ (AJ176) y atf1Δ (AJ208) en EMM con 

7% de glucosa y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% glicerol. Se tomaron 

muestras para analizar mediante qPCR los niveles de ARNm de los genes gld1+, dak1+ dak2+, 

gut2+ y gpd1+. En el panel A de la Figura 50 se puede observar como la deleción de atf1+ o 

rst2+ suprimía de manera considerable la expresión de los genes gld1+, dak1+ y dak2+ con 

relación al control. Notablemente, la ausencia de atf1+, pero no de Rst2, reprimió de manera 

significativa la expresión de gut2+ y gpd1+ (Figura 50, panel A). Paralelamente, comprobamos 

los niveles de la proteína de fusión Gld1-HA en estas mismas condiciones experimentales 

observándose una marcada disminución de sus niveles en relación con el control (Figura 50, 

panel B). 

 

Figura 49. La expresión constitutiva de los genes del metabolismo del glicerol, dependiente de 

los factores de transcripción Rst2 y Atf1, permite el crecimiento de mutantes nulos para 

componentes la ruta AMPc-PKA en medios donde el glicerol es la única fuente de carbono 

disponible. (A) Los niveles de expresión de una fusión genómica Gld1-HA se determinaron en células 

de S. pombe de las cepas AJ910 (control), AJ944 (pka1Δ), AJ1017 (pka1Δ rst2Δ) y AJ1012 (pka1Δ 

atf1Δ). Estas células se cultivaron en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de la fase 

exponencial de crecimiento, y posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a EMM 

con 3% de glicerol (3% Gly). Finalmente, se tomaron muestras en los tiempos indicados. Las muestras 

se procesaron por TCA y se analizaron mediante Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-HA-

HRP (detección de la fusión Gld1-HA) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Los 

resultados se muestran como expresión relativa (media ± SD) de tres repeticiones biológicas. ****, 

p<0.0001; ns, no significativo, calculado mediante ANOVA unidireccional. (B) Diluciones seriadas de 

las cepas de los genotipos indicados se inocularon en placas sólidas de medio YES al 2% de glucosa 

(2% Glu) y YES al 3% glicerol (3% Gly). Las placas se incubaron a 30ºC durante 3 días y se 

fotografiaron. Se muestra un experimento representativo del resultado. 
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Asimismo, en estas mismas condiciones, decidimos comprobar si esta reducción de la 

expresión se traducía efectivamente en una reducción de los niveles de Gld1-HA. La 

validación de esta hipótesis requirió del cultivo de cepas control (AJ910), rst2Δ (AJ942) y atf1Δ 

(AJ941) que expresaban la fusión genómica Gld1-HA en EMM con 7% de glucosa. Una vez 

alcanzada la fase exponencial, las células se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 

3% de glicerol, se tomaron muestras y se procesaron para su análisis mediante Western-blot. 

De acuerdo con nuestro planteamiento, los resultados mostraron una fuerte reducción de los 

niveles de Gld1-HA en comparación a las células control (Figura 50, panel B). 

 

 

 

Figura 50. En S. pombe la expresión de Gld1 depende fuertemente de los factores de 

transcripción Rst2 y Atf1 tras la limitación de glucosa. (A) Los niveles de ARNm de los genes: 

gld1+, dak1+ dak2+, gut2+ y gpd1+; se midieron mediante qPCR a partir de ARN total extraído de 

muestras de células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos 

control (AI30), rst2Δ (AJ176) y atf1Δ (AJ208), que crecían exponencialmente en EMM con 7% de 

glucosa (7% Glu) y se transfieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol (0.04% Glu más 

3% Gly). Los resultados se muestran como expresión relativa (media ± SD) de tres repeticiones 

biológicas. ****, p<0.0001; ns, no significativo, calculado mediante one-way ANOVA. (B) Los niveles de 

expresión de la proteína de fusión Gld1-HA se determinaron en células de las cepas AJ910 (control), 

AJ942 (rst2Δ) y AJ941 (atf1Δ) creciendo exponencialmente en EMM con 7% de glucosa (7% Glu). 

Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% 

de glicerol (0.04% Glu más 3% Gly). Finalmente, se tomaron muestras en los tiempos indicados. Las 

muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo Western-blot haciendo 

uso del anticuerpo anti-HA-HRP (detección de la fusión Gld1-HA) y se normalizaron con anti-Cdc2 

(control de carga interno). Los resultados se muestran como expresión relativa (media ± SD) de tres 

repeticiones biológicas. ****, p<0.0001, calculado mediante ANOVA unidireccional. 
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 Una vez demostrada la relevancia funcional de las vías SAPK-Sty1-Atf1 y AMPc-PKA-

Rst2 en el control de la expresión de diversos genes implicados en el metabolismo del glicerol, 

nos planteamos estudiar su influencia en la inducción de la autofagia ante la escasez de 

glucosa, considerando su intrínseca relación con el metabolismo respiratorio. Para ello, 

células que expresaban la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30), 

gld1Δ (AJ879) y dak1Δ dak2Δ (AJ959) se cultivaron en EMM con 7% de glucosa y se 

transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol, obteniéndose muestras que 

se sometieron a análisis mediante Western-blot. El mismo experimento se realizó con las 

cepas pka1Δ (AJ332), gld1Δ pka1Δ, (AJ882) y dak1Δ dak2Δ pka1Δ (AJ965), aunque en este 

caso se transfirieron EMM con 3% glicerol. Los datos obtenidos revelaron que tanto la 

eliminación de gld1+ como la depleción conjunta de dak1+ y dak2+ retardaban la inducción de 

la autofagia durante la limitación de glucosa en comparación con las células control. Además, 

se observó una atenuación significativa de este proceso en las células pka1Δ privadas de 

glucosa (Figura 51). 

 

 

 

Figura 51. La expresión de los genes implicados en la asimilación del glicerol (gld1+, dak1+ y 

dak2+) es crítica para la inducción de la autofagia en respuesta al déficit de glucosa. Se cultivarón 

células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control 

(AI30), gld1Δ (AJ879), dak1Δ dak2Δ (AJ959), pka1Δ (AJ332), pka1Δ gld1Δ (AJ882) y pka1Δ dak1Δ 

dak2Δ (AJ965), en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, 

se recuperaron por filtración y se transfirieron a: (A) EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol 

(0.04% Glu más 3% Gly); (B) EMM con 3% de glicerol (3% Gly). (A y B) Finalmente, se tomaron 

muestras en los tiempos indicados. Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el 

inmunoensayo Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se 

normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Se muestran los resultados de un experimento 

representativo. Los resultados se muestran como expresión relativa (media ± SD) de tres repeticiones 

biológicas. ****, p<0.0001; ns, no significativo, calculado mediante ANOVA unidireccional. 
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A tenor de estos resultados, decidimos analizar si la deleción de otros genes como 

gut2+, gpd1+, así como de productos génicos enriquecidos en la GO, como es el caso del gen 

gluconeogénico fbp1+, tenía un impacto funcional significativo en la inducción de la autofagia 

en respuesta a la escasez de glucosa. Sin embargo, la deleción de gut2+, gpd1+ o fbp1+ no 

alteró sustancialmente la actividad autofágica durante la limitación de glucosa (Figura 52, 

panel A), ni durante el ayuno completo de glucosa en las células pka1Δ (Figura 52, panel B). 

 

 

 

Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que la expresión de los genes 

gld1+, dak1+ y dak2+ es importante para favorecer la inducción de la autofagia en contextos 

de limitación de glucosa, destacando el papel central que desempeña el metabolismo del 

glicerol. De hecho, como cabría esperar, en las células pka1Δ no se detectó activación de la 

autofagia cuando se sustituyó el glicerol por sorbitol tras un periodo de inanición completa de 

glucosa (Figura 53). Este resultado sugiere que la autofagia, para poder activarse, requiere 

que el metabolismo de fuentes de carbono alternativas sea plenamente funcional para poder 

garantizar una adecuada adaptación a la escasez de glucosa. De esta manera, se obtiene la 

energía suficiente para iniciar un proceso tan exigente energéticamente como el ensamblaje 

del autofagosoma (Ashe et al., 2000; Lang et al., 2014). A su vez, esta evidencia concuerda 

con nuestros resultados previos donde observamos que la capacidad de metabolizar el 

Figura 52. La deleción de gut2+, gpd1+ y fbp1+ no afecta a la inducción de la autofagia en 

respuesta al déficit de glucosa. (A) Se cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína de 

fusión CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AI30), gut2Δ (AJ864), gpd1Δ (AJ869), y fbp1Δ (AJ827) 

en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron 

por filtración y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol (0.04% Glu más 3% 

Gly). (B) Se cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en los fondos 

genéticos pka1Δ (AJ332), pka1Δ gut2Δ (AJ865), pka1Δ gpd1Δ (AJ870) y pka1Δ fbp1Δ (AJ828) en EMM 

con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por 

filtración y se transfirieron a EMM con 3% de glicerol (3% Gly). Finalmente, se tomaron muestras en los 

tiempos indicados. Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo 

Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (detección de la fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se 

normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Se muestran los resultados de un experimento 

representativo. Se muestra un experimento representativo del resultado. 
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glicerol aceleraba el flujo autofágico en respuesta a una limitación de glucosa, en comparación 

con el sorbitol (Figura 25, panel B).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En conjunto, los datos obtenidos sugieren que ante un déficit de glucosa, se inhibe la 

ruta AMPc-PKA y se activa la señalización de Sty1, lo que conduce a la expresión de genes 

asociados con la asimilación del glicerol a través de los factores de transcripción Rst2 y Atf1. 

Esta intricada regulación juega un papel crucial en la inducción de la autofagia dependiente 

de la respiración de fuentes de carbono alternativas. 

8. Sty1 modula positivamente la actividad transcripcional de Rst2 y 

la inducción de autofagia en respuesta al déficit de glucosa. 

Como se ha comentado anteriormente, las vías SAPK y AMPc-PKA desempeñan un 

papel crucial durante la adaptación celular frente a un déficit de glucosa. Aunque existe 

interacción cruzada en la señalización entre ambas rutas, hasta ahora, solo se ha 

documentado que el factor de transcripción Atf1 puede modular la señalización de la vía 

AMPc-PKA al influir en la estructura de la cromatina del gen cgs2+ (Davidson et al., 2004; 

Santo et al., 1996). No se ha descrito que Pka1 regula a Atf1 (Santo et al., 1996; Takeda et 

al., 1995) ni que Sty1 influya en la actividad de Rst2 (Santo et al., 1996).  

 

Figura 53. Las células pka1Δ son incapaces de inducir la autofagia tras un ayuno completo de 

glucosa en presencia de una fuente de carbono no respirable. Se cultivaron células S. pombe que 

expresan la proteína de fusión CFP-Atg8 en el fondo genético pka1Δ (AJ332) en EMM con 7% de 

glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por filtración y se 

transfirieron a EMM con 3% de glicerol (3% Gly) o EMM con 7% de Sorbitol. Finalmente, se tomaron 

muestras en los tiempos indicados. Las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el 

inmunoensayo Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (detecció de la fusión CFP-Atg8 y 

proteólisis) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Se muestran los resultados de 

un experimento representativo. 
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Como mencionamos anteriormente, Rst2, cuando se activa en respuesta a un déficit 

de glucosa, experimenta un cambio en su movilidad electroforética dependiente de 

fosforilación (Higuchi et al., 2002; Jiang et al., 2021). Sin embargo, la quinasa responsable de 

dicha fosforilación aún no ha sido identificada. Dado el papel esencial de Sty1 en la inducción 

de la autofagia, nuestro siguiente objetivo consistió en estudiar si el patrón de movilidad 

electroforética de Rst2 variaba de manera dependiente de Sty1. Para ello, en primer lugar, 

estudiamos la dinámica de fosforilación de Rst2 en nuestras condiciones experimentales. Para 

ello, generamos una cepa (AJ734) que expresaba la proteína de fusión Rst2-3HA en ausencia 

de la serina proteasa vacuolar Isp6, con el objetivo deminimizar la degradación de Rst2 

(Higuchi et al., 2002). Esta cepa fue cultivada en EMM con 7% de glucosa, y posteriormente, 

se transfirió a: (i) EMM con 0.04% de glucosa más 3% glicerol; y a (ii) EMM con 3% glicerol. 

Como cabía esperar, se detectó un notable cambio en la movilidad electroforética de Rst2, la 

cual disminuyó tras la limitación o el ayuno de glucosa. Además, en estas condiciones, se 

observó un notable aumento en los niveles de proteína (Figura 54, paneles A y B).  

 

 

 

A continuación, decidimos analizar si existía algún defecto en ausencia de Pka1 y/o de 

la MAPK Sty1. Para ello, se construyeron cepas que expresaban la proteína de fusión Rst2-

3HA y carecían de la Isp6 en los fondos genéticos sty1Δ (AJ751), atf1Δ (AJ767), pka1Δ 

Figura 54. La MAPK Sty1 modula la activación de Rst2 tras el déficit de glucosa. (A) Se cultivaron 

células de S. pombe que expresan la proteína de fusión Rst2-3HA y, además, carecen de la proteasa 

vacuolar Isp6, en los fondos genéticos control (AJ734), sty1Δ (AJ751), atf1Δ (AJ767) en EMM con 7% 

de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Posteriormente, se recuperaron por filtración y 

se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol (0.04% Glu más 3% Gly). (B) Se 

cultivaron células de S. pombe que expresan la proteína de fusión Rst2-3HA y, además, carecen de la 

proteasa vacuolar Isp6 en los fondos genéticos control (AJ734), pka1Δ (AJ737), pka1Δ sty1Δ (AJ755), 

pka1Δ atf1Δ (AJ741) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. (A y B) 

Finalmente, se tomaron muestras en los tiempos indicados. Las muestras se procesaron por TCA y se 

analizaron mediante el inmunoensayo Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-HA-HRP 

(detección de la fusión Rst2-3HA) y se normalizaron con anti-Cdc2 (control de carga interno). Se 

muestran los resultados de un experimento representativo. «*» muestra la banda de proteína 

hiperfosforilada y de menor movilidad. 
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(AJ737), pka1Δ sty1Δ (AJ755) y pka1Δ atf1Δ (AJ741). Tal y como se había descrito (Higuchi 

et al., 2002; Jiang et al., 2021), la ausencia de Pka1 no alteró la movilidad de Rst2-HA durante 

la inanición de glucosa, observándose, no obstante, un aumento en su nivel de expresión 

(Figura 55, panel B), que sugiere que Rst2 podría favorecer su propia expresión. Es 

importante destacar que solo la ausencia de Sty1, y no de Atf1, provocó una notable alteración 

en el cambio de movilidad de Rst2-HA en respuesta a la limitación de glucosa en comparación 

con el control, tanto en el mutante sencillo como en el doble mutante con pka1Δ (Figura 54, 

paneles A y B). Este resultado sugiere que Rst2 podría ser diana de Sty1. Por ello, decidimos 

analizar la secuencia de aminoácidos de Rst2 en busca de posibles sitios de fosforilación por 

MAPK. Identificamos 10 sitios potenciales (T39, S245, S292, S354, S358, S398, S405, S410, 

S422 y S438) (Figura 55). Cabe destacar que los sitios S245 y S292, con la secuencia de 

consenso -PXS/TP-, han sido confirmados como fosforilados in vivo en estudios previos de 

fosfoproteómica (Kettenbach et al., 2015; Swaffer et al., 2016; Tay et al., 2019), por lo que 

decidimos estudiar su relevancia funcional y dependencia de Sty1. De los dos sitios 

identificados, nos centramos en el aminoácido S292. 

 

 

 

 

 

 

En primer lugar, obtuvimos un fosfoanticuerpo policlonal de conejo que reconoce la 

fosforilación de Rst2 en S292 in vivo. Como se ilustra en la Figura 56, la especificidad del 

anticuerpo quedó demostrada al observar la ausencia de fosforilación en los mutantes rst2Δ 

(panel A) y rst2S292A (panel B). Además, el nivel de fosforilación de Rst2 en S292 resultó ser 

mínimo durante en presencia de glucosa, experimentando un notable aumento en condiciones 

de escasez (Figura 56, panel B y D). Para verificar si la señal detectada correspondía 

específicamente a fosforilación en ese residuo, tratamos los extractos proteicos con fosfatasa 

en presencia y ausencia de ortovanadato. El análisis posterior mediante Western-blot reveló 

que la señal desaparecía después del tratamiento con fosfatasa, únicamente en ausencia del 

inhibidor (Figura 56, panel C).  

Figura 55. Estructura básica de Rst2. Los sitios de fosforilación dependientes de Pka1 conocidos 

aparecen coloreados en azul claro. Los sitios putativos S/T fosforilables por MAPK están coloreados 

en rojo. C2H2: dominio tipo dedo de zinc. 
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Figura 56. La fosforilación de Rst2 en S292 es efectuada específicamente por la MAPK Sty1. (A) 

Las células de las cepas MM1 (control) y AJ118 (rst2Δ) de S. pombe se cultivaron en EMM con 7% de 

glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial, seguidamente transferimos las células a EMM con 

3% de glicerol (3% Gly). (B) Se cultivaron células de S. pombe que expresan las proteínas de fusión 

genómica Rst2-HA y CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AJ31) y rst2.S292A (AJ34) en EMM con 

7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial. Seguidamente transferimos las células a 

EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol (0.04% Glu más 3% Gly). (C) Se cultivaron las células 

de la cepa MM1 (control) de S. pombe en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase 

exponencial, seguidamente se transfirieron las células a EMM con 3% de glicerol (3% Gly). (D) Se 

cultivaron las células de las cepas MM1 (control), AJ118 (rst2Δ) y AJ216 (sty1Δ) de S. pombe en EMM 

con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de fase exponencial, seguidamente transferimos las células 

a EMM con 0.04% de glucosa más 3% de glicerol (0.04% Glu más 3% Gly). (A, B, C y D) Se tomaron 

muestras a los tiempos indicados. Los niveles de Rst2-HA (B) y la fosforilación (A, B, C y D) in vivo en 

S292 se detectaron en extractos de proteínas desnaturalizadas con urea de las cepas indicadas. (C). 

La muestras se procesaron por un método de extracción nativo y se realizó el ensayó fosfatasa, 

tratando las muestras con fosfatasa lambda en presencia o ausencia de un inhibidor específico de 

PPasa. Posteriormente a la inmunotransferencia, se hizo uso de anticuerpos anti-HA (Rst2-HA) y 

anticuerpos anti-fosfo-S292; además, se usó anti-Cdc2 (como control de carga). Se muestran los 

resultados de un experimento representativo. «*» indica la banda de proteína hiperfosforilada y de 

menor movilidad. 
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Debido a la inestabilidad de la fusión Rst2-HA durante la purificación en condiciones 

nativas, no pudimos explorar directamente su asociación in vivo con Sty1. Para estudiar su 

relación funcional, nos propusimos analizar si la fosforilación de Rst2 en S292 tras la limitación 

de glucosa dependía de Sty. Para ello, se cultivaron células control (MM1), rst2Δ (AJ118) y 

sty1Δ (AJ216) en EMM con 7% de glucosa y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa 

más 3% de glicerol, tomándose muestras a distintos intervalos de tiempo y analizándose 

mediante Western-blot. La ausencia de señal en las células sty1Δ (Figura 56, panel D), 

sugiere que Sty1 fosforila este residuo de Rst2 in vivo. No obstante, cabe destacar que el 

cambio de movilidad de Rst2 tras la limitación de glucosa no se vio afectado en el mutante 

fosfonulo S292A (Figura 56, panel B), lo que sugiere que Sty1 podría fosforilar a Rst2 en 

residuos adicionales de serina y/o treonina. 

A continuación, dada la implicación de Rst2 en la modulación de la expresión de los 

genes implicados en la asimilación del glicerol (gld1+, dak1+ y dak2+), decidimos analizar si la 

ausencia de la fosforilación en S292 presentaba algún impacto en la expresión de estos 

genes. Para ello, cultivamos células control (AJ31), pka1Δ (AJ43), pka1Δ rst2Δ (AJ335) y 

pka1Δ rst2.S292A (AJ717) en EMM con 7% de glucosa, y tomamos muestras que fueron 

procesadas para medir los niveles de expresión mediante qPCR. Nuestros resultados 

mostraron que, de forma similar a las células pka1Δ rst2Δ, los niveles de expresión de ARNm 

de los genes gld1+, dak1+ y dak2+ se redujeron de forma muy significativa en las células pka1Δ 

que expresan el alelo mutante fosfonulo rst2S292A (Figura 57). Estos resultados sugieren que 

la fosforilación de S292, mediada por Sty1, es esencial para garantizar una adecuada 

actividad transcripcional de Rst2. 

 

 

 

 

 

Figura 57. La fosforilación de Rst2 dependiente de Sty1 en S292 es necesaria para la expresión 

de los genes implicados en el metabolismo del glicerol. Los niveles de ARNm de los genes: gld1+, 

dak1+, dak2+, y fbp1+; se midieron mediante qPCR a partir de ARN total extraído de muestras de células 

de las cepas AJ31 (control), AJ43 (pka1Δ) y AJ34 (pka1Δ rst2.S292A) de S. pombe que expresan las 

proteínas de fusión Rst2-3HA y CFP-Atg8; así como la cepa AJ335 (pka1Δ rst2Δ) de S. pombe que 

expresa la fusión genómica CFP-Atg8; que crecían exponencialmente en EMM con 7% de glucosa (7% 

Glu). Los resultados se muestran como expresión relativa (media ± SD) de tres repeticiones biológicas. 

****, p<0.0001; **, p<0.01; *, p<0.05; ns, no significativo, calculado mediante one-way ANOVA 
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Dada su relevancia en la actividad transcripcional de Rst2, cabría esperar que los 

mutantes carentes de fosforilación en S292 (rst2.S292A) exhiban defectos en su capacidad 

proliferativa mediante respiración. Para analizar esta hipótesis, realizamos un ensayo de 

crecimiento en gota en placas sólidas de YES con 2% de glucosa o YES con 0.04% de glucosa 

más 3% de glicerol, en las que se sembraron diluciones seriadas de las cepas rst2Δ (AJ176), 

rst2-3HA (control, AJ31) y rst2.S292A (AJ34). Sorprendentemente, las células que 

expresaban el alelo fosfomutante Rst2S292A no mostraron defectos en su capacidad 

proliferativa en condiciones respiratorias (Figura 58).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Finalmente, decidimos analizar la relevancia funcional de esta modificación en la 

regulación de la autofagia. Para ello, cultivamos células que expresan las proteínas de fusión 

Rst2-HA y CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AJ31), rst2.S292A (AJ34), pka1Δ (AJ43) 

y pka1Δ rst2.S292A (AJ717) en EMM con 7% de glucosa, y se transfirieron a EMM con 0.04% 

de glucosa más 3% de glicerol (AJ31 y AJ34) o a EMM con 3% glicerol (AJ43 y AJ717). 

Sorprendentemente, detectamos una notable reducción del proceso autofágico en las células 

que expresaban la variante mutante Rst2S292A en comparación con las células control bajo 

condiciones de escasez de glucosa (Figura 59, panel A). Este fenotipo se intensificó aún más 

en las células pka1Δ sometidas a ayuno de glucosa (Figura 59, panel B).  

 

Figura 58. La fosforilación dependiente de Sty1 en S292 de Rst2 no afecta a la capacidad de 

crecer en condiciones respiratorias. Diluciones seriadas de las cepas AJ176 (rst2Δ), AJ31 (control) 

y AJ34 (rst2.S292A) de S. pombe se inocularon en placas sólidas de medio YES 2% Glucosa o Yes 

0.04% Glucosa más 3% Glicerol. Las placas se incubaron a 30ºC durante 3 días y se fotografiaron. Se 

muestra un experimento representativo del resultado. 
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Figura 59. La fosforilación dependiente de Sty1 en S292 de Rst2 reduce la activación de la 

autofagia en respuesta al déficit de glucosa. (A y C) Se cultivaron células de S. pombe que expresan 

las proteínas de fusión Rst2-HA y CFP-Atg8 en los fondos genéticos control (AJ31), rst2S292A (AJ34) y 

rst2S245A (AJ32) en EMM con 7% de glucosa (7% Glu) hasta mitad de la fase exponencial. 

Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a EMM con 0.04% de glucosa más 3% 

de glicerol (0.04% Glu más 3% Gly). (B) Se cultivaron células de S. pombe que expresan las proteínas 

de fusión Rst2-HA y CFP-Atg8 en los fondos genéticos pka1Δ (AJ43) y pka1Δ rst2S292A (AJ727) en EMM 

con 7% de glucosa (7% Glu). Posteriormente, se recuperaron por filtración y se transfirieron a EMM 

con 3% de glicerol (3% Gly). (A y B) Por un lado, se tomaron muestras a los tiempos indicados y se 

determinó el porcentaje de células que reclutaron CFP-Atg8 a PAS mediante microscopía de 

fluorescencia (número de células> 300; tres réplicas biológicas) y se representa como (media ± SD). 

(A, B y C) otro lado, las muestras se procesaron por TCA y se analizaron mediante el inmunoensayo 

Western-blot haciendo uso del anticuerpo anti-GFP (fusión CFP-Atg8 y proteólisis) y se normalizaron 

con anti-Cdc2 (control de carga interno). Los datos de proteólisis de CFP-Atg8 en los tiempos indicados 

se muestran como (media ± SD) y corresponden a triplicados biológicos. ****, p<0.0001; ***, p<0.001; 

**, p<0.01; *, p<0.05, calculado mediante one-way ANOVA.  
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El hecho de que la movilidad electroforética de Rst2S292A no se vea afectada tras la 

escasez de glucosa (Figura 56, panel B) sugiere que Sty1 podría estar fosforilando a Rst2 en 

otros residuos. Por esta razón, decidimos investigar la posible influencia de la fosforilación 

dependiente de MAPK en el residuo S245 sobre el flujo autofágico. Sorprendentemente, los 

resultados mostraron que las células no presentan ningún defecto en la inducción de la 

autofagia en respuesta a una limitación de glucosa (Figura 59, panel C). En resumen, 

nuestros resultados sugieren que, aunque es probable que Sty1 esté fosforilando a Rst2 en 

otros residuos, la fosforilación in vivo de Rst2 en S292 por Sty1 desempeña un papel esencial 

en la inducción de la autofagia dependiente de la respiración durante la escasez de glucosa. 
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1. La adaptación a la escasez de glucosa en S. pombe. 

Los organismos vivos están continuamente sujetos a variaciones ambientales, y la 

privación de nutrientes representa una de las perturbaciones más críticas para su desarrollo 

y homeostasis. Para afrontar estas alteraciones, es esencial que estos organismos dispongan 

de sistemas para detectar con precisión la disponibilidad de recursos nutricionales y, en 

respuesta, adecuen sus procesos fisiológicos. Notablemente, una de las respuestas 

fisiológicas más prominentes en este contexto es la activación de la autofagia. Durante la 

última década, la investigación en autofagia ha progresado enormemente, especialmente en 

la identificación y caracterización de los factores y mecanismos que intervienen en su 

regulación (Sheng & Qin, 2019). Una mejor comprensión de estos mecanismos es esencial 

para elucidar la fisiopatología de diversas enfermedades metabólicas, inmunológicas, 

degenerativas y relacionadas con el envejecimiento, lo que posibilita el diseño de 

intervenciones terapéuticas innovadoras. A pesar de la conservación evolutiva de estos 

mecanismos moleculares, aún existen vacíos en el conocimiento sobre la regulación de la 

autofagia. En este contexto, la levadura de fisión S. pombe emerge como un modelo de 

investigación relevante, ya que su estudio nos permitirá comprender mejor los mecanismos 

moleculares que orquestan la autofagia en células de mamíferos. 

1.1 La reprogramación metabólica y la autofagia: una aproximacimación 

hacia la terapia del cáncer desde la investigación en levaduras. 

Desde levaduras a células de mamíferos se ha señalado frecuentemente el carácter 

dinámico del metabolismo celular, una característica esencial para mantener la viabilidad 

celular frente a diversos estímulos intrínsecos y extrínsecos, mediante el reajuste de la 

demanda energética (Medina, 2020). Numerosos estudios han resaltado la significativa 

función del metabolismo mitocondrial en la proliferación de células cancerosas, dado que 

estas mitocondrias proveen los precursores cruciales para la síntesis de macromoléculas, 

ATP y NADPH. Adicionalmente, la desregulación metabólica y bioenergética, específicamente 

la disfunción mitocondrial, ha sido identificada como una característica distintiva de las células 

cancerosas (Hanahan & Weinberg, 2011). Esta anomalía mitocondrial potencia el crecimiento 

tumoral y confiere a las células cancerosas una mayor resistencia frente a procesos de muerte 

celular programada (Weinberg & Chandel, 2015). De hecho, se ha señalado que las células 

cancerosas corrigen este defecto en el metabolismo mitocondrial con el establecimiento de la 

glucólisis aeróbica o efecto Warburg para así mantener la proliferación celular. No obstante, 

tras comprender mejor el carácter heterogénico del cáncer, se ha observado que en diversos 

tipos de cáncer no existe necesariamente una correlación entre el efecto Warburg y defectos 

en el metabolismo respiratorio (DeBerardinis et al., 2008; Ward & Thompson, 2012), 
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postulándose que los fibroblastos asociados serían los encargados de llevar a cabo el efecto 

Warburg, produciendo el lactato que posteriormente será incorporado y metabolizado por las 

células cancerosas vía mitocondria (Yoshida, 2015). Paralelamente, la disfunción mitocondrial 

se ha relacionado directamente con mutaciones en el ADN mitocondrial, la generación de 

ROS, la inestabilidad genética (Medina, 2020) y alteraciones en el funcionamiento de enzimas 

mitocondriales (Abate et al., 2020; Ferreira et al., 2012). Ante estas circunstancias, se ha 

descrito la activación la autofagia/mitofagia como un mecanismo garante de la función 

mitocondrial (DeBerardinis et al., 2008), que contribuye a restaurar la homeostasis celular, 

paso esencial para la proliferación de células cancerosas, la invasión y la metástasis (Yoshida, 

2015). Es por este motivo que se ha sugerido como estrategia terapéutica la inhibición de la 

autofagia/mitofagia para promover la inducción de la apoptosis en células cancerosas, y 

mejorar la sensibilidad al tratamiento anticancerígeno (Zhou et al., 2015).  

Por su parte, en levaduras, se han descrito roles adicionales de la autofagia en la 

reprogramación del metabolismo ante la escasez de glucosa como: la formación del complejo 

Snf1-Mec1-Atg1 que mantiene la respiración mitocondrial (Yi et al., 2017), y el papel de la 

autofagia como proveedor de aminoácidos necesarios para el funcionamiento de la 

mitocondria (May et al., 2020). Curiosamente, en S. pombe, hasta la fecha, no se había 

descrito ninguna evidencia clara de la autofagia como moduladora de la reprogramación 

metabólica, debido, principalmente, al desconocimiento existente de su interacción con el 

metabolismo respiratorio.  

1.2 Desvelando la conexión entre el metabolismo mitocondrial y la 

inducción de autofagia en S. pombe: una relación nueva y 

prometedora. 

 En esta Tesis Doctoral, hemos profundizado en los mecanismos reguladores que 

modulan la inducción de la autofagia ante el déficit de glucosa en la levadura de fisión S. 

pombe. Inicialmente, en consonancia con la literatura previa, corroboramos que las células de 

S. pombe no logran inducir la autofagia en condiciones de ayuno de glucosa (Figuras 22-24) 

(Corral-Ramos et al., 2021; Kohda et al., 2007). Cabe destacar que, aunque se ha descrito 

que S. cerevisiae induce una fuerte respuesta autofágica ante la ausencia de glucosa, ciertos 

estudios han propuesto que la privación de glucosa, contrariamente, inhibe la autofagia en 

esta especie (Adachi et al., 2017).  
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Mediante el estudio de este proceso en S. pombe, hemos evidenciado que, en 

presencia de concentraciones de glucosa que favorecen el crecimiento respiratorio (Takeda 

et al., 2015), se manifiesta una marcada inducción de la autofagia (Figuras 22 y 23). 

En estas condiciones de escasez de glucosa, el metabolismo respiratorio provoca un 

aumento de la producción mitocondrial de ROS como moléculas de señalización, las cuales 

se han descrito como capaces de desencadenar cambios transcripcionales en el núcleo 

(Teoría de la mitohormesis) que promueven una serie de eventos citoprotectores, que 

constituyen la llamada respuesta retrógrada (Machado et al., 2021; Ristow & Zarse, 2010; 

Tapia, 2006). Por su parte, la respuesta retrograda al ser un mecanismo garante de la calidad 

mitocondrial presenta vínculos reguladores con la autofagia (Jazwinski, 2013). De hecho, en 

S. cerevisiae, bajo condiciones de limitación nutricional y energética, se ha observado la 

inducción de la pexofagia (degradación selectiva de peroxisomas) y la mitofagia de forma 

controlada, evitando así la pérdida de orgánulos que son necesarios para producir energía (β-

oxidación en los peroxisomas; y la respiración en mitocondrias) (Lang et al., 2014; Twig et al., 

2008). Respecto a S. pombe, previamente se había descrito que la autofagia inducida en 

respuesta a una limitación en la disponibilidad de glucosa estaba asociada con la mitofagia 

(Corral-Ramos et al., 2021), siendo su propósito principal eliminar las mitocondrias dañadas 

por el intenso estrés oxidativo proveniente del metabolismo respiratorio (Corral-Ramos et al., 

2021; Takeda et al., 2010). Por tanto, se descartaba una relación funcional entre la autofagia 

y el metabolismo respiratorio. Sin embargo, en esta Tesis Doctoral, hemos refutado dicha 

hipótesis, ya que tanto tanto la inhibición farmacológica como la supresión genética de 

componentes de varios complejos de la ETC mitocondrial resultaron en una notable 

disminución del flujo autofágico en S. pombe en respuesta a la limitación de glucosa (Figuras 

28-31). Estos hallazgos indican que, en S. pombe, la inducción de la autofagia ante una 

limitación de glucosa está condicionada a una adaptación adecuada al metabolismo 

respiratorio y la necesidad de una cadena transportadora de electrones mitocondrial 

plenamente operativa. Además, en contraste con S. cerevisiae donde Atg1 y Atg11 son 

necesarios para mantener la respiración mitocondrial durante la limitación de glucosa (Yi et 

al., 2017), en S. pombe, ni Atg1 ni Atg11 parecen desempeñar un papel en la regulación de 

la función mitocondrial (Figura 42, panel C). 
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1.3 Modulación de la autofagia por las rutas de señalización nutricional en 

S. pombe: Nuevas perspectivas en la adaptación celular frente a la 

escasez de glucosa. 

La adaptación celular frente a la escasez de glucosa depende intrincadamente de una 

compleja red de vías de señalización molecular que orquestan la reprogramación metabólica 

y la autofagia, entre las que destacan TOR, AMPK, AMPc-PKA y SAPK (Ver Apartado 3.2) 

(Abate et al., 2020; Alao et al., 2023; Deng et al., 2021). En el caso de la ruta AMPK, esta ha 

sido ampliamente descrita como modulador de la autofagia en eucariotas al ser un regulador 

de TOR (Alao et al., 2023). Por su parte, el papel de AMPc-PKA en la modulación de la 

autofagia es bien conocido en S. cerevisiae (Budovskaya et al., 2004; Stephan et al., 2009), 

aunque su papel en eucariotas superiores permanece más ambiguo (Cherra et al., 2010; 

Torres-Quiroz et al., 2015; Zhao et al., 2019) y ha sido ampliamente descartada como 

regulador en S. pombe (Corral-Ramos et al., 2021; Mukaiyama et al., 2010). De hecho, hasta 

la fecha, en S. pombe solo se ha descrito la implicación de la ruta TOR y la MAPK Sty1 en la 

inducción de la autofagia (Corral-Ramos et al., 2021).  

1.3.1 La ruta AMPc-PKA como reguladora de la autofagia inducida en respuesta 

a la escasez de glucosa en S. pombe. 

Teniendo en cuenta que la señalización del cambio diaúxico y el metabolismo 

respiratorio está principalmente orquestado en S. pombe por la vía de señalización AMPc-

PKA (Adnan et al., 2017), decidimos estudiar su papel en la inducción de la autofagia.  

A diferencia de lo observado en S. cerevisiae (Stephan et al., 2009), la inactivación 

completa de la señalización de AMPc-PKA en S. pombe no es letal. Sorprendentemente, y en 

contraposición a las células control, las células pka1Δ fueron capaces de inducir una fuerte 

respuesta autofágica cuando se transfirieron a un medio cuya única fuente de carbono 

disponible era el glicerol, una fuente de carbono no fermentable (ayuno de glucosa) (Figura 

32). De hecho, la deleción de la subunidad catalítica pka1+ provocó una leve inducción basal 

de la autofagia en presencia de glucosa (Figura 32). Por el contrario, la activación constitutiva 

de Pka1 bloqueó la inducción de la autofagia en respuesta a una limitación de glucosa (Figura 

37). La ruta AMPc-PKA regula la autofagia tanto a nivel transcripcional como postraduccional. 

A nivel transcripcional, depende del factor de transcripción Rst2; pues su deleción redujo de 

forma muy significativa el flujo autofágico respecto a las células control en respuesta a la 

limitación de glucosa (Figura 38), y la deleción simultanea junto con pka1+ (rst2Δ pka1Δ) lo 

bloqueó completamente en condiciones de ayuno (Figura 39). 
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 Esta actividad transcripcional de Rst2 se inhibe en las células en crecimiento de 

glucosa a través de un mecanismo de fosforilación dependiente de Pka1 y se vuelve 

completamente operativa a medida que la actividad de Pka1 disminuye durante la limitación 

o la inanición de glucosa (Jiang et al., 2021; Kunitomo et al., 2000; Vassiliadis et al., 2019). 

Sorprendentemente, el intenso flujo autofágico de las células ayunadas de glucosa que 

expresan una versión Rst2 insensible a la regulación negativa ejercida por la señalización de 

AMPc-PKA (Rst2.M3) se redujo notablemente en las células que presentan una actividad 

constitutiva de Pka1 (Figura 40, panel B). Este dato respalda que en S. pombe, la señalización 

de la vía AMPc-PKA también regula negativamente la autofagia de forma postraduccional y 

de manera independiente de Rst2. Aunque actualmente se desconoce, este mecanismo 

podría implicar la fosforilación inhibitoria dependiente de Pka1 de Atg1 y/o Atg13, como se ha 

descrito en S. cerevisiae (Budovskaya et al., 2005; Budovskaya et al., 2004; Schmelzle et al., 

2004). 

1.3.2 La AMPK no está implicada en la inducción de la autofagia en respuesta 

al déficit de glucosa en S. pombe.  

Sorprendentemente, aunque la respiración mitocondrial también es necesaria para la 

inducción de la autofagia en S. cerevisiae en respuesta a la limitación de glucosa (Yi et al., 

2017), nuestros datos respaldan que los mecanismos específicos que vinculan la respiración 

mitocondrial con la autofagia probablemente hayan divergido en ambas especies de levadura. 

De hecho, en S. pombe el flujo autofágico no se vio comprometido tras la limitación de glucosa 

en mutantes afectados en la vía de respuesta al daño en el ADN, Mec1/ATR (mutante rad3Δ), 

o en células que carecen de AMPK Ssp2 (Figura 42). Es más, el efecto nulo de la eliminación 

de ssp2+ en el flujo autofágico fue algo inesperado, considerando su papel como regulador 

negativo de la función del complejo TORC1 (Davie et al., 2015). 

Este hallazgo plantea la cuestión de cómo se induce la autofagia independientemente 

de la señalización de Ssp2-TORC1. Una posibilidad es la interacción entre los complejos 

TORC1 y TORC2 en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes (Cohen et al., 2014; 

Corral-Ramos et al., 2021; Ikai et al., 2011). En primer lugar, Ssp2 regula positivamente la 

actividad de TORC2, mientras que TORC1 está parcialmente regulado por el complejo 

TORC2 (Cohen et al., 2014; Corral-Ramos et al., 2021). La inhibición de la señalización 

TORC2 tras la escasez de glucosa provoca una atenuación del efecto supresor de Gad8, 

promoviendo la activación Gsk3 y Gsk31 que puede compensar la pérdida de expresión de 

Ssp2 al inhibir la actividad de TORC1 a través del complejo Tsc1 y Tsc2 (Ma et al., 2016; 

Rallis et al., 2017). Por lo tanto, en estas condiciones de escasez de glucosa se podría 
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promover la inducción de la autofagia incluso aunque haya una activación reducida de TORC1 

debido a la ausencia de Ssp2 (Ma et al., 2016; Miao et al., 2020; Rallis et al., 2017). 

1.3.2.1 Scr1, diana de la AMPK, está implicado en la regulación de la autofagia inducida 

en respuesta a la escasez de glucosa en S. pombe. 

Tal y como habíamos comentado, en S. cerevisiae la CCR reprime la inducción de la 

autofagia en presencia de glucosa (Adachi et al., 2017). En línea con esto, nuestros resultados 

indican que el principal represor transcripcional de la CCR, el factor Scr1, tiene un papel en la 

modulación de la autofagia en respuesta al déficit de glucosa (Figura 43). Esta relación parece 

deberse a que las células de S. pombe carentes de scr1+ se encuentran predispuestas al 

crecimiento respiratorio (Matsuzawa et al., 2010; Vassiliadis et al., 2019). Esta observación, 

encaja en un contexto donde la inducción de la expresión génica mediada por los factores de 

transcripción Rst2 y Atf1 prevalece sobre la represión ejercida por Scr1. Esto coincide con lo 

descrito anteriormente en células pka1Δ, en las que, en presencia de glucosa, y por tanto, con 

la presencia de Scr1 en el núcleo, se da una expresión constitutiva de genes como fbp1+ 

(Hoffman & Winston, 1991; Sánchez-Mir et al., 2020) o gld1+ (Figuras 48 y 49). 

1.3.3 Nuevos roles de la vía de señalización SAPK como regulador de la 

autofagia en S. pombe: Sty1 modula transcripcionalmente la inducción de 

la autofagia ante la escasez de glucosa a través de Atf1. 

Por otro lado, las respuestas celulares a los cambios ambientales en S. pombe están 

mediadas por la vía SAPK y su efector central la MAPK Sty1 (Lawrence et al., 2007; López-

Avilés et al., 2005; Pérez & Cansado, 2010; Prieto-Ruiz et al., 2020; Sanso et al., 2008). En 

situaciones de escasez de glucosa o inanición, Sty1 se activa y promueve la fosforilación de 

Atf1, lo que desencadena un aumento en la expresión de genes pertenecientes a diferentes 

categorías funcionales, entre los que se encuentran los genes CESR (Chen et al., 2003). 

Además, la vía SAPK se activa constitutivamente en mutantes que carecen de actividad Pka1, 

lo que se atribuye a un estrés oxidativo metabólico endógeno, consecuencia directa de la 

adaptación al metabolismo respiratorio (Zuin, Castellano-Esteve, et al., 2010; Zuin et al., 

2008). 

Recientemente, se ha descrito que Sty1 juega un papel en la inducción de la autofagia 

en respuesta al ayuno de nitrógeno a mediante la regulación transcripcional positiva de 

diversos genes atg, como atg1+, atg4+, atg6+, atg9+ y atg22+, y de manera independiente a 

Atf1(Corral-Ramos et al., 2021). A diferencia del ayuno de nitrógeno, los datos presentados 

en esta Tesis Doctoral confirman que la señalización de la ruta SAPK, a través de Atf1, regula 

positivamente la inducción de la autofagia en respuesta al déficit de glucosa (Figura 44). Por 

lo tanto, la modulación de la señalización transcripcional efectuada tanto por Pka1-Rst2 como 
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Sty1-Atf1, es esencial, al menos en parte, para desencadenar la autofagia en respuesta al 

déficit de glucosa (Figura 44). 

1.3.4 Interacción cruzada de las vías Pka1-Rst2 y Sty1-Atf1: modulación 

transcripcional de la inducción de la autofagia en respuesta a la escasez 

de glucosa. 

Basándonos en los resultados obtenidos, procedimos a la identificación de los posibles 

genes involucrados en la inducción de la autofagia dependiente de la respiración, y que 

estuviesen regulados conjuntamente por ambas vías de señalización: Pka1-Rst2 y Sty1-Atf1. 

Mediante análisis de microarrays de ADN, demostramos que la expresión de un gran número 

de genes en las células carentes de Pka1 es estrictamente codependiente de las funciones 

Rst2 y Atf1 (Figura 45). Específicamente, dentro de este conjunto de genes, encontramos a 

los relacionados con el metabolismo del glicerol y que resultan cruciales para su asimilación: 

gld1+, dak1+ y dak2+ (Figura 46 y 49) (Matsuzawa et al., 2010). Nuestros resultados indican 

que todos ellos son necesarios para una inducción adecuada de la autofagia en situaciones 

de escasez de glucosa (Figura 51). De hecho, la eliminación de estos genes provocó una 

reducción del flujo autofágico que resultó ser similar a la observada tras la eliminación de rst2+ 

o atf1+ (Figuras 38 y 44). 

La expresión de estos genes se encuentra inhibida en presencia de glucosa (CCR) por 

acción combinada de Scr1 y el complejo Tup/Ssn6 (Matsuzawa et al., 2010). Curiosamente, 

tanto Rst2 como Scr1 se unen al motivo de ADN 5'-CCCCTC-3', y además se ha descrito que 

Rst2 reemplaza a Scr1 en el promotor fbp1+ durante períodos de escasez de glucosa, 

propiciando la activación de su expresión (Hirota et al., 2006). Asimismo, estudios centrados 

en la regulación por CCR en S. pombe plantean que la mayoría de los genes reprimidos por 

Scr1 podrían activar su expresión de forma dependiente de Rst2 tras el déficit de glucosa, 

especialmente en ausencia de la función de Scr1 (Vassiliadis et al., 2019). En concordancia, 

nuestros datos revelan que los niveles de ARNm de gld1+ experimentan una marcada 

inducción, que depende tanto de Rst2 como de Atf1, en células control sometidas a limitación 

de glucosa (Figura 50) o en células pka1Δ creciendo en glucosa (Figura 48). Estos hallazgos 

sugieren que ambos factores, Rst2 y Atf1, pueden competir con Scr1 por la unión al promotor 

de gld1+, y que esta unión es favorecida cuando Scr1 está ausente o es excluido del núcleo 

debido al déficit de glucosa. El control positivo de la expresión de gld1+ por parte de Rst2 y 

Atf1 es dominante sobre la actividad represora de Scr1 para la inducción de la autofagia, ya 

que la deleción de ssp2+, que previene la inhibición de Scr1, no redujo el flujo autofágico en 

las células pka1Δ privadas de glucosa en presencia de glicerol (Figura 42). Adicionalmente, 

la inducción de la expresión de los genes dak1+ y dak2+, que es independiente de Scr1 
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(Matsuzawa et al., 2010), sigue dependiendo de Rst2 y Atf1 (Figura 48 y 50), lo que 

proporciona una dimensión adicional al entramado regulatorio transcripcional de la autofagia 

bajo condiciones de ausencia de glucosa. Estos hallazgos, en conjunto con las observaciones 

previamente detalladas, subrayan el papel clave y la notable plasticidad funcional de esta vía 

de señalización en S. pombe para regular la autofagia en respuesta al agotamiento de 

nutrientes. 

1.3.5 Un nuevo mecanismo de la vía SAPK en S. pombe: Modulación de la 

activación del factor de transcripción Rst2 en respuesta a la escasez de 

glucosa. 

Otro hallazgo importante de esta Tesis Doctoral es que la MAPK Sty1 fosforila a Rst2 

en el aminoácido S292 regulando positivamente su actividad y su función en la modulación 

de la autofagia en respuesta al agotamiento de la glucosa (Figuras 54 y 56).  

Por un lado, en ausencia de sty1+, pero no de atf1+, no se observó la fosforilación de 

la proteína de fusión Rst2-HA tras la limitación de glucosa, y tampoco en las células pka1Δ 

sty1 tras el ayuno de glucosa (Figura 54). La fosforilación de Rst2 por Sty1 podría mejorar 

su afinidad de unión y su reclutamiento a las secuencias reguladoras presentes en sus genes 

dianas (Figura 57). Dado que no observamos ausencia de fosforilación en el mutante 

Rst2.S292A en nuestras condiciones experimentales, no se descarta que otros sitios de 

MAPK puedan estar siendo modificados por Sty1 (Figura 55). Por otro lado, es intrigante que, 

aunque esta fosforilación específica en Rst2 no es esencial para el crecimiento respiratorio de 

S. pombe (Figura 58), sí lo es para la inducción autofágica en respuesta al déficit de glucosa 

(Figura 59). En resumen, estas evidencias demuestran cómo la vía SAPK de S. pombe 

interactúa con la señalización Pka1-Rst2 a través de la fosforilación directa del factor de 

transcripción Rst2 para regular positivamente la inducción transcripcional de la autofagia tras 

la limitación de la glucosa.  

1.3.6 Un mecanismo innovador en la regulación de la autofagia en respuesta a 

la escasez de glucosa. 

Todos los hallazgos clave descritos en este trabajo se recopilan en el modelo 

presentado en la Figura 60.  
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Las células de S. pombe crecen esencialmente a través de un metabolismo 

fermentativo cuando hay altas concentraciones de glucosa disponibles, aunque también se 

requiere de la respiración mitocondrial para mantener una proliferación celular óptima (Malecki 

et al., 2016; Malecki et al., 2020). Este estado metabólico da como resultado la regulación 

positiva de las vías de señalización TOR y AMPc-PKA, que bloquean el inicio de la autofagia 

al inhibir la actividad de la quinasa Atg1 y al factor de transcripción Rst2, respectivamente. Es 

más, Atg1 o algún otro componente de la maquinaria de iniciación de la autofagia, también 

podría ser regulado negativamente por Pka1. Por otro lado, en estas condiciones, el represor 

transcripcional implicado en la CCR, Scr1, bloquea constitutivamente la inducción 

transcripcional de genes para la asimilación de fuentes de carbono alternativas (glicerol) 

(Figura 60). 

 

 

 

Figura 60. Modelo de regulación de la autofagia en respuesta al déficit de glucosa en S. pombe. 

Modelo que representa las vías de señalización y los mecanismos que regulan la inducción de la 

autofagia en S. pombe durante la transición del metabolismo fermentativo al respiratorio.  
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Tras la limitación o la inanición de glucosa, la inactivación de la vía AMPc-PKA provoca 

la translocación nuclear de Rst2. Este estímulo también activa la MAPK Sty1, lo que resulta 

en la fosforilación y activación de Atf1, y la fosforilación de Rst2 en S292. Adicionalmente, la 

AMPK Ssp2 promueve la exportación nuclear e inactivación de Scr1. En este contexto 

fisiológico, se induce la activación transcripcional específica de los genes implicados en la 

asimilación del glicerol (gld1+, dak1+, dak2+), y en el establecimiento del metabolismo 

respiratorio. Paralelamente, la falta de inhibición dependiente de TOR y Pka1 converge con 

los complejos de la ETC mediante mecanismos postranscripcionales aún no esclarecidos, 

para promover la activación completa de la quinasa Atg1 y la subsiguiente inducción de 

autofagia.  

Finalmente, aunque el «dogma central» de la autofagia postula que esta respuesta 

degradativa sirve principalmente como fuente de nutrientes y combustibles durante el déficit 

nutricional, nuestros hallazgos van más allá. Señalan la implicación directa de la señalización 

nutricional en la regulación de la autofagia para hacer frente a la crisis energética. Esta 

simbiosis entre la activación del metabolismo mitocondrial y la autofagia resulta crucial para 

mantener la supervivencia y proliferación celular. En definitiva, nuestros datos revelan la 

existencia de un control ambiental altamente sofisticado y multifacético que regula esta 

respuesta adaptativa crucial para la supervivencia celular de S. pombe. Estos descubrimientos 

sentarán las bases para futuras investigaciones sobre la interacción entre la señalización 

nutricional, la autofagia y la reprogramación metabólica en S. pombe. 
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Conclusiones específicas. 

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral han permitido obtener las 

siguientes conclusiones: 

 El déficit de glucosa es un estímulo proautofágico en S. pombe, en el rango de 

concentraciones de glucosa en las que se promueve la transición eficaz del 

metabolismo fermentativo al crecimiento respiratorio.  

 La inducción de la autofagia en respuesta a una limitación en la disponibilidad de 

glucosa requiere de una cadena de transporte de electrones mitocondrial 

plenamente funcional en S. pombe. 

 La inactivación de la vía de señalización AMPc-PKA promueve la inducción de la 

autofagia en respuesta a un ayuno completo de glucosa al inducir una pre-

adaptación al metabolismo respiratorio.  

 En S. pombe, la ruta de señalización AMPc-PKA regula negativamente la inducción 

de la autofagia en respuesta al déficit de glucosa de forma dependiente e 

independiente del factor de transcripción Rst2. 

 El mecanismo que modula la inducción de la autofagia en respuesta al déficit de 

glucosa ha evolucionado de forma diferente en S. cerevisiae y S. pombe. 

 El componente de la vía de señalización de daño en ADN, Rad3, no está implicado 

en la inducción de la autofagia en respuesta al déficit de glucosa en S. pombe. 

 En S. pombe, la AMPK Ssp2 no está involucrada en la inducción de la autofagia 

en respuesta al déficit de glucosa. 

 La ruta de señalización de MAPK de respuesta estrés (SAPK) regula positivamente 

la inducción de la autofagia en respuesta al déficit de glucosa a través del factor de 

transcripción Atf1. 

 En S. pombe, la expresión de los genes gld1+, dak1+ y dak2+, implicados en la 

asimilación del glicerol, es esencial para una adecuada adaptación al metabolismo 

respiratorio y, consecuentemente, para la inducción de la autofagia. 

 El represor transcripcional Scr1, implicado en la represión catabólica por fuente de 

carbono (CCR), regula negativamente la autofagia al reprimir la expresión de genes 

necesarios para un adecuado metabolismo respiratorio.  

 La fosforilación in vivo de Rst2 en S292 por Sty1 potencia notablemente la actividad 

transcripcional de Rst2 en respuesta al déficit de glucosa, ejerciendo un impacto 

positivo en la inducción de la autofagia. 
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Conclusiones generales. 

En base a estos resultados y conclusiones específicas, proponemos las siguientes 

conclusiones generales: 

 

1- En S. pombe, la autofagia se induce en respuesta al déficit de glucosa cuando 

ocurre una adaptación eficaz al metabolismo respiratorio. Sin embargo, esto no 

sucede cuando las células son sometidas a un ayuno completo de glucosa. 

 

2- La inducción de autofagia en respuesta al déficit de glucosa en S. pombe se 

regula a nivel transcripcional por las vías de señalización PKA-Rst2 y Sty1-Atf1. 

Además, en estas condiciones, la MAPK Sty1 contribuye positivamente a este 

proceso mediante la fosforilación y activación del factor de transcripción Rst2. 

 

3- El metabolismo del glicerol, y en particular los genes implicados en su 

asimilación gld1+, dak1+ y dak2, juegan un papel crucial en la adaptación al 

déficit de glucosa contribuyendo a la activación del proceso autofágico en S. 

pombe.  
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