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ABREVIATURAS

- Bisacrilamida: N, N' metilen-bis-acrilamida.

- BSA: Seroalbúmina bovina.
-CoA Coenzima A.
-d : dalton

- DNasal: Desoxirribonucleasa I.

- D.O.: Densidad óptica.
- DTT: DitiotreitoL
-EDTA: Etilén diamino tetraacético, sai sódica.
- IPTG: Isopropil-B-D-tiogaiactopiranósido.
-kb: kilo pares de bases.
- MNasa: Nucleasa de micrococo.
- mRNA: RNA mensajero.

-ORF: Pauta abierta de lectura.
-pb: Pares de bases.
- p/v: Peso/volumen.
- PVP: Polivinilpirrolidona.
- RNA: Acido ribonucleico.
- RNasa: Ribonucleasa.
-SDS: Dodecil sulfato sódico.
- TCA: Acido tricloroacético.
- TEMED: N, N, N’.N'-tetrametil etilén diamino.
- Tris: Tris(hidroximetil)amino metano.
- v/v: Volumen/volumen.
- X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-l3-D-galactopiranósido.
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Introducción



1. LA CROMATINA.

1.1. Consideraciones generales.

Los estudios sobre la cromatina se centraron fundamentalmente al 
principio en el aspecto estructural de la misma. Hoy en día se dispone de 
una buena aproximación de los diferentes niveles de estructuración que 
presenta el DNA en organismos eucarióticos. En estos organismos el DNA se 
encuentra confinado en el núcleo celular gracias a su empaquetamiento en 
una compleja estructura, denominada cromatina, de la que también forman 
parte proteínas (fundamentalmente histonas) y probablemente RNA (Igo- 
Kemenes et al., 1982). La cromatina permite una enorme reducción de la 
longitud del DNA debido al alto grado de compactación que se consigue a 
través de los sucesivos niveles de organización, desde los nucleosomas, 
pasando por nucleofilamentos, hasta las estructuras de orden superior 
(Kornberg, 1974, 1977; Finch y Klug, 1976; McGhee et al., 1983; Paulson y 
Laemmli, 1977).

Sin embargo, no hay que olvidar que la cromatina constituye en 
último término un complejo supramolecular dinámico, ya que es necesario 
que el DNA sea accesible a la maquinaria de replicación ai menos una vez 
durante el ciclo celular y que varios genes activen y /o  repriman su 
transcripción varias veces. Además, procesos como la reparación del DNA, 
recombinación y separación mitótica también reflejan el comportamiento 
dinámico de los componentes de la cromatina. Toda esta dinámica de la 
cromatina es un hecho plenamente demostrado que ha llevado a distinguir 
entre cromatina activa (o potencialmente activa) y cromatina inactiva en 
función de una serie de características distintivas que se refieren 
fundamentalmente a su estructura pero que también parecen afectar a su 
composición (Reeves, 1984).

De todos los aspectos, la comprensión de los mecanismos que 
gobiernan la regulación de la expresión génica en organismos eucarióticos 
se ha convertido en uno de los grandes objetivos actuales de la 
investigación en Biología Molecular. El desarrollo de las técnicas de DNA 
recombinante ha contribuido enormemente a la ampliación de nuestros



codificación de ia información genética sino también en la regulación de su 
expresión de acuerdo con las necesidades fisiológicas a lo largo de la vida 
de las células. Dichos elementos constituyen el 'promotor" de los genes, una 
región del DNA localizada normalmente delante de la región codificante que 
contiene las secuencias de reconocimiento necesarias para que la RNA 
polimerasa inicie correctamente la transcripción del mRNA así como las 
secuencias a las que se unen ios factores activadores o represores 
responsables de la expresión regulada del gen. Es fácil imaginar la 
importancia que ia estructura de la cromatina debe tener en regiones como 
ésta donde existe un continuo recambio de factores proteicos unidos al DNA. 
La unión de estas proteínas no solo depende de la estructura de la 
cromatina como determinante de la accesibilidad al DNA, sino que de 
manera recíproca influye en dicha estructura, poniendo de manifiesto la 
estrecha relación entre la estructura y la función de la cromatina.

1.2. Sensibilidad a nucleasas de la cromatina.

La metodología mas utilizada en el estudio de la estructura de la 
cromatina activa ha sido su digestión con nucleasas. Entre los diferentes 
enzimas existentes, la DNasal y la nucleasa de micrococo (MNasa) son las 
más utilizadas.

La primera de ellas se ha utilizado para obtener una idea de la 
accesibilidad global que presenta un dominio de cromatina. La sensibilidad 
a la nucleasa DNasal varía a lo largo del genoma de una célula. Las regiones 
activas o potencialmente activas son mas sensibles a la digestión, siendo 
este efecto todavía mayor en el momento mismo de ia transcripción (para 
una revisión Reeves, 1984). Además de esta propiedad, la DNasal ha 
permitido identificar regiones del DNA cercanas a los genes activos 
especialmente susceptibles de degradación a las que se ha denominado 
sitios hipersensibles (Wu, 1980). Estas regiones se han encontrado en todos 
los genes de eucariotas estudiados, tanto de células animales como en 
vegetales y hongos (Eissenberg e t aJ.% 1985). Se localizan preferentemente 
en la zona del promotor aunque también se han descrito en el flanco 3' de 
los genes e incluso en la región codificante.



Respecto a la organización molecular de los sitios hipersensibles, se 
piensa que se originan por la interacción de una o varias proteínas con 
regiones específicas de DNA (Wu, 1984; Emerson y Felsenfeld, 1984), 
excluyendo nucleosomas (McGhee et aJ.% 1981) y por tanto dejando tramos 
adyacentes de DNA accesibles a nucleasas. En algunos casos también se ha 
propuesto que puedan estar originados por estructuras anómalas del DNA 
(Fragelius e t al., 1987). Por su amplia distribución y por su asociación con 
zonas implicadas en la regulación génica se les ha otorgado un papel 
importante en el reconocimiento por ia maquinaria transcripcional y por las 
proteínas reguladoras aunque es posible que intervengan en otros procesos 
relacionados con el funcionamiento general del material genético puesto 
que también se han encontrado en zonas no génicas como orígenes de 
replicación (Fragelius y Livingston, 1984) y centrómeros (Bloom y Carbón, 
1982).

Por lo que respecta a la MNasa, su utilización ha permitido estudiar el 
posicionamiento de nucleosomas, entendiendo por posicionamiento la 
localización precisa con respecto a la secuencia de los nucleosomas sobre el 
DNA no repetitivo. El estudio de las posiciones de los nucleosomas se aborda 
mediante digestión de la cromatina con nucleasa de micrococo, que corta 
preferentemente en el DNA espaciador entre nucleosomas, y la utilización 
de ia técnica del mareaje terminal indirecto, puesta a punto por Wu (1980) 
para la localización de sitios hipersensibles a la DNasa I y adaptada por Ne- 
dospasov y Georgiev (1980) para la localización de puntos de corte de la 
nucleasa de micrococo.

Respecto a las causas moleculares del posicionamiento de los nucleo­
somas se han planteado varias hipótesis (Simpson, 1986). En algunos casos 
se ha encontrado una localización de los nucleosomas dependiente de la 
secuencia de DNA (Drew y  Calladme, 1981; Mengeritsky y Trifonov, 1983; 
Bloom y Carbón, 1982) mientras que en otros, y  de forma no eicluyente, 
resulta de la existencia de proteínas específicas que, de forma indirecta, 
obligan a ios nucleosomas a situarse fuera de ciertas regiones del DNA por 
un mecanismo estocástico (Kornberg y Stryer, 1988). Más recientemente se 
ha postulado un tercer mecanismo dependiente de la formación de 
estructuras de orden superior en ciertas regiones de la cromatina y no 
excluyente con los dos anteriores (Thoma y Zatchej, 1988).



dependiente de la secuencia de DNA (Drew y  Calladme, 1981; 
M engeritsky y  Trifonov, 1983; Bloom y  Carbón, 1982) m ientras que 
en otros, y  de form a no excluyente, re su lta  de la existencia de 
proteínas específicas que, de form a ind irecta , obligan a los 
nucleosomas a situarse fuera  de ciertas regiones del DNA por un 
mecanismo estocástico (Kornberg y  S tryer, 1988). Más 
recien tem ente se ha postulado un tercer m ecanism o dependien te de 
la form ación de estruc tu ras de orden su p erio r en  ciertas regiones 
de la crom atina y  no excluyente con los dios an teriores (Thoma y  
Zatchej, 1988).

1.3. Estructura de la cromatina en  genes de levadura.
Mecanismos moleculares de la regulación 

transcripcional.

La levadura Saccharom yces cerevislae es un organism o 
idóneo para el estudio  de los aspectos dimámicos de la crom atina 
(Gross e t al.% 1985). Entre las ventajas q u e  p resen ta  destaca en 
prim er lugar el g ran  desarrollo de su genética y  de técnicas de DNA 
recom binante, lo que perm ite d isponer fácilm ente de cepas 
m utantes, sistem as de selección sencilllos, clones de genes 
individuales y  posibilidad de modificar el genom a voluntariam nete. 
Además, hay  que resa ltar que su genoima es pequeño, lo que 
perm ite detectar fácilm ente secuencias de u n a  sola copia, y  que es 
capaz de existir en  form a haploide, lo que e v ita  artefactos debidos a 
la existencia de dos alelos. La im portancia de los estudios en 
levadura para la com presión de los procesos dinámicos de la 
crom atina se realza con la sim ilitud ex isten te  en tre  los elem entos 
característicos de ios prom otores y  la regulación de la transcripción 
en ia levadura y  en  los eucariotas superio res (Struhl, 1987).

Una característica particular de la cronnatina de levadura  es su 
alta tasa de transcripción que la convierte? en  el organsim o ideal 
para estud iar este proceso. En condiciones mor males de crecim iento 
hasta  el 40% del DNA se transcribe (Herelford y  Rosbash, 1977). 
Posee una estruc tu ra  nucleosomal aunque el tam año medio del 
nucleosom aes rela tivam ente pequeño, e n tre  160 y  165 pb (Nelson 
e t al., 1977). Su estruc tu ra  menos condensaba que la de eucariotas



superiores se ha relacionado con su e levada tasa  de transcripción y  
tam bién  con la carencia de histona H1 y  por tan to  de partículas tipo 
crom atosom a (Szent-Gyórgyi e Isenberg, 1983).

Las ven tajas de S.cerevJsJae como modelo de organism o 
eucariótico en  el estudio de la crom atina se han  v isto  reflejadas en  
la enorm e cantidad de datos obtenidos por estudios de la crom atina 
en  genes concretos que han  perm itido profundizar en  ia relacipón 
es truc tu ra /función  de la misma (para una revisión Pérez-O rtín e t 
al.% 1989; Struhl, 1989).

En la m ayoría de los genes de levadura existen sitios
hipersensibles que aunque se detectan  tan to  en  estado  activo y  
reprim ido p resen tan  características diferentes. Asi, los sitios 
hipersensibles en  los prom otores de los genes sufren  un
ensancham iento con la inducción del gen (Almer e t a/.t 1986; 
Pérez-Ortín e t aJ.% 1986). La existencia constitu tiva de dichos sitios 
podría in te rp re ta rse  como la necesidad de dejar unas secuencias de 
DNA abiertas para su interacción con proteínas reguladoras (Struhl,
1987).

En cuanto al posicionamiento nucleosomal, se ha encontrado 
tan to  en regiones codificantes como en  sus flancos. En las prim eras 
ocurre en genes que se transcriben  a un bajo nivel, aunque un 
posicionam iento parcial se observa en  genes más activos. La 
observación mas im portante respecto  al posicionam iento de
nucleosomas es el cambio que sufre en  las regiones del prom otor 
con la activación de los genes y  que se in te rp re ta  como la
eliminación de nucleosomas existentes en  condiciones de represión  
(Almer e t aJ.% 1986; Szent-Gyórgyi e t aJ.% 1987; Pérez-Ortín e t al.% 
1987; Lohr, 1984). Los trabajos del grupo de G runstein (Han e t aJ.x
1988) con m utantes en histona H4 refuerzan  la idea de que los 
elem entos del prom otor responsables del inicio de la transcripción 
son activados d irectam ente por la pérd ida de nucleosomas.

En S.cerevisJae se han caracterizado en los últimos años una 
gran cantidad de factores proteicos que m ediante su interacción con 
secuencias diana en el DNA del prom otor originarían en último



térm ino  la activación o represión  del gen (V erdier, 1990). Los 
prom otores de levadura contienen tres  elem entos característicos 
(Struhl, 1987; Guarente, 1988). Por un lado, las secuencias 
denom inadas UAS son regiones de 10-30 pb situadas 
rela tivam ente lejos del sitio de inicio de la transcripción, 
responsables de la activación del gen en  función de las condiciones 
fisiológicas. Además, la m ayoría de los genes necesitan  de una caja 
TATA para el inicio de la transcripción. En te rcer lugar existe un 
elem ento iniciador que determ ina el punto concreto donde em pieza 
la transcripción. Adicionalm ente algunos genes particulares 
d isponen de un cuarto  elem ento (el operador) sim ilar a la UAS pero 
responsable en este  caso de rep rim ir el inicio de la transcripción.

La unión de factores a estas secuencias sería  condición 
necesaria pero no suficiente para la regulación del gen (Keegan e t 
a l% 1986). La unión al DNA y  la activación de la transcripción son 
dos funciones distintas que están  localizadas en  d iferen tes partes de 
la proteína (Hope y  Struhl, 1985). Se han  descrito  d iferentes 
mecanismos m ediante ios cuales las células regulan la actividad de 
factores de transcripción específicos. Así, la actividad de una 
pro teína de unión a DNA se modifica m ediante la unión de 
pequeñas moléculas, como en el caso de HAP1 (Pfeifer e t aJ.% 1987), 
o por la interacción con o tras proteínas, como ocurre con GAL4 
(Johnston, 1987; Chasman y  Kornberg, 1990) o por modificación 
covalente del factor transcripcional como en  el caso de ADR1 
(Cherry e t ai\% 1990) e incluso controlando la cantidad de la 
pro teína como con GCN4 (Thireos e t aJ.% 1984; Hinnebusch, 1984).

Todos los estudios realizados han  perm itido elaborar un 
modelo molecular del proceso de regulación transcripcional en 
genes de levadura en el que el DNA actuaría de andam iaje para la 
form ación del complejo transcripcional activo m ediante su 
interacción con diferentes factores proteicos y  en tre  estos en tre  sí. 
Se cree que este proceso consistiría en  la unión de proteínas 
especificas a la UAS originando la exclusión de nucleosom as y  la 
aparición de un sitio h ipersensible a la DNasal en dicha región. El 
efecto posicionador de esta  zona coloca nucleosom as a am bos lados 
im pidiendo que la RNA polim erasa inicie la transcripción. Proteínas



activadoras podrían reconocer entonces las secuencias accesibles en 
el sitio hipersensible originando un cambio conformacional en  el 
DNA que elim inaría los nucleosomas vecinos. Esta elim inación de 
nucleosomas sería la causa del ensancham iento de la región sensible 
a la nucleasa. Al saltar los nucleososm as del prom otor, la caja TATA 
quedaría expuesta y  podría ser reconocida por otros factores 
específicos, como el TFIID (Buratowski e t aJ.x 1988; Cavallini e t aJ.,
1988). Finalm ente, la interacción en tre  la(s) proteína(s) 
activadora(s) y  la unida a la TATA estabilizaría el prom otor como 
un dominio carente de nucleosomas. Este conjunto de factores junto 
con el DNA del prom otor constituye el complejo de transcripción 
que podría interaccionar con la RNA polim erasa para  iniciar la 
transcripción.

1.4. Estructura de la cromatina del gen SUC2 de 
Sacchmromyces cerevisiae.

El gen SUC2pertenece a la fam ilia de genes ¿Z^Tque codifican 
la 13-fructofuranosidasa o invertasa, enzim a cuya actividad 
hidrolítica sobre la sacarosa perm ite a la levadura utilizar dicho 
disacárido como fuente de carbono. Existen en  S.cerevlsiae dos 
form as de invertasa, una m ayoritaria y  extracelular cuya 
producción esta  reprim ida por la presencia de glucosa y  o tra 
m inoritaria de producción constitutiva en  el in terior de la célula 
(Gascón y  Lampen, 1968).

El gen SUC2 posee dos sitios alternativos de inicio de la 
transcripción que da lugar a dos mRNAs de 1.8 (invertasa 
in tracelu lar) y  1.9 (invertasa de secreción) kb (Carlson y  Botstein, 
1982). Se han  identificado los elem entos constituyentes del 
prom otor im prescindibles para la síntesis regulada de la invertasa  
de secreción, una caja TATA en tre  -124 y  -133 y  una región 
reguladora responsable de la desrepresión del gen en ausencia de 
glucosa en tre  las posiciones -418 y  -500 (Sarokin y  Carlson, 1984).

La estruc tu ra  de la crom atina del gen SUC2y sus flancos se ha 
determ inado m ediante digestiones con DNasal y  MNasa (Pérez-Ortín



e t aJ.% 1986, 1987; M atallana e t aJ.% 1991). Se han  encontrado varios 
sitios hipersensibles a la DNasal localizados en  la región reguladora 
y  flanqueando la caja TATA. Además, en el flanco 3' se observan 
otros dos sitios, uno justo al final de la zona transcrib ib le y  otro 
aproxim adam ente 2.5 kb mas lejano. Respecto a la localización de 
los nucleosomas se ha encontrado un d iferen te  grado de 
posicionam iento en  las d iferentes zonas del gen. m uy estricto  en 3' 
en tre  los dos sitios hipersensibles com entados y  en  el prom otor y  
mas laxo en  la región codificante.

La estruc tu ra  descrita sufre cambios con la variación en  la 
actividad del gen. Con la desrepresión  la región codificante adopta 
una conformación más ab ierta  que se traduce en  una mayor 
sensibilidad a la DNasal (Pérez-Ortín e t al.% 1986) y  en  una 
deslocalización de nucleosom as (Pérez-Ortín e t aJ.% 1987). En el 
prom otor se observa una redistribución de la hipersensibilidad a la 
DNasal y  una pérd ida de nucleosomas adyacentes (Pérez-Ortín e t 
aJ.% 1987). Junto a estos cambios, tam bién se observan  variaciones 
im portan tes en  la zona central del tram o largo de nucleosomas 
posicionados en  el flanco 3 a. La Figura 1 m uestra un modelo de la 
organización crom atínica del gen SUC2 y  de los cambios 
dependientes del estado transcripcional.

Como en  el caso del SUC2% en  otro gen de levadura, el HSP82, 
tam bién  se observan cambios en  la estructu ra  de la crom atina en el 
flanco 3 a del gen dependiendo de su estado de activación (Szent- 
Gyórgyi e t aJ.% 1987). Una respuesta  tan  sim ilar en  dos elem entos 
distintos a mecanismos independientes de activación como son la 
elim inación de la glucosa y  un choque térm ico puede hacer pensar 
que esas regionres pudieran  desem peñar un papel general 
relacionado con ia activación génica. Sin em bargo, esta  idea ha sido 
descartada por estudio  con m utantes de deleciones de los flancos 
del gen SUC2 (M atallana, 1989). Por un lado, la elim inación del 
flanco 3' no afectaba a la transcripción del gen SUC2X y  por otro la 
inactivación del gen SUC2 no ten ía ningún efecto sobre los cambios 
observados en el flanco 3 a.



2. EL PEROXISOMA

2.1. Aspectos generales.

Las células eucariotas tienen  una compleja 
com partim entalización bioquím ica en d iferen tes orgánulos 
subcelulares. Los pero iisom as son uno de ellos. Se tra ta  de 
orgánulos de sim ple m em brana, con un diám etro  de 
aproxim adam ente 0.2-1.0 )im, p resen tes en  casi todas las células 
eucariotas e involucrados en  el m etabolism o del peróxido de 
hidrógeno, conteniendo en casi todos los casos flavin  oxidasas que lo 
producen y  catalasa que lo degrada. Una propiedad característica de 
este  orgánulo es que es inducible, tan to  en  ra ta  (Reddy e t aJ.% 1982) 
como en  levadura  (Veenhuis y  Harder, 1987).

En un principio, al contrario  que lo sucedido con las 
mitocondrias, cloroplastos y  el retículo endoplásmico, despertaron  
poco interés. Se creía que estaban  implicados en papeles 
secundarios del metabolismo. Sin em bargo, hoy se sabe que 
partic ipan  en diferentes ru tas metabólicas esenciales, tan to  
anabólicas como catabólicas (Lazarow y  Fujiki, 1985; Tolbert 1981), 
p resen tando  una gran variabilidad de composición y  función según 
el tipo y  estado metabólico de la célula. Así. enzim as peroxisom ales 
están  involucrados en la síntesis de glicerolípidos como 
plasmalógenos, ácidos biliares y  quizás colesterol, en el ciclo del 
glioxilato, fotorrespiración, transam inaciones y  procesos catabólicos 
como la oxidación de aminas, alcoholes y  ácidos grasos. Esta últim a 
actividad, la D-oxidación de los ácidos grasos, parece una propiedad 
com ún de todos los peroxisom as pues se ha encontrado en todas las 
d iferentes fuen tes estudiadas, como células anim ales (Osumi y  
Hashimoto, 1984), semillas (Cooper y  Beevers, 1969) y  plantas 
superiores (G erhardt 1986) y  microorganismos eucarióticos (Kunau 
etaJ.:, 1988).

A ntiguam ente se pensaba que los peroxisom as se form aban 
por gemación a p artir  del retículo endoplásmico, pero hoy en día



esa idea se ha descartado. El retículo endoplásm ico in terv iene en  la 
síntesis de los fosfolípidos de la m em brana, pero no en  la síntesis de 
las porteínas peroxisomales. Estas son codificadas por genes 
nucleares y  se sintetizan en  polisomas libres incorporadandose al 
peroxisom a después de la traducción . El orgánulo aum entaría  de 
tam año y  ios nuevos peroxisom as se form arían  por división de los 
ya  existentes (para revisión Lazarow y  Fujiki, 1985; Borst 1989). Al 
menos de form a transito ria  las m em branas de los peroxisom as 
pueden estar asociadas form ando el denom inado retículo 
peroxisomal", del cual se podrían form ar ocasionalm ente nuevos 
peroxisom as por gemación.

La biogénesis del peroxisom a es por tan to  m uy sim ilar a las 
de la mitocondria y  cloroplasto. Sin embargo, a diferencia de lo que 
ocurre con las proteínas de estos orgánulos (y tam bién  con las del 
retículo endoplásmico), la m ayoría de proteínas peroxisom ales son 
sintetizadas con el mismo tam año que ten d rán  en  su form a m adura. 
Hasta ahora, sólo en  los casos de la malato deshidrogenasa de 
pepino, la catalasa de calabaza, la carnitina acetiltransferasa de 
Cándiday la 3-oxoacil-CoA tiolasa de ra ta  (Lazarow y  Fujiki, 1985) 
se ha dem ostrado la existencia de un precursor que es convertido 
en  su form a m adura por proteolisis de una presecuencia en  el 
extrem o amino. Por tan to  se asum e que las proteínas peroxisom ales 
contienen en su secuencia la señal topológica responsable de su 
localización celular. De hecho, en  las proteínas sintetizadas como 
precursores no está  claro que el procesam iento v ay a  acoplado al 
transpo rte  al peroxisom a (M iura e t aJ.% 1984).

Estudios in  v/vo e in  v iíro han  perm itido identificar una señal 
responsable de la localización peroxisom al de algunas proteínas. El 
tripép tido  SKL (o análogos a él) en  el extrem o carboxilo es 
suficiente para dirigir proteínas al peroxisom a (Gould e t ai.% 
1988a; 1989), aunque se requ iere  que esté expuesto  para poder 
interaccionar con el receptor. La influencia de la es tru c tu ra  terc iaria  
de la proteína explicaría porque la localización in te rn a  de dicha 
secuencia no es una señal topogénica en  la m ayoría de los casos y  si 
parece serlo en la catalasa (Gould e t a/, 1988b). Este mecanismo de 
transpo rte  parece universal pues dirige proteínas a peroxisom as en



animales, plantas y  levaduras (Gould e t al.% 1990). Sin em bargo, no 
todas las proteínas peroxisom ales contienen esa señal topogénica. 
En la acil-CoA oxidasa de C trop/cxltsse ha identificado dos regiones 
responsables de su localización y  en ninguna de ellas existe un 
tripép tido  análogo al SKL (Small e t a /, 1988). Asi, la secuencia SKL 
no parece ser la única señal funcional en  el proceso de localización 
de proteínas en  ios peroxisom as (para revisión Osumi y  Fujiki,
1990).

La translocación de proteínas al peroxisom a requiere, al igual 
que el transporte  a otros orgánulos. de la hidrólisis de ATP. Sin 
em bargo, a diferencia de mitocondrias y  procariotas no parece que 
sea necesario la existencia de un potencial de m em brana (Im anaka 
e t aJ., 1987), al menos Jn vitro. De hecho se sigue debatiendo si la 
m em brana del orgánulo es o no estanca perm itiendo que exista un 
potencial de m em brana en  el peroxisoma.

Aunque ahora se tiene una idea más acertada acerca de la 
biogénesis del peroxisoma, los com ponentes m oleculares esenciales 
para la misma, especialm ente para el tran sp o rte  de proteínas a 
través de su m em brana, continúan siendo desconocidos.

El papel esencial que juegan los peroxisom as en  las células se 
ha puesto recientem ente de m anifiesto con el descubrim iento de 
toda una serie de enferm edades hum anas hered itarias originadas 
por alteraciones en proteínas necesarias para  la form ación y  
m antenim iento de la es tru c tu ra  y  función del peroxisom a 
(Schutgens e t a/., 1986; W anders e ta l., 1987; W anders e t aJ.% 1990). 
Entre ellas cabe citar la p rim era enferm edad descrita, el síndrom e 
de Zellweger (Goldfisher e t aJ.% 1973), cuyas consecuencias clínicas 
son muy graves y  cuyo causa es un defecto en la m aquinaria de 
im portación de los d iferentes enzim as al peroxisom a (Santos e t aJ.\ 
1988a,b).

2.2. El sistema de la B-oxid ación peroxisomal.

La í3-oxidación de los ácidos grasos es una de las ru tas  
metabólicas que proporciona energía a la célula. Consiste en  una 
serie de reacciones consecutivas de deshidrogenación, hidratación,



deshidrogenación nuevam ente y  ru p tu ra  tiolítica que degrada los 
ácidos grasos para ob tener acetil-CoA.

Los prim eros datos que se obtuvieron acerca de la 13-oxidación 
procedían de estudios en  fracciones m itocondriales de anim ales 
superiores. Por extrapolación, se consideró que la 13-oxidación era  
una ru ta  m etabólica que ten ía lugar en  las mitocondrias. Sin 
em bargo, el descubrim iento duran te  los años se ten ta  de otros 
sistem as de 13-oxidación no mitocondriales, como en  glioxisomas de 
semillas de pepino (Cooper y  Beevers, 1969), en  peroxisom as de 
hígado de ra ta  (Lazarow y  deDuve 1976; Lazarow, 1978) y  
peroxisom as de levadura (Kawamoto e t al. 1978), hizo cam biar las 
ideas. Así, hoy se piensa que la (3-oxidación mitocondrial está  
reducida al reino  animal, m ientras que es un constituyente com ún 
de los peroxisom as de anim ales, plantas y  microorganismos 
eucarióticos como se ha com entado anteriorm ente.

A unque realizan la misma ru ta  metabólica, los sistem as de la 
13-oxidación peroxisom al y  mitocondrial son claram ente distintos. 
Los enzim as involucrados así como su regulación y  especificidad son 
d iferentes (para una revisión Hashimoto, 1987). Solam ente el paso 
previo, la activación del ácido graso a acil-CoA, es catalizado por una 
acil-CoA sin te tasa  en  la m em brana del peroxisom a que es idéntica a 
la p resen te  en  microsomas y  mitocondrias (Tanaka e t al., 1979).

La p rim era  reacción de la 13-oxidación, la deshidrogenación de 
acil-CoA a enoil-CoA, es catalizada en  peroxisom as por una acil-CoA 
oxidasa (Osumi e t aJ.% 1980; Shimizu e t al., 1979; G erhardt, 1983) 
m ientras que en mitocondrias lo es por una acil-CoA 
deshidrogenasa. En los peroxisom as de hongos filam entosos esta  
reacción tam bién  es catalizada por una deshidrogenasa en  lugar de 
una oxidasa (Kionka y  Kunau, 1983). Esta p rim era reacción es el 
paso lim itante de la 13-oxidación y  probablem ente la que determ ina 
en función de la afinidad del enzim a por los d iferen tes ácidos grasos 
la especificidad del sistem a peroxisom al por ácidos grasos de 
cadena m edia y  larga.



La segunda reacción (hidratación de enoil-CoA) y  la te rcera  
(deshidrogenación del 3-hidroxiacil-CoA) son catalizadas en  
m itocondrias por dos enzim as independientes m ientras que en  
peroxisom as se ha encontrado un único polipéptido bifuncional en  
anim ales (Osumi y  Hashimoto, 1979; Reddy e t. a /, 1987) y  
trifuncional (con actividad adicional epim erasa) en  hongos y  plantas 
(Kunau e t a l, 1988; Berhends e t al.% 1988).

Finalm ente, la 3-oxoacil-CoA tiolasa que cataliza la cuarta  
reacción de la 13-oxidación, la escisión del 3-oxoacil-CoA en  acetil- 
CoA y  un acil-CoA con dos átomos de carbono menos, tam bién  es 
molecular y  catalíticam ente diferente al enzim a m itocondrial en  
todos los organism os estudiados (Miyazawa e t aJt 1981; F revert y  
Kindl, 1980; Kurihara e t a l, 1989). Otra característica diferencial es 
que el sistem a de la J3-oxidación peroxisom al es un sistem a 
inducibie a diferenca del mitocondrial que es constitutivo. La 
actividad del sistem a peroxisom al en  hígado de ra ta  aum enta 
considerablem ente con la adm inistración de drogas hipolipidém icas 
(Lazarow, 1978;). Estas drogas inducen específicam ente ios enzim as 
involucrados en la B-oxidación, pues otros enzim as de la m atriz 
peroxisom al solo aum entan  ligeram ente o no v arían  o incluso 
dism inuyen (Osumi y  Hashimoto, 1984). Además, estos com puestos 
originan tam bién una proliferación de peroxisom as en  la célula 
(Reddy e t al.\ 1982). Se ha dem ostrado que la activación de los 
enzim as de la 13-oxidación por estas drogas ocurre a nivel de 
transcripción del gen (Reddy e t al.% 1986). Este com portam iento no 
es exclusivo de los peroxisom as de hígado de rata. En plantas se 
produce una inducción en  las células de la semilla con la puesta en  
m archa de la germ inación y  en el caso de los hongos tam bién  se 
puede conseguir un increm ento brusco de las actividades de la 13- 
oxidación y  una proliferación del orgánulo.

El sistem a de la 13-oxidación peroxisom al no se lim ita a la 
oxidación de ácidos grasos saturados sino que tam bién  es capaz de 
degradar ácidos grasos mono y  poliinsaturados (de hecho tiene una 
muy alta afinidad por los sustratos poliinsaturados de cadena larga 
(Hovik y  Osmundsen, 1987)). Los enzim as necesarios para  ello (2,4-



dienoil-CoA reductasa y  3-cis-2-trans-enoil-CoA  isom erasa) se han 
encontrado hasta el m om ento en todas las fuen tes en  que se han  
buscado (Schulz y  Kunau 1987).

2.3. La levadura en e l estudio de los peroxisomas.

La levadura es un  sistem a modelo ideal para  el estudio del 
ensam blaje, e s tru c tu ra  y  función del peroxisoma, tan to  por la 
accesibilidad a la tecnología del DNA recom binante como por el 
hecho de que el desarrollo  y  funciones m etabólicas de los 
peroxisom as está fuertem en te  determ inada por las condiciones de 
cultivo. Así, se sabe que varias especies de levadura  son capaces de 
crecer en medios con fuen tes de carbono y  nitrógeno inusuales, 
como pueden ser alcanos y  ácidos grasos de cadena larga, metanol, 
etanol, am inas alquiladas, ácido úrico, D-aminoácidos y  am inas 
(para una revisión V eenhuis y  Harder, 1987b). Estos com puestos 
inducen la proliferación de peroxisomas. Dichos peroxisom as 
com parten una característica común: contienen una o mas 
actividades enzim áticas necesarias para el m etabolism o de la 
sustancia em pleada, por lo que juegan un papel indispensable 
du ran te  el crecimiento.

Hasta hace poco tiem po se pensaba que S.cerevisiae e ra  una 
excepción a este com portam iento general. La presencia de 
peroxisom as en  este  organism o fue descrita por A vers y  Federm an 
(1968), pero a diferencia de o tras especies no se han  caracterizado 
con detalle, creyéndose que eran  m uy escasos, pequeños y  m uy 
frágiles (Parish, 1975). Sin em bargo, recien tem ente se ha 
conseguido la indución de peroxisom as con la adición de ácidos 
grasos al medio de cultivo (Veenhuis e t al., 1987a). Además, estos 
ácidos grasos inducen diversas actividades enzim áticas 
peroxisom ales, en tre  ellas las de la 3-oxidación (Veenhuis e t a l 
1987a; Skoneczny e t a l% 1988), de la misma m anera que lo hacían 
en  o tras levaduras como Candida (Tanaka e t al., 1982) y  Neurospora 
crassa (Kionka y  Kunau, 1985), y  en  procariotas (Nunn, 1986). 
Parece pues, como si la respuesta  celular al ácido graso



(proliferación de peroxisom as e inducción de la J3-oxidación) 
estuv iera  extendida en tre  todas las levaduras y  no fuera  una 
respuesta  ren tring ida a las especies Candida especializadas en  
degradar alcanos, como en  un principio se creía.

La inducción de peroxisom as en S.cerevisiae abre las puertas 
al estudio  de la biogénesis del peroxisoma, pues S.cerevisiae es el 
organism o eucariota mejor caracterizado tan to  bioquím icam ente 
como genéticam ente y  el sistem a eucariota mas desarrollado para  la 
aplicación de técnicas de ingeniería genética. Además, 
recientem ente se han  caracterizado m utantes deficientes en  
peroxisom as que contienen los enzimas de la m atriz peroxisom al en  
el citoplasm a (Erdman e t ai., 1989,1991), al igual que ocurre en  el 
síndrom e de Zellweger. Estas propiedades sugieren defectos en  la 
biogénesis del peroxisoma, por lo que estos m utantes pueden 
ayudar a elucidar los elem entos esenciales en  la biogénesis del 
orgánulo y. por tan to  ser útiles en  el estudio  de las enferm edades 
hum anas asociadas con los peroxisomas. Tam bién recien tem ente se 
han puesto a punto sistem as in  vitro  que perm itirán  el estudio  de 
ios mecanismos del transporte  al peroxisom a (Thieringer e t ai.%
1991).

3. LA FAMILIA DE LAS TIOLASAS.

Existen dos tipos d iferentes de tiolasas según su actividad 
enzimática: 3-oxoacil-CoA tiolasas (EC 2.3.1.16.) que actúa sobre 
d iferentes sustratos de d iferentes longitudes de cadena, y  las 
acetoacetil-CoA tiolasas (EC 2.3.1.9.) que son específicas solam ente 
para acetoacetil-CoA. Se han caracterizado diversos isoenzim as de 
ambos tipos que in terv ienen  en  diferentes funciones metabólicas y  
difieren unos de otros no solo en su localización intracelu lar sino 
tam bién  en sus propiedades moleculares y  catalíticas.

Las células procarióticas poseen un enzim a de cada clase. La 
3-oxoacil-CoA tiolasa es un com ponente del complejo 
multienzim ático de la i3-oxidación de ácidos grasos. Este complejo 
está com puesto en  E.coii y  otros procariotas por un te trám ero  de



dos subunidades iguales, una a  constituida por una cadena 
polipeptídica m ultifuncional y  una 13 que corresponde a la tiolasa 
(Pram anik e t al., 1979; Paw ar y  Schulz, 1981; Yang e t a/., 1988; 
Im am ura e t al., 1990). Por otro lado, los organism os procariotas 
tam bién  poseen una acetoacetil-CoA tiolasa que en  form a de 
te trám ero  in terv iene en  el m etabolism o del acetoacetato y  Í3- 
h id ro iib u tira to  (Dumcombe y  Frerm an, 1976; Tomita e ta l., 1983)

Las células eucarióticas poseen, como cabe esperar de su 
complejidad, un m ayor núm ero  de isoenzimas de am bos tipos de 
tiolasas. Por lo que respecta  a las oxoacil-CoA tiolasas se han  
descrito dos enzimas diferentes, uno peroxisom al (F rervert y  Kindl, 
1980; M iyazawa e t al., 1981; Kurihara e t al., 1989) y  otro 
mitocondrial (Middleton, 1973) que in terv ienen  en  los respectivos 
sistem as de /3-oxidación. Como ya se ha com entado anteriorm ente, 
ambos enzim as tienen  d iferentes características, no solo 
estructu rales (la tiolasa peroxisomal es un dím ero m ientras que el 
m itocondrial es un te trám ero) sino que tam bién  p resen tan  
especificidades diferentes hacia los diversos sustra tos (M iyazawa e t 
al., 1981). Así, el isoenzima peroxisom al es mucho menos reactivo 
fren te  a acetoacetil-CoA que el correspondioente isoenzima 
mitocondrial. Como se ha dicho anteriorm ente, a diferencia de la 
m ayoría de proteínas peroxisom ales la tiolasa se traduce en  form a 
de precursor con una extensión am ino-term inal que es luego 
procesada para originar el péptido m aduro (Fujiki e t al, 1983; M iura 
e t al., 1984). Todo lo contrario  ocurre con el enzim a mitocondrial, 
que a diferencia de la m ayoría de proteínas m itocondriales no posee 
presecuencia y  la señal de su localización se encuen tra  en  los 
prim eros dieciseis aminoácidos de la proteína m adura (A rakaw a e t 
al., 1990).

Por lo que se refiere a las acetoacetil-CoA tiolasas, las células 
eucariótiocas tam bién contienen una variedad de isoenzimas. Una 
acetoacetil-CoA tiolasa citosólica juega un papel esencial en  la 
biosíntesis de esteroides m ientras que un isoenzim a mitocondrial 
está involucrado en el metabolismo de los cuerpos ce tónicos 
(Kornblatt y  Rudney, 1971; Clinkerbear e t al., 1973; Middleton. 
1973). Ambos son te trám eros y  en el caso de enzim a mitocondrial



se sintetiza en form a de precursor con un péptido señal de tre in ta  
aminoácidos. En el caso concreto de Candida tropicalis tam bién  se 
han  encontrado dos acetoacetil-CoA tiolasas, la citosólica y  o tra en  el 
peroxisom a en lugar de en  la mitocondria (Kurihara e t ai, 1988 y
1989). Recientem ente se ha sugerido que podría haber una te rcera  
acetoacetil-CoA tiolasa en  el peroxisom a que in te rvend ría  en  la 
síntesis de colesterol (Thompson y  Krisans, 1990).

Todas las tiolasas eucarióticas están  codificadas por el genom a 
nuclear. Varios de los genes que codifican tiolasas se han 
secuenciado. En concreto se conoce la secuencia de la 3-oxoacil-CoA 
tiolasa peroxisomal de ra ta  (Hijikata e t ai.t 1987 y  1990) y  hum ana 
(Bout e t ai.% 1988; Fairbairn y  Tanner, 1989), la 3-oxoacil-CoA 
tiolasa m itocondrial de ra ta  (A rakaw a e ta i,  1987), la 3-oxoacil-CoA 
tiolasa de E co iiiYang e t a i, 1990), la acetoacetil-CoA m itocondrial 
de ra ta  (Fukao ycol., 1989) y  hum ana (Fukao e t ai.t 1990), la 
acetoacetil-CoA tiolasa citosólica de S.cerevisiae (Dequin e t ai.%
1989) y  las acetoacetil-CoA tiolasas de Zoogioea ram igera  (Peoples 
e t a i, 1987) y  A icaiigenes eutrophus (Peoples y  Sinskey, 1989). El 
conocimiento de todas estas secuencias ha perm itido establecer 
algunas relaciones evolutivas en tre  ellas, como la existencia de un 
ancestro  común a todas ellas. Yang e t ai. (1990) ha  propuesto  un 
árbol filogenético en el que una duplicación génica inicial daría  
lugar a p artir  de dicho ancestro a las dos fam ilias de enzimas, las 
oxoaciles y  las acetoacetiles.
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Figura 1. Modelo de la organización cromatinica i del gen SUC2y 
sus flancos

Debajo de la escala (+1 indica el inicio de traanscripción) se 
muestra el modelo propuesto para la organizaación del gen 
reprimido Los números arábigos indican puntos de corte de la 
MNasa en DNAs espaciadores, las puntas de flechaa representan 
sitios hipersensibles a la DNasal y la linea gruaesa horizontal 
indica el mRNA. La estructura del promotor y deel flanco 3 en 
estado reprimido y desreprimido se muestran coon más detalle 
Los números romanos designan nucleosomas posiicionados Los 
circuios representan nucleosomas, estando a trazóos cuando no se 
ha podido asegurar la presencia de los mismos Loos triángulos y 
los rectángulos representan nucleosomas alteradoos o factores no 
nucleosomales que conducen a la protección del IDNA. Las áreas 
sombreadas indican regiones especialmente prcotegidas en el 
estado activo. (Tomado de Pérez-Ortín etaJ 1987).



4. OBJETIVOS

En la primera fase del trabajo se pretende el esclarecimiento de las 
causas que originan ios cambios en la estructura de la cromatina 
observados en el flanco 3‘ del gen SUC2 de S.cerevisiae (Pérez-Ortin e t aJ.!, 
1987). Puesto que dicha región no parece estar reiacioanada con el gen 
¿Yi^íMatallana, 1989), la explicación más plausible es la existencia de un 
gen no identificado en dicha zona. Para comprobar esta hipótesis se llevará 
a cabo la secuenciación de una región de aproximadamente 3000 pb en el 
flanco 3’ del gen SUC2.

En la segunda fase del trabajo se analizará el posible gen encontrado. 
Se identificará por comparación de secuencias y por las consecuencias 
fenotipicas de su interrupción. Se llevará a cabo, si es de interés, un estudio 
filogenético de la familia de proteínas a la que pertenezca. En segundo lugar 
se estudiarán los mecanismos de regulación del gen identificado. 
Finalmente, se realizará una aproximación a la estrcutura de cromatina en 
los diferentes estados de actividad caracterizados, con la ampliación de los 
resultados obtenidos en los estudios del gen SUC2y que son el origen de 
este trabajo.



Materiales y Métodos
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1. MATERIALES.

í. l .  Productos de especial interés.

Acetoacetil-CoA Sigma
Acido oleico Sigma
Agarosa (Tipo 1) Sigma
Ampicilina Boehringer
BSA Tipo V Sigma
BSA (libre de nucleasas) Boehringer
Cebador reverso 17-mer Boehringer
Cloramfenicol Boehringer
Coenzima A Sigma
dATP (a-32p) (3000Ci/mmol) Amersham
dATP (o-35S) (lOOOCi/mmol) Amersham
DNA Ligasa del Fago T4 (1 u/pl) Boehringer
DNA polimerasa I (5u/|il) Amersham
DNasa I (DPFF 2300 u/mg) Worthington
"double-stranded Nested Deletion Kit" Pharmacia
Endonucleasas de restricción Boehringer
Filtros de nylon (Hybond-N) Amersham
IPTG Boehringer
Klenow Pharmacia
Lisozima Boehringer
MNasa (13000 u/mg) Boehringer
Proteinasa K Boehringer
RNasa A Boehringer
,,T7Sequencing Kit" Pharmacia
Trifosfatos de deoziribonucleósidos Boehringer
Tween 20 Merck
X-Gal Boehringer
Zimoliasa 100T Miles
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11.2. Medios de cultivo.

-- Medios de cultiYQJsara^flafl

LB:Medio de Luria-Bertani (Maniatis e t a/., 1982)

Triptona 1% (p/v)

NaCl 1% (p/v)

Extracto de levadura 0.5% (p/v) 

pH 7.5

Los medios sólidos se prepararon añadiendo agar hasta el 1% (p/v).

Los antibióticos se añadieron a las siguientes concentraciones: am- 
ppicilina 50 jig/ml y cloramfenicol 170 pg/ml.

La temperatura de cultivo fue de 37 *Cy se utilizó agitación orbital.

Las cepas se guardaron en cultivos en medio apropiado conteniendo 
gglicerina al 15% (v/v) a -80 #C.

-  Medios de cultivo para S  cerevisiae.

YP: Medio completo sin fuente de carbono adicional 

Extracto delevadura 1 %

Peptona 2%

YPG: Medio completo con glucosa (Sherman e t al., 1979)

Extracto de levadura 1% (p/v)

Peptona 2% (p/v)

Glucosa 2% (p/v)



YPG-LGM: Medio completo con baja concentración de glucosa (a)

(Carlson eta l.% 1981)

Extracto de levadura 1% (p/v)

Peptona 2% (p/v)

Glucosa 0.05% (p/v)

YPg: Medio completo con baja concentración de glucosa (b)

Extracto de levadura 1%

Peptona 2%

Glucosa 01%

YPGal: Medio completo con galactosa 

Extracto de levadura 1%

Peptona 2%

Galactosa 2%

SD: Medio mínimo (Sherman eíaJ.% 1979)

Yeast Nitrogen Base w /o aa 0.67% (p/v)

Glucosa 2% (p/v)

A los medios anteriores se les adicionó en algunos casos ácido oleico 
C0.1 % (v/v), Tween 20 0.5% (v/v) representándose como YP+0, YPG+O,...

Los medios sólidos se prepararon adicionando agar hasta el 1% (p/v) 
eexcepto en el caso de SD donde la concentración fue del 2% (p/v).

Los requerimientos para el cultivo de levaduras en medio mínimo se 
aañadieron a una concentración de 80 ug/ml.

La temperatura de cultivo fue de 28'C y se utilizó agitación orbital.

Las cepas se guardaron en cultivos en el medio apropiado 
«conteniendo glicerina al 50% (v/v) a -80 *C.



1.3. Cepas y plásmidos.

Cepa

Ecolí.

DH1

DH5a

HB101

XLl-Blue

S.cerevlslae: 

X2180-1A 

SEY2101

MCY1389

MCY1484

MCY1371

H222

BQS2

Características genotioicas

recA- hsdR  F“ 

recA~ hsdR- ¿dacJJl69 

recA' hsdS~ JacY

recA- hsdR
F  (Jac/'lacY  Tn/0(Tetr ))

a SUC2 malO

a ura3-52 leu2-3,112 
ade2-101 suc2-A9 potPbX

a uraJ-52 leu2:.HIS3
suc2 pon
a  ^y/-801 *</<?iM01oc 
¿a/7-13 SUC2 POT1

a j4Á^1539am *</<?i*-101oc 
í ^ l  SUC2 POT 1

a  hls3-h leu2:HIS3 lys2-%§\ 
ura3-52 migl-b2:LEU2 
SUC2 POTl

SEY2101 transformada con 
pRB58 (URA3 SUC2 POTl)

Procedencia

D. Ramón 

D. Ramón 

D. Ramón

Stratagene

R. Sentandreu 

S. Emr

M. Carlson

M. Carlson

M. Carlson

H. Ronne

F. Estruch

BQS20 a ura3-52 Jeu2:.HIS3 
SUC2 potlv. URA3

Este trabajo
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Plásmidos

PBR322 Apr Tcr ColEl D. Ramón

pUC18 Apr ColEl Pharmacia

pUC19 Apr ColEl Boehringer

YIp5 Apr Tcr uka3 ColEl S. Ferrer

pRB58 Apr URAJ SUC2 
POTl

ColEl
2um

R.Sentandreu

pSUCKE Apr ColEl E. Matallana

pUC URA3 Apr URAJ ColEl E. Matallana

pYA301 Apr ACT1 ColEl D. Gozalbo

p l300a Apr ColEl Este trabajo

p l300b Apr ColEl Este trabajo

plóOOa Apr ColEl Este trabajo

plóOOb Apr ColEl Este trabajo

P1300URA Apr URAJ ColEl Este trabajo

pSUC309b Apr URAJ ColEl Este trabajo

pYIBE Apr ¿¿£17 ColEl Este trabajo



2.PREPARACI0N DEL MATERIAL BIOLOGICO.

2.1. Construcción de plásmidos.

2.1.1. Rellenado de eitremos por el fragmento RClenow de la DNA
polimerasa I.

La transformación de extremos cohesivos generados por corte con 
enzimas de restricción en extremos romos se llevó a calbo por rellenado con 
el fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 según se (describe en Maniatis 
e t al. (1982).

La reacción se realizó en un volumen total de 2!5 Ul en tampón NTB 
(Tris-HCl 50 mM pH 7.2, MgS04 10 mM, DTT 0.1 mM, BSA (übre de

nucleasas) 50 jig/ml) utilizando como precursores trrifosfatos de desoxi- 
rribonucleósidos a una concentración 80 [iM para cacda uno de ellos y 1 
unidad del enzima por ug de DNA.

Se incubó la mezcla de reacción a temperatura aimbiente durante 30 
min. A continuación se inactivó el enzima calentando) 10 min a 70 *C. Se 
añadió NaOAc hasta una concentración fibnal 0.3 M y se precipitó el DNA 
con dos volúmenes de etanol a -20*C durante, al menos, 2 horas. El 
precipitado se recogió por centrifugación a 12000 x g (durante 15 minutos, 
se lavó con etanol 70% (v/v) y se secó a vacío.

2.1.2. Reacción de ligamiento.

Las mezclas de ligamiento se prepararon con camtidades de los DNAs
a ligar dependientes de las características concretas cde los mismos y en 
presencia de MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM, Tris-HCl 20 mM pH

7.5. El volumen total de reacción fue, como máximo, cde 20 ul y se usó 1 
unidad de DNA ligasa del fago T4 para ligamiento de entremos cohesivos y 
3 unidades para ligamiento de extremos romos. La reaocción se llevó a cabo 
durante 2-4 horas a temperatura ambiente y se guiardó a 4*C hasta el 
momento de su utilización.



2.2. Transformación do E. coli.

Se utilizó el método descrito por Hanahan (1983). Se inocularon 5 mi
de un precultivo de la cepa seleccionada en medio LB realizado durante la
noche anterior en 100 mi de LB fresco. Se cultivaron las células a 37*C
hasta que la D.O. a 350 nm del medio de cultivo fue de aproximadamente
0.5. Se enfrió el matraz sobre hielo, se pasó el medio a tubos estériles y  se
centrifugó en frió a 2500 rpm durante 5 min. Las células se 
resuspendieron en 30 mi de tampón TfBI (RbCl 100 mM, MnCl2 50 mM,
acetato potásico 30 mM, CaCi2 10 mM, glicerol 15% (v/v) pH 5.8 ajustado

con ácido acético 0.2 M). Se mantuvieron las células en dicho tampón a 4*C
durante 30 minutos y se volvieron a recoger en las condiciones antes
indicadas. Las células se resuspendieron en 4 mi de tampón TfBIl (MOPS 
10 mM, RbCl 10 mM, CaCl2 75 mM, glicerol 15% (v/v) pH 7.0 ajustado con

NaOH) y se separaron 20 alícuotas de 200 \il Las células se congelaron a - 
80 *C (en ese estado pueden conservarse durante meses sin que pierdan su 
estado de competencia).

En el momento de realizar una transformación, se descongeló una de 
esas alícuotas a 4*Cy se mantuvo sobre hielo durante 10 min. Se añadió el 
DNA plasmídico (normalmente una mezcla de ligamiento) y se volvió a 
incubar en hielo durante 20 min. Se provocó entonces un choque térmico 
incubando a 42 *C durante 90 s y pasando nuevamente a hielo durante 2 
min. Se añadieron 0.8 mi de medio LB y se incubó 1 h a 37*C sin agitación.

A continuación se sembraron placas de LB sólido, suplementado con 
los antibióticos adecuados para la selección, con 200 jil del medio liquido 
mediante un asa de Digralsky. Las placas se incubaron a 37°C durante una 
noche y se analizaron algunas colonias transformantes para la verificación 
de la transformación. Paralelamente se llevaron a cabo controles de 
viabilidad y de reversión. Para conocer el número de viables se sembraron 
placas de LB sólido sin antibióticos y para conocer el número de 
revertientes se sembraron placas de LB sólido más antibióticos con células 
no transformadas. Ambos controles fueron habitualmente satisfactorios 
obteniéndose una viabilidad del orden de 10* células/ml y ausencia de 
revertientes.



2.3. Aislamiento de plásmidos.

Se utilizaron dos procedimientos alternativos, el primero para el 
aislamiento en pequeña escala con fines analíticos, y el segundo para el 
aislamiento de plásmidos en gran escala con fines preparativos.

Para el aislamiento rápido de plásmidos pequeños en pequeña escala 
se siguió el procedimiento descrito por Serghini etal. (1989). Se recogieron 
las células de 1.5 mi de cultivo por centrigucación 3 min a 12000g y se 
resuspendieron en 50|il de tampón TNE: Tris-HCl lOmM pH 8.0, NaCl 
lOOmM, EDTA lmM. Se añadió 50 ul de fenol/cloroformo/alcohol 
isoamílico (25:24:1) y se agitó vigorosamente. Se separaron las fases 
centrifugando 5 min a 12000g. A los 50 ul de fase acuosa se les añadió 
NH4OAC hasta una concentración final 2M y se precipitó con dos volúmenes 
de etanol 15 min en hielo. Se recogió el precipitado, se lavó y se secó como 
se ha indicado anteriormente. El sedimento seco se resuspendió en 25 Ul 
de tampón TE: Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM.

Para el aislamiento preparativo de plásmidos se utilizó un procedi­
miento basado en el método descrito por Birnboim y Doly (1979). Se 
realizó un precultivo de la cepa de R cotí apropiada en medio LB 
(suplementado con los antibióticos oportunos) durante la noche. Al día 
siguiente se inocularon 2.5 mi de este precultivo en 500 mi del mismo 
medio y se incubó a 37*C con agitación hasta que la D.O. a 600 nm fue de 
0.4. En este momento se adicionó cloramfenicol (2.5 mi de una disolución 
34 mg/ml en etanol) y se incubó con agitación a 37*C durante 12-16 h. 
Rutinariamente se comprobó que durante este periodo no se producía un 
crecimiento del cultivo. Al cabo de este tiempo se recogieron las células por 
centrifugación a 1500 1 g 10 min en botes estériles de 250 mi y se 
resuspendieron en 10 mi de disolución de lisozima (glucosa 50 mM, EDTA 
10 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8, lisozima 5 mg/ml). Se incubaron en esta 
disolución 5 min a temperatura ambiente y se añadieron 20 mi de la 
disolución de NaOH-SDS NaOH 0.2 N, SDS 1% (p/v)). Después de mezclar 
bien las disoluciones se incubaron 10 min a 0 ’C. A continuación se 
añadieron 15 mi de acetato potásico 5 M pH 4.8 y se incubó 10 min a 0*C. 
El precipitado se eliminó por centrifugación a 30000 x g 30 min. El 
sobrenadante se distribuyó en cuatro tubos de vidrio Corex de 30 mi sili- 
conizados y se extrajo 2-3 veces con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico



(25:24:1). La fase acuosa se precipitó con 2 volúmenes de etanol a -20*C
durante 1-2 horas. El precipitado se recogió y lavó como se ha descrito
anteriormente. El sedimento seco se disolvió en 5 mi de tampón TE y se
digirió con RNasa A (20 jig/ml) durante 30 min a 37*C. Posteriormente se
añadió SDS hasta el 1% (p/v) y proteinasa K hasta 100 ug/ml y se incubó
otros 30 min a 37*C. Finalmente se extrajo una vez con
fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1), una vez con
cloroformo/alcohol isoamílico (24:1) y se precipitó con alcohol. El
precipitado se recogió, lavó y secó en las condiciones descritas
anteriormente y se disolvió en la cantidad apropiada de tampón TE. La 
cantidad de plásmido obtenido se calculó a partir de su A26Q (e«20

ml/mg.cm).

Los plásmidos obtenidos por ambos métodos se analizaron rutinaria­
mente en electroforesis en agarosa (apartado 3.3) y /o  por restricción 
(apartado 4.1).

2.4. Transformación de levaduras.

Para la transformación de S. cerevisiae se siguió el método descrito 
por Ito e t al. (1983).

Se inoculó 200 mi de YPG con 1 mi de un precultivo de la cepa a
transformar y se incubó a 28*C, con agitación hasta una D.O. a 600 nm de
aproximadamente 1 (1-2 x 107 células/mí). Se recogieron las células de 10
mi del cultivo centrifugando a 2500 rpm 5 min en un tubo estéril y  se
lavaron una vez con 20 mi de agua destilada estéril y una vez con 20 mi de
tampón TE-LiOAc (Tris-HQ 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM, acetato de litio 0.1
M). Tras los lavados las células se resuspendieron en 0.1 mi del mismo
tampón y se mantuvieron durante 1 h a 30’C con agitación. A continuación
se añadieron 50 ug de DNA de esperma de salmón y el DNA plasmídico
disuelto en 10 ul de tampón TE y se dejó en reposo a 30#C durante 30 min.
Transcurrido ese tiempo se añadieron 0.7 mi de tampón TE-LiOAc+PEG
4000 40% (p/v) y se incubó 1 h más a 30#C. Se provocó entonces un
choque térmico, pasando las células a un baño a 42VC durante 5 min, tras el
cual se recogieron a 2500 rpm 5 min. Finalmente se resuspendieron en 0.8 
mi de H20 destilada estéril y se sembraron alícuotas de 0.2 mi mediante un



asa Digralsky sobre placas de YMM sólido con los requerimientos 
adecuados según la cepa y el plásmido utilizados en cada caso.

Las placas se incubaron a 28"C durante 3 a 5 días hasta la aparición 
de transformantes. Se hicieron controles de viabilidad y de reversión 
ambos fueron, habitualmente, satisfactorios.

2.5. Obtención de protoplastos de levadura.

La obtención de protoplastos a partir de células de levaduras se
realizó mediante el empleo del preparado enzimático Zimoliasa 100T. Las 
células se recogieron por centrifugación y se lavaron dos veces con H20

destilada fría y una vez con medio de incubación: sorbitol 1.1 M, fosfato
sódico 24 mM pH 6.5. B-mercaptoetanol 75 mM. Las células se recogieron
por centrifugación y se resuspendieron en este mismo medio a una
concentración de 0.2 g de células/ml y se adicionaron 0.5 mg de Zimoliasa
100T por gramo de células, incubándose a 37*C durante 30-60 min con
agitación suave. La formación de protoplastos se siguió mediante 
observación microscópica y por el descenso de A600 en SDS 1 % (p/v).

2.6. Extracción de DNA genómico.

Los protoplastos obtenidos según se ha detallado en el apartado 
anterior se resuspendieron en tampón RSB: CaCl2 1 mM, MgCl2 3 mM, NaCl

10 mM, Tris-HQ 10 mM, pH 7.5. A continuación las muestras se llevaron a 
1 % (p/v) en SDS, se adicionó proteinasa K hasta 100 jig/ml y se digirieron 
a temperatura ambiente durante la noche o alternativamente 1 h a 37 ’C. 
Una vez digeridas se extrajeron dos o tres veces con 1 volumen de fen o l, 
una vez con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1, v /v /v ) y una vez 
con cloroformo/alcohol isoamílico (24:1, v/v). Se les añadió a las muestras 
NaOAc hasta 0.3 M y se precipitaron. El sedimento seco se resuspendió en 
tampón TE y se digirió con RNasa 20 ug/ml durante 1 h A 37 #C. 
Finalmente, el DNA se reprecipitó con alcohol.



2.7. Digestiones con nucleasas y extracción del DNA de las
muestras.

Las digestiones con MNasa y con DNasa I se realizaron sobre 
protoplastos obtenidos como se indica en el apartado 2.5. La muestra se 
resuspendió en medio de digestión RSB a una concentración de 0.1-0.25 
mg/ml (en DNA). Las muestras se atemperaron a 37*C y se añadió la 
nucleasa en cantidades variables (de 0.2 a 100 u/mg de DNA para la DNasa 
1 y de 20 a 2500 u/mg de DNA para la MNasa) y  se incubaron durante los 
tiempos indicados a 37#C. La reacción se paró añadiendo EDTA hasta 10 
mM y sumergiendo las muestras en baño de hielo. Posteriormente se aisló 
el DNA de las muestras como se describió en el apartado anterior.

La MNasa se disolvió en H20 destilada a 15 u/ jjl1, se dividió en alí­

cuotas y se guardó a -20’C. La DNasa I se guardó en glicerol 50% (a 0.2 
u/til) también a -20*C.

Las digestiones de DNA desnudo se realizaron en las mismas condi­
ciones pero con concentraciones menores de nucleasas: de 0.5 a 20 u/mg 
de DNA para la MNasa y  de 0.001 a 2 u/mg de DNA para la DNasa I.

Tras la digestión, las muestras de cromatina se digirieron con 
proteínasa K y RNasa como se ha explicado para la extracción de DNA.

2.8. Extracción de RNA total de levadura.

Para la extracción de RNA total de levadura se siguió el procedi­
miento descrito por Sherman e t el. (1986).Todo el material de vidrio y 
plástico utilizado para la extracción y almacenamiento del RNA se esterilizó 
en autoclave a 130°C durante 1 h.

Se inocularon 200 mi del medio de cultivo adecuado con 1 mi de un 
precultivo de la cepa escogida y se incubó a 28’C con agitación. El cultivo se 
pasó a botes de centrífuga previamente enfriados sobre hielo y se 
centrifugó a 5000 rpm 5 min para recoger las células. Se resuspendieron 
en 2.5 mi de tampón LETS (LiCl 0.1 M, EDTA 10 mM, SDS 0.2% (p/v), Tris- 
HCl 10 mM pH 7.4) frío y se pasaron a un tubo Corex de 30 mi que



contenía 11 g de perlas de vidrio de 0.4 mm de diámetro y 3 mi de fenol 
saturado en tampón LETS. Para romper las células, se agitó durante 6 
períodos de 30 s alternados con períodos de 30 s en hielo y posteriormente 
se centrifugó a 8000 rpm 3 min para separar las fases. La fase acuosa se 
pasó a un nuevo tubo Corez de 30 mi y se extrajo dos veces con 3 mi de 
fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1, v /v /v ) y una vez con 5 mi de 
cloroformo/alcohol isoamílico (24:1, v/v). Finalmente, la fase acuosa se 
precipitó con 1 volumen de LiCl 5 M durante, al menos, 3 h a -20'C.

El RNA se recogió centrifugando a 12000 rpm 15 min, se lavó con
etanol 70% (v/v) y se secó a vacio. Se resuspendió en un volumen ade­
cuado de H20 estéril y se valoró espectrofotométricamente (C260 -  25

ml/mg.cm). El RNA se precipitó con 0.1 volúmenes de acetato sódico 3 M 
pH 5.2 y dos volúmenes de etanol a -20*C y se guardó precipitado.

Para extracciones de RNA de menos volumen de cultivo se 
adaptaron proporcional mente las cantidades anteriores.

2.9. Extracción de proteínas.

Se resuspendieron los protolastos obtenidos según se ha explicado 
en el apartado 2.5. en tampón Tris-HCl 75 mM pH 7.9, MgCÍ2, EDTA 0.25 
mM, 6-mercaptoetanol 5 mM, y se agitó vigorosamente. Se centrifugó 5 
min a 10000 x g y se añadió al sobrenadante glicerina hasta el 15%. A 
continuación se valoró el contenido en proteínas de los extractos según se 
explica mas adelante y se ensayó la actividad tiolasa. Los extractos se 
guardaron durante siete días a -80 *C sin pérdida aparente de actividad.

3. TECNICAS ANALITICAS.

3.1. Valoración de proteínas.

Las proteínas se valoraron con el método de Bradford (1976). Los 
ensayos se realizaron mezclando 3 mi de reactivo (azul Coomassie G 0.8%



1 (p/v), etanol 4% (v/v), H3PO4 6.8% (v/v)) y hasta 0.1 mi de muestra . El 
< color azul desarrollado por las muestras se leyó a 595 nm, y los valores de 
¡ absorbancia obtenidos se interpolaron en una curva patrón obtenida con 
BSA (entre 10 y 60 ug/ml valorados espectofotométricamente con un 
coeficiente de extinción de 0.660 ml/mg.cm). Los valores de cantidad de 
proteínas se refieren pues a cantidad equivalente de BSA .

3.2. Ensayos de actividad tiolasa.

La actividad tiolasa se ensayó en extractos celulares crudos según el 
método de Middleton (1973) con algunas modificaciones.

Se siguió el descenso en la A303 que acompaña a la ruptura del 
acetoacetil-CoA originada por la adición de CoA (concentración final 50 
jiM) a una cubeta de 1 cm de paso de luz conteniendo 1 mi Tris-HCl 100 
mM pH 8.1, MgCl2 25 mM, NaCl 50 mM, acetoacetil-CoA 10 pM y extracto 
50-200 pg. Para restar la actividad tiol esterasa presente en los extractos, 
la cubeta de referencia contenia la mezcla anterior pero no se añadió CoA. 
La reacción se siguió durante 5 min desde la adición de CoA a la cubeta de 
muestra y se determinó la actividad en el tramo lineal de la 
representación. Se definió una unidad de actividad enzimática como la 
cantidad de enzima que degrada 1 nmol de acetoacetil-CoA por min. La 
actividad especifica se expresó en unidades por mg de proteína. Para 
determinar la concentración de acetoacetil-CoA de consideró su coeficiente 
de extinción aparente como 16.9 x 103 1/mol (Middleton, 1973).

3.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Se utilizó el método de electroforesis en gel de agarosa sumergido 
descrito en Maniatis e t al. (1982). Se utilizaron geles de diferentes con­
centraciones de agarosa (entre el 0.8 y el 2% (p/v)) en tampón TBE: Tris 
0.089 M, ácido bórico 0.089 M, EDTA 2 mM, pH 8.3. Las electroforesis se 
realizaron en el mismo tampón a 4'C y 5 V/cm. Como disolvente de las 
muestras se utilizó el mismo tampón suplementado con 5% (v/v) de 
glicerol, 0.05% (p/v) de azul de bromofenol y 0.05% (p/v) de xilén cianol.



Los geles se tiñeron con bromuro de etidio (1 ug/ml en TBE) durante 
30 min y se destiñeron en TBE durante otros 30 min. Una vez desteñidos 
se fotografiaron utilizando un transiluminador ultravioleta a 360 nm y una 
cámara Polaroid MP4, cargada con negativos Agfapan 200 profesional de 
9x12 cm, a través de un filtro ultravioleta convencional y un filtro Kodak 
Wratten n* 22.

3.4. Electroforesis de RNA en geles de agarosa desnaturalizantes.

Las electroforesis de RNA se realizaron en geles de agarosa con
formaldehído según se describe en Maniatis e t al. (1982). La agarosa se 
fundió en H20 y se esterilizó en autoclave. Una vez fundida y  esterilizada

se añadieron los volúmenes adecuados de tampón de electroforesis 5x 
(MOPS 0.2 M pH 7.0, acetato sódico 50 mM, EDTA 5 mM pH 8.0) y de 
formaldehído para lograr concentraciones lx y 2.2 M, respectivamente.

Las muestras se prepararon mezclando el RNA disuelto en H20

estéril (hasta 60 ug de RNA en un volumen de 4.5 Ul) con 2 ul del tampón 
de electroforesis 5x, 3.5 Ul de formaldehído y 10 ul ele formamida desio­
nizada. Se incubaron a 55*C durante 15 min y se añadieron 2 ul de di­
solventes de muestras estéril (glicerol 50% (v/v), EDTA 1 mM, azul de 
bromofenol 0.4% (p/v), xilen cianol 0.4% (p/v)). La preparación de las 
muestras se realizó siempre inmediatamente antes de la electroforesis, que 
se desarrolló en tampón de electroforesis lx, a 4*Cy 5 V/cm durante 6-8h.

Tras la electroforesis, los geles se tiñeron con BrEt 1 ug/ml en H20 y 
se destiñeron con H20, con agitación y durante, al menos, 1 h.

3.5. Electroforesis en poliacrilamida.

Se siguió el método de electroforesis vertical descrito en Maniatis e t 
al. (1982). Se utilizaron geles de 12x12x0.1 cm de concentraciones va­
riables entre el 5 y 12% (p/v) de poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida, 
29:1) en tampón TBE. El tampón de la cubeta, condiciones de electroforesis, 
disolvente de muestras, teñido y fotografía de los geles fueron idénticas a



las descritas en el apartado anterior salvo que el voltaje aplicado fue de 10 
V/cm.

3.6. Geles de secuenciación.

Para la secuenciación del DNA se utilizaron geles de poliacrilamida al 
8%, urea 7M en tampón TBE de 40 cm de largo. Los geles se precorrieron al 
menos 30 min a 1300 voltios, mientras que las electroforesis se 
desarrollaron a 2300 voltios durante 6-8 h. Se hicieron dos cargas de 2 jjlI 
espaciadas 3 h en cada electroforesis. La obtención de las muestras se 
explica en el apartado 4.7. Terminada la electroforesis se lavó el gel 
durante 20 min con ácido acético 10% (v/v). etanol 10% (v/v). se secó y se 
autorradiografió.

Con el objeto de manejar el gel con comodidad se recubrió la placa 
refrigerante con "solución repelente" (diclorodimetilsilano 2% (v/v) en 
cloroformo) y la placa de vidrio con "solución adherente" (etanol 80% (v/v), 
HOAc 2% (v/v), Bind-Silane (LKB) 0.3% (v/v)), permaneciendo el gel 
pegado a ésta última. Para soltar el gel se lavó la placa con NaOH 1M.

3.7. Densitometrado y cálculo de tamafio de los fragmentos.

Los negativos o las placas de autorradiografía se densitometraron en 
un densitómetro Láser Ultroscan 2202 (LKB) provisto de un integrador 
Hewlett-Packard 3390A acoplado para el registro e integración de los pi­
cos.

Se utilizaron condiciones de densitometrado e integración 
apropiadas para maximizar la relación señal/ruido de fondo en cada caso.

En los casos en que se calculó el tamaño de los fragmentos se utilizó 
el procedimiento descrito en Plikaytis et al. (1986), que se basa en la 
interpolación dé los valores de migración de los fragmentos problema en 
una hipérbola robusta construida mediante un ajuste realizado con un 
ordenador IBM PC a los datos de tamaño y migración de fragmentos 
patrón.



4. TECNICAS DE MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

4.1. Digestión con endonucle&sas de restricción.

Para ia digestión de muestras de DNA con endonucleasas de res­
tricción se siguieron las condiciones recomendadas por el suministrador
(Boehringer-Mannheim). Se utilizaron 3 tampones diferentes de alta, me­
dia y baja concentración salina: NaCl 100 mM, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM,
Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (alta concentración); NaCl 50 mM, MgCl2 10 mM,
DTT 1 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 (media); y MgCl2 10 mM, DTT 1 mM,

Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 (baja), y otros dos tampones con composición 
intermedia que permiten la restricción simultanea con enzimas menos 
estrictos en sus requerimientos: Tris-acetato 33 mM pH 7.9, acetato mag­
nésico 10 mM, acetato potásico 66 mM, DTT 0.5 mM (tampón A) y Tris-HCl 
10 mM pH 8.0, MgCl2 5 mM, NaCl 100 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM

(tampón B). Para cada endonucleasa de restricción se utilizó el tampón 
indicado por el suministrador.

Las digestiones se realizaron en tubos eppendorf a 37*C durante dos 
horas. Se tuvo la precaución de que en ia mezcla final la muestra de DNA 
quedara al menos diluida cinco veces y los enzimas de restricción diez 
veces con el objeto de eliminar posibles efectos de inhibición por el EDTA 
del tamnpón TE de las disoluciones de DNA o por el glicerol de las 
disoluciones de los enzimas de restricción (Maniatis e t ¿¿,1982). Las 
unidades de enzima utilizadas estuvieron en función del tamaño y niumero 
de cortes de la molécula a digerir. En las digestiones con DNA genómico, 
que tiene un tamaño variable y desconocido y un número de cortes con el 
enzima de restricción también desconocido, se utilizaron entre 3 y 4 
unidades de actividad enzimática por ug de DNA

Cuando la restricción se llevó a cabo para el análisis rápido de 
plásmidos en gel de agarosa, la reacción se paró añadiendo la cantidad 
apropiada de disolvente de muestras concentrado seis veces. En los demás 
casos la reacción se paró mediante precipitación con alcohol y 
posteriormente las muestras se disolvieron en la cantidad apropiada de 
disolvente de muestras de electroforesis.



4.2. Obtención de series de deleciones solapadas.

Con el objeto de secuenciar toda la región de interés con el mismo 
cebador se obtuvieron series de deleciones solapadas de los plásmidos 
conteniendo el DNA a secuenciar mediante la digestión con Exonucleasa III 
(Henikoff, 1984). Para ello se utilizó el "double-stranded Nested Deletion 
Kit" de la casa Pharmacia LKB (nQ de catálogo 27-1691-01), siguiéndose el 
protocolo indicado en las instrucciones. Para los plásmidos p 1300a, 
pl300b, plóOOay pl600b se utilizó una restricción Kpo I para generar el 
extremo resistente a la ExoIII y Xba\ para originar el extremo susceptible 
de degradación. En el caso del plásmido pSUC KE las restriciones utilizadas 
fueron P st\ y Xbal respectivamente. De la librería de deleciones obtenida 
en ios cuatro primeros casos se seleccionaron los clones que permitían 
cubrir toda la región de DNA de forma solapada, mientras que de las 
deleciones de pSUC KE se selecionaron los clones que permitían pasar por 
los puntos de restricción H ind\\\ (ver Figura 5).

4.3. Aislamiento de DNA a partir de geles.

Los fragmentos de DNA de tamaños entre 100 y 600 pb se aislaron a 
partir de geles de poliacrilamida de concentración entre el 6% y el 12% 
según el tamaño, siguiendo el método descrito por Maxam y Gilbert (1977). 
La electroforesis se realizó en las condiciones descritas en el apartado 3.5 
salvo que se utilizaron pocilios de 2 cm de ancho. Las bandas se localizaron 
por tinción con bromuro de etidio, se recortaron y el gel se dividió en 
pequeños fragmentos. Los fragmentos se depositaron en tubos eppendorf 
de 1.5 mi y se les añadió un volumen de acetato amónico 0.5 M, EDTA 
lmM, MgG2 10 mM, SDS 01% (v/v) pH 8.0 . Los tubos se mantuvieron en 
agitación a 37*C durante la noche. Los sobrenadantes se recuperaron por 
centrifugación a 10000 x g 10 min y se precipitó el DNA con alcohol. Los 
rendimientos oscilaron alrededor del 70-80%.

Para fragmentos de DNA mayores y de forma alternativa también 
para los anteriores, se utilizó el método de electroelución para el 
aislamiento de cualquier fragmento de DNA a partir de geles tanto de 
agarosa como de poliacrilamida. Se utilizó una cubeta de electroelución



basada en el modelo diseñado por Bio Rad y un tampón de alta fuerza 
iónica (Acetato amónico 3 M, glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 0.03%, 
TBElx) para la retención del DNA. La electroelución se llevó a cabo a 100 V 
durante tiempos comprendidos entre 15 y 30 min dependiendo del tamaño 
del fragmento a electroeluir. Una vez finalizada, se recogió el tampón de 
retención con una microjeringa y se precipitó el DNA de la forma habitual.

4.4. Mareaje radiactivo de DNA.

El DNA se marcó radiactivamente mediante el método de "random 
primer" desarrollado por Feinberg y Vogelstein (1983, 1984) basado en la 
hibridación de una mezcla de todos los posibles hexanucleótidos al DNA a 
marcar. A partir de estos "cebadores aleatorios>" se sintetiza la cadena 
complementaria mediante el fragmento Kleenow de la DNApol I de RcoJi. 
Para el mareaje se utilizó el "Random Primed DNA Labelling Kit" de la casa 
Pharmacia LKB (nQ de catálogo 1004760) siguiendo el protocolo descrito en 
las instrucciones. Los mareajes se realizaron con dATP(a-32P).

Para eliminar los nucleótidos no incorporados se siguió un procedi­
miento descrito en Maniatis e t al. (1982). Las muestras de 100 ul se pa­
saron a través de columnas de Sephadex G-50 mediante centrifugación a 
1600 i  g durante 4 min. Las columnas se construyeron en jeringuillas 
hipodérmicas de 1 mi con Sephadex G-50 previamente autoclavado y 
equilibrado en tampón STE (tampón TE suplementado con NaCl 0.1 M), que 
se centrifugaron a 1600 x g 4 min y se lavaron 5-6 veces con 100 jil de 
tampón STE y una vez con 100 ul de DNA de salmón 0.2 jig/ul en STE. Las 
muestras recuperadas de las columnas contenían entre el 80 y el 100% de 
radiactividad precipitable con TCA 10%.

4.5. Transferencia de DNA y de RNA a filtros.

Se utilizó el método descrito por Southern (1975) para la transfe­
rencia de DNA a partir de geles de agarosa. Se utilizaron filtros de nylon 
para la transferencia. Se siguió el procedimiento recomendado por la casa 
comercial que suministró el papel de nylon (Amersham, 1985). Una vez



teñido y fotografiado el gel de agarosa se incubó 15 min con HG 0.25 M 
para fragmentar el DNA de alto peso molecular. Posteriormente se incubó 
30 min con una solución de NaOH 0.5M, NaCl 1.5M para desnaturalizar el 
DNA, y 2x15 min con Tris-HCl 0.5 M, NaCl 1.5 M. EDTA 1 mM, pH 7.2 para 
neutralizar. Para la transferencia se depositó el gel sobre una hoja de papel 
Whatman n* 3 de su misma anchura aunque más larga, formando asi dos 
mechas laterales de papel para absorber tampón desde dos cubetas 
situadas a los lados. Sobre la superficie del gel se depositó una hoja de 
papel para transferencia de su mismo tamaño, haciendo coincidir el borde 
superior del papel con los pocilios del gel. Sobre el papel de transferencia 
se colocó una hoja de papel Whatman n" 3 del mismo tamaño que el gel 
humedecida en tampón y 10 cm de toallas secas que se comprimieron 
sobre el gel mediante un peso de 1-1.5 kg. La transferencia se realizó 
durante 12-16 h a temperatura ambiente. El tampón utilizado fue 6xSSC 
(lxSSC - NaCl 0.15 M, citrato sódico 15 mM, pH 7). Una vez realizada la 
transferencia se comprobó la desaparición del DNA del gel mediante 
tinción con bromuro de etidio. Los filtros de nylon se lavaron con 2xSSC y 
se secaron entre papeles de filtro. Posteriormente se irradiaron con un 
transiluminador de luz ultravioleta durante 5 min y se guardaron el bolsas 
de plástico selladas y a 4#C hasta el momento de su uso.

La transferencia de RNA se realizó del mismo modo pero sin necesi­
dad de tratamientos previos de los geles que fueron directamente transfe­
ridos a nylon tras finalizar la electroforesis debido a las condiciones des­
naturalizantes de las mismas (ver apartado 3.4). La fijación y conservación 
de los filtros se realizó de la misma forma que para filtros de DNA.

4.6. Hibridación de DNA y de RNA sobre filtros con sondas 
radiactivas.

Para la hibridación de los filtros se siguió el protocolo recomendado 
por el suministrador (Amersham). Los filtros de DNA se incubaron con una 
disolución de prehibridación consistente en 5xSSPE (lxSSPE - NaG 0.18 M, 
EDTA 1 mM, N a^Pfy pH 7.7), 5x disolución Denhardt (lx disolución 
Denhardt = BSA 0.02% (p/v), PVP 0.02% (p/v), Ficoll 400 0.02% (p/v)), SDS 
0.5% y DNA de salmón sonicado y desnaturalizado 200 jig/ml durante 30-



60 min a 42 *C. Posteriormente se incubaron con la disolución de 
hibridación consistente en 5iSSPE, 5x disolución Denhardt, SDS 0.5% (p/v), 
formamida 50% (p/v), sulfato de dextrano 10% (p/v) y DNA de salmón 
sonicado y desnaturalizado 200 pg/ml durante 16-20 h a 42 *C. Una vez 
hibridados los filtros se lavaron dos veces durante 10 min a temperatura 
ambiente con 2xSSPE, SDS 0.1% (p/v), una vez durante 15 min a 65 *C con 
lxSSPE, SDS 0.1% (p/v) y una vez durante 10 min a 65 *C con O.lxSSPE, SDS
0.1% (p/v).

Para eliminar la sonda, con el propósito de reutilizar el filtro, se 
utilizaron lavados con NaOH 0.4M (2x30 min) a 45*C. Los filtros se lavaron 
posteriormente con O.lxSSC, SDS 0.1% (p/v), Tris-HCl 0.2M, pH 7.5 para 
neutralizar. La eliminación de la sonda se comprobó con un contador 
Geiger. Los filtros lavados se rehibridaron en varias ocasiones sin pérdida 
aparente de capacidad de hibridación. Así mismo las sondas se reutilizaron 
hasta cinco veces con diferentes filtros. En este caso se guardaron a -20’C 
entre una hibridación y la siguiente. Se observó una reducción progresiva 
de la capacidad de hibridación de las sondas por lo que las reutilizaciones 
se limitaron de 3-5 generalmente.

Las condiciones de hibridación para filtros de RNA fueron las mis­
mas pero se hicieron prehibridaciones más largas (un mínimo de 3h). La 
eliminación de sondas para posterior rehibridación de los filtros, debido a 
la inestabilidad del RNA en disoluciones básicas, se realizó sumergiendo los 
filtros en SDS al 0.1% (p/v) y llevando a ebullición durante 30-60 min. A 
continuación se dejaron secar y se comprobó la eliminación de la 
radiactividad.

4.7. Reacciones de secuenciación.

La secuenciación del DNA se realizó mediante el método de 
terminación de cadena con dideoxinucleótido (Sanger e t al., 1977) 
utilizando DNApol del fago T7. Se utilizó el ,T7Sequencing Kit" de la casa 
Pharmacia LKB (nfi de catálogo 27-1682-01), siguiéndose el protocolo 
descrito en las instrucciones. Para el mareaje radiactivo se utilizó dATP(a- 
35S).Las muestras se guardaron a -20 CC y se reusaron sin degradación



aparente. Con los plásmidos obtenidos por deleciones de p 1300a, p 1300b, 
pl600a y pl600b se utilizó cebador reverso 17-mer, mientras que las 
deleciones del plásmido pSUC KE se secuenciaron con cebador universal 
17-mer. La utilización de las cuatro series de deleciones primeras permitió 
la secuenciación completa de las dos cadenas del DNA. mientras que las 
deleciones de pSUC KE permitieron pasar por los puntos de restricción 
utilizados (ver Figura 5).

4.8. Autorradiografia de los filtros hibridados.

Se utilizó película Kodak X-Omat S y cassettes Kodak X-Omatic, 
provistos de dos pantallas intensificadoras Kodak X-Omatic regular. Las 
autorradiografías se desarrollaron a -80'C en la oscuridad durante tiempos 
variables (entre 2 y 100 h), dependiendo de la radiactividad de los filtros.

Las placas fotográficas se revelaron con revelador Kodak D-19 du­
rante 5 min a 20*C o en una máquina de revelado automético Agfa modelo 
CURIX 60.

S. METODOS INFORMATICOS.

5.1. Análisis de secuencias.

Las secuencias de DNA y de proteínas se analizaron mediante los 
diversos porgramas de los paquetes informáticos DNASTAR (DNASTAR Inc., 
Madison, WI 53705). PC GENE v. 5.10 (Amos BAIROCH/BIOMED, 
Uniwersidad de Ginebra, Suiza) y GCG v.6.2 (Genetics Computer Group,).

La identificación de pautas abiertas de lectura en la secuencia de 
DNA obtenida se realizó mediante los programas COD FICK v.1.21 (método 
de Ficket, 1982) y COD RNY v.2.30 (método de Shepherd, 1984) del PC 
GENE. Para la traducción de estas regiones a secuencia de proteínas y el 
análisis del uso de codones se utilizaron los programas TRANSL v2.03 (PC 
GENE), CDUSAGE v.2.31 (PC GENE) y TRANS v i .10 (DNASTAR). La búsqueda



de subsecuencias, secuencias repetidas y de estructuras en horquilla se 
realizó con los programas QGSEARCH v.2.33, REPEATS v.2.10 y HAIRPIN 
v.2.31 respectivamente, todos del PC GENE.

Los perfiles de hidropatía de las secuencias de proteína se 
determinaron mediante el método de Kyte y Doolitle (1982) con el 
programa SOAP v.3.00 (PC GENE). En la búsqueda de hélices 
transmembrana se aplicaron ios métodos de Rao y Argos (1986), Eisenberg 
e í al. (1984) y Klein e t al. (1985) mediante los programas del PC GENE 
ROARGOS v.1.00, HELIXMEN v.1.22 y SOAP v.3.00 respectivamente.

5.2. Comparación y alineamientos de secuencias.

La comparación de las secuencias obtenidas con las bases de datos se 
realizó en un principio con los programas PROSCAN v.5.51 (secuencias de 
porteínas)y NUCSCAN v.5.51 (secuencias de DNA) ambos del DNASTAR. Se 
utilizaron los bancos de datos GenBank v.63 y NFBPR v.23. Én la búsqueda 
de secuencias en estas bases de datos se utilizó también el programa del 
DNASTAR GENEMAN v.5.62. Posteriormente se realizaron comparaciones de 
secuencias con las bases de datos GenBank v.67 y NFBPR v.27 mediante los 
programas WORDSEARCH Y TFASTA del GCG.

Las comparaciones y alineamientos de secuencias de proteínas entre 
sí se realizaron con los programas AACOMP v.4.80, DOTPLOT v.2.18 y 
AALIGN v.1.65 y los de secuencias de DNA con el programa ALIGN v.5.86, 
todos ellos del DNASTAR.

El alineamiento múltiple de las secuencias de proteínas se realizó 
aplicando el algoritmo de Higgins y Sharp (1989) mediante su programa 
CLUSTAL. Para el análisis de los árboles filogenéticos no se consideró la 
secuencia amino terminal hasta el aminoácido 34 de POTl. El alineamiento 
múltiple de las secuencias de DNA se realizó de acuerdo al resultado 
obtenido para las correspondientes proteínas.



S.3. Construcción de árboles filogenéticos.

El número de sustituciones entre las secuencias, tanto de 
aminoácidos como de nucleótidos, se determinó corrigiendo las posibles 
sustituciones múltiples con d * -ln (l-k)L (Kimura, 1983), siendo K la 
proporción de aminoácidos (o nucleótidos) diferentes y L la longitud 
homologa de cada par de secundas comparadas (el número de residuos 
que no son una deleción simultáneamente en ambas secuencias). Los 
huecos se consideraron como sustituciones. También se calcularon los 
valores de d excluyendo los huecos en los cálculos y usando otras fórmulas, 
como la corrección empírica de K para las secuencias de aminoácidos 
(Kimura, 1983) o el estimador de Jukes y Cantor (1969) pero los valores 
obtenidos fueron muy similares y no cambiaron los resultados 
significativamente.

Los árboles filogenéticos se dedujeron de la matriz de las distancias 
mediante el método de mínimos cuadrados (Fitch y Margoliash, 1967) 
usando el programa FITCH del paquete informático PHYLIP (Felsenstein, 
1990).

5.4. Fiabilidad de ios árboles construidos.

Para determinar la fiabilidad de los árboles construidos se utilizó un 
método de remuestreo tipo'bootstrap" (Efron, 1982; Felsenstein, 1985)

Los árboles filogenéticos se obtuvieron en un proceso en dos etapas. 
Primero se obtuvieron 500 remuestreos y para cada uno de ellos se infirió 
un árbol como se ha descrito en el apartado 5.3.. Con el programa 
CONSENSE, también del paquete PHYLIP, se obtuvo un árbol consenso de 
todas las réplicas.

En un segundo paso se determinó la longitud de las ramas. Se 
obtuvieron nuevamente otras 500 réplicas y se utilizó el programa FITCH 
con la opción "user tree" para calcular las 500 estimaciones de las 
longitudes de las ramas para el árbol consenso previamente obtenido. De 
este remuestreo se determinó las medias y varianzas, así como intervalos 
de confianza usando el método de los percentiles (Efron, 1982)



5.5. Contraíate de la F de las desigualdades en las tasas 
evoluttivas.

Se apliticó el contraste de las desigualdades en las tasas evolutivas 
propuesto poor Felsenstein (1984). El método usa la suma residual de los 
cuadrados de? los árboles obtenidos usando los programs FITCH y KITCH. El 
programa KITTCH, también del paquete PHYLIP, utiliza el mismo algoritmo 
que el FITCH i pero asumiendo un comportamiento de reloj molecular.



Resultados y Discusión



1. IDENTIFICACION DEL GEN DE LA 3-OXOACIL-(CoA TIOLASA 
PEROXISOMAL DE SACCHAROMTCES CERE VISEAR

1.1. ¿Hay un gen regulado por glucosa en el flameo 3a próximo al 
gen SUCZl

El primer objetivo planteado en la realización de este trabajo era 
encontrar la causa de los cambios observados en la estructura de la 
cromatina del flanco 3' del gen SUC2de S.cerevisiae com la desrepresión del 
gen. Elementos en la región 3‘ de los genes pueden inttervenir en el control 
de su expresión en eucariotas superiores (Kaufman y  Sharp, 1983; Choi y 
Engel, 1986; Owen y Kühn, 1987). Aunque en leívadura no se han 
encontrado elementos reguladores en los flancos 35’ de los genes, las 
secuencias en estas regiones son necesarias para la coorrecta terminación y 
subsiguiente procesado de los mRNA poliadenilados (O)liver y Warmington, 
1989). La proiimidad y el comportamiento paralela) entre los cambios 
observados y la actividad del gen 5V7£?hicieron pensar* en un principio que 
esta región podria estar relacionada de alguna manera (con la regulación del 
gen SUC2 (Pérez-Ortín et &/., 1987,1989). Sin emb>argo, los resultados 
obtenidos mediante el estudio de mutantes con deleciomes en los flancos del 
gen descartaban una posible relación funcional de eesos cambios con la 
actividad del gen ^¿^(M atallana, 1989;Igual eí al,:, 19>91).

Es muy improbable que un elemento no génico suifriera en función de 
la presencia de glucosa en el medio de cultivo cambios (como los observados. 
Considerando además que los genes de levadura estám muy próximos, la 
hipótesis mas factible era la existencia de un gen que poor los cambios en su 
estructura cromatínica tendria un mecanismo de regulación similar al del 
SUC2.

Con el objeto de confirmar esta hipótesis se obttuvo RNA de células 
crecidas en medios con alta y baja concentración <de glucosa. El RNA 
extraído se analizó por electroforesis en agarosa, transferencia a filtro de 
nylon e hibridación con el fragmento de restricción HllndiII de 1.3 Kb del 
flanco 3' del gen SUC2 marcado radiactivamente. En la FFigura 2 se muestran 
los resultados obtenidos. Este estudio comfirmó la preseencia no de uno sino
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F igura 2. Análisis de mRNAs transcritos a partir del flanco 3' del gen S UC 2 .
Se extrajo RNA total de cultivos de la cepa salvaje X 2 180-1A en medio YPG (carreras 1 y 2)

y en medio YPG-LGM (carreras 4 y 5) y se analizaron por electroforesis en agarosa al 1%,
transferencia a filtro e hibridación con el fragmento de restricción HindStL de 1,3 kb del 
flanco 3' del gen SUC2  (panel A). Se realizaron dos cargas con diferentes cantidades de cada 
muestra: 5 |_Lg en las carrera 1 y 4 y 10 p g  en las carreras 2 y 5. En la carrera 3 se inyectó 
una restricción H in dlñ  del plásmido pRB58, que contiene el gen SUC2  y sus flancos. Como 
control interno se lavó el filtro y se rehibridó con una sonda del fragmento H ináUl de 1.1
kb conteniendo el gen URA3  (panel B). Los tamaños y posiciones de los mRNA detectados se
muestran en la izquierda y los de los DNA marcadores a la derecha.



de dos genes en el flanco 3' del SUC2% pues se detectaron dos mRNA 
diferentes, uno de aproximadamente 1.6 kb y otro mas pequeño de 0.83 kb. 
£1 primero de ellos esta reprimido por glucosa ya que solo se observa en las 
muestras de cultivos con baja concentración de glucosa en el medio. Por el 
contrario, el mRNA de 0.85 kb es de expresión constitutiva al menos en lo 
referente a la glucosa. Estos resultados confirma por tanto la hipótesis de 
que los cambios estructurales de la cromatina reflejaban cambios de 
actividad en función de la glucosa en un gen próximo al SUC2.

El flanco 3' del gen SUC2 había sido clonado por Carlson y Botstein 
(1982) en el plásmido pRB58, pero no fue secuenciado. Con el fin de 
secuenciar toda la región adyacente al SUC2 se construyeron en primer 
lugar los plásmidos representados en la Figura 3. Se clonaron los 
fragmentos de restricción Hind lll de 1.3Kb y 1.6Kb del flanco 3' del gen en 
el vector pUC18 en ambas orientaciones para el caso del fragmento de 1.3 
kb (plásmidos pSEC1300a y pSEC1300b) y en la misma orientación en los 
vectores pUC18 y pUC19 en el caso del fragmento de 1.6 kB (plásmidos 
pSEC1600a y pSEC1600b) ya que no se pudo obtener las dos orientaciones 
en pUC18. Seguidamente, con cada uno de estos cuatro plásmidos se 
realizaron digestiones con nucleasa ExolII como se explica en Materiales y 
Métodos. Esta nucleasa repela el DNA desde un extremo pudiéndose 
obtener una serie gradual y solapada de deleciones del fragmento clonado 
que permite la secuenciación directa de toda la región con el cebador 
universal. También se obtuvieron deleciones del plásmido pSUC KE que 
contiene el fragmento de restricción Kpn\-Ecd&\ (Figura 3) con el objeto 
pasar por los puntos de corte HíndiII de los fragmentos de restricción 
clonados.

Con todos estos clones se realizó la secuenciación de ambas cadenas 
del DNA de la región de interés como se representa en el esquema de la 
Figura 4. El análisis de la secuencia por el método de Shepherd (1984) 
identificó dos pautas abiertas de lectura, una en cada cadena, que además 
tenían según el método de Fickett (1982) una probabilidad muy alta (92% 
para la grande y 77% para la pequeña) de ser regiones codificantes de 
proteínas. La mas cercana ai gen SUC2tenía 705 pb y codifica en la misma 
dirección que el SUC2. La otra, de 1251 pb, se encuentra más alejada y en 
dirección contraria al SUC2{ver Figura 4). Por el tamaño de las dos ORF
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Figura 3. Esquema de la construcción de los plásmidos p l300a , pl300b, 
p 1600a, p1600b y pSUCKE.
Los enzimas de restricción relevantes son: E, EcoRV, H, //m cUH; K, KpnV, 
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Figura 4. Estrategia de secuenciación del flanco 3’ del gen SUC2
Las flechas en la parte inferior indican los fragmentos secuenciados 

obtenidos mediante deleciones con ExoIII. El gen SUC2y las nuevas ORFs 
encontradas se han representado por flechas vacias. Los sitios de 
restricción indicados son: K, Kpn\, H, HinálW, E, EcoR1.

encontradas la de 1251 pb correspondería  al m ensajero de 1.6 kb regulable  

por glucosa m ientras que e l m ensajero de 0 .85  kb provendría  de la 

transcripción de la ORF de 7 0 5  pb. Como se ob serva  en  la Figura 4 los gen es  

secuenciados se encuentran  bastan te próxim os. Entre los codones de 

term inación  de las dos ORF sólo h ay  57  pb. A ten d ien d o  al tam año de los 

m ensajeros es bastan te probable que los transcritos de am bos gen es se  

solapen. La ORF de 1251 corresponde al gen e más cercano ai te lóm ero  del 

crom osom a IX conocido hasta  ahora.

Junto a esto s  dos g en es iden tificados es  posib le la ex isten cia  de un 

tercero que se ex ten d iera  mas allá del fragm en to  secuenciado  pues los 

últim os 60 3  pb están  en  pauta abierta de lectura. A unque com o se verá  

más tarde la h ibridación con e l fragm en to  JfinálU de 1.6 kb solo perm ite
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detectar el mRNA de la ORF de 1251 pb esta  posibilidad no puede ser 

descartada.

Es in teresan te  com entar lo in só lito  que ha sido e l cam ino segu ido  

para la iden tificación  de esto s genes. Esta es  la prim era v e z  que el análisis  

de la estructura  de crom atina ha perm itido  predecir no solo la ex isten cia  

sino tam b ién  la regulación transcripcional de un n u evo  gen  pon iendo de 

m anifiesto  la profunda relación ex isten te  en tre  la estructura de la 

crom atina y  la actividad génica en  eucariotas. Con e l conocim iento de la 

secuencia  se han podido localizar la zona en  la que ocurrían cam bios en  la 

estructura de la crom atina. Sorprende que esta  región caiga al fin a l de la 

región codificante y  no correspondan los cam bios a variacion es en  el 

prom otor de un gen  com o en  un principio se pensaba. El esq u em a de la 

introdución (Figura 1) m uestra que los cam bios son com patib les con la 

desaparición  de nucleosom as posicionados. No es m uy com ún que ocurran  

grandes cam bios en  e l posicionam iento  de nucleosom as dentro de la región  

codificante, esp ecia lm en te  si la actividad no es  m uy pronunciada. Todo ello  

dió pie a un estu d io  deta llado de la estructura  de la crom atina del prom otor  

y  región codificante del gen  en  d iferen tes condiciones de regulación  

(capítulo 4).

1.2. Estructura prim aria  e in te rrupción  del gen POT1 de
SMcchMromyces cerevisiae.

La secuencia  de nucleótidos de la ORF de 1251 pb y  sus flancos asi 

com o la secuencia  de am inoácidos deducida de ella  se m uestra en  la Figura

5. Se consideró el prim er ATG com o el in icio de la traducción porque es  

sim ilar a la secuencia  con sen so  de iniciación descrita  para gen es eucariotas  

(en  el algoritm o propuesto  para esta  secuencia  la región alrededor de dicho  

ATG se haya por encim a del valor d iscrim inatorio en tre  sitios de iniciación  

fun cion ales y  no funcionales (Stormo, 1 9 8 7 ) y  por hom ología con otras 

proteínas análogas de otros organism os (ver mas adelante). Esta suposición  

fu e confirm ada por el grupo de H.Tabak que localizó el in icio de la 

transcripción alrededor de la posición -1 9  del prim er ATG (com unicación  

personal). En la región  del prom otor, una posib le caja TATA se encuentra  en  

la posición -9 9 . Entre 24 2  y  2 53  pb anteriores al codón de iniciación hay



CT̂ TTTATAT̂ AGCCTTCX5ATAACTTCATGCCACCTGTTGAAAGGTTTCTAACTAGGC 
900 CATCCAAAAAGTGTGCGTTTTCAGCTAGTTCATTAGTGGCCAAATGTGTAGAGTATGTCG 

TGCTCGAAGTCACTTTCTTTTTCCCCCAATGATTGGAACTACGGATTTTACATATCAATA 
ACCATTTCCTTCGTAGAGAGATGTTTTGTAAATTCTTATAAGCAGCCCCCCAAAAAAAAG 

720 TTCCATCTTTTAAAAGCTCATCAAACATTCTTTCGACGAGTGATGCGTCCTGAGGCATGC 
ACTTCGGATTAAAATCCATTTCCGATCCGTTCACTTCTTCX3GAAACCATTGGTGACGAAG 
AAACGTCATTAGCTGAGAAATTCTTCTGTTTCATGTATATATGTGATCCTGTACCTTGTT 

54 0 TCTCTAACGCTACACCGACCAACTGCAAGCCAGCGGCAACCAGCCCATCGTTCAAATTCA 
ATTCTTCCAATTTACGGGCTTCGCTGACCCTATCACGCGCGTGAAGTGACAGCGATCTGC 
GAGGGTAGCGGTACGTCTTCTTGTTCGGGGAAGAGTCCATCGCTGATGATTGTGCTáTTT 

360 TTTTATCTGCTTTTGTGTCACGATCATCATCACTATGTAATCTTCAAAAGATCAAGAATT 
TGCTAGTTTTGAACCTATGCCACAAATAGCGAAAAAAGAAAAAAAACTTGACGCGTCAAC 
ATG AGG AGGGT AATG ATGTGGT AGCGCCGTGT AAGGCGCT AT CAAAGGG AAACGGGG AT A 

180 ATAGTATTAACACCGCAGCTTTTTTTTCCTTTCTCCCTCTATTGGTTTCAAATTTATTGG 
AGTTTTACTAGAAAGAAGAGATATAAATAGGGTATACTTTTGCATCTCAGTTCTATTGAA 
ATCGAATGGTTATTTCTTGTGGCTCTGAGTACAGAGTGAATATAACACTACATAAAAGCA

1 ATGTCTCAAAGACTACAAAGTATCAAGGATCATTTGGTGGAGAGCGCCATGGGTAAGGGT 
M S O R L O S  I K D H L V E S A M G K G

gaatcgaagaggaagaactcgttgctggagaaaagacccx;aagatgtagttattgtggct
E S K R K N S L L E K R P E D V V I V A

120 GCTAACAGGTCTGCCATCX5GTAAAGGTTTTAAAGGTGCCTTCAAAGATGTAAACACAGAC 
A N R S A I G K G F K G A F K D V N T D

TACTTATTATACAACTTTCTCAATGAGTTCATCGGGAGGTTTCCGGAACCTTTGAGGGCT
Y L L Y N F L N E F I G R F P E P L R A

240 GATTTGAACTTAATCGAAGAAGTTGCCTGTGGAAATGTTCTCAATGTTGGAGCCGGTGCT 
D L N L I  E E V A C G N V L N V G A G A

ACAGAACACAGGGCTGCATGCTTGGCAAGTGGGATTCCCTACTCGACTCCATTTGTCGCT
T E H R A A C L A S G I P Y S T P F V A

360 TTAAACAGACAATGTTCTTCAGGTTTAACGGCGGTGAACGATATTGCCAACAAGATTAAG 
L N R Q C S S G L T A V N D I A N K I K

GTTGGGCAAATTGATATTGGTTTGGCGCTGGGAGTGGAATCAATGACCAATAACTACAAA
V G O I D I G L A L G V E S M T N N Y K

4 80 AACGTCAATCCCTTGGGCATGATCTCCTCTGAAGAGCTGCAAAAAAACCGAGAAGCGAAG 
N Y N P L G M I S S E E L O K N R E A K

AAATGTCTAATACCAATGGGCATTACTAATGAGAATGTTGCCGCTAATTTCAAGATCAGT
K C L I P M G I T N E N V A A N F K I S

600 AGAAAGGATCAAGACGAGTTCGCTGCGAATTCATATCAAAAAGCTTACAAGGCGAAAAAT 
R K D O D E F A A N S Y O K A Y K A K N

GAGGGGCTTTTCGAAGATGAAATTTTACCTATAAAATTACCAGATGGCTCAATTTGCCAG
E G L F E D E I L P I K L P D G S I C O
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720 TCGGACGAA3GGCCACGCCCTAACGTCACTGCGGA3TCGCTTTCAAGCATCAGGCCTGCC 
S D E G P R P N V T A E S L S S I R P A

TTTATCAAAGACAGAGGAACCACAACTGCGGGCAATGCATCCCAGGTCTCCGATGGTGTG
F I K D R G T T T A G N A S Q V S D G V

84 0 GCAGGTGTCTTGTTAGCCCGCAGGTCCGTAGCCAACCAGTTAAATCTGCCTGTGCTAGGT 
A G V L L A R R S V A N Q L N L P V L G

CGCTACATCGATTTTCAAACAGTGGGGGTTCCCCCTGAAATCATGGGTGTGGGCCCTGCA
R Y I D F Q T V G V P P E I M G V G P A

960 TACGCCATACCAAAAGTCCTGGAAGCTACTGGCTTGCAAGTCCAAGATATCGATATTTTT 
Y A I P K V L E A T G L O V O D I D I F

GAAATAAATGAAGCATTOGCGGCCCAAGCATTATACTGCATCCATAAACTGGGCATCGAT
E I N E A F A A Q A L Y C I H K L G I D

1080 TTGAATAAAGTAAATCCAAGAGGTGGTGCAATCGCGTTAGGCCATCCCTTGGGTTGTACT 
L N K V N P R G G A I A L G H P L G C T

GGCGCAAGGCAAGTAGCTACCATACTAAGAGAACTGAAAAAGGATCAAATCGGGGTTGTT
G A R O V A T I L R E L K K D Q I G V V

1200 AGTATGTGTATCGGTACTGGTATGGGTGCCGCCGCCATCTTTATTAAAGAATAGTTTTAA 
S M C I G T G M G A A A I F I K E  *

TACTTGATAATAGTTAATATTCTCCCTTTTTATTATGCTCATATTTATATGGTTTTGTAA
1320 AAGCTATTACGTAGTTTATCAATTTGTTTATAATTTTCCATTTTCAATATTTCTAACTCA

CTAACCAAATAGTTTATTTGAGATAATATCCTCCAGTCCTCCTTAACCAATT

Figura 5. Secuencia del DNA de una región que incluye la ORF de 
1251 y sus flancos y la secuencia de aminoácidos derivada de ella 

En el flanco 5 se han subrayado la hipotética caja TATA, dos 
secuencias repetidas invertidas de siete pb y una secuencia 
palindrómica de 12 pb Con asteriscos se han señalado los dos codones 
de terminación diferentes en fase con la ORF El triplete enmarcado 
corresponde al triplete de terminación de la ORF de 705 pb, invertido 
con respecto al POT1
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una secuencia  palindróm ica de 12 pb. A dem ás, hay  una secuencia  de siete  

pb in vertid a  en  las posiciones -1 9 9  y  -2 1 3  que podria form ar una 

estructura en  horquilla  con un tronco de s ie te  pb (de ellos cinco  

apaream ientos serian  GC) y  seis pb desapareadas. No se detectaron  

secuencias con sen so  TACTAAC requeridas para e l procesam iento  de 

in trones en  S.cerevlslae (Langford et al., 1984). La región  codificante  

term ina con dos codones de parada ad yacen tes (posiciones 1251 y  1257), 
propiedad característica  de m uchos gen es de levadura. No se han  

encontrado secuencias señ a les de term inación  de transcripción  ni de 

poiiadenilación (W ehals, 1987; Russo et al., 1991).

La proteína codificada por es te  gen  está  com puesta  por 4 1 7  

am inoácidos y  tien e  un p eso  m lecular de 4 4 7 3 0  daltons. La com paración de 

las secuencias de nucleótidos y  am inoácidos con los bancos de datos 

GenBank y  NBRF-PIR m ostró más del 50% de hom ología con la 3 -oxoacil-  

CoA tiolasa peroxisom al hum ana (Bout et al., 1988 ) y  de rata (Hijikata et al., 
1990). Con toda probabilidad el gen  secuenciado, al que se denom inó POT1 
(del inglés p eroxisom al 3-oxoacyl-C oA  th io lase) codifica para el 

correspond ien te enzim a de levadura cuya actividad  había sido ya  estud iada  

(V eenhuis et al., 1987; Kunau et al., 19 8 8 ) aunque su regulación  por glucosa  

no se había descrito. Un análisis ex ten siv o  de la secuencias de é s te  y  otros 

gen es que codifican tio lasas se realiza en  el sigu ien te  capítulo.

Se ob tu vo  una confirm ación adicional de la naturaleza del gen  

m ediante la rotura del m ism o según el proced im ien to  de R othstein  (1 9 8 3 ). 

Para ello  se construyó un plásm ido a partir de pSEC1300a en  e l que se 

había in sertado el gen  marcador URA3  en  la zona codificante del gen  POT1 
(Figura 6). Se digirió el lásm ido con Z tod lII  que suelta  el fragm en to  clonado  

del gen  POT1 in terrum pido y  se transform ó la cepa MCY1389 

seleccionándose transform antes capaces de crecer en  m edios sin uracilo. 

Para com probar que las colonias ten ían  rea lm en te  e l gen  POT1 roto se 

extrajo DNA genóm ico de la cepa transform ada, se cortó con enzim as de 

restrición  M/rilU  y  Pst1 y  se analizó por e lectro foresis  en  agarosa, 

transferencia  a filtro  e h ibridación con una sonda rad iactiva del fragm ento  

de restricción MnúlU de 1.3 kb. Como se ob serva  en  la Figura 7, la cepa  

seleccionada había in tercam biado su copia salvaje del gen  POTl por la copia  

rota. El hecho de que en  esta s  m uestras de DNA genóm ico  sólo se ob serven
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p1300a



57

H (E) H H

(H)(H)

B

3584

545 >

125 >

779 >  

622 >

2490

1917

320

573

F ig u ra  7. Interrupción del gen POT1.
(A) Mapa del locus POTlen. la cepa BQS20 Se indican los sitios de restricción relevantes: H, 

HináIII; E, /h?RV; P, fístl. Los sitios entre paréntesis se destruyen en el procedimiento de 
clonación utilizado (B) Confirmación de la ruptura del gen POT1 en la cepa BQS20. Se analizó 
DNA genómico de la cepa parental MCY1389 (carreras 1 y 2) y de la cepa BQS20 (carreras 3 y 
4) Las muestras se digirieron con ItináWl (carreras 1 y 3) o con HinúlW y Ps¿I (carreras 2 y 
4), se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa 1%, transferencia a filtro e 
hibridación con la sonda IfinúlW  de 1.3 kb que cubre la parte 3' del gen POTly gran parte de 
la región intergénica entre el mismo y el SUC2 A la izquierda se indica la migración de los 
patrones de tamaño utilizados y a la derecha las bandas experimentales con los tamaños 
esperados.
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las bandas esp erad as del locus estu d iad o  hace suponer que el gen  POT1 se 

encuentra  en  una sola copia dentro del genom a de S.cerevisiae, al m enos en  

cepas con e l fondo gen ético  de S288C.

La rotura del gen  dem ostró que e l m ism o no es un gen  esen cia l para 

la v iab ilidad  de la célu la  ni para el crecim iento  en  glucosa com o fu en te  de 

carbono. Sin em bargo, al contrario que la cepa parental, la cepa BQS20 es  

incapaz de utilizar ácido o leico  com o única fu en te  de carbono. Como se  

m uestra en  la Tabla I, la adición de o leato  al m edio de cu ltivo  p erm ite un  

crecim iento  de los cu ltivos de MCY1389 hasta  una densidad  de 3.6 g/1  

m ientras que apenas tien e  e fecto  en  un cu ltivo  de BQS20. A nálogam ente, la 

cepa SEY2101 que con tien e una deleción  de la m itad carboxilo term inal del 

gen POT1 tam poco es capaz de crecer más en  un m edio con o leato  m ientras  

que si se transfrom a con e l p lásm ido pRB58 que contiene una copia  

com pleta del gen  POT1 (cepa BQS2) se recupera la capacidad de m etabolizar  

el ácido oleico. A dem ás de esta  característica fen otíp ica  de crecim iento  

adicional en  presencia  de ácido oleico, la cepa BQS20 no m uestra n inguna  

actividad tio lasa (ver mas adelante Tabla IV y  Figura 20). Todas estas  

propiedades confirm an la identificación  del gen  POTJ com o el gen  de la 3 -  

oxoacil-CoA tiolasa peroxisom al de S.cerevisiae.

TABLA I.
gram o s/litro  

YP YPOA

MCY1389 2.2 3.6

BQS20 2.2 2.5

SEY2101 2.2 2.4

BQS2 2.2 4.8
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La com posición  de am inoácidos y  e l uso  de codones se rep resen tan  en  

la Tabla II. En cuanto a su com posición  no presen ta  n inguna propiedad  

llam ativa, siendo  la proporción de cada am inoácido m uy sim ilar al valor  

m edio descrito  para eucariotas (Doolittle, 1987). No ocurre lo m ism o con el 

uso de codones. En levadura, com o en  otros organism os, se ha sugerido  el 

uso preferencia l de ciertos codones y  su relación con e l n iv e l de exp resión  

del gen  (B enetzen  y  Hall, 1982; A ndersson  y  Kurland, 1990). En POTJ e l uso  

de codones se aleja bastan te del descrito  para gen es de levadu ra  ten ien d o  

un valor de sesgo  en  e l uso de codones bastan te bajo (con cretam ente de 

0 .19) para e l n iv e l de exp resión  observado, sobre todo en  algunas 

condiciones fisio lógicas com o se verá  en  e s te  trabajo.

El perfil de h idropatía de la secuencia  de la proteina determ inado  

m ediante e l algoritm o de Kyte and Doolitle (1 9 8 2 )  m uestra dos regiones  

m uy hidrofóbicas en  los extrem os (sobre todo en tre los am inoácidos 4 0 -1 5 2  

y  3 7 2 -4 1 2 )  y  una región  central más hidrofílica (Figura 8). Dos program as 

del paquete in form ático PCGene (ROARGOS y  SOAP) pred icen  la ex isten cia  

de un segm en to  transm em brana al fin a l de la proteína, en tre los 

am inoácidos 3 9 7 -4 1 5  (VVSMCIGTTGMGAAAIFI). Como se ob serva  en  la 

Figura 8 esta  región corresponde al m áxim o valor de hidrofobicidad aunque  

éste  no sea excesiv a m en te  alto. Sin em bargo, en sa y o s b ioquím icos y  

citológicos localizan la tiolasa peroxisom al en  la m atriz del orgánulo  

(Lazarow y  Fijiki, 19 8 5 ) por lo que en  principio habria que poner en  duda  

esta  predicción.
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TABLA I I .

USO DE CODONES POR AMINOACIDOS DE POT1

Ala GCT 11 Lys AAA 16
GCC 15 AAG 11 = 27
GCA 9
GCG 9 = 44 Met ATG 8 = 8

Arg CGT 0 Phe TTT 8
CGC 3 TTC 6 = 14
CGA 1
CGG 0 Pro CCT 7
AGA 7 CCC 5
AGG 8 = 19 CCA 6

CCG 1 = 19
Asn AAT 15

AAC 13 = 28 Ser TCT 4
TCC 4

Asp GAT 15 TCA 5
GAC 4 = 19 TCG 5

AGT 4
Cys TGT 5 AGC 2 = 24

TGC 3 = 8

Gln CAA 13 Thr ACT 7
CAG 3 = 16 ACC 3

ACA 4
Glu GAA 18 ACG 1 = 15

GAG 8 = 26
Trp TGG 0 = 0

Gly GGT 18
GGC 9 Tyr TAT 1
GGA 4 TAC 8 = 9
GGG 7 = 38

Val GTT 9
His CAT 3 GTC 7

CAC 1 = 4 GTA 5
GTG 8 = 29

l ie ATT 11
ATC 17 ----- TAA 0
ATA 5 = 33 TGA 0

TAG 0
Leu TTA 11

TTG 11
CTT 2
CTC 2
CTA 4
CTG 7 = 37



61

50 -

40 -

30

20  -

-2 0  -

-30 ~

-40 "

-50 H
80 160 240 320 400

Figura 8. Perfil de hidropatía de la 3-oxoacil-CoA tiolasa peroxisomal de
S.cerevisiae.

Se representan los valores de los índices de hidropatía determinados 
en intervalos de nueve aminoácidos frente a la posición de los residuos.

1.3. Estructura prim aria  de la ORF de 703 pb.

En la Figura 9 se rep resen ta  la secuencia de nucleótidos y  de 

am inoácidos de la ORF de 7 0 3  pb. En la región del prom otor no ex iste  una 

caja TATA aparente. Por e l contrario, en  la posición -5 9  hay un tram o de 12 

pb poli(dA )-poli(dT ). Este tip o  de secuencias se ha encontrado en  varios  

gen es de levadu ra  de ex p resión  con stitu tiva  com o es, por lo m enos resp ecto  

a la glucosa, e l caso de e sta  ORF. Se ha sugerido que esta  estructura  

im pediría la form ación  de nucleosom as y  perm itiría la unión de la 

polim erasa (Struhl, 1987). No se encontraron tam poco en  e s te  gen  

secuencias con sen so  de in tron es de levadura. Al igual que en  e l caso  

anterior la ORF term ina  con dos codones de term inación en  fase. Trece pb



240 ACTACTTTGCAATAGACATCATTTTTTCACGTAATAAACCCACAATCGTAATGTAGTTGC
CTTACACTACTAGGATGGACTTTTTTGCCTTTATCTGTTTTGTTACTGACACAATGAAAC

120 CGGGTAAAGTATTAGTTATGTGAAAATTTAAAAGCATTAAGTAGAAGTATACCATATTGT
AAAAAAAAAAAAGCGTTGTCTTCTACGTAAAAGTGTTCTCAAAAAGAAGTAGTGAGGGAA

1 ATGGATACCAAGCTATCTGTAACAGGAGCTAAAAAATCTCAGGGAAAAGCTTCTGGTTTG 
M D T K L S V T G A K K S Q G K A S G L

GGAAACGAAGGAACTCCAATCGGGAATGAGGAGAGCACAAATAAAGCTAAAAATGGAAAT
G N E G T P I G N E E S T N K A K N G N

120 AAAAAGCGGAATAAAAATCGAAACAGAAATAAGAAGACAGAGACAAAGGAACAAAATGAA 
K K R N K N R N R N K K T E T K E Q N E

CCTAAACCTGTGACTGGAGGGGAAGAAGTGAGAGTCGAGAAATCTCAAGCGAAAAACAGA
P K P V T G G E E V R V E K S Q A K N R

240 AGGCGGAAAAACAATAATGGAGCTAATAAAAAGAATACCCTACACTACTCAAAGGAAATT 
R R K N N N G A N K K N T L H Y S K E I

AATGTAGAAGAGCGAAAACAAATCGCAAAAAGGCAAGAAGAAATCGAACAATGCATTCAC
N V E E R K Q I A K R Q E E I E Q C I H

360 ACCTTATCCGATTTTAAACTGTTTAAAAAGGGTAAGCACGTTACCTCATATGGCTATCXSA 
T L S D F K L F K K G K H V T S Y G Y R

ATCTCCCCCATGACAGACTCCGGTAAGATTTCTTTGAAAATTTTATTCAACATACCTTTG
I S P M T D S G K I S L K I L F N I P L

4 80 GATTATCCAAAGGCCCCAATAAAACTAACGATGAAAAGTAATGAAGAAGTTTCCTCTTAC 
D Y P K A P I K L T M K S N E E V S S Y

ATGGACACCGTGATAGCGAATTTCAACTGGAAAGCCCGTCAATTGGTTAAGGAGGACTGG
M D T V I A N F N W K A R Q L V K E D W

600 AGGATATTATCTCAAATAAACTATTTGGTTAGTGAGTTAGAAATATTGAAAATGGAAAAT 
R I L S Q I N Y L V S E L E I L K M E N

TATAAACAAATTGATAAACTACGTAATAGCTTTTACAAAACCATATAAATATGAGCATM 
Y K Q I D K L R N S F Y K T I  * *

720 TMAAAGGGAGAAT ATT AACT ATT ATCAAGT ATTAAAACT ATTCTTT AAT AAAG ATGGCG
GCGGCACCCATACCAGTACCGATACACATACTAACAACCCCGATTTGATCCTTTTTCAGT

84 0 TCTCTTAGTATGGTAGCTACTTGCCTTGCGCCAGTACAACCCAAGGGATGGCCTAACGCG

Figura 9. Secuencia de DNA de la ORF de 705 pb y sus flancos y 
secuencia de aminoácidos deducida de ella

La secuencia comienza en el nucleótido 1810 desde el inicio 
de la transcripción del gen SUC2 En la región del promotor se ha 
subrayado el tramo de doce residuos de adenina y la secuencia 
consenso ARS entre -88 y -98. En el flanco 3', con asteriscos se 
indican los dos codones de terminación diferentes en fase con la ORF, 
y se ha subrayado la secuencia consenso de poliadenilación El 
triplete enmarcado corresponde al triplete de terminación de POT1
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mas allá del tr ip lete  de term inación  h ay  una secuencia  señal de 

poliadenilación A ATA A A descrita  para m uchos gen es eucariotas, aunque no  

posee secuencias de term inación  de las descritas para otros gen es de 

levadura  (W ehals, 1987; Russo et al., 1991).

La secuencia  en  dirección op u esta  a la ORF en tre  las posición -1 3 8  y  - 

148 coincide en  10 de sus 11 n ucleótidos con la secuencia  con sen so  del 

núcleo  del ARS (W illiam son, 1983; v a n  H outen y  N ew ton, 1990). A dem ás  

p osee otra secuencia  (la caja ARS) en tre  -1 0 9  y  - 114 que es  n ecesaria  para 

la función  ARS (M arunouchi et al., 1987). Esta región concide con un sitio  

h ip ersen sib le  a la d igestión  con DNasal (Pérez-O rtín et al., 1986 ) y  se ha 

dem ostrado que actúa com o posicionador de nu cleosom as (M atallana,

1989). El hecho de que se en cu en tre  tan próxim o a la ORF de 7 0 5  pb hace  

in teresan te  su estudio . De hecho, secuencias con sen so  ARS se han descrito  

en  los prom otores de otros g en es in terv in ien d o  en  su regulación, com o es e l 

caso de los silenciadores" de los gen es HML y  HMR(Brand et al., 1988). 

A dem ás, proteínas que se unen a secuencias asociadas a fu n cion es ARS 

tam bién  lo hacen  a prom otores de d iversos g en es (Buchm an y  Kornberg,

1 990) controlando su regulación.

Con el objeto de caracterizar dicha secuencia , se in ten tó  en  prim er 

lugar determ inar si e sta  secuencia  ARS era funcional o no com o origen  de 

replicación. Para e llo  se construyó prim eram ente e l p lásm ido pSUC309a 

(Figura 10). Este p lásm ido contiene un fragm en to  Á'p/A- A fodlII que cubre  

el final del gen  SUC2 in cluyend o  la secuencia  con sen so  ARS (ver Figura 3) 

clonado en  vector pUC18. Como gen  marcador, se clonó en  una segunda  

etapa el fragm en to  Hln&XW de 1.1 kb que con tien e e l gen  URA3 en  dicho  

plásm ido ob ten ién d ose  el pSUC309b. Con é s te  plásm ido, que no contiene  

origen de replicación autónom o de levadura sa lvo  el posib le ARS clonado, se  

transform ó la cepa SEY2101 y  se seleccionaron tran sform an tes capaces de 

crecer en  m edio sin  uracilo. A d iferencia  de la transform ación  control con  

plásm ido YRplO, que con tien e el ARS1, sólo se ob servó  la aparición de 

colonias abortivas, por lo que el pásm ido pSUC309b no era estab le  en  la 

levadura. Debido a que se han descrito  otros dos e lem en to s adem ás de la 

secuencia con sen so  central para el fu n cion am ien to  de los ARS y  que dichos 

elem en tos pueden  encontrarse a una distancia variab le a am bos lados de la 

mism a (W illiam son, 1985), se decidió realizar otra estra teg ia  de clonación
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Figura 10. Esquema de los plásm idos construidos para el estudio de la 
secuencia consenso ARS. Los enzim as de restrición relevantes son: B,
Bam HI; E, Eco Rl; H, //m d lll;  K, K pn I. El asterisco indica la posición  
de la secuencia consenso ARS.
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que abarcara una región  más ex ten sa  que la an teriorm ente analizada. Asi, 

se clonó e l fragm en to  Banfi[\-£cdR\ del p lásm ido pSUC KE (ver Figura 3), 

que se ex tien d e  hasta  e l sitio  üacRI situado 1330  pb m ás allá del sitio  

utilizado en  la construcción anterior, en  vector YIp5, ob ten ién d ose  

el p lásm ido pYIBE (Figura 10). Con dicho plásm ido se v o lv ió  a transform ar  

SEY2101 y  n u ev a m en te  sólo aparecieron  colonias abortivas, al igual que en  

e l control con YIp5 y  a d iferencia  de la transform ación  con YRplO. Todos 

esto s resu ltad os p erm iten  por tan to  concluir que la secuencia  con sen so  ARS 

ex isten te  en  el flanco 5 ‘ de la ORF de 7 0 5  pb no funciona com o origen  de 

replicación, al m enos en  p lásm idos.

Tam bién se estu d ió  si esta  región  estab a  asociada al andam iaje  

nuclear com o se ha descrito  para algunas secuencias ARS (A m ati y  Gasser, 

1988; Am ati, 1990). N uevam en te los resu ltad os fu eron  n egativos, no  

ob serván d ose ninguna afinidad de esta  región por el andam iaje nuclear  

(Am ati, com unicación personal).

La ORF codifica para un polipép tido  de 2 3 5  resid u os y  2 7 1 1 2  daltons 

de masa m olecular relativa. La com paración de la secuencia  de esta  ORF con  

las b ases de datos no dió hom ología sign ificativa  con ninguna proteína. Por 

otro lado, la cepa SEY2101 que contine una deleción  com pleta  de la ORF 

tam poco p resen ta  un fen otip o  aparente. Por dichas razones no se ha podido  

sacar una conclusión  acerca de la identidad  de la proteína.

Llama pod erosam en te la atención el gran núm ero de am inoácidos  

cargados, en  concreto un 34%, que presen ta  la proteína (Tabla III). Hay 

u n í 2% de residuos ácidos y  un 22% de am inoácidos básicos, d estacando que  

un 15% de los am inoácidos to ta les de la proteína son lisinas. A dem ás, 

presen ta  tam b ién  una gran proporción de am inoácidos h idroxilados (17%) y  

de asparragina, e l segundo am inoácido mas abundante (10%). Como 

consecuencia  de ello, e l conjunto de am inoácidos polares supone e l 71% de 

la proteína, un valor b astan te alto com parado con el prom edio de 59% 

calculado para las secuencias eucariotas (Doolittle, 1987). Esta com posición  

tan rica en  am inoácidos cargados y  sobre todo básicos hace pensar en  una 

posible función  estructural de la proteína, prob ab lem en te relacionada con  

ácidos nucleicos. En relación con esta  idea, una secuencia  sim ilar a las 

descritas com o resp on sab les de la localización nuclear de d iversas proteínas  

(Silver y  Hall, 1988) se encuentra  en tre  los residuos 3 9 -4 5  (GNKKRNK).
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TABLA I I I .

USO DE CODONES POR AMINOACIDOS DE ORF

Ala GCT 4 Lys AAA 14
GCC 2 AAG 12 = 26
GCA 1
GCG 2 = 9 Met ATG 5 = 5

Arg CGT 2 Phe TTT 3
CGC 0 TTC 2 = 5
CGA 3
CGG 2 Pro CCT 3
AGA 3 CCC 1
AGG 3 = 13 CCA 3

CCG 0 = 7
Asn AAT 17

AAC 7 = 24 Ser TCT 7
TCC 4

Asp GAT 4 TCA 2
GAC 3 = 7 TCG 0

AGT 2
Cys TGT 0 AGC 2 = 17

TGC 1 = 1

Gln CAA 8 Thr ACT 2
CAG 1 = 9 ACC 6

ACA 5
Glu GAA 14 ACG 1 = 14

GAG 7 = 24
Trp TGG 2 = 2

Gly GGT 3
GGC 1 Tyr TAT 5
GGA 7 TAC 3 = 8
GGG 2 = 13

Val GTT 4
His CAT 0 GTC 1

CAC 3 GTA 2
GTG 3 = 10

l i e ATT 5
ATC 4 ----- TAA 0
ATA 7 = 16 TGA 0

TAG 0
Leu TTA 4

TTG 6
CTT 0
CTC 0
CTA 4
CTG 1 = 15



Si la com posición  de la proteína es  llam ativa, no lo es  m enos la 

distribución  que tien en  los am inoácidos a lo largo de la secuencia. Como se 

ob serva  en  la Figura 11, e l perfil de h idropatía m uestra una prim era m itad  

de la secuencia  to ta lm en te h idrofílica (solo h ay  un 20% de am inoácidos 

hidrofóbicos) m ientras que la segunda m itad tien e  unas caracteristicas  

antipáticas. Los am inoácidos cargados se d istr ib u yen  en  la prim era m itad  

de la secuencia , sobre todo en  lo que resp ecta  a los básicos (Figura 11). La 

región com prendida en tre  las posiciones 34  y  132 está  esp ecia lm en te  

enriquecida  en  am inoácidos cargados con un 34% de básicos y  un 13% de 

ácidos.
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Figura 11. Perfil de hidropatía y distribución de los aminoácidos 
cargados a lo largo de la secuencia de la ORF de 705 pb.

Se representan los valores de los índices de hidropatía (A) y el 
porcentaje de aminoácidos cargados (B), determinados ambos parámetros 
en intervalos de nueve aminoácidos, frente a la posición de los residuos.
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2. ANALISIS FILOGENETICO DE LA FAMILIA DE LAS TIOLASAS.

Debido a la ex isten cia  de dos activ id ades enzim áticas d iferen tes (3 -  

oxoacil-CoA y  acetoacetil-C oA  tio lasas) y  su localización celu lar en  tres  

com partim entos d iferen tes (citosol, m itocondria y  peroxisom as), las tio lasas  

con stitu yen  d esd e e l punto de v ista  filogen ético  una in teresan te  fam ilia  de 

proteinas. Como se ha indicado en  e l apartado de Introducción, hoy en  dia 

se conoce la secuencia  de d iversas tio lasas lo que perm ite llevar a cabo un 

estu d io  filogen ético  de las m ism as.

2.1. Comparación de la secuencia de la 3-oxoacil-CoA tiolasa
peroxisomal de S.cerevislM econ o tras  tiolasas.

La tiolasa peroxisom al de levadu ra  esta  relacionada con todas las 

otras tio lasas secuenciadas com o se deduce de la com paración de la 

secuencia  de am inoácidos (Tabla IV), sien d o  su sim ilitud  m uy alta (m as del 

30%) con las tio lasa peroxisom ales de rata y  hum ana, y  de m enor ex ten sión  

(33-38% ) con otras tio lasas conocidas. Este resu ltad o  confirm a la idea  de 

que las tio lasas con stitu yen  una fam ilia  de proteinas con un ancestro com ún  

(A rakaw a et al., 1987; Hijikata et al., 1987; Fukao et al., 1989; Yang et al., 
1990). Es de destacar la alta hom ología ex isten te  en tre  la tiolasa  

peroxisom al de levadu ra  y  las corresp on d ien tes de rata y  hum ana. De 

hecho, la sim ilitud  con la tio lasa hum ana es una de las más altas 

encontradas en tre  varios enzim as de estos  dos organism os y  e stá  al n iv e l de 

otras proteínas no enzim áticas m uy conservadas. Por el contrario, la tiolasa  

peroxisom al de levadura  m uestra m enos parecido con la tio lasa citosólica  

de levadura, lo que refleja  in teresan tes relaciones filogen éticas en tre las 3 -  

oxoacil-CoA y  las acetoacetil-CoA  tiolasas.

La com paración de la secuencia  de POT1 con cada una de las 

secuencias de las dem ás tio lasas se m uestra en  la Figura 12. Esta figura  

revela  que la hom ología en tre la tio lasa  peroxisom al de levadu ra  y  las otras 

tiolasas es  m ucho m ayor en  la parte carboxilo term inal de las proteínas. 

Así, m ientras la sim ilitud  global de las tio lasas p erox isom ales de levadura  y  

hum ana es del 32%, en  la región  en tre los am inoácidos 180 a 4 1 7  (las
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posiciones de los am inoácidos se refieren  siem pre a la secuencia  de POTA 
este  valor se e lev a  al 63%. Sin em bargo, en  la parte am ino term inal (hasta  

el am inoácido 181) la sim ilitud  es  sólo del 38%. El a lineam ien to  m últip le de 

las secuencias (Figura 13) indica que e s te  hecho es  una propiedad general 

entre todas las tiolasas.

TABLA IV.

Sim ilaridad (%) en tre  las secuencias de las tiolasas.

SPOT HPOT RPOT RMOT EOT RMAT SCAT ZAT

HPOT 51

RPOT 52 86

RMOT 35 38 37

EOT 38 42 42 39

RMAT 35 34 34 39 33

SCAT 33 34 34 38 34 51

ZAT 38 41 40 41 40 42 40

AAT , , , 37 42 42 42 42 47 42 63

Las abreviaturas utilizadas son: SPOT, 3-oxoacil-CoA tiolasa peroxisomal de 
levadura; HPOT, 3-oxoacil-CoA tiolasa peroxisomal humana; RPOT, 3-oxoacil- 
CoA tiolasa peroxisomal de rata; RMOT, 3-oxoacil-CoA tiolasa mitocondrial de 
rata; RMAT, acetoacetil-CoA tiolasa mitocondrial de rata; SCAT, acetoacetil- 
CoA tiolasa citosólica de S uvarum; ZAT, acetoacetil-CoA tiolasa de Z  
ram ífera, AAT, acetoacetil-CoA tiolasa de A eutrophus,
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Figura 12. Comparación de la secuencia de POT1 con las de las otras 
tiolasas

Se han representado con lineas los tramos que daban una línea recta 
en las matrices de puntos obtenidos al comparar la secuencia de POT1 
con cada una de las otras tiolasas Todas las determinaciones de regiones 
homóiogas se realizaron con un tamaño de ventana de 20 aminoácidos y 
con una similitud mínima del 50% (líneas delgadas) o del 60% (líneas 
gruesas) La línea recta con tres rectángulos y la escala de debajo 
indican la longitud de la secuencia de POT1 Los rectángulos representan 
las regiones muy similares entre todas las tiolasas Las abreviaturas son 
las mismas que en la Tabla IV.
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Se han iden tificado  en  la segunda m itad de la proteína tres dom inios  

que han sido esp ecia lm en te  con servad os durante la evolución . Estas 

regiones se ex tien d en  en tre  los am inoácidos 1 8 5 -2 1 8 , 2 6 5 -2 8 5  y  3 1 0 -3 9 0 .  

Este ú ltim o dom inio e stá  particu larm ente conservado, sobre todo un  

fragm ento  de d ieciocho residuos (3 5 8 -3 7 6 )  en  el cual h ay  diez am inoácidos 

com unes a las n u ev e  tio lasas y  otros cinco que su pon en  su stitu cion es  

con servativas. La alta hom ología de estos  tres dom inios en  todas las tio lasas  

puede ser una prueba de su in terven ción  en  fu n cion es gen era les de las  

m ism as.

Por otra parte, e l a lineam ien to  de las tio lasas (Figura 13) tam b ién  

m uestra que cuatro de ellas, in cluyend o  la tio lasa  peroxisom al de levadura, 

con tien en  una ex ten sió n  am ino term inal. En e l caso de las 3-oxoacil-CoA  

tiolasa peroxisom al (Hijikata et al., 1 9 8 7 ) y  la acetoacetil-C oa tiolasa  

m itocondrial de rata (Fukao et al., 1 989 ) se ha id en tificad o  esta  secuencia  

com o un péptido  procesable que en  e l caso del segu n do enzim a es  

responsab le de su localización en  la m itocondria. La ex ten sió n  del enzim a  

peroxisom al de levadu ra  es  hom ologa a la de los otros enzim as  

peroxisom ales, con ten ien d o s ie te  am inoácidos id én ticos con cada una de 

ellas. Hay que resaltar que de e sto s  am inoácidos la m ayoría (se is  en  e l caso  

de la tio lasa  hum ana y  cinco en  la de rata) se localizan en tre  los doce 

prim eros residuos. En base a esta  hom ología se puede sugerir que la tiolasa  

peroxisom al de levadura, al igual que la de rata, se s in tetice  en  form a de 

precursor aunque no es posib le concluir la longitud de la presecuencia.

Se han sugerido dos m ecanism os a lternativos para la aparición de 

p resecuencias, uno a través de acum ulación de m utaciones y  otro m ediante  

procesos de reordenam ien to  (Baker y  Schatz, 1987). El hecho de que sólo  

algunas de las tio lasas contengan ex ten sio n es am ino term inal sugiere que 

en e ste  caso concreto las presecu en cias aparecerían  por el segu n do  

m ecanism o, adquiriendo las tio lasas peroxisom ales y  la acetoacetil-C oA  

tiolasa m itocondrial de rata sus presecu en cias en  algún m om ento durante la 

evolución . Por otra parte, la p resencia  de una región  conservada en  los 

doce prim eros am inoácidos de la m ism a en  el caso de los enzim as  

peroxisom ales indica probab lem ente que esta  p resecuencia  tu vo  un origen  

com ún para los tres enzim as y  reafirm a la suposición  de que la ex ten sión
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t
★ ★★★ ★★ .*

SPOT MSQRLQSIKD HL— TESAM SH&ESKRXNS LLEKRPE--D YYIYAANRSA ISKSFKSAFK
HPOT tt-QRLQTTLS KLRBPADSST «PQAAPCLSS APQASAA--D YTYYH&RRTA ICRA&RSSFK
RPOT M-HRLQTYLS HLA&RSESSS ALQAAPCSA& FPQASAS--D TTYTHBRRTP NRRA&ESSFK
RHOT HALLRG fFIYAAKRTF FS-AYSSLLK
EOT MEQ YYIYDAIRTP tt&RSKBGAFR
RHAT tt-AALATLHB TTRRPLLR&- LLQETRCL&R SYASKPTLHD YYIY SATRTP IS-SFLGSLA
SCAT tlSQN TYITSTARTP I&-SFQ&SLS
ZAT tíSTP T-IAS-ARTA YG-SFNGAFA
AAT HTD Y-IfSAARTA TG-KFGGSLA

*
56

SPOT DTHTDYLLYN FLNEFISRFP EPLRADLNLI EEY AC&N YLNVSASAT- EHRAACLAS&
IP O T  DTTPDELLSA TíffAYLKDY- -ILRPEQ— L &DI-----CT&N TLQPSA6AI- tftRIAQFLSD
RPOT DTTPDELLSA TLTAVLQDY- -KLKPEC— L GDI----- SY&N TLQPGAGAA- HkRIAQFLSG
RHOT DFTATDLTEF AARAALSA—  &KY— PPETI DSTI-----T&N THQSSSDAAY LARHY&LRY&
EOT NTRAEDLSAH LttRSLLARNP A— LEAAAL DDIYfSCTQQ TLEQ&FN—  IARHAALLAE
RHAT SQPATKL9TI AIQGAIEK—  ASI— PKEET KEYY tt&N TIQG&EGQA- PTRQATLGAG
SCAT SKTAYEL8AA ALXBALAX—  TPELDASXDF D E II— FB I YLSANLSQA- PARQYALTAS
ZAT NTPAHEL8AT TISAYLEB^- AS?— AA&EV METI— LSQ TLPASESQN- PARQAAHKAS
AAT KIPAPELSAY YIKAALER—  ASf— KPEQY SETI— MSQ YLTABSSQN- PARQAAIKAS

★   * . . .

112
SPOT IPYSTPFVAL NRQCSS&LTA THDIANHKY SQIDI&LALS VEStfTNNYKN YHPLStUSSE
IP O T  IPETYPLSTY NRQCSS&LQA TASIASSIRN SSYDISttACS TESttSLADRG -NP-SNITSR
RPOT IPETTPLSAT IRQCSS&LQA TA IIA SSIR I &SYBISMACS TESHTLSERS -HF-SNISSR
RHOT YPTETSALTL NRLC&S&FQS IYSSCQEICS XDAET7LCSS TEStlSQSPYS YRNTRFSTKF
EOT TPHSYPAYTY NRLC&SSHQA LHDAARtUtfT &DAQACLTSG YEHM&HY........... PÍ1SH&7DF
RHAT LPIATPCTT? NKYCASStflíA ItMASQSLMC &HQD7MYA0& MESttSOTPY? MS--R0ATPY
SCAT LSHOTATTT NKYCASW1KA IILSAQSIXC SHADTTTASS CESHTIAPYY MPAARSGAKF
ZAT YPQEATAPStl MQLCSSSLRA YALSttQQIAT SDASIIYASS MESHSMAPKC --AHLA&YH1
AAT LPAH7PAMTI NKYC&S&LKA THLAAXAIHA &DAEITYA8S QENMSAAPHV LP&SRDGFRM

*. * . * . . . .  + + *.

172
SPOT ELQKNREAKK CL---------------- IPtt&ITNEN YAAHFKISRK DQDEFAANSY QKAYKAKNEG
IP O T  LtlEKEK-ARD CL---------------- IPtB ITSEN  YAERFGISRE HQDTFALASQ QKAARAQSK&
RPOT LLENEK-ARD CL---------------- IPtt&ITSEN YAERFGISRQ KQDAFALASQ QKAASAQSKG
RHOT &LDLKLEDTL -TA&LTDQH7 KLPHBtíTAEN LAAKYNISRE DCDRYALQSQ QRffKAAHEAG
EOT HPGLSRNYAK AA---------------- GttBLTAEtt LARttH&ISRE MQDAFAARSH ARATAATQSA
RHAT G-&TKLEDLI YKDGLTDYYN KHW&HCAEH TAKKLSISRE EQDKYAIGSY TRSKEATDAG
SCAT G-QTYLIDGT ERDGLNDAYD &LAM&YHAEK CARDfDITRD QQDSFAIESY QKSQQSQKE&
ZAT &-DFKMIDTM IKD&LTDAFY &YHMSTTAEN YAKQWQLSRD EQDAFATASQ NKAEAAQKDG
AAT S-DAKLYDTM IYDSLTDYYN QYHMBITAEN YAKEY&ITRE AQDEFAY&SQ HKAEAAQKA&

+ +  . *  *  . . * .  *  . *  ★

223
SPOT LFEDEILPIK LP DSSICQSDE& PRPNYTAESL SSIRPAFIKD R9TTTASNAS
IP O T  CFQAEIYPTT TTYHDDKSTK RSITTTQDES IRPSTTtíE&L AKLKPAF-KK DSSTTA&NSS
RPOT CFRAEIYPYT TTYLDDKBDR KTITY SQDEG TRFSTTHE&L AKLKFAF-KD GGSTTA&HSS
RHOT YFNEEMAPIE TKTKK&K—  QTtfJf— DEH ARPQTTLEQL QNLPPYFKKE -ST7TAGNAS
EOT AFKNEIIP—  TS&HDAD&YL KQFHY— DE7 IRPETTYEAL ATLRPAFDPY NStIYTASTSS
RHAT KFANEIMPIT I-S7MSK—  PD7TYKEDEE YKR-YDFSK7 PKLKTTFQKE NBTTTAANAS
SCAT KFDHEI7PTT IKSFR&K—  PDTQVTHDEE PAR-LH7EKL KSARTYFQRE NST7TAANAS
ZAT RFKDEITPFI TKSRKSD.............. IT7DADEY IKHBATLDStl AKLRPAFDKE -ST7TASNAS
AAT KFDEEIYPTL IPQRX&D P7AFKTDEF YRQSATLDSH S&LKPAFDKA -STTTAANAS
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275
SPOT QYSDGYAGYL LARRSYARQL HLPYLGRYID FQTYGYPPEI MGYGPAYAIP KYLEATGLQ-
HPOT QYSDGAAASP AARRSKAEEL &LPILGYLRS YAYY&YPPDI H&I&PAYAIP YALQKA&LT-
RPOT QY SD6AAAYL LARRSKAEEL GLPIL&YLRS YAYY&YPPDI M&IGPAYAIP AALQKA&LT-
RHDT 6MSDGAGYYI IASEDAYKKH IFTPLARYY& YFYSGCDPAI tt&IGPYPAIT GALKKA&LS-
EOT ALSD&AAAtlL YHSESRAHEL GLKPRARYRS MAYYGCDPSI tt&Y&PYPASK LALKKA&LS-
RHAT TLHDGAAAYY LtfTAEAAQRL KYKPLARIAA FADAAYDPID FPLAPAYAYP KYLKYA&LKK
SCAT PIHDGAAAII LYSERYLKEK HLKPLAIYK& f&EAAHLPAD FTFAPSLAYP KALKHA&IED
ZAT GLHDGAAAAL LttSEAEASRR GIQPLGRIYS TATY&YDPKY tt&TGPIPASR KALERAGWK-
AAT &LHDGAAAYY YMSAAKAKEL 6LTPLATIKS YAHASYDPKY MBHBPYPASK RALSRAEWT-

334
SPOT YQDIDIFEIH EAFAAQALYC IHKLGIDL HKYHPRGGA IALGHPLGCT SARQYATILR
IPOT Y SDYDIFEIH EAFASQAAYC YEKLRLPP---- EKYHPLGGA YAL&HPLGCT 8ARQVITLLN
RPOT YMDIDIFEUr EAFASQALYC YEKLGIPA---- EKYHPLGGA IALGHPLGCT GARQYYTLLN
RHOT LKDMDLIDYH EAFAPQFLAY QKSLDLDP---- SKTHYSGOA IALGHPLG&S &SRITAHLYH
EOT ASDIGYFEMN EAFAAQILPC IKDL&LIEQI DEKIHLHG&A IALGHPLGCS GARISTTLLH
RHAT -EDIAMffEYH EAFSYYYLAH IKMLEIDP----QKYHYHGGA YSL&HPIGtíS GAPIYYHLAH
SCAT IHSYDYFEFH EAFSYYGLYH TKCLKLDP SKYHYYGGA YAL&HPLGCS GARYYYTLLS
ZAT I&DLDLYEAH EAFAAQACAY HKDLGfDP---- SIYHYHGGA IAI&HPIGAS GARILHTLLF
AAT PQDLDLMEIH EAFAAQALAY HQQHBTOT SKYHYHGGA IAI&HPIGAS GCKELYTLLH

* ★★★ * ★** *+* * * *

391
SPOT ELK--KDQI GYYSMCI0TG MBAAAIFI— KE
IPOT ELKRR&KRAY GYYSMCIGTG HBAAAYFEYP &N
RPOT ELKKR&RPAY GYYSMCIGTG MBAAAYFEYP &H
RHOT ELRRRGGK-Y AYGSACI8G& Q&ISLUQ-H TA
EOT LMERKDYQ-F &LADGCVS-G LGQGIATYFE RY
RHAT ALKQ— &E-F &LASICHG6G GASAY---- L—
SCAT ILQQEGGK-I &YAAICHGGG GASSYYIE-K L-
ZAT EtlKRRGAR-K &LATLCIGGG M&YAMCIE-S L-
AAT EMKKRDAK-K GLASLCIGGG M&YALAVE-R K-

Figura 13. Alineamiento múltiple de les secuencias de las 
tiolasas.
Las abreviaturas son las mismas que en la Tabla Y y se ha

utilizado el código de una letra para los aminoácidos. Se han 
insertado huecos (-) para permitir una máxima homología. La 
numeración se refiere a la seceuncia de FOTÍ. Los asteriscos 
reflejan los aminoácidos idénticos en todas las tiolasas y los 
puntos representan sustituciones conservativas. Los asteriscos y 
puntos encima de la primera línea indican las homologías en la 
extensión amino terminal entre las tiolasas peroxisomales.
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am ino term inal es  un dom inio caracteristico peroxisom al añadido durante  

la evo lución  a un ancestro  com ún con el objeto de realizar fu n cion es  

relacionadas con su localización peroxisom al.

En un principo la ex ten sión  am ino term inal parecía un candidato  

in teresan te  para dirigir las proteínas a los peroxisom as. Sin em bargo, no  

está  clara su in terven ción  en  e l proceso (M iura et a/., 1984). Las tio lasas  

peroxisom ales deben  por tanto, com o e l resto  de enzim as peroxisom ales, 

contener la in form ación  n ecesaria  para ir al peroxisom a en  la secuencia  de 

la proteína m adura (Lazarow y  Fujiki., 1985). La tio lasa  de levad u ra  com o  

las de rata y  hum ana no con tien en  e l tr ip ép tido  term inal SKL o análogo que  

se ha v is to  que funciona com o señal de localización peroxisom al (Gould et 
aL 1989). Tam poco m uestra hom ología con las reg ion es id en tificad as en  la 

acil-CoA oxidasa de CtroplcaJis con la m ism a función. La com paración con  

otras proteínas peroxisom ales de S.cerevisiaetam b ién  ha dado un resu ltad o  

n egativo  en  la b ú squeda de un e lem en to  com ún que pudiera relacionarse  

con la localización del enzim a.

Otro aspecto  de in terés es  e l referen te  a las dos cisternas 

involucradas en  e l m ecan ism o de la reacción de la tiolasa. Las tio lasas se  

unen cova len tem en te  al grupo acilo durante la prim era etapa de la reacción  

para form ar in term ediarios acil-enzim a (Gehring y  Harris, 1970). Con el 

conocim iento de las secuencias se ha podido determ inar que el resid u o  Cys- 

89 de la tio lasa de Zramigera es  e l tiol n u cleófilo  en  e l sitio  activo  

(Thom pson et a(., 1989). Por otro lado, en  el paso de desprotonación  

durante la reacción de condensación  in terv ien e  la C ys-387  del m ism o  

enzim a (M asam une et a/., 1989). Como se ob serva  en  la Figura 13 am bas 

cisternas se han con servad o en  todas las tiolasas, correspond iendo  a las Cys- 

125 y  C ys-403  resp ectiv a m en te  de la secuencia  de POT1.

Las secuencias a lrededor de esto s resid u os activos tien en  una 

sign ificativa hom ología. Así, la secuencia  que rodea a la C ys-125  esta  m uy  

conservada en tre las acetoaceti-C oA  tiolasas eucarioticas por un lado (la 

tiolasa citosólica de levadura  y  la m itocondrial de rata tien en  12 de los 13 

am inoácidos iguales) y  en tre  los enzim as peroxisom ales por otro (10  de los 

13 am inoácidos son com unes a las tres proteínas). A dem ás, am bos grupos 

de secuencias m antienen  una hom ología global im portante, con s ie te
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residuos com unes (Figura 14). Las d ivergen cias en  esta  región pueden  

relacionarse con las d iferen tes esp ecific id ad es de sustrato  de los enzim as. 

R eafirm ando esta  idea, se ob serva  que las secu en cias en  esta  región de las 

3-oxoacil-CoA  tiolasas de Ecoliy m itocondrial de rata se parecen  más a la 

secuencia  de las tio lasas peroxisom ales, m ientras que la secuencia  de la 

tio lasa de A.eutrophus z s m uy parecida a la secuencia  de las acetoacetil-  

CoA tiolasas eucarióticas. Se p uede proponer por tanto, en  base a las 

hom ologías observadas, secuencias con sen so  para los centros activos de las 

3-oxoacil-CoA  tio lasas (sim ilares a las descrita  p rev iam en te  por Yang et al.,
1990) y  de las acetoacetil-C oA  tiolasas, com o se indican en  la Figura 14.

PT A? VL N R 0 C S S G L °T A V

RMOT T L N R L C G S G F 0 S I

EOT T V N R L C G S S M 0 A L

EAT T V N K V C A S ga M K A I

ZAT G M N 0 L C G S G L R A V

AAT T I N K V C G S G L A A V

OT ta vl n r Ql c sg s g .  Q A _

AT H - ' N K V C AG S G \  -  A 1

Figura 14. Comparación de las secuencias alrededor del sitio de unión 
del sustrato

Se han alineado las secuencias de todas las tioolasa alrededor del 
residuo de Cys involucrado en la unión del sustrato PT es la secuencia 
consenso de las tiolasas peroxisomales y EAT la secuencia consenso de las 
acetoacetil-CoA tiolasas citosólica de levadura, mitocondrial de rata y de 
corazón de cerdo (Gehring y Harris, 1970) El resto de abreviaturas son las 
mismas que en la Tabla V. Las secuencias consenso propuestas para las 
acetoacetil-CoA tiolasas y 3-oxoacil-Coa tiolasas se han representado por 
AT y OT respectivamente
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R especto a ia C ys-403 , cabe resaltar que las tio lasas peroxisom ales  

contienen  un fragm en to  de 15 am inoácidos iguales en  esta  región (del 

am inoácido 3 9 8  al 4 1 2 ). Sin em bargo, POTJ no m uestra una alta hom ología  

en  esta  secuencia  con e l resto  de las tio lasas, com o se v e  en  la Figura 12. 

Una posib ilidad atractiva es  que esta  secuencia  pueda estar relacionada con  

la naturaleza peroxisom al del enzim a, aunque no se han encontrado  

secuencias sim ilares en  otras proteinas peroxisom ales.

2.2. Arboles filogenéticos de las secuencias de DNA y  proteínas.

Se han constru ido árboles filogen éticos para las secu en cias de 

proteinas (Figura 15) y  de DNA (Figura 16). A m bos m uestran  en  principio  

la m ism a topología. Los in terva los de confianza para las ram ificaciones son  

iguales y  a ltam en te sign ificativos (99.9%) para todos los puntos excep to  

uno, com o se com enta  más adelante. A dem ás, p erm an ecen  invariab les  

d esp u és de 2 0 0 -2 5 0  rem u estreos ("bootstrap r e p lic a te s ’). Por ello, el 

proceso ev o lu tiv o  propuesto  para las secu en cias es  m uy con sisten te.

Se p u ed en  defin ir dos grupos m onofiléticos claram ente d iferenciados  

que aparecen  en  todas las réplicas: uno con siste  en  la 3-oxoacil-CoA  

m itocondrial de rata y  las cuatro acetoacetil-C oA  tio lasas y  otro com p u esto  

por las tio lasas peroxisom ales y  de RcoJi Basándose en  esta  agrupación se 

elig ió  la raíz del árbol de form a arbitraria en tre  los dos c lusters  

correspon d ien tes a los dos grupos de proteínas.

El orden  de ram ificación dentro del prim er grupo no está  

com p letam ente defin ido. De hecho, a partir del análisis de las secuencias de 

DNA se puede proponer una tricotom ía con los dos pares de acetoacetil-C oA  

tiolasas y  la 3-oxoacil-CoA  tiolasa m itocondrial de rata, ya  que esta  últim a  

aparece en  el 26% de los casos agrupada con el par de acetoacetil-C oA  

tiolasas eucarióticas. A dem ás, la d istancia in ternodal que separa las 

acetoacetil-CoA  procarióticas y  eucarióticas no es  d iferen te  de cero al 

aplicar e l m étodo de los p ercen tiles (Efron, 1 982) a las d iferen tes réplicas. 

Sin em bargo, en  el caso de las secuencias de proteínas, aunque la 

ram ificacione tam poco es sign ificativa, la ram a internodal com entada es  

diferente de cero con una probabilidad del 95%. Por esta  razón el proceso



78

ev o lu tiv o  propuesto  im plica una separación  previa  de la 3-oxoacil-CoA  

tiolasa m itocondrial de las acetoacetil-C oA  tio lasas, tal com o se m uestra en  

el árbol de la Figura 15.

La inspección  del árbol sugiere que durante la evo lución  ocurrieron  

varios acontecim ien tos de duplicación génica. El prim ero de ellos pudo  

originar, a partir del ancestro com ún, los g en es que darian lugar al grupo de 

3-oxoacil-CoA  tio lasas del tipo peroxisom al y  a otro grupo m isceláneo que  

incluiría las acetoacetil-C oA  tio lasas y  la 3-oxoacil-C oA  tio lasas  

m itocondrial. La presencia  de am bos tipos de tio lasas en  todos los 

organism os parece indicar que esta  prim era duplicación ocurrió an tes de la 

divergencia  en tre  eucariotas y  procariotas. Otros fen óm en os de duplicación  

p u ed en  haber ocurrido durante la evo lución  de las tiolasas, com o en  la 

divergencia  en tre  la 3-oxoacil-C oA  m itocondrial y  e l grupo de acetoacetil-  

CoA tio lasas o en tre los enzim as citosólico  y  m itocondrial de esta s  últim as. 

A dem ás de los referidos, rec ien tem en te  se ha com probado que la tiolasa  

peroxisom al de rata esta  codificada por dos gen es con una sim ilitud del 95% 

(Bodnar y  Rachubinski, 1990; Hijikata et al., 1990)  lo que refleja una  

duplicación génica reciente.

En v ista  de lo com entado, e l ancestro com ún de la fam ilia  de las 

tio lasas debió tener una am plia especific idad  de sustrato. El hech o  de que la 

3-oxoacil-C oA  tiolasa m itocondrial sea más activa fren te  a acetoacetil-C oA  

que los correspon d ien tes enzim as perox isom ales y  de Ecoli sugiere que el 

ancestro com ún originó dos gen es con una especific idad  de sustrato  

ligeram en te  d iferen te  y  que d esp u és uno de ellos daría lugar al gen de las 

acetoacetil-C oA tiolasas. Según e ste  punto de v is ta  la clasificación de las 

tio lasas en  3-oxoacil-C oA  y  acetoacetil-C oA  enzim as puede ser cuestionada  

en térm inos evo lu tivos.

El proceso ev o lu tiv o  ob ten ido esta  más de acuerdo con el propuesto  

por Fukao et al. ( 1 98 9 )  que con los resu ltad os de Yang et al. ( 1990) .  Este 

últim o ob tu vo  un árbol d iferente, con todas las 3-oxoacil-C oA  tio lasas  

form ando un grupo. Se ha in ten tad o  reproducir sus resu ltad os utilizando las 

m ism as secuencias y  d iversas aproxim aciones para construir el árbol 

filogen ético  (ver M ateriales y  M étodos) pero no fu e  posib le. A dem ás, no  

realizan ninguna estim ación  del árbol. Por e l contrario, la alta fiab ilidad
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179.4± 12.4
RMOT

127.0± 12.0

RMAT

140.2± 13.0
SCAT

90.8± 10.0ns
17.6

ZAT

82.0±8.8
AAT

EOT

137.4± 12.4
SPOT

19.8±4.0
RPOT

HPOT
28.8±5.0

F igu ra  15. Arbol filogenético de las tiolasas deducido a partir de las 
secuencias de aminoácidos

Las secuencias se alinearon como se muestra en la Figura 14 La raíz 
del árbol filogenético deducido de dicho alineamiento se colocó de 
manera arbritaria en un punto entre los dos grupos monofiléticos 
encontrados. Todos los puntos de ramificación son altamente 
significativos excepto el marcado como ns. Todas las distancia 
internodales son significativamente diferentes de cero al 99% salvo la 
marcada con asterisco que es significativa sólo al 95%. Los números 
indican las longitudes y errores estándar de las ramas Las abreviatura 
son las mismas que en la Tabla V.
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4 3 2
RMOT

356
RMAT

393
SCAT

233
ZAT

AAT

EOT

443
SPOT

RPOT
282

HPOT

Figura 16. Arbol filogenético de las tiolasas deducido a partir de las 
secuencias de DNA

Las secuencias de DNA se alinearon de acuerdo a la Figura 14 La raíz 
del árbol obtenido a partir de dicho alineamiento se colocó de manera 
arbritaria en un punto entre los dos grupos monofiléticos encontrados 
Todos los puntos de ramificación son altamente significativos, salvo el 
marcado con asterisco que obliga a plantear una tricotompía Los 
números indican las longitudes de las ramas Las abreviaturas son las 
mismas que en la Tabla V
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obtenida para e l proceso ev o lu tiv o  aquí descrito  apoya e l resu ltad o  

presentado.

Un aspecto  im portante a resaltar en  e ste  estu d io  es la alta fiab iliadad  

de las relaciones filogen éticas propuestas. De hecho, la aplicación del 

m étodo de rem u estreo  o "bootstrap" (F elsenstein , 19 8 5 ) para ob tener la 

significancia del orden  de ram ificación asi lo indica. La aplicación del 

m étodo de rem u estreo  a una filogen ia  puede perm itir adem ás calcular otras 

variab les (Dopazo, 1991), com o son las longitudes de las ram as, sus errores  

estándar e in terva los de confianza, usando la topología más fiab le  com o se 

explica en  M ateriales y  M étodos. Este m étodo rep resen ta  una gran ven ta ja  

por su sen cillez  para e s te  tipo  de cálculos. Los errores estándar de las  

longitudes de las ram as dan una idea  de la inform ación conten ida en  los 

datos, necesaria  para explicar e l proceso evo lu tivo . Como consecuencia , el 

uso del m étodo de los percen tiles para com probar si la longitud de una 

ram a es sign ifica tivam en te  d iferen te  de cero perm ite identificar puntos de 

ram ificación en  trifurcaciones o m ultifurcaciones, com o ha ocurrido en  e ste  

caso.

Dado e l d iferen te  grado de hom ología que han con servad o las tio lasas  

en  sus m itades am ino y  carboxilo term inal resu ltaría  in teresan te  analizar 

com o se refleja  esta  porpiedad en  térm inos evo lu tivos. Con e se  objeto  se 

realizaron los árboles filogen éticos de am bas partes (con las d im en sion es  

que se han defin ido  an teriorm ente). La parte am ino term inal m uestra una 

topología idéntica  a la ob servad a para el conjunto de la proteína (Figura 17) 

m ientras que en  e l caso de la parte carboxilo term inal e l árbol es  d iferen te , 

estan d o  la 3-oxoacil-C oA  m itocondrial tiolasa agrupada con la acetoacetil-  

CoA m itocondrial y  citosólica (Figura 18).

El com portam iento  d iferen te  de las dos partes de la proteína no se  

refleja sólo en  la d iferen te  topología sino tam b ién  al aplicar el con traste de 

la F a las desigu ald ad es de las tasas ev o lu tiv a s  (F elsenstein , 1984). La Tabla 

V indica que ni la proteína com pleta  ni la parte carboxilo term inal siguen  

un com portam iento  de reloj m olecular pero es te  com portam iento  si que se 

puede asum ir para la parte am ino term inal. P uesto  que la parte am ino  

term inal es  más variab le  que la carboxilo term inal, e l d iferen te  

com portam iento  ev o lu tiv o  se puede explicar a la luz de las restricciones
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RMOT

RMAT

SCAT

ZAT

AAT

EOT

SPOT

RPOT

HPOT
10

Figura 17. Arbol filogenético de las tiolasas deducido de las secuencias 
de aminoácidos de la parte amino terminal

Se consideraron sólo las secuencias de la Figura 14 comprendidas 
entre los residuos 34 y 180 de POT1 Los nOmeros indican las longitudes 
de las ramas Las abreviaturas son las mismas que en la Tabla V
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102
RHOT

ZAT

AAT

109
EOT

SPOT

RPOT

HPOT

RMAT

SCAT

Figura 18. Arbol filogenético de las tiolasas deducido de las secuencias 
de aminoácidos de la parte carboxilo terminal

Se consideraron sólo las secuencias de la Figura 14 a partir del 
residuo 181 de POT1 Los números indican las longitudes de las ramas Las 
abreviaturas son las mismas que en la Tabla V.



TABLA V.

R esultados del contraste de la F para las d esigu a ld ad es en  
las tasas evo lu tivas.

F - ra t io

Prote ina e n te r a   3,1154 *
Parte  amino te rm in a l .......................  0.8175 ns
Parte  carboxilo  te rm in a l   6.2562 ***

ns : no s ig n i f ic a t iv o
* : p<0.05
***: p<0.001

ev o lu tiv a s  en  am bas partes. Así, la prim era, con m enos restricciones para 

cam biar, m uestra un com portam iento más ‘ neutral" que la segunda. Parece  

pues, que a pesar de su m enor ex ten sió n  la parte am ino term inal 

contribuye más al conjunto total de m utaciones que d efin en  el proceso  

ev o lu tiv o  de la proteína entera.

Una consecuencia  im portante de e s te  estudio , tam b ién  apoyado por 

las esp ecific id ad es de sustrato  de las d iferen tes  proteínas, e s  que las 3* 

oxoacil-CoA tio lasas peroxisom ales y  de Rcoli form an un grupo  

m onofilético. Este resu ltado p lantea la cu estión  del posib le origen  

endosim bióntico  del peroxisom a, com o ha sido sugerido  rec ien tem en te  por 

Yang et aJ. (1 9 9 0 ). Con el árbol filogen ético  m ejorado que se ha ob ten id o  su 

razonam iento puede ser cuestionado. Sin em bargo, la h ip ótesis  del origen  

endosim bióntico  del peroxisom a (deD uve, 1983; C avalier-Sm ith, 1987; 

Borst, 1 989 ) perm anece com o una posibilidad atractiva para explicar los 

resu ltados com entados anteriorm ente. Esta claro que las tio lasas  

peroxisom ales prov ienen  de un ancestro com ún y  d ivergieron



'recientemente ', bastante después de la divergencia entre procariotas y 
eucariotas.

Es interesante comentar algunas propiedades sugerentes de las 
proteinas peroxisomales. Curiosamente, como ocurre con la tiolasa, otros 
enzimas altamente conservados entre levadura y mamíferos son 
peroxisomales, como es el caso de la catalasa A (Cohén et al., 1988) o la 
citrato sintasa (Rosenkrantz et al.\ 1986). Además, los Índices de sesgo en el 
uso de codones para las proteínas peroxisomales de levadura son muy 
similares: 0.19 para la tiolasa, 0.10 para la acil-CoA oxidasa, 0.11 para la 
catalasa A. 0.16 para la citrato sintasa y para la malato deshidrogenasa. 
Estos índices son sorprendentemente bajos (ver Bennetzen y Hall, 1982) y 
corresponden a los observados para proteinas de muy baja expresión. Sin 
embargo, ni la catalasa A (Cohén et al., 1988) ni la tiolasa se expresan 
mucho menos que otros genes con mayores índices de sesgo de codones. 
Considerando todas estras propiedades en su conjunto parece como si las 
proteínas peroxisomales constituyeran un grupo homogéneo en términos de 
evolución.



3. REGULACION DEL GEN POTí DE SACCHAROMYCES CEREVISIAK

3.1. Represión por glucosa e inducción por ácido oleico del gen
POTA

La regulación de algunos genes peroxisomales de S.cerevisiae ha 
comenzado a ser objeto de estudio en los últimos años. La presencia de 
ácido oleico en el medio de cultivo origina la proliferación de peroxisomas 
(Veenhuis et ai.% 1987) y simultáneamente la inducción de las actividades 
enzimáticas de la 13-oxidación, del ciclo del glioxilato y de la catalasa 
(Veenhuis et ai.% 1987; Skoneczny et a/., 1988; McCamon et a/, 1991). Sin 
embargo, la proliferación del orgánulo no se produce en medios de cultivo 
ricos en glucosa (Veenhuis et aJ.t 1987), y las actividades de la acil-CoA 
oxidasa y de la catalasa están reprimidas en presencia de glucosa 
(Skoneczny etal.t 1988). Esta regulación ocurre a nivel de la transcripción 
del gen, como se ha observado en los casos de la acil-CoA oxidasa 
(Dmochowska et a/., 1990) y el gen PASJ (Erdmann et a/., 1991). Además, 
este mismo comportamiento también se ha descrito en genes de proteinas 
peroxisomales de otras levaduras (Roggenkamp et a/.t 1984). Por todo ello, 
se acepta que dichos genes están sujetos a un doble mecanismo de 
regulación, represión por glucosa (represión catabólica) e inducción por 
ácidos grasos de cadena larga, dominando el primer mecanismo sobre el 
segundo.

Con el objeto de estudiar si la regulación del gen POTI de S.cerevisiae 
respondía a dicho modelo de regulación se realizaron, en primer lugar, 
ensayos enzimáticos de extractos de células crecidas con diferentes fuentes 
de carbono. Se sembraron con la cepa salvaje MCY1389 y con la cepa BQS20 
(obtenida de la anterior por una disrupción del gen POTI ) medios de 
cultivo que contenían extracto de levadura 1% y peptona 2% suplementado 
con glucosa 0.1% (YPg), con glucosa 2% (YPG) o con galactosa 2% (YPGai) y 
los mismos medios conteniendo además ácido oleico 0.1% (+ 0). Por otra 
parte, en los estudios preliminares se observó que el nivel de actividad 
tiolasa estaba relacionado con el estado de crecimiento del organismo, de 
forma similar a como se ha descrito para las dos acetoacetil-CoA tiolasas de



leevadura (Kornblatt y Rudney, 1971). Por ello se realizaron extractos de 
ccélulas en mitad de la fase exponencial de crecimiento y tras diez horas en 
fíase estacionaria.

En los ensayos enzimáticos se usó acetoacetil-CoA como sustrato 
diebido a que, a diferencia de otros posibles sustratos, se trata de un 
p>roducto comercial. Esto planteaba dos dificultades. En primer lugar, la 
scensibilidad del ensayo disminuía, pues la actividad de la tiolasa 
p&eroxisomal es mayor frente a ácidos grasos de cadena más larga. En 
seegundo lugar y mucho más importante, en S.cerevisiae se han descrito 
aidemás de la peroxisomal otras dos tiolasas, una citosólica y otra 
tmitocondrial, ambas específicas de acetoacetil-CoA. Para eliminar el fondo 
dle actividad tiolasa no debido al producto del gen POTI fue necesario 
rcealizar controles de actividad en la cepa BQS20 que contiene ambas 
accetoacetil-CoA tiolasas intactas mientras que carece de actividad tiolasa 
p«eroxisomal.

Los resultados de los ensayos enzimáticos se muestran en la Tabla 
IW. En primer lugar hay que resaltar que en las condiciones utilizadas, el 
emsayo es específico para la tiolasa peroxisomal, pues en la cepa BQS20 no 
s e  detecta actividad en ninguno de los casos. La utilización en el tampón de 
emsayo de catión Na+ en lugar de K+ (que es un activador de la acetoacetil- 
CcoA tiolasa mitocondrial (Middleton, 1973)) es una de las causas, ya que si 
se  usaba este último catión la cepa BQS20 presentaba una apreciable 
actividad tiolasa. Además, en los ensayos se utilizó una concentración de 
suistrato (10 jiM) muy inferior a la utilizada por Rudney y Kornblatt (1975) 
psara el estudio de las acetoacetil-CoA tiolasas (160 jiM) lo que también 
piudo contribuir a que no se detectaran estas tiolasas.

Por lo que se refiere a la actividad de la tiolasa peroxisomal, en las 
miuestras extraídas de cultivos en fase exponencial solo se detectó actividad 
em cultivos crecidos en ausencia de glucosa. Además, la presencia de oleico 
em el medio originaba un aumento considerable en la actividad detectada. 
Leos resultados confirman por tanto que la actividad tiolasa está sujeta a 
regresión por glucosa y a inducción por ácido oleico. El hecho de que en las 
miuestras de cultivos que contenían tanto glucosa como oleico no se 
denectara actividad muestra que el primer mecanismo, la represión 
caitabólica, predomina sobre el segundo, la inducción por oleico.
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TTABLA VI.

A ctividad tiolasa especifica (u /m g) en  d iferentes m edios de cultivo.

fase exponencial fase estacionaria

MCY 1389 BQS 20 MCY 1389 BQS 20

YPg <0.1 0 4.2 0

YPg+O 1.6 0 10.0 0

YPG 0 0 <0.1 0

YPG+O 0 0 <0.1 0

YPGal <0.1 0 1.2 0

YPGal+O 0.8 0 4.3 0

Respecto a las m uestras extraídas en fase estacionaria se observa una 

miayor actividad que en  las extraídas en fase exponencial para todas las 

fiuen tes de carbono utilizadas. En concreto, en los cu ltivos en YPg+O y  

YIPGal+O este  increm enteo es de seis y  cinco veces respectivam ente . Esto 

suigiere un tercer m ecanism o de control de la actividad de la tiolasa en  

fuinción de la fase de crecim iento.

También en las m uestras obtenidas en  fase estacionaria se observa  

um efecto  activador debido a la presencia de oleico en  el m edio de 

crecim iento . Sin em bargo, este efecto  no parece ser tan dram ático com o en  

lai fa se  exponencial, pues aquí el increm ento es de dos o tres veces. Una 

p o s ib le  causa podría ser una saturación en la transcripción del gen.



Con el objetivo de estudiar si estos mecanismos de regulación 
actuaban a nivel de la transcripción del gen se extrajo RNA de cultivos en 
YPg y YPG con y sin oleico, tanto en fase exponencial de crecimiento como 
en fase estacionaria. Las muestras se analizaron por electroforesis en 
agarosa, transferencia a nylon e hibridación con una sonda radiactiva del 
gen POTL

El nivel del transcrito del gen en las diferentes muestras (Figura 19) 
está de acuerdo con un mecanismo de represión por glucosa y otro de 
inducción por oleico, con un predominio del primero sobre el segundo. Así, 
en las muestras extraídas en fase exponencial el mRNA del POTI no se 
detecta en cultivos crecidos en medios ricos en glucosa, lleven o no oleico, el 
nivel del transcrito es muy bajo en los cultivos crecidos en medios pobres 
en glucosa y aumenta drásticamente, del orden de diez veces, con la 
presencia de oleico en el medio de cultivo. Todo ello indica que la doble 
regulación por glucosa y por oleico del gen POTI ocurre a nivel de 
transcripción. Este resultado coincide con el observado para otros dos genes 
de proteínas peroxisomales o relacionados con el peroxisoma, el de la acil- 
CoA oxidasa (Dmochowska etal.% 1990) y el PAS1 (Erdmann et aJ., 1991), y 
debe reflejar una propiedad común que se probablemente se irá poniendo 
de manifiesto con el estudio de la regulación de otros genes de proteínas 
peroxisomales.

También se observa en los análisis de RNA un posible tercer 
mecanismo de regulación en el gen POTI, pues la cantidad de transcrito en 
fase estacionaria es mayor que en fase exponencial. En concreto, la cantidad 
relativa de mRNA de POTI respecto a la del gen de la actina en las 
muestras obtenidas en fase estacionaria es comparada con las obtenidas en 
fase exponencial del orden de seis veces mayor en cultivos con oleico, 
siendo todavía más acusado el incremento en ausencia de oleico (del orden 
de treinta veces). Al igual que se observó en los ensayos enzimáticos, el 
efecto de la presencia de oleico en el medio de cultivo no es en la fase 
estacionaria tan llamativo como en la fase exponencial, siendo el nivel de 
mRNA en los cultivos con oleico sólo dos veces mayor que en los cultivos sin 
oleico.
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Fase exponencial Fase estacionaria

POT1

m
A C T 1

F ig u ra  19. Regulación del gen P OT I .
Se analizaron muestras de RNA de la cepa MCY1389 extraídas de cultivos en medios YPg (1), 

YPg+O (2), YPG (3) y YPG+O (4) tanto en fase exponencial como en fase estacionaria de 
crecim iento. El filtro se rehibridó con una sonda del gen de la actina (A C T 1 ) como control de 
c a r g a .



Los resultados confirman por tanto que el gen de la 3-oxoacil-CoA 
tiolasa peroxisomal de S.cerevlsiae sigue el modelo de otros genes de 
proteínas peroxisomales en su regulación, estando sometido a un 
mecanismo de represión por glucosa y otro de inducción por ácido oleico. 
Muy recientemente, resultados obtenidos por el grupo de H. Tabak 
confirman este mecanismo de regulación del gen POT1 (comunicación 
personal). Estos autores han caracterizado además un secuencia en el 
promotor del gen, entre los nucleótidos -151 y -203. responsable de ambos 
fenómenos, la represión por glucosa y la inducción por oleico. La 
comparación de las secuencias de los promotores de los genes de las 
proteínas que intervienen en la B-oxidación de ácidos grasos les ha 
permitido identificar dentro de esta región una zona conservada que han 
denominado "B-oxidation box" que se extiende en JV T /entre -180 y -199.

Un tercer posible mecanismo de regulación del gen que sugieren los 
resultados obtenidos, se estudia con más profundidad en el siguiente 
apartado.

3.2. El gen POT1 se activa específicamente en la fase 
estacionaria de crecimiento.

Las células de S.cerevlsiae proliferan en un medio de cultivo hasta 
que éste queda exahusto de algún nutriente esencial. Entonces las células 
detienen de forma regulada su crecimiento y adquieren propiedades 
características que reflejan un estado fisiológico alterado: la fase 
estacionaria (Wheals, 1987). En esta fase las células no replican el DNA, 
presentan una estructura cromosómica característica, aumento de la 
termotolerancia y altos niveles de reservas de carbohidratos entre otras 
características. Todas estas popiedades que definen el estado de la célula en 
fase estacionaria se pierden cuando se restaura un nivel de nutrientes 
satisfactorio y se reinicia la proliferación celular.

Con el fin de confirmar y caracterizar más a fondo una tercera 
posible vía de regulación del gen POTJ en función del estado de la fase de 
crecimiento del cultivo, se estudiaron los niveles tanto de actividad



e:nzimática como de mRNA del gen a lo largo de la curva de crecimiento. 
Eistos resultados podrían además a ayudar a entender los papeles 
fiisiológicos del enzima.

La actividad tiolasa de un cultivo a lo largo de la curva de 
crecimiento se muestra en la Figura 20. Como control de las otras 
atctividades tiolasas diferentes de POTJ presentes en la célula se realizó 
también un estudio a lo largo de la curva de crecimiento con la cepa BQS20. 
Nuevamente se observó que el ensayo era específico para la tiolasa 
peroxisomal a pesar de usar acetoacetil-CoA como sustrato, pues ninguna 
muestra presentó actividad. En lo referente a la cepa salvaje, los resultados 
oíbtenidos ponen claramente de manifiesto que la actividad tiolasa se activa 
al alcanzar las células el estado estacionario. Para este ensayo las levaduras 
se crecieron en medio YPg, condición en la que se evita la represión 
catabólica a la que, como se vió en el apartado anterior, está sujeto el gen. 
Debido a esto, la aparición de la actividad en la fase estacionaria no se 
puede relacionar con una liberación de la represión catabólica que pudiera 
ocurrir en las últimas etapas del crecimiento (ver más adelante Figura 21).

Esta respuesta es independiente de la presencia de oleico en el medio 
de cultivo, pues también se observa, y del mismo orden, en los cultivos 
realizados sin ácido graso. Los perfiles de actividad en ambos cultivos, con y 
sin oleico, siguen una trayectoria paralela. La actividad es muy baja en la 
fase exponencial de crecimiento (casi indetectable en ios cultivos sin oleico); 
aumenta bruscamente al alcanzar la fase estacionaria, con un máximo a las 
6 horas después; a continuación disminuye de forma nuy gradual, pero 
manteniendo un nivel bastante considerable. La máxima actividad 
detectada en muestras extraídas en fase estacionaria es del orden de 15 
veces la actividad observada en las muestras extraídas en fase exponencial.

¿Tiene alguna explicación lógica que una actividad enzimática como 
la tiolasa se active al detener las células su crecimiento en la fase 
estacionaria? Se podría aventurar una explicación metábolica a esta 
propiedad. La tiolasa interviene en la asimilación de los ácidos grasos vía 13- 
oxidación. Durante la fase exponencial el medio de cultivo y las mismas 
células tendrían suficientes nutrientes como para mantener esta vía, 
aparentemente secundaria en el metabolismo de la levadura, a niveles 
básales. Sin embargo, ante la escasez de metabolitos al alcanzar la fase
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Figura 20. Actividad específica tiolasa a lo largo de la curva de 
crecimiento

Se extrajeron proteínas de cultivos de las cepas MCY1389 (A) o BQS20 
(B) en medios YPg con y sin oleico a diferentes tiempos y se ensayó la 
actividad tiolasa ( ) curva de crecimiento en medio YPg, (— ) curva de
crecimiento en medio YPg+0 ( o ) actividad específica tiolasa en medio 
YPg. ( • ) actividad específica tiolasa en medio YPg+0



estacionaria la célula podría responder activando rutas para la obtención de 
energia de fuentes alternativas como prodrían ser los lípidos mediante su 
oxidación.

La actividad tiolasa es pues claramente activada al alcanzarse la fase 
estacionaria. Ahora bien, este proceso podría deberse a una regulación del 
propio enzima y no tratarse de un proceso de regulación génica. La 
levadura contiene varias proteasas y las actividades proteolíticas presentes 
están determinadas entre otras cosas por la fase de crecimiento. Esto puede 
ocasionar, como en el caso de la triptófano sintetasa, que la sensibilidad del 
enzima a la degradación sea función del crecimiento (Manney et a lt 1968). 
Para aclarar si como parece observarse en la Figura 20 la regulación, total o 
parcialmente, se produce a nivel de RNA se sembró nuevamente medio de 
cultivo YPg+oleico con la cepa MCY1389 y se analizó, al igual que se había 
hecho con la actividad enzimática, los niveles de mRNA de PQTJ en 
extractos realizados a lo largo de la curva de crecimiento (Figura 22).

Como se observa, la cantidad de transcrito detectada no es apreciable 
hasta alcanzar el cultivo el último tercio de la fase exponencial, con un 
máximo entre el cambio de estado de crecimiento y cayendo 
posteriormente su nivel de forma muy gradual. Se midieron asi mismo los 
niveles de mRNA del gen de la actina, del URA3 y de un gen también 
reprimido por glucosa, en concreto el gen de la FBPasa {FBPJ). En todos los 
casos, sobre todo en el URA3 hay una diferencia apreciable entre las 
muestras de una y otra fase. En fase exponencial los mRNA son muy 
abundantes ya en cultivos muy poco crecidos y su nivel cae bruscamente a 
medida que los cultivos se encuentran en fase estacionaria. Por tanto el 
comportamiento del gen POT1 es diferente al de los genes control URA3 y 
el de la actina, así como al del FBPJ. La comparación con este último, al 
tratarse de un gen también reprimido por glucosa, permite concluir que el 
comportamiento observado no está originado por una liberación de la
represión catabólica y parece específico de algunos genes como el POT1.

La acumulación especifica del mRNA del POTIsti la fase estacionaria 
se ve más claramente en la Figura 22, donde se ha representado las 
cantidades relativas del transcrito del POTJ frente a las del URA3y actina 
para las distintas muestras. Observando las curvas de la Figura 22 llama la
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Figu r«a 21. Análisis de RNA a lo largo de la curva de crecimiento
Se extrajeron muetsras de RNA total en diferentes puntos a lo largo de la curva de 

crecienniento en un cultivo de MCY1389 en medio YPg+0. Las muestras se analizaron por 
electro)foresis, transferencia a filtro e hibridación con una sonda radiactiva de POTÍ Como 
controJles se hibridó el mismo filtro también con sondas de los genes ACTI, UPA3y FBP1.

URAJ

FBPf
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Figura 22 Cantidad relativa de mRNA de /tf77 respecto al del gen de la 
actina y del ¿/PAJen diferentes estados de crecimiento

Se densitometraron las muestras de la Figura 22 y se representó el 
cociente entre las cantidades detectadas de mRNA de POTly del gen ACT1 
(A) o del UPA3 (B) en unidades arbitrarias La línea a trazos representa 
la curva de crecimiento en gramos por litro



atención su similitud con las curvas de la actividad enzimática (Figura 20). 
El perfil es casi idéntico, salvo que la curva del RNA parece desplazada 
hacia fases mas tempranas del cultivo precediendo a la aparición de la 
actividad enzimática. Todo parece indicar por tanto que este nuevo 
mecanismo de regulación no ocurre a nivel de proteína o de la traducción, 
sino que se produce principalmente mediante el control de la cantidad de 
mRNA existente.

En lo referente a posibles mecanismos de la regulación en función de 
la fase de crecimiento es interesante comentar la relación del estado de fase 
estacionaria con el ciclo celular de la levadura. El control del ciclo celular se 
realiza en un proceso que se denomina "arranque", al final de la fase Gl. En 
este momento la célula decide el camino a seguir en función de los 
nutrientes presentes en el medio, la ausencia de feromonas y del tamaño 
celular, eligiendo entre cuatro caminos diferentes: iniciar un nuevo ciclo 
celular, conjugar con otra célula, esporular o entrar en fase de no 
proliferación o G0. Como fase G0 se entiende un estado de quiescencia 
diferenciado de la fase Gl, caracterizado por propiedades fisiológicas 
diferentes y por la existencia de mutantes en la entrada y salida de ese 
estado. En levadura se alcanza la fase G0 cultivando en condiciones de 
hambre o al alcanzarse la fase estacionaria (Wheals, 1987)

Se han caracterizado mutantes del ciclo celular (cdá que detienen el 
ciclo de la célula en el "arranque". Algunos de ellos, en concreto los 
mutantes cdc start de la clase II, hacen que estas adquieran unas 
propiedades iguales a las que poseen células en fase estacionaria (Wheals, 
1987; Drebot et al., 1990). Uno de estos mutantes es el cdc25> El producto 
del gen G)C25es un componente esencial en el sistema de transmisión de 
señal del cAMP y su mutación origina niveles mas bajos de cAMP en la 
célula (Broek et al., 1987). Los mismos efectos, niveles mas bajos de cAMP 
y adquisición de propiedades de células en fase estacionaria, se obtienen 
con mutaciones en el gen de la adenilato ciclasa (mutantes cyrl) (Drebot et 
al., 1990). Se sabe que el sistema de transmisión de señal del cAMP es en 
parte responsable de la respuesta de la célula a las diferentes condiciones 
nutricionales. Por tanto, los cambios fisiológicos característicos de la fase 
estacionaria parecen el resultado de los cambios moleculares originados por



la respuesta a las condiciones nutricionales vía cAMP (Broach, 1991). En las 
condiciones de hambre, como las que representa el agotamiento de un 
medio de cultivo durante la fase exponencial de crecimiento, la célula 
responde disminuyendo los niveles de cAMP y consecuentemente la 
actividad de la protein quinasa dependiente de cAMP. Esto origina la 
entrada de la célula en GO y la adquisición del resto de propiedades propias 
de la fase estacionaria. Entre estas propiedades hemos visto en este capítulo 
que está la activación del gen POTl% proceso que podría por tanto depender 
en último término de la respuesta del sistema del cAMP a la ausencia de 
nutrientes. Reforzando esta idea, se ha descrito que bajos niveles de 
actividad protein quinasa dependiente de cAMP inducen de una manera 
directa la acumulación de hidratos de carbono (trehalosa concretamente), 
asi como la actividad de proteínas relacionadas con estrés, propiedades 
ambas características de células en fase estacionaria (Broach, 1991). Sin 
embargo no se puede descartar la intervención de otros mecanismos ya que 
se ha propuesto que la respuesta de la célula depende del conjunto de 
señales recibidas por diferentes rutas (Broach, 1991).

Es interesante resaltar en este punto una propiedad de la secuencia 
del 5‘ del gen POTJ. Recientemente se ha identificado una secuencia 
(motivo M/¿A: ACGCGTNA) en los promotores de diversos genes responsable 
de la regulación por el ciclo celular de dichos genes (Mclntosh et al.\ 1991). 
La secuencia origina una activación del gen al final de la fase Gl, en la 
transición hacia la fase S del ciclo. Curiosamente, en 5' del inicio del gen, 
concretamente entre los nucleótidos -250 y -242, se encuentra dicha 
secuencia. La probabilidad de encontrar por azar dicha secuencia es de una 
vez cad lOOOOnucleótidos, por lo que podría tratarse de un hecho 
significativo. No parece haber una razón para que la tiolasa estuviera 
regulada por el ciclo celular, pero pudiera ser que la célula utilizara un 
mismo mecanismo molecular de regulación para controlar dos procesos 
fisiológicos diferentes pero relacionados como la regulación por el ciclo 
celular y la activación en la fase estacionaria.

El estudio futuro de la actividad del gen POT1 durante el ciclo celular 
y el estudio del papel de la secuencia MJu\ presente en el promotor del gen 
permitirán descartar o confirmar las diferentes posibilidades para explicar 
la activación del gen al alcanzarse la fase estacionaria.



3.3. En la represión por glucosa del gen POT1 intervienen los
productos de los genes SNFJ y SSN6.

La levadura responde a la presencia de glucosa activando el 
metabolismo fermentativo y reprimiendo enzimas de muchas rutas 
metabólicas como los implicados en gluconeogénesis, ciclo del ácido cítrico, 
fosforilación oxidativa, transporte electrónico,...(Entian, 1986). El proceso de 
represión por glucosa es complejo. En la mayoría de genes ocurre la 
regulación a nivel de transcripción, como se ha demostrado aquí para el 
POTJ% y está mediado por secuencias cis en los promotores de los genes 
(Struhl, 1985; Guarente, 1987).

Mediante técnicas de análisis de mutantes y supresores de éstos se 
han identificado diversos genes que intervienen en este proceso, pero sin 
tener aún clara su función. SNFJ {o CAT1 o CCR1) y SSN6(o CYCS) son unos 
de estos genes mejor estudiados. SNFJ es una protein quinasa necesaria 
para la desrepresión del gen SUC2 en ausencia de glucosa (Neigeborn y 
Carlson, 1984; Celenza y Carlson, 1986). Por su parte mutaciones en SSN6 
suprimen la mutación snfJ, expresándose el gen SUC2incluso en presencia 
de glucosa (Carlson et ai.\ 1984; Schultz y Carlson, 1987). Estos genes 
afectan a la represión por glucosa de otros genes de enzimas del 
metabolismo secundario (Entian, 1986; Gancedo y Gancedo, 1986). Por otro 
lado, el producto del gen MIG1 también está involucrado en la regulación 
negativa de la transcripción por la glucosa (Nehlin y Ronne 1990). En este 
caso parece que interviene de forma directa sobre los genes regulados, pues 
se ha descrito su unión al promotor del gen SUC2. Sin embargo no esta 
claro si el gen MIGí es un represor general de los diversos genes 
reprimidos por glucosa o por el contrario es específico del SUC2.

¿Están los genes SNFJ, SSN6 y MIGI involucrados en la regulación 
transcripcional de los genes peroxisomales en lo que se refiere a su 
represión por glucosa?. Para comprobar este aspecto se estudió la expresión 
del gen POTJ en las cepas mutantes en diferentes condiciones de cultivo. 
Los resultados del análisis se muestran en la Figura 23. En las muestras de 
la cepa salvaje solo se detecta transcrito en las obtenidas de cultivos 
crecidos en medio YPg, con una clara inducción en los medios que contenian 
oleico. La transcripción del gen POT1 no es sin embargo detectada en



1 4 8 12

POT1

A C T 1

F i g u r a  23 . Anális is  d e  RNA e n  c e p a s  m utantes .
S e  analizó la cantidad d e  m R N A  del POT1 en  m uestras  extra ídas d e  d iferentes  c e p a s  c rec id a s  

en  d iv e r so s  m ed ios:  (1) c e p a  M C Y 13 8 9  en  m edio  YPg, (2) c e p a  MCY1 3 8 9  e n  Y P g + O , (3) 
c e p a  MCY13 8 9  en  Y PG , (4) c e p a  M C Y 1389  en  Y PG +O , (5) mutante snfl en  Y P g ,  (6) 
m utante  snfl en  Y P g + O , (7) m u tan te  ssn6 en  YPG, (8) mutante ssn6 en  Y P G + O , (9) m utante  
mig1 en  Y Pg, (10) m u tan te  mig1 en  Y P g + O , (11) mutante mig1 en  YPG , (1 2 )  m u ta n te  mig1 
en  Y PG +O . C om o control s e  rehibridó el filtro con  una s o n d a  del g e n  ACT1.



cultivos en YPG aunque contengan oleico, como ya se había observado 
anteriormente. En lo que respecta a la cepa MCY1484, que presenta la 
mutación sn fl, se detecta muy poca cantidad de mRNA en comparación 
con los niveles de las muestras equivalentes de la cepa salvaje (carreras 5- 
6 y 1-2 respectivamente). Está claro que el gen POT1 está reprimido en el 
mutante sn fl en condiciones de cultivo en las que está desreprimido en una 
cepa salvaje. El producto del gen SNF1 interviene por tanto en la regulación 
del gen POT1 de una manera análoga a como lo hace en otros genes.

Respecto al gen SSN6, las muestras de la cepa MCY1371 que es 
mutante en dicho gen, presentan en cultivos crecidos en YEPG un nivel de 
transcrito considerable, mientras que en la cepa salvaje el gen esta 
reprimido y no se detecta mRNA (carreras 7-8 y 3-4 respectivamente). Las 
cantidades de mRNA detectadas son del mismo orden que las observadas 
en la cepa salvaje en condiciones de desrepresión. El producto del gen SSN6 
interviene por tanto en la regulación del gen POT1 de la misma forma que 
lo hace en el gen SUC2.

Tanto en las muestras de la cepa MCY1484 como en las de la cepa 
MCY1371 la presencia del ácido graso en el medio de cultivo origina un 
aumento en la cantidad de mRNA detectado, lo que pone de manifiesto que 
el proceso de inducción por oleico es independiente de las mutaciones sn fl 
y ssnó. Además, el hecho de que la muestra del mutante snfl, aunque 
mayor que en ausencia de oleico, siga siendo muy inferior a la 
correspondiente muestra de la cepa salvaje y que en el mutante ssnó la 
inducción por oleico ocurra aún con la presencia de glucosa en el medio, es 
un reflejo de que el mecanismo de represión por glucosa domina sobre la 
inducción por oleico. La presencia de oleico en el medio induce la 
transcripción del gen en ambos mutantes, pero siempre dentro del nivel de 
actividad permitido por el mecanismo de represión por glucosa.

En cuanto a las muestras de la cepa H222 (mutante m lgl)t los 
resultados son similares a los de la cepa salvaje. Se observa transcripción 
del gen en los cultivos en YPg, con una inducción de la misma causada por 
el ácido oleico presente en el medio, pero no se detecta transcrito en los 
cultivos en medios ricos en glucosa. A diferencia de lo observado en el gen 
SUC2, donde en el mutante se detectaba una desrepresión, aunque parcial, 
del gen en presencia de glucosa (Nehlin y Ronne, 1990), no parece que el



producto del gen M IG lzsté involucrado en la represión por glucosa del gen 
POTJ.

Los resultados presentados aqui ponen por tanto de manifiesto que 
ios genes SNFJ y SSN6intervienen en la regulación del gen POT1. Así pues, 
parece que la represión por glucosa en los genes peroxisomales sigue los 
mismos mecanismos moleculares que la represión por glucosa descrita para 
otros genes. Muy recientemente resultados obtenidos por Simón et á/1991, 
profundizan en esta idea. Estos autores han identificado ai producto del gen 
ADRJ como un regulador transcripcional positivo en el proceso de 
regulación por glucosa de los genes peroxisomales. Este mismo papel del 
gen ADR1 había sido descrito anteriormente en la regulación de otro gen 
reprimido por glucosa, el gen de la alcohol deshidrogenasa II (ADN2), (Denis 
y Young, 1983; Denis, 1987). Además, en la regulación de ADH2 también 
actúa el gen CCRJ (o SNFJ) (Denis, 1987). Parecen pues muy similares los 
procesos que controlan la expresión de ADH2 y de los genes de proteínas 
peroxisomales.

Por último es interesante resaltar al hilo de lo comentado 
anteriormente sobre la fase estacionaria y el mutante cdc25 algunos 
aspectos de ADR1. Esta proteina está regulada por la protein quinasa 
dependiente de cAMP (Denis y Gallo, 1986; Cherry et al. 1990). La 
fosforilación de un residuo de Ser da lugar a una forma inactiva incapaz de 
activar la transcripción de ADH2. Como se ha comentado anteriormente, la 
activación de los genes de proteínas peroxisomales podria estar regulada 
también en último término via protein quinasa dependiente de cAMP. Una 
posibilidad atractiva es que el efecto de ADR1 sobre la transcripción de los 
genes de proteínas peroxisomales no se limite al descrito sino que tenga un 
papel más general: una disminución de la actividad protein quinasa en la 
fase estacionaria provocaría una defosforilación de ADR1 con lo que 
aumentaría su poder activador de la transcripción de los genes sobre los 
que actúa. La activación descrita en medios de cultivo sin glucosa podría ser 
al fin y ai cabo un caso particular de una activación general en ausencia 
total de nutrientes como es la fase estacionaria. Sin embargo, aunque esta 
hipótesis parece bastante razonable no se puede descartar que la activación 
observada en la fase estacionaria aunque dependiente de cAMP, estuviera 
mediada por factores diferentes a ADR1.



4. ESTRUCTURA DE LA CROM ATINA DEL GEN POT1 DE 
SACCBAROMTCES CERBVISIAR

4.1. Consideraciones generales sobre la metodología.

En el presente trabajo se ha abordado un estudio de la estructura de 
la cromatina del gen POT1 basado en el empleo de digestiones con nucleasa 
DNasal para la localización de sitios hipersensibles y con MNasa para la 
determinación de las posiciones de los nucleosomas. Para ello se aplicó la 
técnica de mareaje terminal indirecto desarrollada por Wu(1980) para 
digestiones con DNasal y adaptada para la MNasa por Nedospasov y 
Georgiev (1980). Un esquema general de dicha técnica, para el caso 
concreto de la determinación de cortes con MNasa, se muestra en la Figura 
24.

Para la aplicación de dicha técnica es necesario disponer del mapa de 
restricción de la zona a analizar para poder así seleccionar la sonda y el 
punto de referencia que permiten determinar las posiciones de los puntos 
de corte de la nucleasa. La técnica consiste en digerir la cromatina, a varias 
tasas, con la nucleasa elegida. El DNA se purifica y se digiere con el enzima 
de restricción adecuado, que debe cortar en un extremo de la zona a 
analizar y coincidir con un extremo de la sonda. Las muestras se someten a 
electroforesis, se transfieren a un filtro y este se hibrida con la sonda 
marcada radiactivamente. Las bandas que se ven en la autoradiorafía 
corresponden a fragmentos con un extremo común, el generado por el corte 
del enzima de restricción, y otro extremo generado por el corte de la 
nucleasa sobre la cromatina. La inclusión en la electroforesis de un patrón 
adecuado permite calcular el tamaño de los diferentes fragmentos, y con él 
conocerse la posición del punto de corte de la nucleasa.

Un primer requerimiento de esta técnica es usar sondas pequeñas 
para minimizar la probabilidad de corte de la nucleasa en la zona de 
apareamiento con la misma, ya que esto ocasionaría la aparición de 
fragmentos que no tendrían el extremo coincidente con el punto de 
restricción. Para obviar este problema, se utilizan además tasas de 
digestión bajas de forma que sólo haya en promedio, un punto de corte de
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Figura 24. Método para la determinación de las posiciones de puntos de 
corte de la MNasa mediante mareaje terminal indirecto.



la nucleasa por molécula, o bien se utilizan varias sondas con puntos de 
restricción diferentes que permitan corroborar los resultados entre sí.

Otra precaución que debe tomarse en este tipo de estudios es la 
inclusión de testigos de DNA desnudo digerido con la nucleasa con el fin de 
detectar puntos de corte debido a la especificidad de secuencia que pueden 
presentar estos enzimas y no originados por la estructura de la cromatina. 
Este problema debe tenerse especialmente en cuenta cuando se digiere la 
cromatina con MNasa (Hórzy Altenburger, 1981; Dingwall et al., 1981).

Teniendo encuenta estas consideraciones, se ha establecido una serie 
de criterios para la interpretación de los resultados de un experimento de 
mareaje terminal indirecto:

- las bandas presentes en las muestras de cromatina pero no en las 
de DNA desnudo son consecuencia de la estructura de la cromatina. En el 
caso de la MNasa, dada su preferencia por el DNA espaciador, estas bandas 
deben corresponder a cortes en dicha zona del DNA o en regiones 
desprovistas de nucleosomas.

- bandas que están presentes en las muestras de DNA desnudo pero 
no en las de cromatina corresponden a corte en secuencias reconocida 
específicamente por la nucleasa y que quedan protegida por la estructura 
de la cromatina, generalmente por cores nucleosomales o por factores 
protéicos.

- las bandas más difíciles de interpretar son las que aparecen tanto 
en muestras de cromatina como en muestras de DNA desnudo, ya que la 
especificidad por la secuencia puede enmascarar el hecho de que se deban 
a la estructura de la cromatina. En estos casos se atiende a la intensidad 
relativa de las bandas y a que su disposición sea compatible con el tamaño 
nucleosomal.

Puesto que los estudios de la estructura de la cromatina del gen SUC2 
muestran una completa equivalencia entre la estructura de la copia 
cromosómica del gen y las copias presentes en plásmidos de replicación 
autónoma (Pérez-Ortín et al., 1987), se ha utilizado en este trabajo la cepa 
BQS2 que contiene el plásmido pRB58. Este es un plásmido multicopia que 
incluye (además del origen de replicación del plásmido 2 Jim y del gen
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F igura 25. Esquema del plásmidfo pRB58. En trazo grueso se ha 
representado el fragmento de DNA de levadura. Los arcos con 
flechas indican los genes existentes y la dirección de los m ism os

URA3com o marcador) un fragm ento del genoma de levadura que incluye  

el gen SUC2% la ORF de 7 0 5  pb y  e l gen POT1 (Figura 25). La presencia de 
unas v e in te  copias por célula de estos genes supone un im portante  
aum ento de sensibilidad en la detección de los mismos m ediante sondas 

radiactivas.

4 .2 . L o c a liz a c ió n  d e  z o n a s  h ip e r s e n s ib le s  a la  D N asa l e n  e l  g e n  

POT1

Como se ha com entado en la Introducción, los estudios con el gen  

SUC2perm itieron obtener un m odelo de la estructura de la crom atina de su 

flanco 3 , tanto con digestiones con DNasal (Pérez-Ortin et aJ., 1986) com o  

con MNasa (Perez-Ortin et al, 1987). Esta zona, de aproxim adam ente 2.3 
kb, presenta una organización crom atinica muy particular. Se han localizado  

en los extrem os dos sitios h ipersensib les a nucleasas localizados a ^1950 y



+4350 desde el comienzo de la transcripción del gen SUC2. Entre ellos 
aparece una sucesión de 13 nucleosomas perfectamente posicionados y con 
unos espaciados, en general, más grandes de los 165 pb típicos del genoma 
de levadura. Dentro de la regularidad de ésta región de la cromatina existe 
un tramo central donde se alternan espaciados de cortes de la MNasa 
grandes con otros pequeños, por lo que podría no estar ocupada por 
nucleosomas o estarlo por nucleosomas alterados. La función posicionadora 
de los sitios hipersensibles ha sido demostrada para el de +1950 
(Matallana, 1989). Una característica importante descrita son los cambios 
que se observan en dicha región central, probablemente debidos a la 
desaparición de los nucleosomas, y que fueron el motivo, como se explica 
en el apartado 1.1. de Resultados y Discusión, de la realización de este 
trabajo. Con la identificación de dos genes en esta región es interesante 
reinterpretar los datos, así como obtener nuevos resultados en los 
diferentes estados de regulación del gen POTJ ahora conocidos.

Por lo que respecta a los sitios hipersensibles a la DNasal, las dos 
regiones identificados en los trabajos con el gen SUC2 se localizan en las 
posiciones 2110 y -290 desde el comienzo del gen POTJ. Este último podria 
estar originado por algún elemento regulador en la región del promotor del 
gen POTl, como se ha descrito en otros muchos genes (Elgin, 1988). Con el 
objeto de estudiar con mayor detalle la estructura de la cromatina del gen 
POTJ, se siguió la estrategia de la Figura 26, tanto para la detección de 
sitios hipersensibles mediante digestiones con DNasal como en el estudio 
del posicionamiento de nucleosomas con MNasa. Se realizaron digestiones 
de la cromatina en los diferentes estados de actividad del gen. En concreto, 
las células se cultivaron en medio YPG con y sin oleico y se digirieron en 
fase exponencial de crecimiento o se cultivaron en medio YPg con y sin 
oleico realizándose en este caso las digestiones tanto en fase exponencial 
como en fase estacionaria.

Las muestras obtenidas mediante digestión con DNasal se analizaron 
en gel de agarosa 1% con restricción SaA y sonda SB (Figura 27). Una 
caracteristica común a todas las muestras es la existencia de un sitio 
hipersensible bastante lejano (banda 1) que estaría situado a +2204 pb 
desde el inicio del gen WTJ. Este sitio coincide con la región hipersensible 
de aporximadamente 100 pb descrita en los estudios del gen SUC2{Pérez-
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Figura 26 Sondas y estrategias utilizadas para la localización de 
puntos de corte de la DNasa I y MNasa Los trazos grueso indican las 
sondas radiactivas utilizadas y los finos las regiones analizadas con 
ellas Los enzimas de restricción relevantes son B, BamYA H, 
HimMU, S, SaA, St, Stu\ El punto de restricción BamHI, entre 
paréntesis, es el punto de clonación del fragmento de levadura en el 
vector bacteriano en pRB58, desaparecienco en dicha clonación La 
sonda SB corresponde por tanto a DNA bacteriano

Ortín et al!, 1986). En dicho trabajo se puso de m anifiesto que la zona 

correspondía exactam ente a dos sitios h ipersensib les con una región central 

protegida a d igestiones con Mnasa (Pérez-Ortin et al., 1987). Puesto que su 

determ inación se realizó desde una distancia mas próxima, su valor  

(centrado en +2110)  es mas fiable que el obtenido en este  experim ento, 

aunque la discrepancia observada (84 pb) es menor del 4%. Es in teresante  

resaltar que este  sitio h ipersensib le coincide con la región en la que se 

encuentra la secuencia consenso ARS discutida en el apartado 1.3 (centrada  

alrededor de la posición 2103) ,  y  que probablem ente refleje algún  

elem ento  del promotor del gen de la ORF de 703  pb, ya que su relación con 
el gen 577£?ha sido descartada (Matallana, 1989).



Respecto al segundo sitio hipersensible, se ha podido comprobar en 
este ensayo que realmente corresponde a una estructura central protegida 
(marcada con un circulo negro en la Figura 27) flanqueada por dos regiones 
muy sensibles a la digestión (bandas 2 y 3). En esta región se observan 
cambios entre los diferentes estados de activación del gen POTJ. En las 
muestras de cultivos crecidos en presencia de glucosa (carreras 10- 13), 
tanto con oleico como sin oleico en el medio, en las que el gen POTJ está 
reprimido (ver Tabla VI y Figura 19), las bandas 2 y 3 se localizan en las 
posiciones -165 y -294 respectivamente. La zona central protegida, de 
aproximadamnete 35 pb, está centrada en la posición -220 del inicio del 
gen POTJ. Con la activación del gen en cultivos crecidos en YPg+O (carreras 
6-9), la banda 3 y la posición protegida no varían, pero la banda 2 se 
desplaza a la posición -133 (banda 2'). En las muestras extraídas en fase 
estacionaria, (carreras 1-4), en las que la activación del gen es todavía 
mayor, además de este cambio se observa una variación en relación a 
muestras del mismo cultivo pero extraídas en fase exponencial de 
crecimiento en la región alrededor de la banda 3 (entre -248 y -338): la 
zona central más sensible presente en las muestras en fase exponencial 
tanto en medios con como sin glucosa, parece como parcialmente protegida, 
adquiriendo mayor sensibilidad la región alrededor de la posición -248 
(banda 3 ’), y en menor medida una banda más alejada, en la posición -338 
(banda 3 *’).

En las tres condiciones de cultivo utilizadas no se observan 
modificaciones en la estructura de la cromatina relacionadas con la 
presencia de oleico en el medio de cultivo, a pesar de la activación del gen 
que ello representa en las muestras crecidas en ausencia de glucosa. Como 
ya se ha comentado, la región responsable de la activación por oleico y 
represión por glucosa se extiende en un pequeño tramo de 50 pb. La 
sensibilidad de la técnica de mareaje terminal indirecto utilizado en este 
trabajo no permite apreciar cambios de estructura en regiones tan 
pequeñas, por lo que habrá que recurrir a técnicas de mayor resolución 
para poder determinar si la activación por oleico está como cabe esperar 
mediada por factores proteicos que interaccionan con el DNA.

Además de las comentadas, se observan en todas las muestras 
muchas otras bandas de menor intensidad. Dichas bandas coinciden
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F i g u r a  27. Localización de sitios hipersensibles a la DNasa I mediante restricción SaA 
y sonda SB.

La electroforesisis se realizó en gel de agarosa del 1% de 25 cm de largo. Las 
muestras corresponden a cultivos en YPg y YPg+O en fase estacionaria (carreras 1-2 y 
carreras 3-4 respectivamente) o en fase exponencial (carreras 6-7y carreras 8-9) y a 
cultivos en YPG (carreras 11-12) y YPG+O (carreras 13-14) ambos en fase exponencial. 
Como testigo de DNA desnudo se digirió plásmido pRB58 (carrera 5) En la carrera 10 se 
inyectó una digestión de pRB58 con diferentes enzimas de restricción como patrones 
de tamaño. Las migraciones y los tamaños de las bandas de éstos y otros patrones 
obtenidos por restricciones de pBR322 se indican a la derecha con puntas de flecha. El 
resto de los símbolos se explican en el texto
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aporximadamente con las obtenidas mediante digestiones con MNasa, por lo 
que deben tratarse de ataques preferentes de la DNasal a DNAs 
espaciadores. Una cierta preferencia de la DNasal por dichas regiones de 
DNA ya habia sido descrita previamente (Lohr e t al.% 1977; Worcel e t aL 
1983; Pérez-Ortín e ta /.t 1986; Lee y Garrard, 1991). Es interesante resaltar 
el aumento de la sensibilidad que se observa con la activación del gen en 
ausencia de glucosa (carreras 1-4 y 6-9 frente a carreras 11-14) en la 
región intergénica entre el gen POTJ y la ORF y que están marcados con un 
asterisco en la Figura 27. La región limitada por dos bandas (+1433 y 
+ 1234) en condiciones de represión, presenta, en las muestras en las que no 
hay represión por glucosa, una gran sensibilidad entre +1433 y +1340, 
mientras que la zona desde +1340 hasta +1268 parece menos accesible a la 
DNasal. Puesto que ios resultados con MNasa son mucho más claros, estos 
cambios así como el posicionamiento de nucleosomas que parece deducirse 
de la Figura 27 se comentarán más adelante.

Los cambios observados en la sensibilifdad a la DNasal en la región 
del promotor con ios cambios de actividad concuerdan con los obtenidos 
por otros autores en diversos genes de levadura y otros eucariotas. El sitio 
hipersensible descrito coincide con la secuencia responsable de la represión 
por glucosa e inducción por ácido oleico del gen POTJ que se extiende entre 
-153 y -203 (H. Tabak, comunicación personal), lo cual hace suponer que 
existe una relación entre ambos hechos. La interacción de proteínas con 
esta zona podría ser la causa de la estructura alterada de la cromatina 
responsable de su sensibilidad, como sucede en muchos otros genes (Elgin, 
1988). De hecho, el modelo sobre la estructura de sitios hipersensibles, con 
una zona protegida por la unión de proteínas que impide la asociación de 
nucleosomas dejando accesibles a las nucleasas las regiones colindantes con 
un efecto global de hipersensibilidad, encaja perfectamente con el tipo de 
estructura detectada.

El desplazamiento de la banda 2 con la activación del gen podría 
estar originado por la entrada de nuevos factores proteicos que 
interaccionarían con la región reguladora. La proteína ADR1, un factor que 
como se ha indicado media en la activación de los genes peroxisomales por 
la ausencia de glucosa, podría ser la responsable de dichos cambios. En las 
muestras en fase estacionaria, el cambio observado afecta a la región que



se extiende entre -248 y -338, con una disminución muy marcada de la 
sensibilidad de la banda 3 (a -294). Este cambio parece indicar claramente 
que el promotor del gen POTJ presenta una estructura característica en 
células en fase estacionaria, debido probablemente a la interacción con 
algún, o algunos, factores, que estaría relacionada con la mayor actividad 
del gen descrita en este trabajo para dicho estado. Como se ha indicado el el 
apartado 3 2., el motivo M luI, que se encuentra en -250 englobado en una 
secuencia palindrómica de 12 pb y es responsable de la regulación en 
función del ciclo celular de algunos genes, podría ser el blanco de proteínas 
reguladoras que al interaccionar con el DNA protegieran parcialmente la 
región alrededor de la banda 3 y originaran la aparición de la banda 3'.

Un qsquema de los resultados obtenidos se representa en la Figura
28.

4.3.Posicionam iento de nucleosom as en  el gen POTJ y  sus flancos.

Para la determinación de las posiciones de los nucleosomas en el gen 
POTJ y sus flancos se realizaron digestiones con MNasa en las mismas 
condicines de cultivo descritas anteriormente para la DNasal. Las muestras 
se analizaron en primer lugar en agararosa al 1 % con una restricción SaA e 
hibridación con la sonda SB. La Figuras 29 y 30 muestra los resultados 
obtenidos.

En condiciones de represión (cultivos en YPGíO) se observa un 
posicionamiento estricto de nucleosomas a lo largo de toda la región. En el 
promotor del gen POTI% a la altura del sitio hipersensible descrito 
anteriormente, se detecta una estructura similar a la observada en las 
muestras digeridas con DNasal. En las posiciones -309 y -270 se observan 
dos bandas (p y p ’ respectivamente) que también están presentes en 
muestras de DNA desnudo, mientras que en la posición -165 existe una 
banda (o) que parece típica de cromatina (ver Figura 30). En las muestras 
de DNA se observa una banda intensa de migración muy parecida a o, 
aunque ligeramente por debajo, que estaría protegida en la cromatina. 
Puesto que la separación entre p* y o es bastante pequeña (105 pb) para la 
existencia de un nucleosoma en dicha zona, la protección de la zona



¡alrededor de -150 (posición de la banda de DNA comentada) debe
(originarse por la interacción con factores proteicos reguladores, como se
«discute más adelante. A partir de la banda o se colocarían trece
mucleosomas hasta el sitio hipersensible a la DNasal detectado en +2204 y 
que corresponde, según se ha visto en estudios anteriores con el SUC2t a un 
doblete (a/b) (Pérez-Ortín e t al.% 1987). En algunos casos este
posicionamiento no admite dudas al tratarse de bandas que no aparecen en 
las muestras de DNA y por tanto son debidas a la estructura de la 
«cromatina, siendo los espaciados entre ellas compatibles con la existencia 
de partículas nucleosomales. Tal es el caso de las bandas c, d, e, f , i, j y 1, 
que deben reflejar el corte preferencial de la MNasa en el DNA espaciador 
entre los nucleosomas b-c, c-d, d-e, e-f, f-g, h-i, i-j, j-k, k-1.

En otros casos, la coincidencia de las bandas tanto en DNA como en 
cromatina pueden plantear la duda sobre la existencia de nucleosomas 
posicionados. Así ocurre con las bandas g, h, k, m y n (aunque esta última 
parece tener un tamaño ligeramente más grande que la presente en 
muestras de DNA), que podría hacer dudar de los posibles nucleosomas 
entre o-n, n-m y g-h. En el caso de la zona entre o y n, que como se ha 
comentado corresponden a bandas de tamaño parecido a bandas existentes 
en muestras de DNA desnudo aunque parecen diferentes (ver Figura 30), la 
existencia de un nucleosoma se confirma por la protección de la banda muy 
intensa que presenta en esa zona la muestra de DNA desnudo. El hecho de 
que en los otros dos casos la distancia entre las bandas (172 y 224 pb 
respectivamente) sea compatible con la existencia de nucleosomas 
posicionados y la estructura tan definida de toda la región parece indicar 
que en efecto sí que existen dichos nucleosomas y que se trata de una 
coincidencia de las secuencias reconocidas por la MNasa con los DNA 
espaciadores. El nucleosoma entre n-m se confirma más adelante en la 
Figura 31.

Adicional mente a los trece nucleosomas presentes entre los dos sitios 
hipersensibles a la DNasal, en el lado 5' del sitio localizado en el promotor 
del POT1 también se observa el posicionamiento, en este caso, de dos 
nucleosomas entre las bandas p-q y q-s. Tanto la banda q como la s son 
bandas que sólo se observan en las muestras de cromatina, por lo que la 
existencia de estos nucleosomas no ofrece duda. Además, la banda r situada
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F i g u r a  2 9 . Localización de puntos de corte de la MNasa mediante restricción SaA y 
sonda SB.

La electroforesis se realizó en un gel de agarosa del 1% de 25 cm de largo. Las 
muestras corresponden a cultivos en YPg y YPg+O en fase estacionaria (carreras 3-4 y 
carreras 5-6 respectivamente) o en fase exponencial (carreras 7-8 y carreras 9-10) y 
a cultivos en YPG (carreras 13-14) y YPG+O (carreras 15-16) ambos en fase 
exponencial. Como testigo de DNA desnudo se digirió plásmido pRB58 (carreras 11-12) 
En la carrera 1 se inyectó una restricción de pRB58 con diferentes enzimas de 
restricción como patrones de tamaño. En la carrera 2 se inyectó alícuotas de las 
muestras de las carreras 1 y 3 para comprobar si se producía alguna distorsión en la 
migración por efecto de la cantidad de DNA inyectada. Los símbolos como en la Figura 
27.
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Figura 30. Detalle de la localización de puntos de corte de la MNasa mediante 
restricción SaA y sonda SB 

Se analizaron nuevamente las muestras por electroforesisis en gel de agarosa del 1% 
de 25 cm de largo. Las muestras corresponden a cultivos en YPg y YPg+O en fase 
estacionaria (carreras 1-2 y carreras 3-4 respectivamente) o en fase exponencial 
(carreras 6-7 y carreras 8-9) y a cultivos en YPG (carreras 11-12) y YPG+O (carreras 
13-14) ambos en fase exponencial. Como testigo de DNA desnudo se digirió plásmido 
pRB58 (carrera 5) En la carrera 10 se inyectó una restricción de pRB58 con 
diferentes enzimas de restricción como patrones de tamaño. Se muestra sólo un detalle 
de la región del promotor de POT1. Símbolos como en Figura 29.



entre ambas y que es característica de DNA desnudo, aunque llega a 
detectarse en las muestras de cromatina, está claramente protegida en 
comparación con las muestras de DNA desnudo.

Las posiciones de las diferentes bandas así como el espaciado entre 
ellas se recoge en la Tabla VII.

Con la activación del gen en cultivos en YPg±0 se observan cambios 
en el posicionamiento en dos regiones que coinciden con las comentadas 
anteriormente para la DNasal. En la región del promotor, la banda o situada 
a -165, (equivalente a la banda 2 de las muestras con DNasal) desaparece 
casi totalmente mientras que se observa una banda un poco desplazada, la 
o*, en la posición -109. Cambios más discretos se observan en las bandas n 
(+22) y 1 (+194), que parecen desdoblarse en dos bandas. Un cambio 
importante ocurre en la región entre las bandas f  (+1436) y h (+1040). En 
condiciones de represión existen dos nucleosomas posicionados entre dichas 
bandas que desaparecen, al menos el f-g, con la activación del gen. En las 
muestras activas, entre ambas bandas se diferencian dos regiones, una muy 
sensible que se extiende desde +1436 hasta +1200, con una zona central 
menos sensible (esta región corresponde a la zona que sufria 
modificaciones en las muestras de DNasal como se observa en la Figura 27), 
y otra protegida desde +1200 a +1040. En esta última zona sería posible la 
existencia de un nucleosoma.

En las digestiones con Mnasa analizadas mediante esta estrategia no 
se observa ningún cambio en la estructura de la cromatina en las células en 
fase estacionaria, al contrario de lo que ocurría en las digestiones con 
DNasal. Al igual que entonces, la presencia de oleico en el medio y la 
consiguiente activación del gen siempre que no haya glucosa, no origina 
tampoco ningún cambio en la estructura que pueda ser detectable 
mediante la técnica utilizada.

A continuación se realizó un análisis mediante restricción Stul e 
hibridación con la sonda SH, con el objeto de poder confirmar los canbios 
observados en la región del promotor. En primer lugar, con los resultados 
de la Figura 31 se confirma la existencia de un nucleosoma posicionado 
entre las bandas n-m. ya que en dicha región se observa la protección de 
una banda existente en el DNA desnudo. Como en la estrategia anterior, al
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TABLA VII.

banda posición espaciado

a/b  2 204

c 1966

d 1788

e 1572

f 1436

g 1264

h 1040

i 880

j 693

k 553

1 237

m 194

n 22

o -165

p -2 7 0

P -3 0 9

i 424

m' 237

n 65

o* -1 0 9

238

178

216

136

172

224

160

187

140

192

167

172

187

105

39

187

172

174
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Figura 31 Localización de puntos de corte a la MNasa mediante restricción StiA y 
sonda SH.

La electroforesis se realizó en un gel de agarosa del 1.4% de 25 cm de largo. Las 
muestras corresponden a cultivos en YPg y YPg+0 en fase estacionaria (carreras 1-2 
y carreras 3-4 respectivamente) o en fase exponencial (carreras 5-6 y carreras 7-8) y 
a cultivos en Y ^  (carreras 10-11) y YPG+0 (carreras 12-13) ambos en fase 
exponencial. Como testigo de DNA desnudo se digirió plásmido pRB58 (carrera 9). 
Símbolos como en Figura 29.
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crecer las células en YPg+O la banda o desaparece originándose la banda o ‘ 
(análogamente a los cambios de las bandas 2 y 2 a de digestiones con 
DNasal) . También se ve claramente el desdoblamiento de la banda n  para 
originar la banda n a y también se observa la aparición de una banda, 
aunque débilmente, por debajo de la m (banda ma). La aportación 
principal de esta estrategia se refiere a las muestras en fase estacionaria, 
puesto que permite observar diferencias con las muestras de fase 
exponencial. En concreto, por debajo de la banda o* aparece una nueva 
banda, la o". Además, la banda n  se difumina, convirtiéndose en una zona 
sensible que se extiende hasta n \  Estos cambios en las bandas, unidos a los 
observados en las digestiones con DNasal, deben reflejar cambios en la 
estructura del promotor que acompañan la activación del gen que se 
produce al alcanzarse la fase estacionaria. Como en los casos anteriores 
tampoco se pudo observar cambios específicos con la adición de oleico a los 
medios de cultivo.

Cambios en el posicionamiento de nucleosomas asociados a la 
activación de los genes se han descrito en diversos casos (Almer e t aJ, 1986; 
Lohr, 1984; Pérez-Ortín e t al., 1987; Szent-Gyórgyi e t ai.\ 1987). 
Generalmente el proceso implica la eliminación de uno o varios 
nucleosomas presentes en estado reprimido, dejando accesibles secuencias 
esenciales para la transcripción del gen. El papel "represor” que pueden 
desempeñar los nucleosomas en la transcripción génica también ha 
quedado demostrado por el grupo de M. Grunstein en los que demuestran 
la activación de genes causada por la ausencia de histona H4 y la 
consiguiente ausencia de nucleosomas (Han e t al., 1988).

En el caso concreto del POT1, los datos obtenidos no permiten una 
interpretación sencilla de este tipo. Un resumen de la estructura de la 
cromatina del gen POT1 y sus flancos así como de los cambios en el 
posicionamiento que se observan con la activación del gen se representan 
en la Figura 32. En estado reprimido, hay una zona hipersensible a la 
DNasal y también marcadamente más sensible a la MNasa entre las bandas 
p-p'-o. Esta región se extiende entre -165 y -309, abarcando la casi 
totalidad de la región reguladora responsable de la represión por glucosa e 
inducción por oleico. La ausencia de nucleosomas podría estar originada por 
la interacción específica de factores reguladores con dicha región que como



ya se ha comentado pudiera dar lugar a la mayor sensibilidad de la región. 
Estos factores podrían actuar como posicionadores de nucleosomas 
bloqueando la transcripción del gen.

El cambio más llamativo que se observa con la liberación de la 
represión por glucosa es el desplazamiento de la sensibilidad de la banda o 
a la o \ un cambio que también se reflejaba en las digestiones con DNasal. 
La banda o \ como se observa al comparar con las muestras de DNA 
desnudo tanto en las Figuras 29 y 30 como en la Figura 31 es una banda 
característica de cromatina. Además, entre p ‘ y o* debe existir alguna 
estructura cromatínica que proteja la zona, pues hay una banda intensa en 
muestras de DNA que no se observa en las muestras activas. Una 
posibilidad es el ensamblaje de un nucleosoma en esta zona, pues la 
distancia entre p* y o* es de 161 pb, aunque es más factible que exista una 
protección directa de la zona de la banda o, a -165, por factores proteicos. 
De hecho, esa posición está dentro de la secuencia reguladora de 50 pb 
descrita. Como se ha comentado anteriormente, la proteína ADR1 podría ser 
la responsable directa de dicha interacción. Una consecuencia de dicha 
interacción sería la aparición de la banda o \ que se podría interpretar como 
un desplazamiento lateral del nucleosoma entre o-n. La distancia entre la 
banda o' y n, de 132, es démasiado corta para la existencia de un 
nucleosoma, aunque no se puede descartar totalmente. De hecho, algún tipo 
de estructura que proteje al DNA debe existir, pues hay una clara 
protección de una banda existente en DNA desnudo. Más probable es que 
ocurriera un desplazamiento lateral de varios nucleosomas, lo que 
justificaría el dedoblamiento que se observa, aunque menos pronunciado, 
en las bandas n, m y 1 (apareciendo las bandas n \  m ‘ y 1’) al activarse el 
gen. Ninguna de estas bandas, como tampoco sucedía con la o*, aparecen en 
DNA desnudo, por lo que parecen cortes en DNA espaciadores, y las 
distancias entre estas bandas son compatibles con la existencia de 
nucleosomas o ’-iT, n ’-m ’ y m’- l’ (Tabla VII). Puesto que las bandas n, m y 
1 no desaparecen, se puede plantear la hipótesis de la existencia de dos 
fases en el posicionamiento de nucleosomas ligeramente desplazadas una 
de otra. El hecho de que el desdoblamiento de las bandas se atenúe a 
medida que nos alejamos de la región reguladora parece apoyar esta idea 
del deslizamiento de nucleosomas por la entrada de factores reguladores.
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se ha demostrado in v/troiDong et ¿l/, 1990) e w  vjvo (Pender y  Crawford, 

1977). aunque hasta ahora no se había descrito en relación con un proceso 

de activación genica.

Dentro de esta hipótesis se podrían explicar los cambios observados  

mediante digestiones con MNasa en las muestras  en fase estacionaria. En 

estas muestras aparece una banda o", ligeramente desplazada de la o', a la 

vez  que la zona de la banda n se difumina. Todo ello podría representar un 

desplazam iento nuevamente del nucleosoma, aunque menos marcado que 

el sugerido antreriormente, que afectaría a los nucleosomas o-n o‘-n\ El 
que la banda o“ parezca coincidir con una banda existente  en digestiones  

de DNA desnudo, asi como la alteración de la zona de la banda n, permite 
tam ben una explicación que implique la distorión o eliminación parcial de 

ios nucleosom as citados.

En ninguna de las muestras se observan cambios específicos 
relacionados con la presencia de oleico en el medio de cultivo. Como ya se 
ha comentado, la causa podría ser que las regiones reguladoras de la 

represión por glucosa e inducción por oleico se extienden tan sólo a lo largo 
50 pb, no permitiendo la sensibilidad del método detectar cambios dentro  

de dicha región. El dominio del mecanismo de represión por glucosa sobre 
el de inducción por oleico se podría explicar en función de los datos de la 

estructura de la cromatina del promotor obtenidos. En presencia de glucosa, 
el posicionamiento de nucleosomas escondería las secuencias diana de los 

probables factores responsables de la regulación por oleico. El 

deslazamiento de los nucleosomas mediado por la eliminación de la glucosa, 
dejaría accesibles dichas secuencias, permitiendo entonces la activación de 

la transcripción como respuesta a la presencia de acido oleico.

Adem ás de los cambios observados en la región del promotor, se 

detectan variaciones en  el posicionamiento de nucleosomas en las zonas 3 

del gen  POT1 y  de la ORF, al igual que se detectaban mediante digestiones  
con DNasal. En estado reprimido del gen POT1, ex isten  dos nucleosomas  

posicionados entre las bandas f g y  g-h. Al activarse POTl en  medios YP±0 

desaparece la banda g observándose una zona extensa  sensible a la 

nulceasa desde la banda f hasta la posición +1183 (entre las bandas g y  h 
del estado reprimido). Este cambio es parecido al observado en digestiones 

con DNasal, aunque en este último caso la zona sensible se extendía sólo
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hasta +1340 permaneciendo la banda análoga a la g inalterada. La 
accesibilidad de esta región se explicaría por la desaparición del 
nucleosoma entre f-g. El nucleosoma entre g-h también podría desaparecer 
o, al menos alterarse, colocándose entre la región protegida que se observa 
entre +1183 y la banda h en 1040, con una extensión de 143 pb que, 
dentro del error experimental podría ser suficiente para albergar un 
nucleosoma. La causa de estos cambios podría ser el superenrollamiento 
positivo inducido por el avance de la RNA pol II durante la transcripción 
(Pederson y Morse, 1990; Lee y Garrard, 1991). En nuestro caso concreto la 
existencia de dos genes transcribiéndose simultáneamente en direcciones 
opuestas originaría una acumulación de supervueltas positivas en la zona 
intergénica que desestabilizaría los nucleosomas de esa zona.



Conclusiones



La secuenciación de una región de aproximadamente 3000 pb en el 
flanco 3 ’ del gen ¿Y O ia permitido la localización de dos nuevos genes hasta 
ahora desconocidos en dicha zona. Próximo al gen SUC2% y en la misma 
orientación existe una pauta abierta de lectura de 705 pb que codifica un 
mRNA de 0.85 kb de transcripción constitutiva. Este gen no muestra 
homología al comparar su secuencia con las bases de datos ni su mutación 
lleva asociado un fenotipo aparente, por lo que no se ha podido identificar su 
naturaleza. El otro gen, más alejado del SUC2y en orientación contraria, tiene 
una región codificante de 1251 pb dando lugar a un mRNA de 1.6 kb. La 
comparación de la secuencia de la proteina con las bases de datos y el efecto 
fenotípico de su ruptura ha permitido su identificación como el gen de la 3- 
oxoacil-CoA tiolasa peroxisomal, al que se ha denominado POTL Este gen es el 
gen más al extremo del teiómero del cromosoma IX conocido hasta ahora.

La comparación de las secuencias de POTJ y de otras tiolasas ha 
reflejado la alta conservación de la parte carboxilo terminal de dichas 
proteínas a lo largo de la evolución. En concreto, se han identificado tres 
regiones entre los aminoácidos 185-218, 265-285 y 310-390 de la secuencia 
de jR277especialmente conservados que deben estar involucradas en 
funciones esenciales y comunes a todas las tiolasas.

Los árboles filogenéticos deducidos de las secuencias mediante una 
variante del método de remuestreo diferencian dos grupos monofiléticos 
constituidos por la 3-oxoacil-CoA tiolasa de EcoJJy los enzimas peroxisomales 
por un lado, y por la 3-oxoacil-CoA tiolasa mitocondrial y todas las 
acetoacetil-CoA tiolasas por el otro lado. El proceso evolutivo seguido por las 
tiolasas parece implicar una primera duplicación génica a partir de un 
ancestro común con una afinidad amplia por sustratos de diferente longitud 
de cadena para originar dos proteínas con especificidades ligeramente 
diferentes a partir de una de las cuales surgirían las tiolasas especificas de 
acetoacetil-CoA.

El gen POTJ esta sujeto a tres mecanismos de regulación diferentes 
que actúan a nivel de la transcripción del gen: represión por glucosa,



inducción por ácido oleico y activación en la fase estacionaria de crecimiento. 
El mecanismo de represión por glucosa domina sobre el efecto inductor del 
oleico, y en él intervienen los productos de los genes SJVFJ y SSNó, pero no el 
del gen MIG1.

En el promotor del gen POTJ existe un sitio hipersensible a la DNasal y 
a la MNasa constituido por una región central protegida flanqueada por dos 
zonas muy sensibles en las posiciones -165 y -270. Esta región coincide con el 
elemento regulador responsable de la represión por glucosa y de la inducción 
por oleico descrito para el gen POTJ (H.Tabak, comunicación personal). A 
partir de este sitio hipersensible se localizan en estado reprimido 13 
nucleosomas posicionados ( hasta el sitio hipersensible situado en el flanco 5 ' 
de la ORF de 705 pb) en la dirección 3 del gen POTJ y al menos dos 
nucleosomas posicionados en la dirección 5'. Con la activación del gen por la 
ausencia de glucosa se producen cambios de la estructura de la cromatina en 
dos regiones diferentes. En la zona del promotor, la zona protegida del sitio 
hipersensible se extiende hacia la región codificante, apareciendo nuevas 
bandas. Los datos sugieren un desplazamiento lateral con la consiguiente 
existencia de dos fases de posicionamiento de los tres primeros nucleosomas. 
Por otro lado, se observan cambios en la región intergénica entre el gen 
POTJy la ORF de 705 pb, con la pérdida de al menos un nucleosoma de dicha 
región y el aumento de sensibilidad de la misma. Las células en fase 
estacionaria parecen tener una estructura cromatínica característica en la 
región del promotor del gen POTJ. Mediante digestiones con DNasal se han 
podido observar diferencias en la zona entre -248 y -238, con una aparente 
protección de la región central de dicha zona en comparación con células en 
fase exponencial de crecimiento. La digestión con MNasa de la cromatina de 
células en fase estacionaria también permite observar diferencias con células 
en fase exponencial, en concreto una alteración en la región del primer 
nucleosoma posicionado. En ningún caso se han podido detectar cambios en la 
estructura de la cromatina específicos de la activación por oleico.
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