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Ditiotreitol

Etilén diamino tetraacético, sal sodica.
Isopropil-B8-D-tiogalactopiranésido.
Kilo pares de bases.

Nucleasa de micrococo.

RNA mensajero.

Pauta abierta de lectura.

Pares de bases.

Peso/volumen.

Polivinilpirrolidona.

Acido ribonucleico.

Ribonucleasa.

Dodecil sulfato sédico.

Acido tricloroacético.
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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 dia se dispone de
una buena aproximacion de los diferentes niveles de estructuracién que
presenta el DNA en organismos eucarioticos. En estos organismos el DNA se
encuentra confinado en el nucleo celular gracias a su empaquetamiento en
una compleja estructura, denominada cromatina, de la que también forman
parte proteinas (fundamentalmente histonas) y probablemente RNA (Igo-
Kemenes er a/, 1982). La cromatina permite una enorme reduccion de la
longitud del DNA debido al alto grado de compactacién que se consigue a
través de los sucesivos niveles de organizacion, desde los nucleosomas,
pasando por nucleofilamentos, hasta las estructuras de orden superior
(Kornberg, 1974, 1977; Finch y Klug, 1976, McGhee e &/, 1983; Paulson y
Laemmli, 1977).

Sin embargo, no hay que olvidar que la cromatina constituye en
Gltimo término un complejo supramolecular dindmico, ya que es necesario
que el DNA sea accesible a la maquinaria de replicacién al menos una vez
durante el ciclo celular y que varios genes activen y/o repriman su
transcripcion varias veces. Ademads, procesos como la reparacion del DNA,
recombinacién y separacion mitética también reflejan el comportamiento
dinamico de los componentes de la cromatina. Toda esta dinamica de la
cromatina es un hecho plenamente demostrado que ha llevado a distinguir
entre cromatina activa (o potencialmente activa) y cromatina inactiva en
funciébn de una serie de caracteristicas distintivas que se refieren
fundamentalmente a su estructura pero que también parecen afectar a su
composicion (Reeves, 1984).

De todos los aspectos, la comprension de los mecanismos que
gobiernan la regulacion de la expresion génica en organismos eucarioticos
se ha convertido en uno de los grandes objetivos actuales de la
investigacion en Biologia Molecular. El desarrollo de las técnicas de DNA
recombinante ha contribuido enormemente a la ampliacion de nuestros



codificacion de la informacion genética sino también en la regulacién de su
expresion de acuerdo con las necesidades fisiologicas a lo largo de la vida
de las células. Dichos elementos constituyen el “promotor” de los genes, una
region del DNA localizada normalmente delante de la region codificante que
contiene las secuencias de reconocimiento necesarias para que fa RNA
polimerasa inicie correctamente la transcripcion del mRNA asi como las
secuencias a las que se unen los factores activadores o represores
responsables de la expresion regulada del gen. Es facil imaginar Ia
importancia que la estructura de la cromatina debe tener en regiones como
ésta donde existe un continuo recambio de factores proteicos unidos al DNA.
La unién de estas proteinas no solo depende de la estructura de la
cromatina como determinante de la accesibilidad al DNA, sino que de
manera reciproca influye en dicha estructura, poniendo de manifiesto la
estrecha relacion entre la estructura y la funcion de la cromatina.

1.2. Sensibilidad a nucleasas de la cromatina.

La metodologia mas utilizada en el estudio de la estructura de la
cromatina activa ha sido su digestion con nucleasas. Entre los diferentes
enzimas existentes, 1a DNasal y la nucleasa de micrococo (MNasa) son las
mas 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 varia a 1o largo del genoma de una célula. Las regiones
activas o potencialmente activas son mas sensibles a la digestion, siendo
este efecto todavia mayor en el momento mismo de la transcripcion (para
una revision Reeves, 1984). Ademds de esta propiedad, la DNasal ha
permitido identificar regiones del DNA cercanas a los genes activos
especialmente susceptibles de degradacion 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 er a/, 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 region codificante.



Respecto a la organizacion molecular de los sitios hipersensibles, se
piensa que se originan por la interaccion de una o varias proteinas con
regiones especificas de DNA (Wu, 1984; Emerson y Felsenfeld, 1984),
excluyendo nucleosomas (McGhee ef &/, 1981) y por tanto dejando tramos

‘propuesto que puedan estar originados por estructuras anémalas del DNA
(Fragelius ez a/, 1987). Por su amplia distribucién y por su asociacion con
zonas implicadas en la regulacion génica se les ha otorgado un papel
importante en el reconocimiento por la maquinaria transcripcional y por las
proteinas 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 origenes de
replicacion (Fragelius y Livingston, 1984) y centromeros (Bloom y Carbon,
1982).

Por lo que respecta a 1a MNasa, su utilizaciéon ha permitido estudiar el
posicionamiento de nucleosomas, entendiendo por posicionamiento la
localizacion 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 digestion de la cromatina con nucleasa de micrococo, que corta
preferentemente en el DNA espaciador entre nucleosomas, y la utilizacién
de la técnica del marcaje terminal indirecto, puesta a punto por Wu (1980)
para la localizacién de sitios hipersensibles a la DNasa I y adaptada por Ne-
- dospasov y Georgiev (1980) para la localizacion de puntos de corte de la
nucleasa de micrococo.

Respecto a las causas moleculares de! posicionamiento de los nucleo-
somas se han planteado varias hipdtesis (Simpson, 1986). En algunos casos
se ha encontrado una localizacion de los nucleosomas dependiente de la
secuencia de DNA (Drew y Calladine, 1981; Mengeritsky y Trifonov, 1983;
Bloom y Carbon, 1982) mientras que en otros, y de forma no excluyente,
resulta de la existencia de proteinas especificas que, de forma indirecta,
obligan a los nucleosomas a situarse fuera de ciertas regiones del DNA por
un mecanismo estocastico (Kornberg y Stryer, 1988). Mas recientemente se
ha postulado un tercer mecanismo dependiente de la formacion 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 Calladine, 1981;
Mengeritsky y Trifonov, 1983; Bloom y Carbon, 1982) mientras que
en otros, y de forma no excluyente, resulta de la existencia de
proteinas especificas que, de forma indirecta, obligan a los
nucleosomas a situarse fuera de ciertas regiones del DNA por un
mecanismo  estocastico  (Kornberg y  Stryer, . 1988). Mas
recientemente se ha postulado un tercer mecanismo dependiente de
la formacion de estructuras de orden superior en ciertas regiones
de la cromatina y no excluyente con los dos anteriores (Thoma y
Zatchej, 1988).

1.3. Estructura de la cromatina en genes de levadura.
Mecanismos moleculares de la regulacién
transcripcional.

La levadura Szaccharomyces cerevisiae es un organismo
idéneo para el estudio de los aspectos dinidmicos de la cromatina
(Gross er a/, 1985). Entre las ventajas que presenta destaca en
primer lugar el gran desarrollo de su genética y de técnicas de DNA
recombinante, lo que permite disponer facilmente de cepas
mutantes, sistemas de seleccion sencilllos, clones de genes
individuales y posibilidad de modificar el genoma voluntariamnete.
Ademas, hay que resaltar que su genoma es pequefio, 1o que
permite detectar facilmente secuencias de wna sola copia, y que es
capaz de existir en forma haploide, lo que ewita artefactos debidos a
la existencia de dos alelos. La importancia de los estudios en
levadura para la compresion de los procesos dindmicos de la
cromatina se realza con la similitud existemte entre los elementos
caracteristicos de los promotores y la regulacién de la transcripciéon
en la levadura y en los eucariotas superiores (Struhl, 1987).

Una caracteristica particular de la crommatina de levadura es su
alta tasa de transcripcion que la convierte: en el organsimo ideal
para estudiar este proceso. En condiciones mormales de crecimiento
hasta el 40% del DNA se transcribe (Herefford y Rosbash, 1977).
Posee una estructura nucleosomal aunque: el tamafio medio del
nucleosoma es relativamente pequefo, entre 160 y 165 pb (Nelson
et al, 1977). Su estructura menos condensaida que la de eucariotas



superiores se ha relacionado con su elevada tasa de transcripcion y
también con la carencia de histona H1 y por tanto de particulas tipo
cromatosoma (Szent-Gyorgyi e Isenberg, 1983).

Las ventajas de Scerevisige como modelo de organismo
eucariotico en el estudio de la cromatina se han visto reflejadas en

en genes concretos que han permitido profundizar en la relacipén
estructura/funcién de la misma (para una revision Pérez-Ortin e?
a/, 1989; Struhl, 1989).

En la mayoria de los genes de levadura existen sitios
hipersensibles que aunque se detectan tanto en estado activo y
reprimido presentan caracteristicas diferentes. Asi, los sitios
hipersensibles en los promotores de los genes sufren un
ensanchamiento con la induccién del gen (Almer er a2/, 1986;
Pérez-Ortin er a/, 1986). La existencia constitutiva de dichos sitios
podria interpretarse como la necesidad de dejar unas secuencias de
DNA abiertas para su interaccién con proteinas reguladoras (Struhl,
1987).

En cuanto al posicionamiento nucleosomal, se ha encontrado
tanto en regiones codificantes como en sus flancos. En las primeras
ocurre en genes que se transcriben a un bajo nivel, aunque un
posicionamiento parcial se observa en genes mas activos. La
observacion mas importante respecto al posicionamiento de
nucleosomas es el cambio que sufre en las regiones del promotor
con la activacion de los genes y que se interpreta como la
eliminaciéon de nucleosomas existentes en condiciones de represion
(Almer ez a/, 1986; Szent-Gyorgyi er a/, 1987; Pérez-Ortin er al,
1987; Lohr, 1984). Los trabajos del grupo de Grunstein (Han ez &/,
1988) con mutantes en histona H4 refuerzan la idea de que los
elementos del promotor responsables del inicio de la transcripcion
son activados directamente por la pérdida de nucleosomas.

En S.cerevisiae se han caracterizado en los Ultimos afios una
gran cantidad de factores proteicos que mediante su interaccion con
secuencias diana en el DNA del promotor originarian en Ultimo



término la activacion o represion del gen (Verdier, 1990). Los
promotores de levadura contienen tres elementos caracteristicos
(Struhl, 1987; Guarente, 1988). Por un lado, las secuencias
denominadas UAS son regiones de 10-30 pb situadas

fisiologicas. Ademads, la mayoria de los genes necesitan de una caja
TATA para el inicio de la transcripciéon. En tercer lugar existe un
elemento iniciador que determina el punto concreto donde empieza
la transcripcion. Adicionalmente algunos genes particulares
disponen de un cuarto elemento (el operador) similar a la UAS pero
responsable en este caso de reprimir el inicio de la transcripcion.

La union de factores a estas secuencias seria condicion
necesaria pero no suficiente para la regulacion del gen (Keegan &/
a/, 1986). La union al DNA y la activacion de la transcripciéon son
dos funciones distintas que estan localizadas en diferentes partes de
la proteina (Hope y Struhl, 1985). Se han descrito diferentes
mecanismos mediante los cuales las células regulan la actividad de
factores de transcripcion especificos. Asi, la actividad de una
proteina de unidon a DNA se modifica mediante la unién de
pequeifias moléculas, como en el caso de HAP1 (Pfeifer er a/, 1987),
o por la interaccion con otras proteinas, como ocurre con GAL4
(Johnston, 1987; Chasman y Kornberg, 1990) o por modificacion
covalente del factor transcripcional como en el caso de ADRI
(Cherry er al/, 1990) e incluso controlando la cantidad de la
proteina como con GCN4 (Thireos ez &/, 1984; Hinnebusch, 1984).

Todos los estudios realizados han permitido elaborar un
modelo molecular del proceso de regulaciéon transcripcional en
genes de levadura en el que el DNA actuaria de andamiaje para la
formacion del complejo transcripcional activo mediante su
interaccion con diferentes factores proteicos y entre estos entre si.
Se cree que este proceso consistiria en la unién de proteinas
especificas a la UAS originando la exclusion de nucleosomas y la
aparicién de un sitio hipersensible a la DNasal en dicha region. El
efecto posicionador de esta zona coloca nucleosomas a ambos lados
impidiendo que la RNA polimerasa inicie la transcripcion. Proteinas



activadoras podrian reconocer entonces las secuencias accesibles en
el sitio hipersensible originando un cambio conformacional en el
DNA que eliminaria los nucleosomas vecinos. Esta eliminacion de
nucleosomas seria la causa del ensanchamiento de la region sensible
a la nucleasa. Al saltar los nucleososmas del promotor, la caja TATA
quedaria expuesta y podria ser reconocida por otros factores
especificos, como el TFIID (Buratowski ez a/, 1988; Cavallini e/ &/,
1988). Finalmente, la interaccion entre la(s) proteina(s)
activadora(s) y 1a unida a la TATA estabilizaria el promotor como
un dominio carente de nucleosomas. Este conjunto de factores junto
con el DNA del promotor constituye el complejo de transcripcion
que podria interaccionar con la RNA polimerasa para iniciar la
transcripcion.

1.4. Estructura de la cromatina del gen SUCZ2 de
Saccharomyces cerevisize.

El gen SUC2 pertenece a 1a familia de genes S/ que codifican
la B-fructofuranosidasa o invertasa, enzima cuya actividad
hidrolitica sobre la sacarosa permite a la levadura utilizar dicho
disacarido como fuente de carbono. Existen en S.cerevisiae dos
formas de invertasa, una mayoritaria y extracelular cuya
produccion esta reprimida por la presencia de glucosa y otra
minoritaria de produccion constitutiva en el interior de la célula
(Gascon y Lampen, 1968).

El gen SUCZ posee dos sitios alternativos de inicio de la
transcripcion que da lugar a dos mRNAs de 1.8 (invertasa
intracelular) y 1.9 (invertasa de secrecion) kb (Carlson y Botstein,
1982). Se han identificado los elementos constituyentes del
promotor imprescindibles para [a sintesis regulada de la invertasa
de secrecién, una caja TATA entre -124 y -133 y una regién
reguladora responsable de la desrepresion del gen en ausencia de
glucosa entre las posiciones -418 y -500 (Sarokin y Carlson, 1984).

La estructura de la cromatina del gen SUC2y sus flancos se ha
determinado mediante digestiones con DNasal y MNasa (Pérez-Ortin



et al, 1986, 1987; Matallana ez a2/, 1991). Se han encontrado varios
sitios hipersensibles a 1a DNasal localizados en la region reguladora
y flanqueando la caja TATA. Ademais, en el flanco 3" se observan
otros dos sitios, uno justo al final de la zona transcribible y otro
aproximadamente 2.5 kb mas lejano. Respecto a la localizacion de

posicionamiento en las diferentes zonas del gen, muy estricto en 3’
entre los dos sitios hipersensibles comentados y en el promotor y
mas laxo en la region codificante.

La estructura descrita sufre cambios con la variacion en la
actividad del gen. Con la desrepresion la regiéon codificante adopta
una conformacién mds abierta que se traduce en una mayor
sensibilidad a la DNasal (Pérez-Ortin ez &/, 1986) y en una
deslocalizacion de nucleosomas (Pérez-Ortin ez &/, 1987). En el
promotor se observa una redistribuciéon de la hipersensibilidad a la
DNasal y una pérdida de nucleosomas adyacentes (Pérez-Ortin ez
a/, 1987). Junto a estos cambios, también se observan variaciones
importantes en la zona central del tramo largo de nucleosomas
posicionados en el flanco 3'. La Figura 1 muestra un modelo de la
organizacion cromatinica del gen SIL2Z2 y de los cambios
dependientes del estado transcripcional.

Como en el caso del SULZ, en otro gen de levadura, el ZSP52,
también se observan cambios en la estructura de la cromatina en el
flanco 3' del gen dependiendo de su estado de activacion (Szent-
Gyorgyi et a/, 1987). Una respuesta tan similar en dos elementos
distintos a mecanismos independientes de activacion como son la
eliminacion de la glucosa y un choque térmico puede hacer pensar
que esas regionres pudieran desempefiar un papel general
relacionado con la activaciéon génica. Sin embargo, esta idea ha sido
descartada por estudio con mutantes de deleciones de los flancos
del gen SUC2 (Matallana, 1989). Por un lado, la eliminaciéon del
flanco 3’ no afectaba a la transcripcion del gen SJCZ, y por otro la
inactivacion del gen SUC2Z no tenia ningUn efecto sobre los cambios
observados en el flanco 3'.



2. EL PEROXISOMA

2.1. Aspectos generales.

Las células eucariotas tienen una compleja
compartimentalizacion bioquimica en diferentes organulos
subcelulares. Los peroxisomas son uno de ellos. Se trata de
orginulos de simple membrana, con un diametro de
aproximadamente 0.2-1.0 um, presentes en casi todas las células
eucariotas e involucrados en el metabolismo del perdxido de
hidrégeno, conteniendo en casi todos los casos flavin oxidasas que lo
producen y catalasa que lo degrada. Una propiedad caracteristica de
este organulo es que es inducible, tanto en rata (Reddy ez 2/, 1982)
como en levadura (Veenhuis y Harder, 1987).

En un principio, -al contrario que lo sucedido con las
mitocondrias, cloroplastos y el reticulo endoplasmico, despertaron
poco interés. Se creia que estaban implicados en papeles
secundarios del metabolismo. Sin embargo, hoy se sabe que
participan en diferentes rutas metabélicas esenciales, tanto
anabélicas como catabdlicas (Lazarow y Fujiki, 1985; Tolbert 1981),
presentando una gran variabilidad de composicion y funcién segin
el tipo y estado metabolico de la celula. Asi, enzimas peroxisomales
estan involucrados en la sintesis de glicerolipidos como
plasmalégenos, acidos biliares y quizas colesterol, en el ciclo del
glioxilato, fotorrespiracion, transaminaciones y procesos catabélicos
como la oxidacion de aminas, alcoholes y acidos grasos. Esta Gltima
actividad, la 3-oxidacion de los acidos grasos, parece una propiedad
comUn de todos los peroxisomas pues se ha encontrado en todas las
diferentes fuentes estudiadas, como células animales (Osumi y
Hashimoto, 1984), semillas (Cooper y Beevers, 1969) y plantas
superiores (Gerhardt 1986) y microorganismos eucariéticos (Kunau
et a/, 1988).

Antiguamente se pensaba que los “\peroxisomas se formaban
por gemacion a partir del reticulo endopldsmico, pero hoy en dia
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esa idea se ha descartado. El reticulo endoplasmico interviene en la
sintesis de los fosfolipidos de la membrana, pero no en la sintesis de
las porteinas peroxisomales. Estas son codificadas por genes
nucleares y se sintetizan en polisomas libres incorporadandose al
peroxisoma despues de la traduccién . El organulo aumentaria de
tamafio y 1os nuevos peroxisomas se formarian por division de los
ya existentes (para revision Lazarow y Fujiki, 1985; Borst 1989). Al
menos de forma transitoria las membranas de los peroxisomas
pueden estar asociadas formando el denominado Treticulo
peroxisomal”, del cual se podrian formar ocasionalmente nuevos
peroxisomas por gemacion.

La biogénesis del peroxisoma es por tanto muy similar a las
de la mitocondria y cloroplasto. Sin embargo, a diferencia de lo que
ocurre con las proteinas de estos orgianulos (y también con las del
reticulo endoplismico), la mayoria de proteinas peroxisomales son
sintetizadas con el mismo tamafio que tendran en su forma madura.
Hasta ahora, sélo en los casos de la malato deshidrogenasa de
pepino, la catalasa de calabaza, la carnitina acetiltransferasa de
Cidndiday la 3-oxoacil-CoA tiolasa de rata (Lazarow y Fujiki, 1985)
se ha demostrado la existencia de un precursor que es convertido
en su forma madura por proteolisis de una presecuencia en el
extremo amino. Por tanto se asume que las proteinas peroxisomales
contienen en su secuencia la sefial topolégica responsable de su
localizacién celular. De hecho, en las proteinas sintetizadas como
precursores no esta claro que el procesamiento vaya acoplado al
transporte al peroxisoma (Miura er a/, 1984).

Estudios 7z vivoe in viiro han permitido identificar una sefial
responsable de la localizacién peroxisomal de algunas proteinas. El
tripéptido SKL (o analogos a él) en el extremo carboxilo es
suficiente para dirigir proteinas al peroxisoma (Gould er a/,
19882a;1989), aunque se requiere que esté expuesto para poder
interaccionar con el receptor. La influencia de la estructura terciaria
de la proteina explicaria porque la localizacion interna de dicha
secuencia no es una sefial topogénica en la mayoria de los casos y si
parece serlo en la catalasa (Gould er &/, 1988b). Este mecanismo de
transporte parece universal pues dirige proteinas a peroxisomas en
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animales, plantas y levaduras (Gould ez 2/, 1990). Sin embargo, no
todas las proteinas peroxisomales contienen esa sefial topogénica.
En la acil-CoA oxidasa de CZroprcalis se ha identificado dos regiones
responsables de su localizaciéon y en ninguna de ellas existe un
tripéptido anilogo al SKL (Small er 2/, 1988). Asi, la secuencia SKL
no parece ser la Unica sefial funcional en el proceso de localizaciéon
de proteinas en los peroxisomas (para revision Osumi y Fujiki,
1990).

La translocacion de proteinas al peroxisoma requiere, al igual
que el transporte a otros organulos, de la hidrolisis de ATP. Sin
embargo, a diferencia de mitocondrias y procariotas no parece que
sea necesario la existencia de un potencial de membrana (Imanaka
et a/, 1987), al menos iz viiro. De hecho se sigue debatiendo si la
membrana del organulo es o no estanca permitiendo que exista un
potencial de membrana en el peroxisoma.

Aunque ahora se tiene una idea mas acertada acerca de la
biogénesis del peroxisoma, los componentes moleculares esenciales
para la misma, especialmente para el transporte de proteinas a
través de su membrana, continuan siendo desconocidos.

El papel esencial que juegan los peroxisomas en las células se
ha puesto recientemente de manifiesto con el descubrimiento de
toda una serie de enfermedades humanas hereditarias originadas
por alteraciones en proteinas necesarias para la formaciéon y
mantenimiento de la estructura y funcion del peroxisoma
(Schutgens ez a/, 1986; Wanders e &/, 1987, Wanders ez a/, 1990).
Entre ellas cabe citar la primera enfermedad descrita, el sindrome
de Zellweger (Goldfisher er a/, 1973), cuyas consecuencias clinicas
son muy graves y cuyo causa es un defecto en la maquinaria de
importacion de los diferentes enzimas al peroxisoma (Santos ez 2/,
1988a,b).

2.2. El sistema de la B-oxidacion peroxisomal.

La B-oxidaciéon de los dcidos grasos es una de las rutas
metabolicas que proporciona energia a la célula. Consiste en una
serie de reacciones consecutivas de deshidrogenacion, hidratacion,
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deshidrogenacion nuevamente y ruptura tiolitica que degrada los
acidos grasos para obtener acetil-CoA.

Los primeros datos que se obtuvieron acerca de la 3-oxidacion
procedian de estudios en fracciones mitocondriales de animales
superiores. Por extrapolacion, se consider6 que la B-oxidacion era
una ruta metabolica que tenia lugar en las mitocondrias. Sin
embargo, el descubrimiento durante los afios setenta de otros
sistemas de $3-oxidacion no mitocondriales, como en glioxisomas de
semillas de pepino (Cooper y Beevers, 1969), en peroxisomas de
higado de rata (Lazarow y deDuve 1976; Lazarow, 1978) y
peroxisomas de levadura (Kawamoto ez &/ 1978), hizo cambiar las
ideas. Asi, hoy se piensa que la B-oxidacion mitocondrial esta
reducida al reino animal, mientras que es un constituyente comun
de los peroxisomas de animales, plantas y microorganismos

eucaridticos como se ha comentado anteriormente.

Aunque realizan la misma ruta metabdélica, los sistemas de la
B-oxidacion peroxisomal y mitocondrial son claramente distintos.
Los enzimas involucrados asi como su regulacion y especificidad son
diferentes (para una revision Hashimoto, 1987). Solamente el paso
previo, la activacion de!l idcido graso a acil-CoA, es catalizado por una
acil-CoA sintetasa en la membrana del peroxisoma que es idéntica a
la presente en microsomas y mitocondrias (Tanaka ez 2/, 1979).

La primera reaccion de la B-oxidacion, la deshidrogenaciéon de
acil-CoA a enoil-CoA, es catalizada en peroxisomas por una acil-CoA
oxidasa (Osumi er &/, 1980; Shimizu ez &/, 1979; Gerhardt, 1983)
mientras que en mitocondrias 1o es por una acil-CoA
deshidrogenasa. En los peroxisomas de hongos filamentosos esta
reaccion también es catalizada por una deshidrogenasa en lugar de
una oxidasa (Kionka y Kunau, 1985). Esta primera reacciéon es el
paso limitante de la B-oxidacion y probablemente la que determina
en funcion de la afinidad del enzima por los diferentes acidos grasos
la especificidad del sistema peroxisomal por acidos grasos de
cadena media y larga.
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La segunda reaccion (hidratacién de enoil-CoA) y la tercera
(deshidrogenacion de! 3-hidroxiacil-CoA) son catalizadas en
mitocondrias por dos enzimas independientes mientras que en
peroxisomas se ha encontrado un Unico polipéptido bifuncional en
animales (Osumi y Hashimoto, 1979; Reddy ez a/, 1987) y
trifuncional (con actividad adicional epimerasa) en hongos y plantas
(Kunau er 2/, 1988; Berhends ez 2/, 1988).

Finalmente, la 3-oxoacil-CoA tiolasa que cataliza la cuarta
reaccion de la B-oxidacion, la escision del 3-oxoacil-CoA en acetil-
CoA y un acil-CoA con dos atomos de carbono menos, también es
molecular y cataliticamente diferente al enzima mitocondrial en
todos los organismos estudiados (Miyazawa e/ &/, 1981; Frevert y
Kindl, 1980; Kurihara er 2/, 1989). Otra caracteristica diferencial es
que el sistema de la B-oxidacion peroxisomal es un sistema
inducible a diferenca del mitocondrial que es constitutivo. La
actividad del sistema peroxisomal en higado de rata aumenta
considerablemente con la administracion de drogas hipolipidémicas
(Lazarow, 1978;). Estas drogas inducen especificamente los enzimas
involucrados en la B-oxidacion, pues otros enzimas de la matriz
peroxisomal solo aumentan ligeramente 0 no varian o incluso
disminuyen (Osumi y Hashimoto, 1984). Ademads, estos compuestos
originan también una proliferacion de peroxisomas en la célula
(Reddy er a/, 1982). Se ha demostrado que la activaciéon de los
enzimas de la B-oxidacion por estas drogas ocurre a nivel de
transcripcion del gen (Reddy e a/, 1986). Este comportamiento no
es exclusivo de los peroxisomas de higado de rata. En plantas se
produce una induccion en las células de la semilla con la puesta en
marcha de la germinacion y en el caso de los hongos también se
puede conseguir un incremento brusco de las actividades de la 3-
oxidacion y una proliferacion del organulo.

El sistema de la B-oxidacion peroxisomal no se limita a la
oxidacién de acidos grasos saturados sino que tambien es capaz de
degradar acidos grasos mono y poliinsaturados (de hecho tiene una
muy alta afinidad por los sustratos poliinsaturados de cadena larga
(Hovik y Osmundsen, 1987)). Los enzimas necesarios para ello (2,4-
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dienoil-CoA reductasa y 3-cis-2-trans-enoil-CoA isomerasa) se han
encontrado hasta el momento en todas las fuentes en que se han
buscado (Schulz y Kunau 1987).

La levadura es un sistema modelo ideal para el estudio del
ensamblaje, estructura y funcién del peroxisoma, tanto por la
accesibilidad a la tecnologia del DNA recombinante como por el
hecho de que el desarrollo y funciones metaboélicas de los
peroxisomas esta fuertemente determinada por las condiciones de
cultivo. Asi, se sabe que varias especies de levadura son capaces de
crecer en medios con fuentes de carbono y nitrégeno inusuales,
como pueden ser alcanos y acidos grasos de cadena larga, metanol,
etanol, aminas alquiladas, acido urico, D-aminoacidos y aminas
(para una revision Veenhuis y Harder, 1987b). Estos compuestos
inducen la proliferacion de peroxisomas. Dichos peroxisomas
comparten una caracteristica comun: contienen una O mas
actividades enzimaticas necesarias para el metabolismo de la
sustancia empleada, por lo que juegan un papel indispensable
durante el crecimiento.

Hasta hace poco tiempo se pensaba que Scerevisize era una
excepcion a este comportamiento general. La presencia de
peroxisomas en este organismo fue descrita por Avers y Federman
(1968), pero a diferencia de otras especies no se han caracterizado
con detalle, creyéndose que eran muy escasos, pequefios y muy
fragiles (Parish, 1975). Sin embargo, recientemente se ha
conseguido la inducion de peroxisomas con la adicion de dacidos
grasos al medio de cultivo (Veenhuis er 2/, 1987a). Ademas, estos
acidos grasos inducen diversas actividades enzimiticas
peroxisomales, entre ellas las de fa B-oxidacion (Veenhuis ez a/
1987a; Skoneczny ef a/, 1988), de la misma manera que lo hacian
en otras levaduras como Candida (Tanaka ez a/,1982) y Neurospora
crassa (Kionka y Kunau, 1985), y en procariotas (Nunn, 1986).
Parece pues, como si la respuesta celular al acido graso
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(proliferacion de peroxisomas e induccion de la [3-oxidacion)
estuviera extendida entre todas las levaduras y no fuera una
respuesta rentringida a las especies C(andidas especializadas en
degradar alcanos, como en un principio se creia.

al estudio de la biogénesis del peroxisoma, pues S.cerevisiae es el
organismo eucariota mejor caracterizado tanto bioquimicamente
como genéticamente y el sistema eucariota mas desarrollado para la
aplicacion de técnicas de ingenieria genética. Ademas,
recientemente se han caracterizado mutantes deficientes en
peroxisomas que contienen los enzimas de la matriz peroxisomal en
el citoplasma (Erdman er 2/,1989,1991), al igual que ocurre en el
sindrome de Zellweger. Estas propiedades sugieren defectos en la
biogénesis del peroxisoma, por lo que estos mutantes pueden
ayudar a elucidar los elementos esenciales en la biogénesis del
organulo y, por tanto ser Utiles en el estudio de las enfermedades
humanas asociadas con los peroxisomas. También recientemente se
han puesto a punto sistemas /z v7Zro que permitiran el estudio de
los mecanismos del transporte al peroxisoma (Thieringer er a/,
1991).

3. LA FAMILIA DE LAS TIOLASAS.

Existen dos tipos diferentes de tiolasas segun su actividad
enzimatica: 3-oxoacil-CoA tiolasas (EC 2.3.1.16.) que actua sobre
diferentes sustratos de diferentes longitudes de cadena, y las
acetoacetil-CoA tiolasas (EC 2.3.1.9.) que son especificas solamente
para acetoacetil-CoA. Se han caracterizado diversos isoenzimas de
ambos tipos que intervienen en diferentes funciones metaboélicas y
difieren unos de otros no solo en su localizacion intracelular sino
también en sus propiedades moleculares y cataliticas.

Las células procaridticas poseen un enzima de cada clase. La
3-oxoacil-CoA tiolasa es un componente del complejo
multienzimatico de la B-oxidacion de acidos grasos. Este complejo
esta compuesto en Lcoli y otros procariotas por un tetramero de
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dos subunidades iguales, una o« constituida por una cadena
polipeptidica multifuncional y una 8 que corresponde a la tiolasa
(Pramanik ez a/, 1979; Pawar y Schulz, 1981; Yang er 2/, 1988;
Imamura ez &/, 1990). Por otro lado, los organismos procariotas
también poseen una acetoacetil-CoA tiolasa que en forma de

tetramero interviene en el metabolismo del acetoacetato y 8- -

hidroxibutirato (Dumcombe y Frerman, 1976; Tomita ez a2/, 1983)

Las células eucaridticas poseen, como cabe esperar de su
complejidad, un mayor numero de isoenzimas de ambos tipos de
tiolasas. Por lo que respecta a las oxoacil-CoA tiolasas se han
descrito dos enzimas diferentes, uno peroxisomal (Frervert y Kind|,
1980; Miyazawa ez a/, 1981; Kurihara er z/, 1989) y otro
mitocondrial (Middleton, 1973) que intervienen en los respectivos
sistemas de B-oxidacion. Como ya se ha comentado anteriormente,
ambos enzimas tienen diferentes caracteristicas, no solo
estructurales (la tiolasa peroxisomal es un dimero mientras que el
mitocondrial es un tetramero) sino que también presentan
especificidades diferentes hacia los diversos sustratos (Miyazawa es
a/, 1981). Asi, el isoenzima peroxisomal es mucho menos reactivo
frente a acetoacetil-CoA que el correspondioente isoenzima
mitocondrial. Como se ha dicho anteriormente, a diferencia de la
mayoria de proteinas peroxisomales la tiolasa se traduce en forma
de precursor con una extension amino-terminal que es luego
procesada para originar el péptido maduro (Fujiki ez 2/ 1985; Miura
et a/, 1984). Todo lo contrario ocurre con el enzima mitocondrial,
que a diferencia de la mayoria de proteinas mitocondriales no posee
presecuencia y la sefial de su localizacion se encuentra en los
primeros dieciseis aminoacidos de la proteina madura (Arakawa &7
al, 1990).

Por lo que se refiere a las acetoacetil-CoA tiolasas, las células
eucariotiocas también contienen una variedad de isoenzimas. Una
acetoacetil-CoA tiolasa citosolica juega un papel esencial en la
biosintesis de esteroides mientras que un isoenzima mitocondrial
esta involucrado en el metabolismo de los cuerpos ceténicos
(Kornblatt y Rudney, 1971; Clinkerbear ez &/, 1973; Middleton,
1973). Ambos son tetrameros y en el caso de enzima mitocondrial
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se sintetiza en forma de precursor con un péptido sefial de treinta
aminoacidos. En el caso concreto de Candrida Iropicalis también se
han encontrado dos acetoacetil-CoA tiolasas, la citosélica y otra en el
peroxisoma en lugar de en la mitocondria (Kurihara ez a/ 1988 y
1989). Recientemente se ha sugerido que podria haber una tercera
acetoacetil-CoA tiolasa en el peroxisoma que intervendria en la
sintesis de colesterol (Thompson y Krisans, 1990).

Todas las tiolasas eucarioticas estan codificadas por el genoma
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 rata (Hijikata ez 2/, 1987 y 1990) y humana
(Bout ez a/, 1988; Fairbairn y Tanner, 1989), la 3-oxoacil-CoA
tiolasa mitocondrial de rata (Arakawa ez 2/, 1987), la 3-oxoacil-CoA
tiolasa de Zcoli(Yang ef &/, 1990), la acetoacetil-CoA mitocondrial
de rata (Fukao ycol, 1989) y humana (Fukao er a/, 1990), la
acetoacetil-CoA tiolasa citosdlica de S.cerevisiae (Dequin er a/,
1989) y las acetoacetil-CoA tiolasas de Zoogloca ramigera (Peoples
et al, 1987) y Alcaligenes evirophus (Peoples y Sinskey, 1989). El
conocimiento de todas estas secuencias ha permitido establecer
algunas relaciones evolutivas entre ellas, como la existencia de un
ancestro comun a todas ellas. Yang ez &/ (1990) ha propuesto un
arbol filogenético en el que una duplicaciéon génica inicial daria
lugar a partir de dicho ancestro a las dos familias de enzimas, las
oxoaciles y las acetoacetiles.
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Figura 1. Modelo de la organizacion cromatinica i del gen SUC2y
sus flancos

Debajo de la escala (+1 indica el inicio de traanscripcion) se
muestra el modelo propuesto para la organizaacion del gen
reprimido Los numeros arabigos 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 mas detalle
Los nimeros romanos designan nucleosomas posiicionados Los
circuios representan nucleosomas, estando a trazéos cuando no se
ha podido asegurar la presencia de los mismos Loos triangulos y
los rectangulos representan nucleosomas alteradoos o factores no
nucleosomales que conducen a la proteccion del IDNA. Las areas
sombreadas indican regiones especialmente prcotegidas en el
estado activo. (Tomado de Pérez-Ortin etaJ 1987).



4. OBJETIVOS

En la primera fase del trabajo se pretende el esclarecimiento de las
causas que originan los cambios en la estructura de {a cromatina
observados en el flanco 3' del gen S22 de S.cerevisiae (Pérez-Ortin er a/,
1987). Puesto que dicha region no parece estar relacioanada con el gen
S22 (Matallana, 1989), la explicacion mas plausible es la existencia de un
gen no identificado en dicha zona. Para comprobar esta hipotesis se llevara
a cabo la secuenciacion de una region de aproximadamente 3000 pb en el

flanco 3’ del gen S22

En la segunda fase del trabajo se analizara el posible gen encontrado.
Se identificara por comparacion de secuencias y por las consecuencias
fenotipicas de su interrupcion. Se llevara a cabo, si es de interés, un estudio
filogenético de la familia de proteinas a la que pertenezca. En segundo lugar
se estudiaran los mecanismos de regulacion del gen identificado.
Finalmente, se realizara una aproximacion a la estrcutura de cromatina en
los diferentes estados de actividad caracterizados, con la ampliacion de los
‘resultados obtenidos en los estudios del gen S{LZy que son el origen de
-este trabajo. |
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1. MATERIALES.

1.1. Productos de especial interés.

Acetoacetil-CoA Sigma
Acido oleico Sigma
Agarosa (Tipo I) 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 (a-35S) (1000Ci/mmol) Amersham
DNA Ligasa del Fago T4 (1 u/ul) Boehringer
DNA polimerasa I (Su/pl) Amersham
DNasa I (DPFF 2300 u/mg) Worthington
"double-stranded Nested Deletion Kit" Pharmacia
Endonucleasas de restriccion Boehringer
Filtros de nylon (Hybond-N) Amersham
IPTG Boehringer
Klenow Pharmacia
Lisozima Boehringer
MNasa (15000 u/mg) Boehringer
Proteinasa K Boehringer
RNasa A Boehringer
"T?Sequencing Kit" Pharmacia
Trifosfatos de deoxiribonucledsidos Boehringer
Tween 20 Merck
X-Gal Boehringer
Zimoliasa 100T Miles
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11.2. Medios de cultivo.

-- Medios de cultivo para Zco/i
LB:Medio de Luria-Bertani (Maniatis ez 2/, 1982)
Triptona 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
Extracto de levadura 0.5% (p/v)
pH7.S
Los medios solidos se prepararon afadiendo agar hasta el 1% (p/v).

Los antibioticos se afadieron a las siguientes concentraciones: am-
ppicilina 50 pug/ml y cloramfenicol 170 pg/ml.

La temperatura de cultivo fue de 37 *Cy se utilizé agitacion orbital.

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

-- Medios de cultivo para S cerevisige.

YP: Medio completo sin fuente de carbono adicional
Extracto delevadura 1%
Peptona 2%

YPG: Medio completo con glucosa (Sherman ez &/, 1979)
Extracto de levadura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glucosa 2% (p/v)



YPG-LGM: Medio completo con baja concentracién de glucosa (a)
(Carlson er 2/, 1981)
Extracto de levadura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glucosa 0.05% (p/v)
YPg: Medio completo con baja concentracion 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 minimo (Sherman ez 2/, 1979)
Yeast Nitrogen Base w/0 aa 0.67% (p/v)
Glucosa 2% (p/v)

A los medios anteriores se les adiciono en algunos casos acido oleico
0.1% (v/v), Tween 20 0.5% (v/v) representandose como YP+0Q, YPG+O....

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

Los requerimientos para el cultivo de levaduras en medio minimo se
afnadieron a una concentracion de 80 ug/mil.

La temperatura de cultivo fue de 28°C y se utilizo agitacion orbital.

Las cepas se guardaron en cultivos en el medio apropiado
conteniendo glicerina al 50% (v/v) a -80 °C.
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1.3. Cepas y plasmidos.

: C isti tioi p tenci
Ecoli,
DH1 recA- bsdi- F- D. Ramon
DHSa recA- hsdR- AlacU169 D. Ramon
HB101 recA- hsds- lacYr D. Ramon
XL1-Blue recA- hsdf Stratagene
F' (/gc/- facZ Tn 10 (Tetr))
S.cerevisiae:
X2180-1A a SU2 malo R. Sentandreu
SEY2101 a urarS2 feuz-3,112 S.Emr
adeZ-101 suc2-A9 pot/-Al
MCY1389 a ura#S2 leu2:HIs3 M. Carlson
Sz Por/
MCY 1484 a [ys2-801 adez-101oc M. Carlson
safl-13 SUc2 Porl
MCY1371 a fis#453%9am adeZ-101oc M. Carlson
ssn6-1 SUC2 POr7
H222 a LisFA lev2 HISF [ys2-801 H. Ronne
ura#S2 migl-A2:LFUZ2
sSuz2 Por/
BQS2 SEY2101 transformada con F. Estruch
pRB58 (LRASZ SUCZ POTY)
BQS20 a ura#52 leu2-HIS3 Este trabajo

SUC2 potl.URAZ



Plismidos

pBR322
pUC18
pUCI9
Yip5
pRB58

pSUCKE
pUC URA3
pYA301
p1300a
p1300b
p1600a
p1600b
p1300URA
pSUC309b
pYIBE

Apr Tcr

Apr

Apf

Apr Tcr URAS

Apr URAF SUZ2
POTY

Apf
Apt URAS
Apt ACT7
Apf
Apr
Apr
Apf
Apt URAZ
Apt URAZ
Apt URAZ

ColE1

ColEl

ColE1
ColEl

ColE1
2um

ColE1
ColE1
ColE1
ColE1
ColE1
ColE1l
ColE1
ColE1
ColE1l

ColEl

D. Ramén
Pharmacia
Boehringer
S. Ferrer

R.Sentandreu

E. Matallana
E. Matallana
D. Gozalbo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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2_.PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

2.1. Construccion de plismidos.

2.1.1. Rellenado de extremos por el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa [.

La transformacion de extremos cohesivos gene:rados por corte con
enzimas de restriccion en extremos romos se ilevo a caibo por rellenado con
el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I segin se «describe en Maniatis
eral (1982).

La reaccion se realizé en un volumen total de 2!5 il en tamp6én NTB
(Tris-HCl 50 mM pH 7.2, MgSO, 10 mM, DTT 0.1 mM, BSA (libre de
nucleasas) S0 pg/ml) utilizando como precursores trrifosfatos de desoxi-
rribonucledsidos a una concentracion 80 UM para cacda uno de ellos y 1
unidad del enzima por (g de DNA.

| Se incubd la mezcla de reaccion a temperatura aambiente durante 30
min. A continuacién se inactivé el enzima calentando) 10 min a 70 °C. Se
afiadi6 NaOAc hasta una concentracion fibnal 0.3 M y se precipitdo el DNA
con dos volumenes de etanol a -20°C durante, al menos, 2 horas. El
precipitado se recogio por centrifugacion a 12000 x g (durante 15 minutos,
se lavé con etanol 70% (v/v) y se seco a vacio.

2.1.2. Reaccion de ligamijento.

Las mezclas de ligamiento se prepararon con camtidades de los DNAs
a ligar dependientes de las caracteristicas concretas (de los mismos y en
presencia de MgC12 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM, Tris-HC! 20 mM pH
7.5. El volumen total de reaccion fue, como maximo, cde 20 pl y se usé 1
unidad de DNA ligasa del fago T4 para ligamiento de e:xtremos cohesivos y
3 unidades para ligamiento de extremos romos. La reacccion se llevo a cabo
durante 2-4 horas a temperatura ambiente y se guiardé a 4°C hasta el
momento de su utilizacion.
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2.2. Transformacion de E. coli.

Se utilizd el método descrito por Hanahan (1983). Se inocularon 5 ml
de un precultivo de la cepa seleccionada en medio LB realizado durante la
noche anterior en 100 ml de LB fresco. Se cultivaron las células a 37°C
hasta que la D.0. a 550 nm del medio de cultivo fue de aproximadamente
0.5. Se enfrié el mairaz sobre hielo, se pas6 el medio a tubos estériles y se

centrifugd en frio a 2500 rpm durante 5 min. Las células se
resuspendieron en 30 m! de tampén TfBI (RbCl 100 mM, MnCl2 50 mM,

acetato potasico 30 mM, Ca(:l2 10 mM, glicerol 15% (v/v) pH 5.8 ajustado

con icido acético 0.2 M). Se mantuvieron las células en dicho tampén a 4°C
durante 30 minutos y se volvieron a recoger en las condiciones antes
indicadas. Las células se resuspendieron en 4 m!| de tampén TfBII (MOPS
10 mM, RbCl 10 mM, Ca(!l2 75 mM, glicerol 15% (v/v) pH 7.0 ajustado con
NaOH) y se separaron 20 alicuotas de 200 pl. 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 transformacion, se descongelé una de
esas alicuotas a 4°C y se mantuvo sobre hielo durante 10 min. Se afiadi6 el
DNA plasmidico (normalmente una mezcla de ligamiento) y se volvié a
incubar en hielo durante 20 min. Se provocé entonces un choque térmico
incubando a 42°C durante 90 s y pasando nuevamente a hielo durante 2
min. Se afiadieron 0.8 m! de medio LB y se incubé 1 h a 37°C sin agitacion.

A continuaciéon se sembraron placas de LB sélido, suplementado con
los antibiéticos adecuados para la seleccion, con 200 ul 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 verificacion
de la transformacion. Paralelamente se llevaron a cabo controles de
viabilidad y de reversion. Para conocer el nimero de viables se sembraron
placas de LB solido sin antibioticos y para conocer el nimero de
revertientes se sembraron placas de LB sélido mas antibioticos con células
no transformadas. Ambos controles fueron habitualmente satisfactorios
obteniendose una viabilidad del orden de 10° células/ml y ausencia de
revertientes.
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2.3. Aislamiento de plidsmidos.

Se utilizaron dos procedimientos alternativos, el primero para el
aislamiento en pequefia escala con fines analiticos, y el segundo para el
aisiamiento de plasmidos en gran escala con fines preparativos.

Para el aislamiento répido de plasmidos pequefios en pequefia escala
se sigui6 el procedimiento descrito por Serghini ef 2/ (1989). Se recogieron
las células del.5 ml de cultivo por centrigucacion 3 min a 12000g y se
resuspendieron en S0ul de tampon TNE: Tris-HCl 10mM pH 8.0, NaCl
100mM, EDTA 1mM. Se afadi6 50 ul de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1) y se agito vigorosamente. Se separaron las fases
centrifugando 5 min a 12000g. A los 50 il de fase acuosa se les afiadié
NH4OAc hasta una concentracion final 2M y se precipité con dos volimenes
de etanol 15 min en hielo. Se recogio el precipitado, se lavo y se seco como
se ha indicado anteriormente. El sedimento seco se resuspendi6 en 25 i
de tampon TE: Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA | mM.

Para el aislamiento preparativo de plismidos se utiliz6 un procedi-
miento basado en el método descrito por Birnboim y Doly (1979). Se
realizd un precultivo de la cepa de £ c«of apropiada en medio LB
(suplementado con los antibioticos oportunos) durante la noche. Al dia
siguiente se inocularon 2.5 ml de este precultivo en 500 m! del mismo
medio y se incubé a 37°C con agitacion hasta que la D.O. a 600 nm fue de
0.4. En este momento se adicioné cloramfenicol (2.5 m! de una disoluciéon
34 mg/ml en etanol) y se incub6 con agitacion a 37°C durante 12-16 h.
Rutinariamente se comprob6 que durante este periodo no se producia un
crecimiento del cultivo. Al cabo de este tiempo se recogieron las células por
centrifugacion a 1500 x g 10 min en botes estériles de 250 ml y se
resuspendieron en 10 ml de disolucion de lisozima (glucosa 50 mM, EDTA
10 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8, lisozima S mg/ml). Se incubaron en esta
disoluciéon 5 min a temperatura ambiente y se aftadieron 20 ml de la
disolucion 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 continuacion se
afladieron 15 ml de acetato potasico S M pH 4.8 y se incubd 10 min a 0°C.
El precipitado se eliminé por centrifugacion a 30000 x g 30 min. El
sobrenadante se distribuyé en cuatro tubos de vidrio Corex de 30 ml sili-
conizados y se extrajo 2-3 veces con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
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(25:24:1). La fase acuosa se precipité6 con 2 volumenes de etanol a -20°C
durante 1-2 horas. El precipitado se recogié y lavdo como se ha descrito
anteriormente. El sedimento seco se disolvio en 5 ml de tampoén TE y se
digirio6 con RNasa A (20 pg/mi) durante 30 min a 37°C. Posteriormente se
afiadio SDS hasta el 1% (p/v) y proteinasa K hasta 100 ug/ml y se incubo
otros 30 min a 37°C. Finalmente se extrajo una vez con
fenol/cloroformo/alcohol  isoamilico  (25:24:1), wuna vez con
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se precipité con alcohol. El
precipitado se recogi6, lavé y secO en las condiciones descritas

anteriormente y se disolvié en la cantidad apropiada de tampén TE. La
cantidad de plismido obtenido se calculé a partir de su -Azso (e=20

ml/mg.cm).

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

2.4. Transformacién de levaduras.

Para la transformacion de S cerevisiae se siguiéo el método descrito
por Ito er a/ (1983).

Se inoculé 200 m! de YPG con | m! de un precultivo de la cepa a
transformar y se incubé a 28°C, con agitacion hasta una D.O. a 600 nm de
aproximadamente 1 (1-2 x 107 células/ml). Se recogieron las células de 10
ml del cultivo centrifugando a 2500 rpm 5 min en un tubo estéril y se
lavaron una vez con 20 m! de agua destilada estéril y una vez con 20 mi de
tampon TE-LiOAc (Tris-HC! 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM, acetato de litio 0.1
M). Tras los lavados las células se resuspendieron en 0.1 ml del mismo
tampoén y se mantuvieron durante 1 h a 30°C con agitacion. A continuacion
se afladieron 50 ug de DNA de esperma de salmén y el DNA plasmidico
disuelto en 10 I de tampon TE y se dejo en reposo a 30°C durante 30 min.
Transcurrido ese tiempo se afiadieron 0.7 ml de tampén TE-LiOAc+PEG
4000 40% (p/v) y se incubé 1 h mds a 30°C. Se provocé entonces un
choque térmico, pasando las células a un bafio a 42°C durante S min, tras el

cual se recogieron a 2500 rpm S min. Finalmente se resuspendieron en 0.8
m! de H20 destilada estéril y se sembraron alicuotas de 0.2 ml mediante un
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asa Digralsky sobre placas de YMM sélido con los requerimientos
adecuados segun la cepa y el plasmido utilizados en cada caso.

Las placas se incubaron a 28°C durante 3 a 5 dias hasta la aparicion
de transformantes. Se hicieron controles de viabilidad y de reversion
ambos fueron, habitualmente, satisfactorios.

2.5. Obtencién de protoplastos de levadura.

La obtencion de protoplastos a partir de células de levaduras se
realizo mediante el empleo del preparado enzimatico Zimoliasa 100T. Las
células se recogieron por centrifugacion y se lavaron dos veces con H20
destilada fria y una vez con medio de incubacion: sorbitol 1.1 M, fosfato
sodico 24 mM pH 6.5, B-mercaptoetanol 75 mM. Las células se recogieron
por centrifugacion y se resuspendieron en este mismo medio a una
concentracion de 0.2 g de células/ml y se adicionaron 0.5 mg de Zimoliasa
100T por gramo de células, incubandose a 37°C durante 30-60 min con

agitacion suave. La formacién de protoplastos se sigui6 mediante
observacion microscopica y por el descenso de A, en SDS 1% (p/v).

2.6. BExtraccion de DNA gendmico.

Los protoplastos obtenidos segin se ha detallado en el apartado
anterior se resuspendieron en tampo6n RSB: CaCl2 1 mM, MgCl2 3 mM, NaCl
10 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7.5. A continuacién las muestras se llevaron a
1% (p/v) en SDS, se adicion6 proteinasa K hasta 100 ug/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 | volumen de fenol ,
una vez con fenol/clorofor mo/alcoho! isoamilico (25:24:1, v/v/v) y una vez
con cloroformo/alcohol isoamilico (24:1, v/v). Se les afiadié a las muestras
NaOAc hasta 0.3 M y se precipitaron. El sedimento seco se resuspendié en
tampén TE y se digiri6 con RNasa 20 ug/m! durante 1 h A 37 °C.
Finalmente, el DNA se reprecipité con alcohol.
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2.7. Digestiones con nucleasas y extraccion del DNA de las
muestras.

Las digestiones con MNasa y con DNasa I se realizaron sobre
protoplastos cbtenidos como se indica en el apartado 2.5. La muestra se
resuspendié en medio de digestion RSB a una concentraciéon de 0.1-0.25

nucleasa en cantidades variables (de 0.2 a 100 u/mg de DNA para la DNasa
Iy de 20 a 2500 u/mg de DNA para la MNasa) y se incubaron durante los
tiempos indicados a 37°C. La reaccion se paré anadiendo EDTA hasta 10
mM y sumergiendo las muestras en bano de hielo. Posteriormente se aisié
el DNA de las muestras como se describié en el apartado anterior.

La MNasa se disolvio en HZO destilada a 15 u/pl, se dividié en ali-

cuotas y se guardo a -20°C. La DNasa | se guardé en glicerol 50% (a 0.2
u/ul) 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 digestion, las muestras de cromatina se digirieron con
proteinasa K y RNasa como se ha explicado para la extraccion de DNA.

2.8. Extraccién de RNA total de levadura.

Para la extraccion de RNA total de levadura se siguio el procedi-
miento descrito por Sherman ef &/ (1986).Todo el material de vidrio y
plastico utilizado para la extraccion y almacenamiento del RNA se esteriliz6
en autoclave a 130°C durante 1 h.

Se inocularon 200 m! del medio de cultivo adecuado con 1 ml de un
precultivo de la cepa escogida y se incubo6 a 28°C con agitacion. El cultivo se
pasé a botes de centrifuga previamente enfriados sobre hielo y se
centrifugd a 5000 rpm 5 min para recoger las células. Se resuspendieron
en 2.5 ml de tampén LETS (LiCl 0.1 M, EDTA 10 mM, SDS 0.2% (p/v), Tris-
HCl 10 mM pH 7.4) frio y se pasaron a un tubo Corex de 30 ml que
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contenia 11 g de perlas de vidrio de 0.4 mm de diametro y 3 ml de fenol
saturado en tampon LETS. Para romper las células, se agito durante 6
periodos de 30 s alternados con periodos de 30 s en hielo y posteriormente
se centrifugo a 8000 rpm 5 min para separar las fases. La fase acuosa se

cloroformo/alcohol isoamilico (24:1, v/v). Finalmente, la fase acuosa se
precipito con 1 volumen de LiCl 5 M durante, al menos, 3 h a -20°C.

El RNA se recogié centrifugando a 12000 rpm 15 min, se lavd con
etanol 70% (v/v) y se secé a vacio. Se resuspendié en un volumen ade-
cuado de H20 estéril y se valoré espectrofotométricamente (g0 = 25
mi/mg.cm). El RNA se precipité con 0.1 volimenes de acetato sédico 3 M
pH 5.2 y dos volimenes de etanol a -20°C y se guardé precipitado.

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

2.9. Extraccion de proteinas. .

Se resuspendieron los protolastos obtenidos segin se ha explicado
en el apartado 2.5. en tampon Tris-HCl 75 mM pH 7.9, MgCl,, EDTA 0.25
mM, B-mercaptoetanol 5 mM, y se agitd vigorosamente. Se centrifugoé 5
min a 10000 x g y se afiadié al sobrenadante glicerina hasta el 15%. A
continuacion se valor6 el contenido en proteinas de los extractos segun se
explica mas adelante y se ensayd la actividad tiolasa. Los extractos se
guardaron durante siete dias a -80 °C sin pérdida aparente de actividad.

3. TECNICAS ANALITICAS.

3.1. Valoracion de proteinas.

Las proteinas se valoraron con el método de Bradford (1976). Los
ensayos se realizaron mezclando 3 ml de reactivo (azul Coomassie G 0.8%
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((p/v), etanol 4% (v/v), H3PO4 6.8% (v/v)) y hasta 0.1 m! de muestra . El
«color azul desarrollado por las muestras se ley6 a 595 nm, y los valores de
:absorbancia obtenidos se interpolaron en una curva patrén obtenida con
'BSA (entre 10 y 60 ug/ml valorados espectofotométricamente con un

“proteinas se refieren pues a cantidad equivalente de BSA .

3.2. Ensayos de actividad tiolasa.

La actividad tiolasa se ensayo en extractos cefulares crudos segin el
método de Middleton (1973) con algunas modificaciones.

Se siguid el descenso en la A303 que acompafia a la ruptura del
acetoacetil-CoA originada por la adicion de CoA (concentraciéon final S0
uUM) a una cubeta de 1 cm de paso de luz conteniendo 1 ml Tris-HCI 100
mM pH 8.1, MgCl; 25 mM, NaCl 50 mM, acetoacetil-CoA 10 uM 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 afiadid CoA.
La reaccion se siguié durante 5 min desde la adicion de CoA a la cubeta de
muestra y se determiné la actividad en el tramo lineal de Ila
representacion. Se definié6 una unidad de actividad enzimatica como la
cantidad de enzima que degrada 1 nmol de acetoacetil-CoA por min. La
actividad especifica se expres6 en unidades por mg de proteina. Para
determinar la concentracion de acetoacetil-CoA de consideré su coeficiente
de extincion aparente como 16.9 x 103 1/mol (Middleton, 1973).

3.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Se utilizé el método de electroforesis en gel de agarosa sumergido
descrito en Maniatis ef 2/ (1982). Se utilizaron geles de diferentes con-
centraciones de agarosa (entre el 0.8 y el 2% (p/v)) en tampon TBE: Tris
0.089 M, écido borico 0.089 M, EDTA 2 mM, pH 8.3. Las electroforesis se
realizaron en el mismo tampon a 4°Cy 5 V/cm. Como disolvente de las
muestras se utilizo el mismo tampdén suplementado con 5% (v/v) de
glicerol, 0.05% (p/v) de azul de bromofenol y 0.05% (p/v) de xilén cianol.
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Los geles se tifieron con bromuro de etidio (1 ug/m! en TBE) durante
30 min y se destifieron en TBE durante otros 30 min. Una vez destefiidos
se fotografiaron utilizando un transiluminador ultravioleta a 360 nm y una
camara 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
formaldehido segun se describe en Maniatis ef &/ (1982). La agarosa se
fundié en H20 y se esterilizo en autoclave. Una vez fundida y esterilizada
se afladieron los volimenes adecuados de tampén de electroforesis 5x
(MOPS 0.2 M pH 7.0, acetato sédico S0 mM, EDTA S mM pH 8.0) y de
formaldehido para lograr concentraciones 1x 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 ) con 2 jul del tampon
de electroforesis Sx, 3.5 jl de formaldehido y 10 yl de formamida desio-
nizada. Se incubaron a 55°C durante 15 min y se adadieron 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 preparacion de las
muestras se realiz6 siempre inmediatamente antes de la electroforesis, que
se desarrollé en tampén de electroforesis 1x,2a 4°Cy 5 V/cm durante 6-8h.

Tras la electroforesis, los geles se tifieron con BrEt 1 ug/ml en H20 y
se destifieron con H20. con agitacion y durante, al menos, 1 h.

3.5. Electroforesis en poliacrilamida.

Se siguio el método de electroforesis vertical descrito en Maniatis es
a/ (1982). Se utilizaron geles de 12x12x0.1 cm de concentraciones va-
riables entre el Sy 12% (p/v) de poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida,
29:1) en tamp6n TBE. El tamp6n de 1a cubeta, condiciones de electroforesis,
disolvente de muestras, tefiido y fotografia de los geles fueron idénticas a
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“las descritas en el apartado anterior salvo que el voltaje aplicado fue de 10
V/cm.

3.6. Geles de secuenciacion.

8%, urea 7M en tampon TBE de 40 cm de largo. Los geles se precorrieron al
menos 30 min a 1500 voltios, mientras que las electroforesis se
desarrollaron a 2500 voltios durante 6-8 h. Se hicieron dos cargas de 2 ul
espaciadas 3 h en cada electroforesis. La obtencion de las muestras se
explica en el apartado 4.7. Terminada la electroforesis se lavo el gel
durante 20 min con acido acético 10% (v/v), etanol 10% (v/v), se secd y se
autorradiografio.

Con el objeto de manejar el gel con comodidad se recubrié la placa
refrigerante con “solucion repelente” (diclorodimetilsilano 2% (v/v) en
cloroformo) y {a placa de vidrio con "solucién adherente” (etanol 80% (v/v),
HOAc 2% (v/v), Bind-Silane (LKB) 0.3% (v/v)), permaneciendo el gel
pegado a ésta ultima. Para soltar el gel se l1avé la placa con NaOH 1M.

3.7. Densitometrado y cilculo de tamafio de los fragmentos.

Los negativos o las placas de autorradiografia se densitometraron en
un densitometro Laser Ultroscan 2202 (LKB) provisto de un integrador
Hewlett-Packard 3390A acoplado para el registro e integracion de los pi-
COS.

Se utilizaron condiciones de densitometrado e integracion
apropiadas para maximizar la relacion senal/ruido de fondo en cada caso.

En los casos en que se calculé el tamafo de los fragmentos se utilizé
el procedimiento descrito en Plikaytis e 2/ (1986), que se basa en la
interpolacion de los valores de migracion de los fragmentos problema en
una hipérbola robusta construida mediante un ajuste realizado con un
ordenador IBM PC a los datos de tamafio y migracion de fragmentos
patron.
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4. TECNICAS DE MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

4.1_Digestién con endoaucleasas de restriccion.

Para la digestion de muestras de DNA con endonucleasas de res-
triccion se siguieron las condiciones recomendadas por el suministrador

(Boehringer-Mannheim). Se utilizaron 3 tampones diferentes de alta, me-
dia y baja concentracion salina: NaCl 100 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM,

Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 (alta concentracion); NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM,
DTT | mM, Tris-HC1 10 mM, pH 7.5 (media); y MgCl, 10 mM, DTT 1 mM,

Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 (baja), y otros dos tampones con composicion
intermedia que permiten la restriccion simultanea con enzimas menos
estrictos en sus requerimientos: Tris-acetato 33 mM pH 7.9, acetato mag-
nésico 10 mM, acetato potasico 66 mM, DTT 0.5 mM (tampén A) y Tris-HCl
10 mM pH 8.0, MgCl2 5 mM, NaCl 100 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM
(tampoén B). Para cada endonucleasa de restriccion se utilizé6 el tampén
indicado por el suministrador.

Las digestiones se realizaron en tubos eppendorf a 37°C durante dos
horas. Se tuvo la precaucion de que en la mezcla final la muestra de DNA
quedara al menos diluida cinco veces y los enzimas de restriccion diez
veces con el objeto de eliminar posibles efectos de inhibicién por el EDTA
del tamnp6én TE de las disoluciones de DNA o por el glicerol de las
disoluciones de los enzimas de restriccion (Maniatis er 4/,1982). Las
unidades de enzima utilizadas estuvieron en funcién del tamafio y niumero
de cortes de la molécula a digerir. En las digestiones con DNA genémico,
que tiene un tamaio variable y desconocido y un nimero de cortes con el
enzima de restriccion también desconocido, se utilizaron entre 3 y 4
unidades de actividad enzimatica por g de DNA

Cuando la restriccion se llevd a cabo para el analisis rapido de
plasmidos en gel de agarosa, la reaccion se paré afiadiendo la cantidad
apropiada de disolvente de muestras concentrado seis veces. En los demas
casos la reaccion se pard mediante precipitacion con alcohol Yy
posteriormente las muestras se disolvieron en la cantidad apropiada de
disolvente de muestras de electroforesis.
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4.2. Obtenciéon de series de deleciones solapadas.

Con el objeto de secuenciar toda la regiéon de interés con el mismo
cebador se obtuvieron series de deleciones solapadas de los plasmidos
conteniendo el DNA a secuenciar mediante la digestion con Exonucleasa 111
(Henikoff, 1984). Para ello se utilizo el "double-stranded Nested Deletion

protocolo indicado en las instrucciones. Para los plasmidos p1300a,
p1300b, p1600ay pl600b se utilizd una restriccion £pn I para generar el
extremo resistente a 1a Exolll y X541 para originar el extremo susceptible
de degradacion. En el caso del plasmido pSUC KE las restriciones utilizadas
fueron Pst1y Xbal respectivamente. De la libreria de deleciones obtenida
en los cuatro primeros casos se seleccionaron los clones que permitian
cubrir toda la region de DNA de forma solapada, mientras que de las
deleciones de pSUC KE se selecionaron los clones que permitian pasar por
los puntos de restriccion Aind'111 (ver Figura 5).

4.3. Aislamiento de DNA a partir de geles.

Los fragmentos de DNA de tamaros entre 100 y 600 pb se aislaron a
partir de geles de poliacrilamida de concentracion entre el 6% y el 12%
segun el tamaiio, siguiendo el método descrito por Maxam y Gilbert (1977).
La electroforesis se realizd en las condiciones descritas en el apartado 3.5
salvo que se utilizaron pocillos de 2 cm de ancho. Las bandas se localizaron
por tincién con bromuro de etidio, se recortaron y el gel se dividié en
pequefos fragmentos. Los fragmentos se depositaron en tubos eppendorf
de 1.5 ml y se les afiadié un volumen de acetato amoénico 0.5 M, EDTA
1mM, MgCl2 10 mM, SDS 01% (v/v) pH 8.0 . Los tubos se mantuvieron en
agitacion a 37°C durante la noche. Los sobrenadantes se recuperaron por
centrifugacion a 10000 x g 10 min y se precipit6 el DNA con alcohol. Los
rendimijentos oscilaron alrededor del 70-80%.

Para fragmentos de DNA mayores y de forma alternativa también
para los anteriores, se utilizo el método de electroelucion para el
aislamiento de cualquier fragmento de DNA a partir de geles tanto de
agarosa como de poliacrilamida. Se utilizo una cubeta de electroeluciéon
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basada en el modelo disefiado por Bio Rad y un tampén de alta fuerza
ionica (Acetato aménico 3 M, glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 0.05%,
TBE1x) para la retencion del DNA. La electroelucion se llevo a caboa 100 V
durante tiempos comprendidos entre 15 y 30 min dependiendo del tamafio
del fragmento a electroeluir. Una vez finalizada, se recogié el tampén de
retencion con una microjeringa y se precipité el DNA de la forma habitual.

4.4. Marcaje radiactivo de DNA.

El DNA se marco radiactivamente mediante el método de "random
primer"” desarrollado por Feinberg y Vogelstein (1983, 1984) basado en la
hibridacion de una mezcla de todos los posibles hexanucleétidos al DNA a
marcar. A partir de estos “cebadores aleatorios>" se sintetiza la cadena
complementaria mediante el fragmento Kleenow de la DNApol 1 de £coli
Para el marcaje se utilizé el "Random Primed DNA Labelling Kit" de la casa
Pharmacia LKB (n2 de catalogo 1004760) siguiendo el protocolo descrito en
las instrucciones. Los marcajes se realizaron con dATP(a-32P).

Para eliminar los nucleétidos no incorporados se siguié un procedi-
miento descrito en Maniatis ez 2/ (1982). Las muestras de 100 pul se pa-
saron a través de columnas de Sephadex G-50 mediante centrifugaciéon a
1600 x g durante 4 min. Las columnas se construyeron en jeringuillas
hipodérmicas de 1 ml con Sephadex G-50 previamente autoclavado y
equilibrado en tampén STE (tampén TE suplementado con NaCl 0.1 M), que
se centrifugaron a 1600 x g 4 min y se lavaron 5-6 veces con 100 ul de
tampon STE y una vez con 100 ul de DNA de salmén 0.2 pg/pl en STE. Las
muestras recuperadas de las columnas contenian entre ef 80 y el 100% de
radiactividad precipitable con TCA 10%.

45. Transferencia de DNA y de RNA a filtros.

Se utiliz6 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 siguio el procedimiento recomendado por la casa
comercial que suministré el papel de nylon (Amersham, 1985). Una vez
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teftido y fotografiado el gel de agarosa se incub6é 15 min con HCl 0.25 M
para fragmentar el DNA de alto peso molecular. Posteriormente se incubé
30 min con una soluciéon de NaOH 0.5M, NaCl 1.5M para desnaturalizar el
neutralizar. Para la transferencia se dépbsitb el gel sobre una hoja de papel
Whatman n* 3 de su misma anchura aunque mas larga, formando asi dos
mechas laterales de papel para absorber tampéon desde dos cubetas
situadas a los lados. Sobre [a superficie del gel se depositdé una hoja de
papel para transferencia de su mismo tamafo, haciendo coincidir el borde
superior del papel con los pocillos del gel. Sobre el papel de transferencia
se coloco una hoja de papel Whatman n* 3 del mismo tamaio que el gel
humedecida en tampon y 10 cm de toallas secas que se comprimieron
sobre el gel mediante un peso de 1-1.5 kg. La transferencia se realizo
durante 12-16 h a temperatura ambiente. El tampon utilizado fue 6xSSC
(1xSSC - NaCl 0.15 M, citrato sédico 15 mM, pH 7). Una vez realizada la
transferencia se comprobd la desaparicion del DNA del gel mediante
tincion 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 plastico selladas y a 4°C hasta el momento de su uso.

La transferencia de RNA se realizo 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 fijacion y conservacion
de los filtros se realizo de la misma forma que para filtros de DNA.

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

Para la hibridacion de los filtros se siguio el protocolo recomendado
por el suministrador (Amersham). Los filtros de DNA se incubaron con una
disolucion de prehibridacion consistente en 5xSSPE (1xSSPE = NaCl 0.18 M,
EDTA 1 mM, NaH;PO4 pH 7.7), 5x disolucion Denhardt (lx disolucion
Denhardt = BSA 0.02% (p/v), PVP 0.02% (p/v), Ficoll 400 0.02% (p/v)), SDS
0.5% y DNA de salmén sonicado y desnaturalizado 200 pg/ml durante 30-
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60 min a 42 °C. Posteriormente se incubaron con la disoluciéon de
hibridacion consistente en 5xSSPE, 51 disolucion Denhardt, SDS 0.5% (p/v),
formamida 50% (p/v), sulfato de dextrano 10% (p/v) y DNA de salmon
sonicado y desnaturalizado 200 pg/m! 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
1xSSPE, SDS 0.1% (p/v) y una vez durante 10 min a 65 °C con 0.1xSSPE, SDS
0.1% (p/v).

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

Las condiciones de hibridacion para filtros de RNA fueron las mis-
mas pero se hicieron prehibridaciones mas largas (un minimo de 3h). La
eliminacion de sondas para posterior rehibridacion de los filtros, debido a
la inestabilidad del RNA en disoluciones basicas, se realizo sumergiendo los

filtros en SDS al 0.1% (p/v) y llevando a ebullicién durante 30-60 min. A

continuacion se dejaron secar y se comprobd la eliminacion de la
radiactividad.

4.7. Reacciones de secuenciacion.

La secuenciacion del DNA se realiz0 mediante el método de
terminacion de cadena con dideoxinucledtido (Sanger er a/, 1977)
utilizando DNApol del fago T7. Se utilizo el "T’Sequencing Kit" de la casa
Pharmacia LKB (n? de catilogo 27-1682-01), siguiendose el protocolo
descrito en las instrucciones. Para el marcaje radiactivo se utilizo dATP(a-
355).Las muestras se guardaron a -20 °C y se reusaron sin degradacion
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aparente. Con los plasmidos obtenidos por deleciones de p1300a, p1300Db,
pl600a y pl600b se utiliz6 cebador reverso 17-mer, mientras que las
deleciones del plasmido pSUC KE se secuenciaron con cebador universal
17-mer. La utilizacion de las cuatro series de deleciones primeras permitid
deleciones de pSUC KE permitieron pasar por los puntos de restriccion
utilizados (ver Figura 5).

4.8. Autorradiografia de los filtros hibridados.

Se utiliz6 pelicula Kodak X-Omat S y cassettes Kodak X-Omatic,
provistos de dos pantallas intensificadoras Kodak X-Omatic regular. Las
autorradiografias 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 rotogréfica_s se revelaron con revelador Kodak D-19 du-
rante 5 min a 20°C 0 en una maquina de revelado automético Agfa modelo
CURIX 60.

5. METODOS INFORMATICOS.

S.1. Anilisis de secuencias.

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

La identificacion de pautas abiertas de lectura en la secuencia de
DNA obtenida se realizd 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 traduccion de estas regiones a secuencia de proteinas y el
analisis del uso de codones se utilizaron los programas TRANSL v2.03 (PC
GENE), CDUSAGE v.2.31 (PC GENE) y TRANS v1.10 (DNASTAR). La bisqueda
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de subsecuencias, secuencias repetidas y de estructuras en horquilla se
realizd6 con los programas QGSEARCH v.2.33, REPEATS v.2.10 y HAIRPIN
v.2.31 respectivamente, todos del PC GENE.

Los perfiles de hidropatia de las secuencias de proteina se
determinaron mediante el método de Kyte y Doolitle (1982) con el

transmembrana se aplicaron los métodos de Rao y Argos (1986), Eisenberg
et al (1984) y Klein er &/ (1985) mediante los programas del PC GENE
ROARGOS v.1.00, HELIXMEN v.1.22 y SOAP v.3.00 respectivamente.

5.2. Comparacion y alineamientos de secuencias.

La comparacion de las secuencias obtenidas con las bases de datos se
realizé en un principio con los programas PROSCAN v.5.51 (secuencias de
porteinas) y NUCSCAN v.5.51 (secuencias de DNA) ambos del DNASTAR. Se
utilizaron los bancos de datos GenBank v.63 y NFBPR v.23. En la busqueda
de secuencias en estas bases de datos se utilizo 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 proteinas entre
si 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 multiple de las secuencias de proteinas se realizo
aplicando el algoritmo de Higgins y Sharp (1989) mediante su programa
CLUSTAL. Para el analisis de los arboles filogenéticos no se considerd la
secuencia amino terminal hasta el aminoicido 34 de 207/ El alineamiento
multiple de las secuencias de DNA se realizo de acuerdo al resultado
obtenido para las correspondientes proteinas.
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5.3. Construccion de arboles filogenéticos.

El niomero de sustituciones entre las secuencias, tanto de
aminoacidos como de nucleétidos, se determiné corrigiendo las posibles
sustituciones multiples con d = -In (1-k)L (Kimura, 1983), siendo K la
proporcion de aminoacidos (o nucleétidos) diferentes y L la longitud
homologa de cada par de secuncias comparadas (el numero de residuos
que no son una delecion simultaneamente en ambas secuencias). Los
huecos se consideraron como sustituciones. También se calcularon los
valores de d excluyendo los huecos en los cilculos y usando otras férmulas,
como la correccion empirica de K para las secuencias de aminoacidos
(Kimura, 1983) o el estimador de Jukes y Cantor (1969) pero los valores
obtenidos fueron muy similares y no cambiaron los resultados
significativamente.

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

S.4. Fiabilidad de los arboles construidos.

Para determinar la fiabilidad de los arboles construidos se utilizé un
método de remuestreo tipo"bootstrap” (Efron, 1982; Felsenstein, 1985)

Los éarboles filogenéticos se obtuvieron en un proceso en dos etapas.
Primero se obtuvieron 500 remuestreos y para cada uno de ellos se infiri6
un arbol como se ha descrito en el apartado 5.3. Con el programa
CONSENSE, también del paquete PHYLIP, se obtuvo un arbol consenso de
todas las réplicas.

En un segundo paso se determind la longitud de las ramas. Se
obtuvieron nuevamente otras 500 réplicas y se utilizé el programa FITCH
con la opcion "user tree” para calcular las S00 estimaciones de las
longitudes de las ramas para el arbol consenso previamente obtenido. De
este remuestreo se determiné las medias y varianzas, asi como intervalos
de confianza usando el método de los percentiles (Efron, 1982)
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5.5. Contraaste de la F de las desigualdades en las tasas
evoluttivas.

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



1. IDENTIFICACION DEL GEN DE LA 3-OXOACIL-CoA TIOLASA
PEROXISOMAL DE SACCHAROMYCES CEREVISIIAE

1.1. {Hay un gen regulado por glucosa en el flamco 3’ préximo al
gen SUC2?

El primer objetivo planteado en la realizaciéon. de este trabajo era
encontrar la causa de los cambios observados en la estructura de la
cromatina del flanco 3' del gen SUCZde S.cerevisiae con la desrepresion del
gen. Elementos en la region 3' de los genes pueden inttervenir en el control
de su expresion en eucariotas superiores (Kaufman y' Sharp, 1983; Choi y
Engel, 1986; Owen y Kuhn, 1987). Aunque en leevadura no se han
encontrado elementos reguladores en los flancos 33’ de los genes, las
secuencias en estas regiones son necesarias para la cosrrecta terminaciéon y
subsiguiente procesado de los mRNA poliadenilados (Qliver y Warmington,
1989). La proximidad y el comportamiento paralelm entre los cambios
observados y la actividad del gen SUCZ hicieron pensar: en un principio que
esta region podria estar relacionada de alguna manera ccon la regulacion del
gen SUC2 (Pérez-Ortin er a/, 1987,1989). Sin embrargo, los resultados
obtenidos mediante el estudio de mutantes con deleciornes en los flancos del
gen descartaban una posible relacion funcional de eesos cambios con la
actividad del gen SUC2(Matallana, 1989;1gual er 2/, 19'91).

Es muy improbable que un elemento no génico swfriera en funcién de
la presencia de glucosa en el medio de cultivo cambios ccomo los observados.
Considerando ademads que los genes de levadura estirn muy préximos, la
hipotesis mas factible era la existencia de un gen que poor los cambios en su
estructura cromatinica tendria un mecanismo de reguilacion similar al del
YL 4

Con el objeto de confirmar esta hipotesis se obttuvo RNA de células
crecidas en medios con alta y baja concentracién (de glucosa. El RNA
extraido se analizé por electroforesis en agarosa, tramsferencia a filtro de
nylon e hibridacién con el fragmento de restriccion AZndIIl de 1.3 Kb del
flanco 3" del gen SUCZ marcado radiactivamente. En l1a FFigura 2 se muestran
los resultados obtenidos. Este estudio comfirmoé la preseencia no de uno sino
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Figura 2. Analisis de mRNAs transcritos a partir del flanco 3' del gen SUC2.

Se extrajo RNA total de cultivos de la cepa salvaje X2180-1A en medio YPG (carreras 1 y 2)
y en medio YPG-LGM (carreras 4y 5) 'y se analizaron por electroforesis en agarosa al 1%,
transferencia a filtro e hibridacion con el fragmento de restriccion HindStL de 1,3 kb del
flanco 3' del gen SUC2 (panel A). Se realizaron dos cargas con diferentes cantidades de cada
muestra: 5 |Igen las carrera 1 y4 y 10 pg en las carreras 2 y 5. En la carrera 3 se inyecté
una restriccion Hindli del plasmido pRB58, que contiene el gen SUC2 'y sus flancos. Como
control interno se lavé el filtro y se rehibridé con una sonda del fragmento HinaUl de 1.1
kb conteniendo el genURA3 (panel B).Los tamafios 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 SUZ pues se detectaron dos mRNA
diferentes, uno de aproximadamente 1.6 kb y otro mas pequedo de 0.85 kb.
El primero de ellos esta reprimido por glucosa ya que solo se observa en las
muestras de cultivos con baja concentracion de glucosa en el medio. Por el

que los cambios estructurales de la cromatina reflejaban cambios de
actividad en funcion de la glucosa en un gen préximo al SUCZ.

El flanco 3' del gen SULZ habia sido clonado por Carlson y Botstein
(1982) en el plasmido pRB58, pero no fue secuenciado. Con el fin de
secuenciar toda la region adyacente al SUCZ se construyeron en primer
lugar los plasmidos representados en la Figura 3. Se clonaron los
fragmentos de restriccion AindI11 de 1.3Kb y 1.6Kb del flanco 3' del gen en
el vector pUCI8 en ambas orientaciones para el caso del fragmento de 1.3
kb (plasmidos pSEC1300a y pSEC1300b) y en la misma orientaciéon en los
vectores pUC18 y pUCI9 en el caso del fragmento de 1.6 kB (plasmidos
pSEC1600a y pSEC1600b) ya que no se pudo obtener las dos orientaciones
en pUC18. Seguidamente, con cada uno de estos cuatro plasmidos se
realizaron digestiones con nucleasa Exolll como se explica en Materiales y
Métodos. Esta nucleasa repela el DNA desde un extremo pudiendose
obtener una serie gradual y solapada de deleciones del fragmento clonado
que permite la secuenciacion directa de toda la region con el cebador
universal. Tambien se obtuvieron deleciones del plasmido pSUC KE que
contiene el fragmento de restriccion £pnl-ZFoR1 (Figura 3) con el objeto
pasar por los puntos de corte AidIll de los fragmentos de restriccion
clonados.

Con todos estos clones se realizé la secuenciacion de ambas cadenas
del DNA de la region de interés como se representa en el esquema de la
Figura 4. El analisis de la secuencia por el método de Shepherd (1984)
identifico dos pautas abiertas de lectura, una en cada cadena, que ademas
tenian segin el método de Fickett (1982) una probabilidad muy alta (92%
para la grande y 77% para la pequefia) de ser regiones codificantes de
proteinas. La mas cercana al gen SUCZtenia 705 pb y codifica en la misma
direccion que el SULZ. La otra, del251 pb, se encuentra mas alejada y en
direccion contraria al SJCZ (ver Figura 4). Por el tamafo de las dos ORF
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SH HE
J J
I
clonacién en pl)CI18
digerido con Hind Il clonacién en pl)C18
I digerido con Kpn VEco RI
K o
p1300a p1300b E
pSUCKE

clonacién en pl)C19

clonacién en pl)CI8
digerido con Hind lll

digerido con Hind Il

1 I

p1600a p1600b

Figura 3. Esquema de 1la construccion de los plasmidos pl300a, pl300b,

p1600a, p1600b y pSUCKE.
Los enzimas de restriccion relevantes son:

S, Stul.

E, EcoRV, H, //mcUH; K, KpnV,



Figura 4. Estrategia de secuenciacion del flanco 3’ del gen SUC2

Las flechas en la parte inferior indican los fragmentos secuenciados
obtenidos mediante deleciones con Exolll. El gen SUC2y las nuevas ORFs
encontradas se han representado por flechas vacias. Los sitios de
restriccion indicados son: K Kpn\, H, HinalW, E, EcoR1.

encontradas la de 1251 pb corresponderia al mensajero de 1.6 kb regulable
por glucosa mientras que el mensajero de 0.85 kb provendria de la
transcripcion de la ORF de 705 pb. Como se observa en la Figura 4 los genes
secuenciados se encuentran bastante préximos. Entre los codones de
terminacion de las dos ORF s6lo hay 57 pb. Atendiendo al tamafio de los
mensajeros es bastante probable que los transcritos de ambos genes se

solapen. La ORF de 1251 corresponde al gene mas cercano ai telomero del

cromosoma IX conocido hasta ahora.

Junto a estos dos genes identificados es posible la existencia de un
tercero que se extendiera mas alld del fragmento secuenciado pues los
ultimos 603 pb estan en pauta abierta de lectura. Aunque como se vera

mas tarde la hibridacién con el fragmento JﬁndlU de 1.6 kb solo permite



detectar el mRNA de la ORF de 1251 pb esta posibilidad no puede ser

descartada.

Es interesante comentar lo insdlito que ha sido el camino seguido
para la identificacion de estos genes. Esta es la primera vez que el analisis
de la estructura de cromatina ha permitido predecir no solo la existencia
sino también la regulacién transcripcional de un nuevo gen poniendo de
manifiesto la profunda relacion existente entre la estructura de la
cromatina y la actividad génica en eucariotas. Con el conocimiento de la
secuencia se han podido localizar la zona en la que ocurrian cambios en la
estructura de la cromatina. Sorprende que esta region caiga al final de la
region codificante y no correspondan los cambios a variaciones en el
promotor de un gen como en un principio se pensaba. El esquema de la
introduciéon (Figura 1) muestra que los cambios son compatibles con la
desaparicion de nucleosomas posicionados. No es muy comin que ocurran
grandes cambios en el posicionamiento de nucleosomas dentro de la region
codificante, especialmente si la actividad no es muy pronunciada. Todo ello
dié pie a un estudio detallado de la estructura de la cromatina del promotor
y region codificante del gen en diferentes condiciones de regulacion

(capitulo 4).

1.2. Estructura primaria e interrupcion del gen POTI de
SMcchMromyces cerevisiae.

La secuencia de nucledtidos de la ORF de 1251 pb y sus flancos asi
como la secuencia de aminoacidos deducida de ella se muestra en la Figura
5. Se consider6 el primer ATG como el inicio de la traducciéon porque es
similar a la secuencia consenso de iniciaciéon descrita para genes eucariotas
(en el algoritmo propuesto para esta secuencia la region alrededor de dicho
ATG se haya por encima del valor discriminatorio entre sitios de iniciaciéon
funcionales y no funcionales (Stormo, 1987) y por homologia con otras
proteinas andlogas de otros organismos (ver mas adelante). Esta suposicion
fue confirmada por el grupo de H.Tabak que localizé el inicio de 1la
transcripcion alrededor de la posicion -19 del primer ATG (comunicaciéon
personal). En la region del promotor, una posible caja TATA se encuentra en

la posiciéon -99. Entre 242 y 253 pb anteriores al codon de iniciacion hay
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MSORLOS I KDHLVESAMGIKG

GAATCGAAGAGGAAGAACTCGTTGCTGGAGAAAAGACCCXSAAGATGTAGTTATTGTGGCT
ESKRKNSLLEIKRPEUDVYVIVA

GCTAACAGGICTGOCATCSGTAAAGGT TTTAAAGGTGOCTTCAAAGATGTAAACACAGAC
A NRSAIGKGFKGAFKDVNTD

TACTTATTATACAACTTTCTCAATGAGT TCATOGGGAGGT TTOOGGAACCTTTGAGGGCT
YLLYNFLNEVFIGRYEFZPETPLTRA

GATTTGAACTTAATCGAAGAAGT TGCCTGIGGAAATGI TCTCAATGI TGGAGOOGGIGCT
DLNLI EEV ACGNVLNVGAGA

ACAGAACACAGGECTGCATGCTTAGCAAGTIGGGATTACCTACTCGACTCCATTTGIAACT
TEHRAACLASGIPYSTZPFVA

TTAAACAGACAATGI TCTTCAGGTTTAAGGGOGGIGAACGATATTGOCAACAAGATTAAG
LNRQCSSGLTAVNDIANKTIK

GITGGGCAAATTGATATTGGT TTGGOGCTGGGAGIGGAATCAATGACCAATAACTACAAA
VGOIDIGLALGYESMTNNYK

AAGGICAATOCCTTGGGCATGATCICCTCTGAAGAGCTGCAAAAAAACCGAGAAGOGAAG
NYNPLGMISS SETELUOIKNREAK

AAATGICTAATACCAATGGGCATTACTAATGAGAATGT TGOOGCTAATTTCAAGATCAGT
K CLIPMGITNENVYAANTFKTIS

AGAAAGGATCAAGACGAGT TOGCTGOGAATTCATATCAAAAAGCTTACAAGGOGAAAAAT
RKDODETFAANSYOKAYI KAIKN

GAGGGGCTTTICGAAGATGAAATTTTACCTATAAAATTACCAGATGGCTCAATTTGCCAG
EGLFEDETILZPIKLZPDGS STIZCDO
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TOGGACGAASGGOCACGOCCTAAGGTCACTGOGGAS TAGCTTTCAAGCATCAGGACTGAC
S DEGPRPNVTAESLSS STIRPA

TTTATCAAAGACAGAGGAACCACAACTGOGGGCAATGCATOCCAGGICTAUATGGIGIG
FIKDIRGTTTAGNASOQVSDG GV

GCAGGIGICTTGITAGOOOGCAGGTIUOGTAGOCAACCAGT TAAATCTGCCTGIGCTAGGT
A GVLLARRSVANQLNLUZPVLSG

GGCTACATCGATTTTCAAACAGTGGGGGT TOOOCCTGAAATCATGGGIGIGGGOCCTGCA
RYIDFQTVGVPPEIMGYGPA

TACGOCATACCAAAAGICCTGGAAGCTACTGGCTTGCAAGTCCAAGATATCGATATTTIT
Y AI PK VLEATGLOVODIDIF

GAAATAAATGAAGCATTOGOGGOOCAAGCATTATACTGCATOCATAAACTGGGCATOGAT
EINEAFAAQALYCIHKLGTID

TIGAATAAAGTAAATCCAAGAGGTGGIGCAATOUOGT TAGGOCATOCCTTAGGTI TGIACT
LNKVNPRGGAIALGHZPLGCT

GGOGCAAGGCAAGTAGCTACCATACTAAGAGAACTGAAAAAGGATCAAATOGAAGITGIT
GAROVATILRELKKDOQIGVYV

AGIATGIGTATOGGTACTGGTATGGGIGOOGOOGOCATCTTTATTAAAGAATAGI TTTAA
SMCIGTGMGAAAIVFIKE *
TACTTGATAATAGI TAATATTCTCCCTTTTTATTATGCTCATATTTATATGGI TTTGTAA
AAGCTATTAGGTAGTTTATCAATTTGITTATAAT TTTOCATTTTCAATATTTCTAACTCA
CTAACCAAATAGITTATTTGAGATAATATCCTCCAGICCTOCTTAACCAATT

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

En el flanco 5 se han subrayado la hipotética caja TATA, dos
secuencias repetidas invertidas de siete pb y una secuencia
palindromica de 12 pb Con asteriscos se han sefialado los dos codones
de terminacion diferentes en fase con la ORF Hl triplete enmarcado
corresponde al triplete de terminacion de la ORFde 705 pb, invertido
con respecto al POTI
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una secuencia palindromica de 12 pb. Ademas, hay una secuencia de siete
pb invertida en las posiciones -199 y -213 que podria formar wuna
estructura en horquilla con un tronco de siete pb (de ellos cinco
apareamientos serian GC) y seis pb desapareadas. No se detectaron
secuencias consenso TACTAAC requeridas para el procesamiento de
intrones en S.cerevislae (Langford et al, 1984). La region codificante
termina con dos codones de parada adyacentes (posiciones 1251 y 1257),
propiedad caracteristica de muchos genes de levadura. No se han
encontrado secuencias sefiales de terminacién de transcripcion ni de

poiiadenilacién (Wehals, 1987; Russo efal, 1991).

La proteina codificada por este gen estd compuesta por 417
aminoacidos y tiene un peso mlecular de 44730 daltons. La comparacion de
las secuencias de nucledtidos y aminodcidos con los bancos de datos
GenBank y NBRF-PIR mostré mas del 50% de homologia con la 3-oxoacil-
CoA tiolasa peroxisomal humana (Bout efal, 1988) y de rata (Hijikata et al.,
1990). Con toda probabilidad el gen secuenciado, al que se denomino POTI
(del inglés peroxisomal 3-oxoacyl-CoA thiolase) codifica para el
correspondiente enzima de levadura cuya actividad habia sido ya estudiada
(Veenhuis ef aL, 1987; Kunau ef al, 1988) aunque su regulacion por glucosa
no se habia descrito. Un anadlisis extensivo de la secuencias de éste y otros

genes que codifican tiolasas se realiza en el siguiente capitulo.

Se obtuvo una confirmacién adicional de la naturaleza del gen
mediante la rotura del mismo segin el procedimiento de Rothstein (1983).
Para ello se construy6 un plismido a partir de pSEC1300a en el que se
habia insertado el gen marcador URA3 en la zona codificante del gen POTI
(Figura 6). Se digirié el lAsmido con ZtodlIIl que suelta el fragmento clonado
del gen POTI interrumpido y se transformé 1la cepa MCY1389
seleccionandose transformantes capaces de crecer en medios sin uracilo.
Para comprobar que las colonias tenian realmente el gen POTI roto se
extrajo DNA genémico de la cepa transformada, se corté con enzimas de
restricion M/rilU y Psti y se analiz6 por electroforesis en agarosa,
transferencia a filtro e hibridacién con una sonda radiactiva del fragmento
de restriccion MnulU de 1.3 kb. Como se observa en la Figura 7, la cepa
seleccionada habia intercambiado su copia salvaje del gen POTlpor la copia

rota. El hecho de que en estas muestras de DNA genomico sélo se observen
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Figura 6. Esquema de la construcciéon del plismido pI300URA.
Los enzimas de restriccion relevantes son: E, EcoRl', EV EcoRV; H,
HindHL', P, Pstl; S, Siul. Los puntos de corte entre paréntesis se
destruyen en el procedimiento de clonacion utilizado.
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Figura 7. Interrupcion del gen POTL

(A) Mapa del locus POTlen. la cepa BQS20 Se indican los sitios de restriccion relevantes: H,
Hinadlll; E,/h?RV; P, fistl. Los sitios entre paréntesis se destruyen en el procedimiento de
clonacion utilizado (B) Confirmacién de la ruptura del gen POTIen la cepa BQS20. Se analiz6
DNA genomico de la cepa parental MCY1389 (carreras ly 2) y de la cepa BQS20 (carreras 3y
4) Las muestras se digirieron con ItinaWl (carreras 1y 3) o con HinulW'y Ps;l (carreras 2y
4), se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa 1%, transferencia a filtro e
hibridacion con la sonda IfinilW de 1.3 kb que cubre la parte 3' del gen POTly gran parte de
laregidon intergénica entre el mismoy el SUC2 A la izquierda se indica la migracion de los

patrones de tamafio utilizados y a la derecha las bandas experimentales con los tamafios
esperados.



las bandas esperadas del locus estudiado hace suponer que el gen POTI se
encuentra en una sola copia dentro del genoma de S.cerevisiae, al menos en

cepas con el fondo genético de S288C.

La rotura del gen demostré que el mismo no es un gen esencial para
la viabilidad de la célula ni para el crecimiento en glucosa como fuente de
carbono. Sin embargo, al contrario que la cepa parental, la cepa BQS20 es
incapaz de utilizar 4cido oleico como unica fuente de carbono. Como se
muestra en la Tabla I, la adicién de oleato al medio de cultivo permite un
crecimiento de los cultivos de MCY1389 hasta una densidad de 3.6 g/l
mientras que apenas tiene efecto en un cultivo de BQS20. Andlogamente, la
cepa SEY2101 que contiene una deleciéon de la mitad carboxilo terminal del
gen POTItampoco es capaz de crecer mas en un medio con oleato mientras
que si se transfroma con el plismido pRB58 que contiene una copia
completa del gen POTI (cepa BQS2) se recupera la capacidad de metabolizar
el acido oleico. Ademas de esta caracteristica fenotipica de crecimiento
adicional en presencia de acido oleico, la cepa BQS20 no muestra ninguna
actividad tiolasa (ver mas adelante Tabla IV y Figura 20). Todas estas
propiedades confirman la identificacién del gen POTJcomo el gen de la 3-
oxoacil-CoA tiolasa peroxisomal de S.cerevisiae.

TABLA L

gramos/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 composicion de aminoacidos y el uso de codones se representan en
la Tabla II. En cuanto a su composicién no presenta ninguna propiedad
llamativa, siendo la proporcion de cada aminoidacido muy similar al valor
medio descrito para eucariotas (Doolittle, 1987). No ocurre lo mismo con el
uso de codones. En levadura, como en otros organismos, se ha sugerido el
uso preferencial de ciertos codones y su relacion con el nivel de expresion
del gen (Benetzen y Hall, 1982; Andersson y Kurland, 1990). En POTJ el uso
de codones se aleja bastante del descrito para genes de levadura teniendo
un valor de sesgo en el uso de codones bastante bajo (concretamente de
0.19) para el nivel de expresion observado, sobre todo en algunas

condiciones fisiolégicas como se vera en este trabajo.

El perfil de hidropatia de la secuencia de la proteina determinado
mediante el algoritmo de Kyte and Doolitle (1982) muestra dos regiones
muy hidrofébicas en los extremos (sobre todo entre los aminoacidos 40-152
y 372-412) y una region central mas hidrofilica (Figura 8). Dos programas
del paquete informatico PCGene (ROARGOS y SOAP) predicen la existencia
de un segmento transmembrana al final de la proteina, entre Ilos
aminoacidos 397-415 (VVSMCIGTTGMGAAAIFI). Como se observa en la
Figura 8 esta regiéon corresponde al maximo valor de hidrofobicidad aunque
éste no sea excesivamente alto. Sin embargo, ensayos bioquimicos vy
citolégicos localizan la tiolasa peroxisomal en la matriz del organulo
(Lazarow y Fijiki, 1985) por lo que en principio habria que poner en duda

esta prediccion.
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TABLA 11.
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Figura 8. Perfil de hidropatia de la 3-oxoacil-CoA tiolasa peroxisomal de
S.cerevisiae.

Se representan los valores de los indices de hidropatia determinados
en intervalos de nueve aminodcidos frente a la posicion de los residuos.

1.3. Estructura primaria de la ORF de 703 pb.

En la Figura 9 se representa la secuencia de nucledtidos y de
aminoacidos de la ORF de 703 pb. En la region del promotor no existe una
caja TATA aparente. Por el contrario, en la posicion -59 hay un tramo de 12
pb poli(dA)-poli(dT). Este tipo de secuencias se ha encontrado en varios
genes de levadura de expresion constitutiva como es, por lo menos respecto
a la glucosa, el caso de esta ORF. Se ha sugerido que esta estructura
impediria la formaciéon de nucleosomas y permitiria la unién de Ila
polimerasa (Struhl, 1987). No se encontraron tampoco en este gen
secuencias consenso de intrones de levadura. Al igual que en el caso

anterior la ORF termina con dos codones de terminacion en fase. Trece pb
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PKPVTGGEEVRYEIKS S QOAKNR

AGGOGGAAAAACAATAATGGAGCTAATAAAAAGAATACOCTACACTACTCAAAGGAAATT
RRKNNNGANKKNTLHYSIKE!II

AATGTAGAAGAGOGAAAACAAATUGCAAAAAGGCAAGAAGAAATOGAACAATGCATTCAC
NVEERKQI AKROQEZETIEQCTIH

ACCTTATCCGATTTTAAACTGITTAAAAAGGGTAAGCACGT TACCTCATATGGCTATCKSA
TLSDFKLFKKGKHYTS SYA G GYR

ATCTOOCCCATGACAGACTOOGGTAAGATTICT TTGAAAATTTTATTCAACATACCTTIG
I S PMTD SGKISLIKTILTFNIPL

GATTATOCAAAGGUOOOCAATAAAACTAACGATGAAAAGTAATGAAGAAGT TTCCICITAC
DYPKAPIKLTMIKS SNEZEVSSY

ATGGACACCGIGATAGOGAATTTCAACTGGAAAGOOCGICAATTGGT TAAGGAGGACTUG
MDTVIANFNWKAROQLVIKEVDW

AGGATATTATCTCAAATAAACTATTTGGITAGIGAGI TAGAAATATTGAAAATGGAAAAT
RILSQINYULVSETLETILIKMEN

TATAAACAAATTGATAAACTACGTAATAGCTTTTACAAAACCATATAAATATGAGCATM
Y KQIDKULIRNSTFYKTI * *

TVAAAGGGAGAATATTAACTATTATCAAGTATTAAAACTATTCTTTAATAAAGATGGUG
GOGGCACCCATACCAGTACCGATACACATACTAACAACOOCGATTTGATCCTTTTTCAGT
TCICTTAGTATGGTAGCTACT TGCCTTGUGOCAGTACAACOCAAGGGATGGEOCTAACGOG

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

La secuencia comienza en el nucledtido 1810 desde el inicio
de la transcripcion del gen SUC2 En la region 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 terminacion diferentes en fase con la ORF,
y se ha subrayado la secuencia consenso de poliadenilacion El
triplete enmarcado corresponde al triplete de terminacion de POTI



mas alla del triplete de terminacion hay una secuencia sefial de
poliadenilacion AATAAA descrita para muchos genes eucariotas, aunque no
posee secuencias de terminacion de las descritas para otros genes de

levadura (Wehals, 1987; Russo efal, 1991).

La secuencia en direccion opuesta a la ORF entre las posicion -138 y -
148 coincide en 10 de sus 11 nucledtidos con la secuencia consenso del
nucleo del ARS (Williamson, 1983; van Houten y Newton, 1990). Ademas
posee otra secuencia (la caja ARS) entre -109 y - 114 que es necesaria para
la funcion ARS (Marunouchi ef al, 1987). Esta region concide con un sitio
hipersensible a la digestién con DNasal (Pérez-Ortin et al, 1986) y se ha
demostrado que actiia como posicionador de nucleosomas (Matallana,
1989). El hecho de que se encuentre tan proximo a la ORF de 705 pb hace
interesante su estudio. De hecho, secuencias consenso ARS se han descrito
en los promotores de otros genes interviniendo en su regulacion, como es el
caso de los silenciadores" de los genes HVMLy HMRBrand et al, 1988).
Ademas, proteinas que se unen a secuencias asociadas a funciones ARS
también lo hacen a promotores de diversos genes (Buchman y Kornberg,

1990) controlando su regulacion.

Con el objeto de caracterizar dicha secuencia, se intenté6 en primer
lugar determinar si esta secuencia ARS era funcional o no como origen de
replicacion. Para ello se construyd primeramente el plismido pSUC309a
(Figura 10). Este plismido contiene un fragmento A"p/A- AfodlIl que cubre
el final del gen SUCZincluyendo la secuencia consenso ARS (ver Figura 3)
clonado en vector pUC18. Como gen marcador, se cloné en una segunda
etapa el fragmento Hn&XW de 1.1 kb que contiene el gen URA3 en dicho
plasmido obteniéndose el pSUC309b. Con éste plasmido, que no contiene
origen de replicacion autonomo de levadura salvo el posible ARS clonado, se
transformé la cepa SEY2101 y se seleccionaron transformantes capaces de
crecer en medio sin uracilo. A diferencia de la transformacion control con
plasmido YRplIO, que contiene el ARS1, sélo se observé la aparicion de
colonias abortivas, por lo que el pasmido pSUC309b no era estable en la
levadura. Debido a que se han descrito otros dos elementos ademas de la
secuencia consenso central para el funcionamiento de los ARS y que dichos
elementos pueden encontrarse a una distancia variable a ambos lados de la

misma (Williamson, 1985), se decidié realizar otra estrategia de clonacion
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Figura 10. Esquema de los plasmidos construidos para el estudio de la
secuencia consenso ARS. Los enzimas de restricién relevantes son: B
Bam HI; E, Eco Rl; H, //mdlll; K, Kpnl. El asterisco indica la posicion
de la secuencia consenso ARS.



que abarcara una region mas extensa que la anteriormente analizada. Asi,
se clondé el fragmento Banﬁ[\-£cdR\ del plasmido pSUC KE (ver Figura 3),
que se extiende hasta el sitio iiacRI situado 1330 pb mas alld del sitio

utilizado en la construcciéon anterior, en vector YIpS5, obteniéndose
el plaismido pYIBE (Figura 10). Con dicho plismido se volviéo a transformar
SEY2101 y nuevamente sdlo aparecieron colonias abortivas, al igual que en
el control con YIp5S y a diferencia de la transformacién con YRpIO. Todos
estos resultados permiten por tanto concluir que la secuencia consenso ARS
existente en el flanco 5°de la ORF de 705 pb no funciona como origen de

replicacién, al menos en plasmidos.

También se estudié si esta regién estaba asociada al andamiaje
nuclear como se ha descrito para algunas secuencias ARS (Amati y Gasser,
1988; Amati, 1990). Nuevamente los resultados fueron negativos, no
observindose ninguna afinidad de esta region por el andamiaje nuclear

(Amati, comunicacion personal).

La ORF codifica para un polipéptido de 235 residuos y 27112 daltons
de masa molecular relativa. La comparacion de la secuencia de esta ORF con
las bases de datos no dio homologia significativa con ninguna proteina. Por
otro lado, la cepa SEY2101 que contine una delecion completa de la ORF
tampoco presenta un fenotipo aparente. Por dichas razones no se ha podido

sacar una conclusién acerca de la identidad de la proteina.

Llama poderosamente la atencion el gran nimero de aminodacidos
cargados, en concreto un 34%, que presenta la proteina (Tabla III). Hay
uni2% de residuos acidos y un 22% de aminoacidos basicos, destacando que
un 15% de los aminodcidos totales de la proteina son lisinas. Ademas,
presenta también una gran proporciéon de aminoacidos hidroxilados (17%) y
de asparragina, el segundo aminodcido mas abundante (10%). Como
consecuencia de ello, el conjunto de aminodcidos polares supone el 71% de
la proteina, un valor bastante alto comparado con el promedio de 59%
calculado para las secuencias eucariotas (Doolittle, 1987). Esta composiciéon
tan rica en aminodcidos cargados y sobre todo basicos hace pensar en una
posible funcion estructural de la proteina, probablemente relacionada con
acidos nucleicos. En relacion con esta idea, una secuencia similar a las
descritas como responsables de la localizacién nuclear de diversas proteinas

(Silver y Hall, 1988) se encuentra entre los residuos 39-45 (GNKKRNK).
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Si la composicion de la proteina es llamativa, no lo es menos la
distribucion que tienen los aminoacidos a lo largo de la secuencia. Como se
observa en la Figura 11, el perfil de hidropatia muestra una primera mitad
de la secuencia totalmente hidrofilica (solo hay un 20% de aminodcidos
hidrofobicos) mientras que la segunda mitad tienme unas caracteristicas
antipaticas. Los aminoacidos cargados se distribuyen en la primera mitad
de la secuencia, sobre todo en lo que respecta a los basicos (Figura 11). La
region comprendida entre las posiciones 34 y 132 esta especialmente
enriquecida en aminodcidos cargados con un 34% de basicos y un 13% de

acidos.
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Figura 11. Perfil de hidropatia y distribucion de los aminoécidos
cargados a lo largo de la secuencia de la ORF de 705 pb.

Se representan los valores de los indices de hidropatia (A) y el
porcentaje de aminoécidos cargados (B), determinados ambos pardmetros
en intervalos de nueve aminoacidos, frente a la posicion de los residuos.



2. ANALISIS FILOGENETICO DE LA FAMILIA DE LAS TIOLASAS.

Debido a la existencia de dos actividades enzimaticas diferentes (3-
oxoacil-CoA y acetoacetil-CoA tiolasas) y su localizaciéon celular en tres
compartimentos diferentes (citosol, mitocondria y peroxisomas), las tiolasas
constituyen desde el punto de vista filogenético una interesante familia de
proteinas. Como se ha indicado en el apartado de Introduccion, hoy en dia
se conoce la secuencia de diversas tiolasas lo que permite llevar a cabo un

estudio filogenético de las mismas.

2.1. Comparacion de la secuencia de la 3-oxoacil-CoA tiolasa
peroxisomal de S.cerevisIM econ otras tiolasas.

La tiolasa peroxisomal de levadura esta relacionada con todas las
otras tiolasas secuenciadas como se deduce de la comparacion de la
secuencia de aminoacidos (Tabla 1V), siendo su similitud muy alta (mas del
30%) con las tiolasa peroxisomales de rata y humana, y de menor extensiéon
(33-38% ) con otras tiolasas conocidas. Este resultado confirma la idea de
que las tiolasas constituyen una familia de proteinas con un ancestro comun
(Arakawa et al, 1987; Hijikata ef al, 1987; Fukao et al, 1989; Yang ef dl,
1990). Es de destacar la alta homologia existente entre la tiolasa
peroxisomal de levadura y las correspondientes de rata y humana. De
hecho, la similitud con la tiolasa humana es una de las mas altas
encontradas entre varios enzimas de estos dos organismos y esta al nivel de
otras proteinas no enzimaticas muy conservadas. Por el contrario, la tiolasa
peroxisomal de levadura muestra menos parecido con la tiolasa citosdlica
de levadura, lo que refleja interesantes relaciones filogenéticas entre las 3-

oxoacil-CoA y las acetoacetil-CoA tiolasas.

La comparacion de la secuencia de POTI con cada una de las
secuencias de las demas tiolasas se muestra en la Figura 12. Esta figura
revela que la homologia entre la tiolasa peroxisomal de levadura y las otras
tiolasas es mucho mayor en la parte carboxilo terminal de las proteinas.
Asi, mientras la similitud global de las tiolasas peroxisomales de levadura y

humana es del 32%, en la region entre los aminodcidos 180 a 417 (las
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posiciones de los aminoacidos se refieren siempre a la secuencia de POTA
este valor se eleva al 63%. Sin embargo, en la parte amino terminal (hasta
el aminoacido 181) la similitud es sdlo del 38%. El alineamiento multiple de
las secuencias (Figura 13) indica que este hecho es una propiedad general

entre todas las tiolasas.

TABLA IV.

Similaridad (%) entre las secuencias de las tiolasas.

SPOI HPOI' RPOI' RMOI' EOI' RVAT SCAT  ZAT

HPOT 51

RPOT 52 86

RMOT 35 38 37

EOT 38 42 42 39

RVAT 35 34 34 39 33

SCAT 33 34 34 38 34 51

ZAT 38 41 40 41 40 42 40

AAT ey 37 42 42 42 42 47 42 63

Las abreviaturas utilizadas son: SPOI, 3-oxoacil-CoA tiolasa peroxisomal de
levadura; HPOL, 3-oxoacil-CoA tiolasa peroxisomal humana; RPOI, 3-oxoacil-
(oA tiolasa peroxisomal de rata; RVMOL, 3-oxoacil-CoA tiolasa mitocondrial de
rata; RVIAT, acetoacetil-CoA tiolasa mitocondrial de rata; SCAT, acetoacetil-
(oA tiolasa citosolica de S wvarum; 7ZAT, acetoacetil-CoA tiolasa de Z
ram ifera, AAT, acetoacetil-CoA tiolasa de 4 eutrophus,
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Figura 12. Comparacion de la secuencia de POTI con las de las otras
tiolasas

Se han representado con lineas los tramos que daban una linea recta
en las matrices de puntos obtenidos al comparar la secuencia de POTI
con cada una de las otras tiolasas Todas las determinaciones de regiones
homaoiogas se realizaron con un tamafio de ventana de 20 aminoacidos y
con una similitud minima del 0% (lineas delgadas) o del 60% (lineas
gruesas) La linea recta con tres rectangulos y la escala de debajo
indican la longitud de la secuencia de POTI Los rectangulos representan
las regiones muy similares entre todas las tiolasas Las abreviaturas son
las mismas que en la Tabla IV.



Se han identificado en la segunda mitad de la proteina tres dominios
que han sido especialmente conservados durante la evolucion. Estas
regiones se extienden entre los aminoacidos 185-218, 265-285 y 310-390.
Este ultimo dominio esta particularmente conservado, sobre todo un
fragmento de dieciocho residuos (358-376) en el cual hay diez aminoacidos
comunes a las nueve tiolasas y otros cinco que suponen sustituciones
conservativas. La alta homologia de estos tres dominios en todas las tiolasas
puede ser una prueba de su intervencion en funciones generales de las

mismas.

Por otra parte, el alineamiento de las tiolasas (Figura 13) también
muestra que cuatro de ellas, incluyendo la tiolasa peroxisomal de levadura,
contienen una extensién amino terminal. En el caso de las 3-oxoacil-CoA
tiolasa peroxisomal (Hijikata et al, 1987) y la acetoacetil-Coa tiolasa
mitocondrial de rata (Fukao ef al, 1989) se ha identificado esta secuencia
como un péptido procesable que en el caso del segundo enzima es
responsable de su localizacion en la mitocondria. La extension del enzima
peroxisomal de levadura es homologa a la de los otros enzimas
peroxisomales, conteniendo siete aminodcidos idénticos con cada una de
ellas. Hay que resaltar que de estos aminoacidos la mayoria (seis en el caso
de la tiolasa humana y cinco en la de rata) se localizan entre los doce
primeros residuos. En base a esta homologia se puede sugerir que la tiolasa
peroxisomal de levadura, al igual que la de rata, se sintetice en forma de

precursor aunque no es posible concluir la longitud de la presecuencia.

Se han sugerido dos mecanismos alternativos para la aparicion de
presecuencias, uno a través de acumulacion de mutaciones y otro mediante
procesos de reordenamiento (Baker y Schatz, 1987). El hecho de que sélo
algunas de las tiolasas contengan extensiones amino terminal sugiere que
en este caso concreto las presecuencias aparecerian por el segundo
mecanismo, adquiriendo las tiolasas peroxisomales y la acetoacetil-CoA
tiolasa mitocondrial de rata sus presecuencias en algiin momento durante la
evolucion. Por otra parte, la presencia de una regiéon conservada en los
doce primeros aminodcidos de la misma en el caso de los enzimas
peroxisomales indica probablemente que esta presecuencia tuvo un origen

comun para los tres enzimas y reafirma la suposicion de que la extensién
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Figura 13. Alineamiento mualtiple de les secuencias de las

tiolasas.

Las abreviaturas son las mismas que en la Tabla Y y se ha
utilizado el cdédigo de una letra para los aminodcidos. Se han
insertado huecos (-) para permitir una maxima homologia. Ia
numeracién se refiere a la seceuncia de FOTI. Los asteriscos
reflejan los aminodcidos idénticos en todas las tiolasas y los
puntos representan sustituciones conservativas. Los asteriscos y
puntos encima de la primera linea indican las homologias en la
extensién amino terminal entre las tiolasas peroxisomales.
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amino terminal es un dominio caracteristico peroxisomal afiadido durante
la evolucion a un ancestro comun con el objeto de realizar funciones

relacionadas con su localizacion peroxisomal.

En un principo la extension amino terminal parecia un candidato
interesante para dirigir las proteinas a los peroxisomas. Sin embargo, no
esta clara su intervencién en el proceso (Miura ef @., 1984). Las tiolasas
peroxisomales deben por tanto, como el resto de enzimas peroxisomales,
contener la informacion necesaria para ir al peroxisoma en la secuencia de
la proteina madura (Lazarow y Fujiki., 1985). La tiolasa de levadura como
las de ratay humana no contienen el tripéptido terminal SKLL. o andlogo que
se ha visto que funciona como sefial de localizacion peroxisomal (Gould ef
al 1989). Tampoco muestra homologia con las regiones identificadas en la
acil-CoA oxidasa de CWOplC&]i?con la misma funcién. La comparacién con
otras proteinas peroxisomales de S.cerevisiaetambién ha dado un resultado
negativo en la bisqueda de un elemento comin que pudiera relacionarse

con la localizacion del enzima.

Otro aspecto de interés es el referente a las dos cisternas
involucradas en el mecanismo de la reacciéon de la tiolasa. Las tiolasas se
unen covalentemente al grupo acilo durante la primera etapa de la reaccion
para formar intermediarios acil-enzima (Gehring y Harris, 1970). Con el
conocimiento de las secuencias se ha podido determinar que el residuo Cys-
89 de la tiolasa de Zramigera es el tiol nucleéfilo en el sitio activo
(Thompson ef a(, 1989). Por otro lado, en el paso de desprotonacion
durante la reaccion de condensacion interviene la Cys-387 del mismo
enzima (Masamune ef @, 1989). Como se observa en la Figura 13 ambas
cisternas se han conservado en todas las tiolasas, correspondiendo a las Cys-

125 y Cys-403 respectivamente de la secuencia de POTI.

Las secuencias alrededor de estos residuos activos tienen wuna
significativa homologia. Asi, la secuencia que rodea a la Cys-125 esta muy
conservada entre las acetoaceti-CoA tiolasas eucarioticas por un lado (la
tiolasa citosdlica de levadura y la mitocondrial de rata tienen 12 de los 13
aminoacidos iguales) y entre los enzimas peroxisomales por otro (10 de los
13 aminoacidos son comunes a las tres proteinas). Ademas, ambos grupos

de secuencias mantienen una homologia global importante, con siete
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residuos comunes (Figura 14). Las divergencias en esta region pueden
relacionarse con las diferentes especificidades de sustrato de los enzimas.
Reafirmando esta idea, se observa que las secuencias en esta regiéon de las
3-oxoacil-CoA tiolasas de Ecoliy mitocondrial de rata se parecen mas a la
secuencia de las tiolasas peroxisomales, mientras que la secuencia de la
tiolasa de A.eutrophus Zs muy parecida a la secuencia de las acetoacetil-
CoA tiolasas eucaridoticas. Se puede proponer por tanto, en base a las
homologias observadas, secuencias consenso para los centros activos de las
3-oxoacil-CoA tiolasas (similares a las descrita previamente por Yang ef al,

1990) y de las acetoacetil-CoA tiolasas, como se indican en la Figura 14.

PT A Ly N R 0 C S S L o A V
RVIOT T L N R L C G S F 0 S I
EOT T VN R L C G S S M 0 A L
FAT T V N K V C A S g2 M K A 1
ZAT G M N L C G S G L R A

AAT T I N V C G S G L A AV
or TA VL. N R QU Cc sG s G . Q A _
AT H - ' N K V C A S G | A |

Figura 14. Comparacion de las secuencias alrededor del sitio de union
del sustrato

Se han alineado las secuencias de todas las tioolasa alrededor del
residuo de Cys involucrado en la union del sustrato PT es la secuencia
consenso de las tiolasas peroxisomales y EAT la secuencia consenso de las
acetoacetil-CoA tiolasas citosdlica de levadura, mitocondrial de rata y de
corazon de cerdo (Gehring y Harris, 1970) H 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
ATy Ol'respectivamente
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Respecto a ia Cys-403, cabe resaltar que las tiolasas peroxisomales
contienen un fragmento de 15 aminoacidos iguales en esta region (del
aminodcido 398 al 412). Sin embargo, POTJno muestra una alta homologia
en esta secuencia con el resto de las tiolasas, como se ve en la Figura 12.
Una posibilidad atractiva es que esta secuencia pueda estar relacionada con
la naturaleza peroxisomal del enzima, aunque no se han encontrado

secuencias similares en otras proteinas peroxisomales.

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

Se han construido arboles filogenéticos para las secuencias de
proteinas (Figura 15) y de DNA (Figura 16). Ambos muestran en principio
la misma topologia. Los intervalos de confianza para las ramificaciones son
iguales y altamente significativos (99.9%) para todos los puntos excepto
uno, como se comenta mas adelante. Ademds, permanecen invariables
después de 200-250 remuestreos ("bootstrap replicates’). Por ello, el

proceso evolutivo propuesto para las secuencias es muy consistente.

Se pueden definir dos grupos monofiléticos claramente diferenciados
que aparecen en todas las réplicas: uno consiste en la 3-oxoacil-CoA
mitocondrial de rata y las cuatro acetoacetil-CoA tiolasas y otro compuesto
por las tiolasas peroxisomales y de RcoJi Basindose en esta agrupacion se
eligi6 la raiz del 4rbol de forma arbitraria entre los dos clusters

correspondientes a los dos grupos de proteinas.

El orden de ramificacion dentro del primer grupo no esta
completamente definido. De hecho, a partir del analisis de las secuencias de
DNA se puede proponer una tricotomia con los dos pares de acetoacetil-CoA
tiolasas y la 3-oxoacil-CoA tiolasa mitocondrial de rata, ya que esta ultima
aparece en el 26% de los casos agrupada con el par de acetoacetil-CoA
tiolasas eucaridticas. Ademas, la distancia internodal que separa Ilas
acetoacetil-CoA procaridticas y eucaridoticas no es diferente de cero al
aplicar el método de los percentiles (Efron, 1982) a las diferentes réplicas.
Sin embargo, en el caso de las secuencias de proteinas, aunque la
ramificacione tampoco es significativa, la rama internodal comentada es

diferente de cero con una probabilidad del 95%. Por esta razén el proceso
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evolutivo propuesto implica una separaciéon previa de la 3-oxoacil-CoA
tiolasa mitocondrial de las acetoacetil-CoA tiolasas, tal como se muestra en

el arbol de la Figura 15.

La inspeccién del arbol sugiere que durante la evolucién ocurrieron
varios acontecimientos de duplicaciéon génica. El primero de ellos pudo
originar, a partir del ancestro comun, los genes que darian lugar al grupo de
3-o0xo0acil-CoA tiolasas del tipo peroxisomal y a otro grupo miscelineo que
incluiria las acetoacetil-CoA tiolasas y la 3-oxoacil-CoA tiolasas
mitocondrial. La presencia de ambos tipos de tiolasas en todos los
organismos parece indicar que esta primera duplicacion ocurrié antes de la
divergencia entre eucariotas y procariotas. Otros fenomenos de duplicacion
pueden haber ocurrido durante la evolucion de las tiolasas, como en la
divergencia entre la 3-oxoacil-CoA mitocondrial y el grupo de acetoacetil-
CoA tiolasas o entre los enzimas citosélico y mitocondrial de estas ultimas.
Ademas de los referidos, recientemente se ha comprobado que la tiolasa
peroxisomal de rata esta codificada por dos genes con una similitud del 95%
(Bodnar y Rachubinski, 1990; Hijikata ef al, 1990) lo que refleja una

duplicaciéon génica reciente.

En vista de lo comentado, el ancestro comun de la familia de las
tiolasas debid tener una amplia especificidad de sustrato. El hecho de que la
3-oxoacil-CoA tiolasa mitocondrial sea mas activa frente a acetoacetil-CoA
que los correspondientes enzimas peroxisomales y de Ecoli sugiere que el
ancestro comun originé dos genes con una especificidad de sustrato
ligeramente diferente y que después uno de ellos daria lugar al gen de las
acetoacetil-CoA tiolasas. Segin este punto de vista la clasificacion de las
tiolasas en 3-oxoacil-CoA y acetoacetil-CoA enzimas puede ser cuestionada

en términos evolutivos.

El proceso evolutivo obtenido esta mas de acuerdo con el propuesto
por Fukao et al (1989) que con los resultados de Yang et dal, (1990). Este
ultimo obtuvo un arbol diferente, con todas las 3-oxoacil-CoA tiolasas
formando un grupo. Se ha intentado reproducir sus resultados utilizando las
mismas secuencias y diversas aproximaciones para construir el arbol
filogenético (ver Materiales y Métodos) pero no fue posible. Ademas, no

realizan ninguna estimaciéon del arbol. Por el contrario, la alta fiabilidad
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179.4+ 12 .4
RMOT
127.0+ 12.0
RMAT
140.2+ 13.0
SCAT
ns 90.8+ 10.0
17.6 ZAT
82.0+8.8
AAT
EOT
1374+ 124
SPOT
19.8+4.0
RPOT
HPOT
28.8+5.0

Figura 15. Arbol filogenético de las tiolasas deducido a partir de las
secuencias de aminoacidos

Las secuencias se alinearon como se muestra en la Figura 14 La raiz
del arbol filogenético deducido de dicho alineamiento se coloco de
manera arbritaria en un punto entre los dos grupos monofiléticos
encontrados. Todos los puntos de ramificacion son altamente
significativos excepto el marcado como ns. Todas las distancia
internodales son significativamente diferentes de cero al 9% salvo la
marcada con asterisco que es significativa solo al 95% Los nimeros
indican las longitudes y errores estandar de las ramas Las abreviatura
son las mismas que en la Tabla V.
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432
RMOT
356
RMAT

393

SCAT

233
ZAT
AAT

EOT

443
SPOT
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282
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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 raiz
del arbol obtenido a partir de dicho alineamiento se coloco6 de manera
arbritaria en un punto entre los dos grupos monofiléticos encontrados
Todos los puntos de ramificacion son altamente significativos, salvo el
marcado con asterisco que obliga a plantear una tricotompia Los
numeros indican las longitudes de las ramas Las abreviaturas son las
mismas que en la Tabla V



obtenida para el proceso evolutivo aqui descrito apoya el resultado

presentado.

Un aspecto importante a resaltar en este estudio es la alta fiabiliadad
de las relaciones filogenéticas propuestas. De hecho, la aplicacién del
método de remuestreo o "bootstrap" (Felsenstein, 1985) para obtener la
significancia del orden de ramificaciéon asi lo indica. La aplicaciéon del
método de remuestreo a una filogenia puede permitir ademas calcular otras
variables (Dopazo, 1991), como son las longitudes de las ramas, sus errores
estandar e intervalos de confianza, usando la topologia mas fiable como se
explica en Materiales y Métodos. Este método representa una gran ventaja
por su sencillez para este tipo de calculos. Los errores estindar de las
longitudes de las ramas dan una idea de la informacion contenida en los
datos, necesaria para explicar el proceso evolutivo. Como consecuencia, el
uso del método de los percentiles para comprobar si la longitud de una
rama es significativamente diferente de cero permite identificar puntos de
ramificacion en trifurcaciones o multifurcaciones, como ha ocurrido en este

caso.

Dado el diferente grado de homologia que han conservado las tiolasas
en sus mitades amino y carboxilo terminal resultaria interesante analizar
como se refleja esta porpiedad en términos evolutivos. Con ese objeto se
realizaron los arboles filogenéticos de ambas partes (con las dimensiones
que se han definido anteriormente). La parte amino terminal muestra una
topologia idéntica a la observada para el conjunto de la proteina (Figura 17)
mientras que en el caso de la parte carboxilo terminal el arbol es diferente,
estando la 3-oxoacil-CoA mitocondrial tiolasa agrupada con la acetoacetil-

CoA mitocondrial y citosdlica (Figura 18).

El comportamiento diferente de las dos partes de la proteina no se
refleja s6lo en la diferente topologia sino también al aplicar el contraste de
la F a las desigualdades de las tasas evolutivas (Felsenstein, 1984). La Tabla
V indica que ni la proteina completa ni la parte carboxilo terminal siguen
un comportamiento de reloj molecular pero este comportamiento si que se
puede asumir para la parte amino terminal. Puesto que la parte amino
terminal es mas variable que la carboxilo terminal, el diferente

comportamiento evolutivo 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 aminoacidos de la parte amino terminal

Se consideraron solo las secuencias de la Figura 14 comprendidas
entre los residuos 34y 180 de POTI Los nOmeros indican las longitudes
de las ramas Las abreviaturas son las mismas que en la Tabla V
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RHOT
RMAT
SCAT
ZAT
AAT
109
EOT
SPOT
RPOT
HPOT

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

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



TABLA V.

Resultados del contraste de la F para las desigualdades en
las tasas evolutivas.

F-ratio
Proteina entera 3,1154 *
Parte amino terminal.......cc.cco......... 0.8175 ns
Parte carboxilo terminal 6.2562 **¥*

ns : no significativo
* 1 p<0.05

*xE p<0.001

evolutivas en ambas partes. Asi, la primera, con menos restricciones para
cambiar, muestra un comportamiento mas ‘neutral"” que la segunda. Parece
pues, que a pesar de su menor extensiéon la parte amino terminal
contribuye mas al conjunto total de mutaciones que definen el proceso

evolutivo de la proteina entera.

Una consecuencia importante de este estudio, también apoyado por
las especificidades de sustrato de las diferentes proteinas, es que las 3*
oxoacil-CoA tiolasas peroxisomales y de Rcoli forman un grupo
monofilético. Este resultado plantea la cuestion del posible origen
endosimbidntico del peroxisoma, como ha sido sugerido recientemente por
Yang et al (1990). Con el arbol filogenético mejorado que se ha obtenido su
razonamiento puede ser cuestionado. Sin embargo, la hipétesis del origen
endosimbiontico del peroxisoma (deDuve, 1983; Cavalier-Smith, 1987;
Borst, 1989) permanece como una posibilidad atractiva para explicar los
resultados comentados anteriormente. Esta claro que las tiolasas

peroxisomales provienen de un ancestro comin 'y divergieron



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

Es interesante comentar algunas propiedades sugerentes de las
proteinas peroxisomales. Curiosamente, como ocurre con [a tiolasa, otros
enzimas altamente conservados entre levadura y mamiferos son
peroxisomales, como es el caso de la catalasa A (Cohen ez 2/, 1988) o la
citrato sintasa (Rosenkrantz e 2/, 1986). Ademads, los indices de sesgo en el
uso de codones para las proteinas 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 indices son sorprendentemente bajos (ver Bennetzen y Hall, 1982) y
corresponden a los observados para proteinas de muy baja expresion. Sin
embargo, ni la catalasa A (Cohen es &/, 1988) ni la tiolasa se expresan
mucho menos que otros genes con mayores indices de sesgo de codones.
Considerando todas estras propiedades en su conjunto parece como si las
proteinas peroxisomales constituyeran un grupo homogéneo en términos de
evolucion.
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3. REGULACION DEL GEN POI/ DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

3.1. Represion por glucosa e induccién por acido oleico del gen
POril.

comenzado a ser objeto de estudio en los Ultimos afios. La presencia de
acido oleico en el medio de cultivo origina la proliferacion de peroxisomas
(Veenhuis er a/, 1987) y simultaneamente la induccion de las actividades
enzimaticas de la B-oxidacion, del ciclo del glioxilato y de la catalasa
(Veenhuis ez a/, 1987; Skoneczny ef a/, 1988; McCamon ez 2/, 1991). Sin
embargo, 1a proliferacion del organulo no se produce en medios de cultivo
ricos en glucosa (Veenhuis er 2/, 1987), y las actividades de la acil-CoA
oxidasa y de la catalasa estan reprimidas en presencia de glucosa
(Skoneczny ez &/, 1988). Esta regulacion ocurre a nivel de la transcripcion
del gen, como se ha observado en los casos de la acil-CoA oxidasa
(Dmochowska e &/, 1990) y el gen P45/ (Erdmann ef 2/, 1991). Ademas,
este mismo comportamiento también se ha descrito en genes de proteinas
peroxisomales de otras levaduras (Roggenkamp e 2/, 1984). Por todo ello,
se acepta que dichos genes estan sujetos a un doble mecanismo de
regulacion, represion por glucosa (represion catabolica) e induccion por
acidos grasos de cadena larga, dominando el primer mecanismo sobre el
segundo.

Con el objeto de estudiar si la regulacion del gen P07/ de S.cerevisiae
respondia a dicho modelo de regulacion se realizaron, en primer lugar,
ensayos enzimaticos 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 disrupcion del gen P07/ ) medios de
cultivo que contenian extracto de levadura 1% y peptona 2% suplementado
con glucosa 0.1% (YPg), con glucosa 2% (YPG) o con galactosa 2% (YPGal) y
los mismos medios conteniendo ademas acido oleico 0.1% (+ O). Por otra
parte, en los estudios preliminares se observo 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
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leevadura (Kornblatt y Rudney, 1971). Por ello se realizaron extractos de
ceélulas en mitad de la fase exponencial de crecimiento y tras diez horas en
fiase estacionaria.

En los ensayos enzimaticos se usd 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 disminuia, pues la actividad de la tiolasa
preroxisomal es mayor frente a acidos grasos de cadena mds larga. En
scegundo lugar y mucho mas importante, en Scerevisizae se han descrito
aidemas de la peroxisomal otras dos tiolasas, una citosdlica y otra
mitocondrial, ambas especificas de acetoacetil-CoA. Para eliminar el fondo
dle actividad tiolasa no debido al producto del gen AP0/ fue necesario
reealizar controles de actividad en la cepa BQS20 que contiene ambas
accetoacetil-CoA tiolasas intactas mientras que carece de actividad tiolasa
pteroxisomal.

Los resultados de los ensayos enzimaticos se muestran en la Tabla
IW. En primer lugar hay que resaltar que en las condiciones utilizadas, el
emsayo es especifico para la tiolasa peroxisomal, pues en la cepa BQS20 no
se2 detecta actividad en ninguno de los casos. La utilizacién en el tampén de
emsayo de cation Na* en lugar de K* (que es un activador de la acetoacetil-
CmA tiolasa mitocondrial (Middleton, 1973)) es una de las causas, ya que si
se usaba este ultimo cation la cepa BQS20 presentaba una apreciable
actividad tiolasa. Ademas, en los ensayos se utiliz6 una concentracion de
swstrato (10 uM) muy inferior a la utilizada por Rudney y Kornblatt (1975)
para el estudio de las acetoacetil-CoA tiolasas (160 uM) lo que también
pwdo contribuir a que no se detectaran estas tiolasas.

Por lo que se refiere a [a actividad de la tiolasa peroxisomal, en las
miuestras extraidas de cultivos en fase exponencial solo se detecté actividad
em cultivos crecidos en ausencia de glucosa. Ademas, la presencia de oleico
em el medio originaba un aumento considerable en la actividad detectada.
Los resultados confirman por tanto que la actividad tiolasa esta sujeta a
re:presion por glucosa y a induccion por acido oleico. El hecho de que en las
miuestras de cultivos que contenian tanto glucosa como oleico no se
detectara actividad muestra que el primer mecanismo, la represion
caitabolica, predomina sobre el segundo, la induccion por oleico.
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TTABLA VI.

Actividad tiolasa especifica (u/mg) en diferentes medios 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
YPGHO 0 0 <0.1 0
YPGal <0.1 0 1.2 0
YPGal+O 0.8 0 4.3 0

Respecto a las muestras extraidas en fase estacionaria se observa una
miayor actividad que en las extraidas en fase exponencial para todas las
fiuentes de carbono utilizadas. En concreto, en los cultivos en YPg+O y
YIPGal+O este incrementeo es de seis y cinco veces respectivamente. Esto
suigiere un tercer mecanismo de control de la actividad de la tiolasa en

fuincion de la fase de crecimiento.

También en las muestras obtenidas en fase estacionaria se observa
um efecto activador debido a la presencia de oleico en el medio de
crecimiento. Sin embargo, este efecto no parece ser tan dramatico como en
lai fase exponencial, pues aqui el incremento es de dos o tres veces. Una

posible causa podria ser una saturacién en la transcripcion del gen.
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Con el objetivo de estudiar si estos mecanismos de regulacion
actuaban a nivel de la transcripcion del gen se extrajo RNA de cultivos en
YPg vy 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 hibridacion con una sonda radiactiva del
gen POT/.

El nivel del transcrito del gen en las diferentes muestras (Figura 19)
esta de acuerdo con un mecanismo de represion por glucosa y otro de
induccion por oleico, con un predominio del primero sobre el segundo. Asi,
en las muestras extraidas en fase exponencial e mRNA del 2077/ 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 drasticamente, del orden de diez veces, con la
presencia de oleico en el medio de cultivo. Todo ello indica que la doble
regulacion por glucosa y por oleico del gen P07/ ocurre a nivel de
transcripcion. Este resultado coincide con el observado para otros dos genes
de proteinas peroxisomales o relacionados con el peroxisoma, el de la acil-
CoA oxidasa (Dmochowska e a/, 1990) y el PAS/ (Erdmann ef 2/, 1991), y
debe reflejar una propiedad comin que se probablemente se ird poniendo
de manifiesto con el estudio de la regulacion de otros .genes de proteinas
peroxisomales.

También se observa en los andlisis de RNA un posible tercer
mecanismo de regulacion en el gen A07/, pues la cantidad de transcrito en
fase estacionaria es mayor que en fase exponencial. En concreto, la cantidad
relativa de mRNA de P07/ 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 todavia mds acusado el incremento en ausencia de oleico (del orden
de treinta veces). Al igual que se observo en los ensayos enzimaticos, 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 sélo dos veces mayor que en los cultivos sin
oleico.
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Fase exponencial Fase estacionaria

POTI

ACTI

Figura 19. Regulaciéon del gen POTI.

Se analizaron muestras de RNA de la cepa MCY1389 extraidas de cultivos en medios YPg (1),
YPg+O (2), YPG (3) y YPG+O (4) tanto en fase exponencial como en fase estacionaria de
crecimiento. El filtro se rehibridé con una sonda del gen de la actina (A4CTI1) como control de
carga.



Los resultados confirman por tanto que el gen de la 3-oxoacil-CoA
tiolasa peroxisomal de S.cerevisiae sigue el modelo de otros genes de
proteinas peroxisomales en su regulacion, estando sometido a un
mecanismo de represion por glucosa y otro de inducciéon por acido oleico.
Muy recientemente, resultados obtenidos por el grupo de H. Tabak
confirman este mecanismo de regulacion del gen P07/ (comunicacion
personal). Estos autores han caracterizado ademas un secuencia en el
promotor del gen, entre los nucledtidos -151 y -203, responsable de ambos
fenomenos, la represion por glucosa y la induccion por oleico. La
comparacion de las secuencias de los promotores de los genes de las
proteinas que intervienen en la B-oxidacién de dcidos grasos les ha
permitido identificar dentro de esta regién una zona conservada que han
denominado "B-oxidation box" que se extiende en P07/ entre -180 y -199.

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

3.2. El gen APOI/ se activa especificamente en la fase
estacionaria de crecimiento.

Las células de S.cerevisize proliferan en un medio de cultivo hasta
que éste queda exahusto de algin nutriente esencial. Entonces las células
detienen de forma regulada su crecimiento y adquieren propiedades
caracteristicas que reflejan un estado fisiolégico alterado: la fase
estacionaria (Wheals, 1987). En esta fase las células no replican el DNA,
presentan una estructura cromosoémica caracteristica, aumenio de la
termotolerancia y altos niveles de reservas de carbohidratos entre otras
caracteristicas. 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 proliferacion celular.

Con el fin de confirmar y caracterizar mas a fondo una tercera
posible via de regulacion del gen 2927/ en funcioén del estado de la fase de
crecimiento del cultivo, se estudiaron los niveles tanto de actividad
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enzimatica como de mRNA del gen a lo largo de la curva de crecimiento.
Eistos resultados podrian ademds a ayudar a entender los papeles
fiisiologicos 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
actividades tiolasas diferentes de P07/ presentes en la célula se realizo
tambien un estudio a lo largo de la curva de crecimiento con la cepa BQS20.
Nuevamente se observo que el ensayo era especifico para la tiolasa
peroxisomal a pesar de usar acetoacetil-CoA como sustrato, pues ninguna
muestra presento actividad. En lo referente a la cepa salvaje, los resultados
obtenidos 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, condicion en la que se evita la represion
catabolica a la que, como se vio en el apartado anterior, esta sujeto el gen.
Debido a esto, la aparicion de la actividad en la fase estacionaria no se
puede relacionar con una liberacion de la represion catabélica que pudiera
ocurrir en las Gltimas etapaé del crecimiento (ver mas 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 acido 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 los cultivos sin oleico);
aumenta bruscamente al alcanzar la fase estacionaria, con un maximo a las
6 horas después; a continuacion disminuye de forma nuy gradual, pero
manteniendo un nivel bastante considerable. La maxima actividad
detectada en muestras extraidas en fase estacionaria es del orden de 15
veces la actividad observada en las muestras extraidas en fase exponencial.

¢Tiene alguna explicacion logica que una actividad enzimdatica como
la tiolasa se active al detener las células su crecimiento en la fase
estacionaria? Se podria aventurar una explicacion metabolica a esta
propiedad. La tiolasa interviene en la asimilacion de los acidos grasos via 8-
oxidacion. Durante la fase exponencial el medio de cultivo y las mismas
céelulas tendrian suficientes nutrientes como para mantener esta via,
aparentemente secundaria en el metabolismo de la levadura, a niveles
basales. Sin embargo, ante la escasez de metabolitos al alcanzar la fase
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Figura 20. Actividad especifica tiolasa a lo largo de la curva de
crecimiento

Se extrajeron proteinas de cultivos de las cepas MCY1389 (A) o BQS20
(B) en medios YPg con y sin oleico a diferentes tiempos y se ensayé la
actividad tiolasa () curva de crecimiento en medio YPg, (— ) curva de
crecimiento en medio YPg+) ( o ) actividad especifica tiolasa en medio
YPg. ( » ) actividad especifica tiolasa en medio YPg+)
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estacionaria la célula podria responder activando rutas para la obtencion de
energia de fuentes alternativas como prodrian ser los lipidos mediante su
oxidacién.

La actividad tiolasa es pues claramente activada al alcanzarse la fase
estacionaria. Ahora bien, este proceso podria deberse a una regulacion del
prdpio ‘enzima v no tratarse de un proceso de regulacion génica. La
fevadura contiene varias proteasas y las actividades proteoliticas presentes
estan determinadas entre otras cosas por la fase de crecimiento. Esto puede
ocasionar, como en el caso de la triptofano sintetasa, que la sensibilidad del
enzima a la degradacion sea funcién del crecimiento (Manney ez 2/, 1968).
Para aclarar si como parece observarse en la Figura 20 la regulacion, total o
parcialmente, se produce a nivel de RNA se sembré nuevamente medio de
cultivo YPg+oleico con la cepa MCY1389 y se analizo, al igual que se habia
hecho con la actividad enzimadtica, los niveles de mRNA de 2077 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 ultimo tercio de la fase exponencial, con un
maximo 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 JRA7 vy de un gen también
reprimido por glucosa, en concreto el gen de la FBPasa (/A2”/). En todos los
casos, sobre todo en el l/FAJ 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 P07/ es diferente al de los genes control [/F4.7 v
el de la actina, asi como al del /AAP/. La comparacion con este Ultimo, al
tratarse de un gen también reprimido por glucosa, permite concluir que el
comportamiento observado no esta originado por una liberacion de la

represion cataboélica y parece especifico de algunos genes como el £077/.

La acumulacion especifica del mRNA del A7/ en la fase estacionaria
se ve mas claramente en la Figura 22, donde se ha representado las
cantidades relativas del transcrito del P07/ frente a las del J/RA.7y actina
para las distintas muestras. Observando las curvas de la Figura 22 {lama la
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Figu r«a 21. Analisis 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 YPgH). Las muestras se analizaron por
electro)foresis, transferencia a filtro e hibridacién con una sonda radiactiva de POTI Como
controJles se hibrido el mismo filtro también con sondas de los genes ACTI, UPA3y FBPI.
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Figura 22 Cantidad relativa de mRNA de /tf77 respecto al del gen de la
actinay del ;/PAJen diferentes estados de crecimiento

Se densitometraron las muestras de la Figura 22 y se represento el
cociente entre las cantidades detectadas de mRNA de POTly del gen ACTI
(A) o del UPA3 (B) en unidades arbitrarias La linea a trazos representa
la curva de crecimiento en gramos por litro
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atencion su similitud con las curvas de la actividad enzimatica (Figura 20).
El perfil es casi idéntico, salvo que la curva del RNA parece desplazada
hacia fases mas tempranas del cultivo precediendo a la aparicion de la
actividad enzimatica. Todo parece indicar por tanto que este nuevo
mecanismo de regulacion no ocurre a nivel de proteina o de la traduccion,
sino que se produce principalmente mediante el control de la cantidad de
mRNA existente.

En lo referente a posibles mecanismos de la regulacion en funcion de
la fase de crecimiento es interesante comentar la relacién 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 G1. En
este momento la célula decide el camino a seguir en funcién de los
nutrientes presentes en el medio, la ausencia de feromonas y del tamafio
celular, eligiendo entre cuatro caminos diferentes: iniciar un nuevo ciclo
celular, conjugar con otra. célula, esporular o entrar en fase de no
proliferacion o GO. Como fase GO se entiende un estado de quiescencia
diferenciado de la fase G1, caracterizado por propiedades fisiologicas
diferentes y por la existencia de mutantes en la entrada y salida de ese
estado. En levadura se alcanza la fase GO cultivando en condiciones de
hambre o al alcanzarse la fase estacionaria (Wheals, 1987)

Se han caracterizado mutantes del ciclo celular (cdd) que detienen el
ciclo de la célula en el "arraane". 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 ez 2/, 1990). Uno de estos mutantes es el cdc25. El producto
del gen (K25 es un componente esencial en el sistema de transmision de
sefal del cAMP y su mutacién origina niveles mas bajos de cAMP en la
célula (Broek er a/, 1987). Los mismos efectos, niveles mas bajos de cAMP
y adquisicién de propiedades de células en fase estacionaria, se obtienen
con mutaciones en el gen de la adenilato ciclasa (mutantes ¢yr/) (Drebot es
a/, 1990). Se sabe que el sistema de transmision de sefial del cAMP es en
parte responsable de la respuesta de la célula a las diferentes condiciones
nutricionales. Por tanto, los cambios fisiologicos caracteristicos de la fase
estacionaria parecen el resultado de los cambios moleculares originados por
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la respuesta a las condiciones nutricionales via cCAMP (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 cCAMP y consecuentemente la
actividad de la protein quinasa dependiente de cAMP. Esto origina la
entrada de la célula en GO y la adquisicion del resto de propiedades propias
de la fase estacionaria. Entre estas propiedades hemos visto en este capitulo
que esta la activacion del gen 207/, proceso que podria por tanto depender
en Oltimo término de la respuesta del sistema del cCAMP 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 acumulacion de hidratos de carbono (trehalosa concretamente),
asi como la actividad de proteinas relacionadas con estrés, propiedades
ambas caracteristicas de células en fase estacionaria (Broach, 1991). Sin
embargo no se puede descartar la intervencién de otros mecanismos ya que
se ha propuesto que la respuesta de la célula depende del conjunto de
sefiales recibidas por diferentes rutas (Broach,1991).

Es interesante resaltar en este punto una propiedad de la secuencia
del 5° del gen APOr/ Recientemente se ha identificado una secuencia
(motivo M/u1: ACGCGTNA) en los promotores de diversos genes responsable
de la regulacion por el ciclo celular de dichos genes (McIntosh ez 2/, 1991).
La secuencia origina una activacion del gen al final de la fase Gl, en la
transicion hacia la fase S del ciclo. Curiosamente, en 5' del inicio del gen,
concretamente entre los nucledtidos -250 y -242, se encuentra dicha
secuencia. La probabilidad de encontrar por azar dicha secuencia es de una
vez cad 10000nucledtidos, por lo que podria tratarse de un hecho
significativo. No parece haber una razéon para que la tiolasa estuviera
regulada por el ciclo celular, pero pudiera ser que la célula utilizara un
mismo mecanismo molecular de regulacion para controlar dos procesos
fisiologicos diferentes pero relacionados como la regulacion por el ciclo
celular y la activacion en la fase estacionaria.

El estudio futuro de la actividad del gen P07/ durante el ciclo celular
y el estudio del papel de 1a secuencia M/l presente en el promotor del gen
permitirdn descartar o confirmar las diferentes posibilidades para explicar
la activacion del gen al alcanzarse la fase estacionaria.
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'3.3. En la represion por glucosa del gen POr/ intervienen los
productos de los genes SAF/ y SSNG.

La levadura responde a la presencia de glucosa activando el
metabolismo fermentativo y reprimiendo enzimas de muchas rutas
metabodlicas como los implicados en gluconeogénesis, ciclo del acido citrico,
represidon por glucosa es complejo. En la mayoria de genes ocurre la
regulacion a nivel de transcripcion, como se ha demostrado aqui para el
POI'l, y esta mediado por secuencias cis en los promotores de los genes
(Struhl, 1985; Guarente, 1987).

Mediante técnicas de anilisis de mutantes y supresores de éstos se
han identificado diversos genes que intervienen en este proceso, pero sin
tener aun clara su funcion. SNF/ (o CA7/ o CCR1) y SSN6 (o CYCS) son unos
de estos genes mejor estudiados. SAF/ es una protein quinasa necesaria
para la desrepresion del gen SUCZ en ausencia de glucosa (Neigeborn y
Carlson, 1984; Celenza y Carlson, 1986). Por su parte mutaciones en SSAV6
suprimen la mutacion saf/, expresandose el gen SUCZ incluso en presencia
de glucosa (Carlson ez 2/, 1984; Schultz y Carlson, 1987). Estos genes
afectan a la represion por glucosa de otros genes de enzimas del
metabolismo secundario (Entian, 1986; Gancedo y Gancedo, 1986). Por otro
lado, el producto del gen M/G/ también esta involucrado en l1a regulacion
negativa de la transcripcion 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 unién al promotor del gen SUCZ . Sin embargo no esta
claro si el gen M/G/ es un represor general de los diversos genes
reprimidos por glucosa o por el contrario es especifico del SUCZ.

¢Estan los genes SNF/, SSN6 y MIG/ involucrados en la regulacion
transcripcional de los genes peroxisomales en lo que se refiere a su
represion por glucosa?. Para comprobar este aspecto se estudio la expresion
del gen P07/ en las cepas mutantes en diferentes condiciones de cultivo.
Los resultados del analisis 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 induccion en los medios que contenian
oleico. La transcripcion del gen P07 no es sin embargo detectada en
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Figura 23. Anadlisis de RNA en cepas mutantes.

Se analizé la cantidad de mRNA del POT] en muestras extraidas de diferentes cepas crecidas
en diversos medios: (1) cepa MCY1389 en medio YPg, (2) cepa MCY1389 en YPg+O, (3)
cepa MCY1389 en YPG, (4) cepa MCY1389 en YPG+O, (5) mutante snﬂ en YPg, (6)
mutante snﬂ en YPg+O, (7) mutante sSn6 en YPG, (8) mutante $Sn6 en YPG+O, (9) mutante
migl en YPg, (10) mutante mig] en YPg+0O, (11) mutante mig] en YPG, (12) mutante migl
en YPG+O. Como control se rehibridé el filtro con una sonda del gen ACTI.



cultivos en YPG aunque contengan oleico, como ya se habia observado
anteriormente. En lo que respecta a la cepa MCY1484, que presenta la
mutacion sn//, se detecta muy poca cantidad de mRNA en comparacion
con los niveles de las muestras equivalentes de la cepa salvaje (carreras 5-
6 y 1-2 respectivamente). Esta claro que el gen 207/ esta reprimido en el
mutante sn// en condiciones de cultivo en las que esta desreprimido en una
cepa salvaje. El producto del gen SAF/ interviene por tanto en la regulacion
del gen 207/ de una manera analoga a como lo hace en otros genes.

Respecto al gen SSA6, 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 desrepresion. El producto del gen SSN6
interviene por tanto en la regulacion del gen 207/ 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 acido graso en el medio de cultivo origina un
aumento en la cantidad de mRNA detectado, lo que pone de manifiesto que
el proceso de induccion por oleico es independiente de las mutaciones sa//
y ssn6. Ademis, el hecho de que la muestra del mutante sz2/7, aunque
mayor que en ausencia de oleico, siga siendo muy inferior a la
coi'respondiente muestra de la cepa salvaje y que en el mutante ssné la
induccién por oleico ocurra aun con la presencia de glucosa en el medio, es
un reflejo de que el mecanismo de represion por glucosa domina sobre la
induccién por oleico. La presencia de oleico en el medio induce la
transcripcion del gen en ambos mutantes, pero siempre dentro del nivel de
actividad permitido por el mecanismo de represion por glucosa.

En cuanto a las muestras de la cepa H222 (mutante mig/), los
resultados son similares a los de la cepa salvaje. Se observa transcripcion
del gen en los cultivos en YPg, con una induccion de la misma causada por
el acido 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 desrepresion, aunque parcial,
del gen en presencia de glucosa (Nehlin y Ronne, 1990), no parece que el
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producto del gen A/G/ esté involucrado en la represion por glucosa del gen
POT/.

Los resultados presentados aqui ponen por tanto de manifiesto que
los genes SAF/y SSN6 intervienen en la regulacion del gen A07/. Asi pues,
parece que la represion por glucosa en los genes peroxisomales sigue los
mismos mecanismos moleculares que la represion por glucosa descrita para
otros genes. Muy recientemente resultados obtenidos por Simon ez 2/1991,
profundizan en esta idea. Estos autores han identificado al producto del gen
ADR/ como un regulador transcripcional positivo en el proceso de
regulacion por glucosa de los genes peroxisomales. Este mismo papel del
gen ALPR/ habia sido descrito anteriormente en la regulacion de otro gen
reprimido por glucosa, el gen de la alcoho! deshidrogenasa 11 (4042, (Denis
y Young, 1983; Denis, 1987). Ademads, en la regulacion de ADHZ también
actoa el gen R/ (o SNF/) (Denis, 1987). Parecen pues muy similares los
procesos que controlan la expresion de 4042y de los genes de proteinas
peroxisomales.

Por ultimo es interesante resaltar al hilo de lo comentado
anteriormente sobre la fase estacionaria y el mutante cdcZj algunos
aspectos de ADRI. Esta proteina estd regulada por la protein quinasa
dependiente de cAMP (Denis y Gallo, 1986; Cherry er a2/ 1990). La
fosforilacion de un residuo de Ser da lugar a una forma inactiva incapaz de
activar la transcripcion de A0H2 Como se ha comentado anteriormente, la
activacion de los genes de proteinas peroxisomales podria estar regulada
también en Gltimo término via protein quinasa dependiente de cAMP. Una
posibilidad atractiva es que el efecto de ADR1 sobre la transcripcion de los
genes de proteinas peroxisomales no se limite al descrito sino que tenga un
papel mas general: una disminucion de la actividad protein quinasa en la
fase estacionaria provocaria una defosforilacion de ADR1 con lo que
aumentaria su poder activador de la transcripcion de los genes sobre los
que actua. La activacion descrita en medios de cultivo sin glucosa podria ser
al fin y al cabo un caso particular de una activacion general en ausencia
total de nutrientes como es la fase estacionaria. Sin embargo, aunque esta
hipétesis parece bastante razonable no se puede descartar que la activacion
observada en la fase estacionaria aunque dependiente de CAMP, estuviera
mediada por factores diferentes a ADRI.
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4. ESTRUCTURA DE LA CROMATINA DEL GEN POI/ DE
SACCHAROMYCES CEREVISTAE

4.1. Consideraciones generales sobre la metodologia.

En el presente trabajo se ha abordado un estudio de la estructura de
la cromatina del gen P07/ basado en el empleo de digestiones con nucleasa
DNasal para la localizacion de sitios hipersensibles y con MNasa para la
determinacion de las posiciones de los nucleosomas. Para ello se aplicé la
técnica de marcaje 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 1a determinacion de cortes con MNasa, se muestra en la Figura
24,

Para la aplicacion de dicha técnica es necesario disponer del mapa de
restriccion de la zona a analizar para poder asi 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 restriccion 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 autoradiorafia
corresponden a fragmentos con un extremo comun, el generado por el corte
del enzima de restriccion, y otro extremo generado por el corte de la
nucleasa sobre la cromatina. La inclusion en la electroforesis de un patrén
adecuado permite calcular el tamano de los diferentes fragmentos, y con él
conocerse la posicion del punto de corte de la nucleasa.

Un primer requerimiento de esta técnica es usar sondas pequenas
para minimizar la probabilidad de corte de la nucleasa en la zona de
apareamiento con la misma, ya que esto ocasionaria la aparicion de
fragmentos que no tendrian el extremo coincidente con el punto de
restriccion. Para obviar este problema, se utilizan ademds tasas de
digestion bajas de forma que sélo haya en promedio, un punto de corte de
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Figura 24. Método para la determinacion de las posiciones de puntos de
corte de la MNasa mediante mareaje terminal indirecto.



1a nucleasa por molécula, o bien se utilizan varias sondas con puntos de
restriccion diferentes que permitan corroborar los resultados entre si.

Otra precaucion que debe tomarse en este tipo de estudios es la
inclusién 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 (Horz y Altenburger, 1981; Dingwall ez 2/, 1981).

Teniendo encuenta estas consideraciones, se ha establecido una serie
de criterios para la interpretacion de los resultados de un experimento de
marcaje 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 estan presentes en las muestras de DNA desnudo pero
no en las de cromatina corres'ponden a corte en secuencias reconocida
especificamente por la nucleasa y que quedan protegida por la estructura
de la cromatina, generalmente por cores nucleosomales o por factores
protéicos.

- las bandas mas dificiles 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 disposicion sea compatible con el tamafo
nucleosomal.

Puesto que los estudios de la estructura de la cromatina del gen S22
muestran una completa equivalencia entre la estructura de la copia
cromosomica del gen y las copias presentes en plismidos de replicacion
autonoma (Pérez-Ortin ez 2/, 1987), se ha utilizado en este trabajo la cepa
BQS2 que contiene el plasmido pRB58. Este es un plasmido multicopia que
incluye (ademas del origen de replicacion del plasmido 2 um y del gen
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Figura 25. Esquema del plismidfo pRB58. En trazo grueso se ha
representado el fragmento de DNA de levadura. Los arcos con
flechas indican los genes existentes y la direccion de los mismos

URA3como marcador) un fragmento del genoma de levadura que incluye
el gen SUC2%a ORF de 705 pb y el gen PO]Y(Figura 25). La presencia de
unas veinte copias por célula de estos genes supone un importante
aumento de sensibilidad en la deteccion de los mismos mediante sondas

radiactivas.

4.2. Localizacion de zonas hipersensibles a la DNasal en el gen

POTI

Como se ha comentado en la Introduccion, los estudios con el gen
SUC2permitieron obtener un modelo de la estructura de la cromatina de su
flanco 3 , tanto con digestiones con DNasal (Pérez-Ortin et al, 1986) como
con MNasa (Perez-Ortin et al, 1987). Esta zona, de aproximadamente 2.3
kb, presenta una organizacion cromatinica muy particular. Se han localizado

en los extremos dos sitios hipersensibles a nucleasas localizados a *1950 y
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+4350 desde el comienzo de la transcripcion del gen SUCZ Entre ellos
aparece una sucesion de 13 nucleosomas perfectamente posicionados y con
unos espaciados, en general, mas grandes de los 165 pb tipicos del genoma
de levadura. Dentro de la regularidad de ésta region de la cromatina existe
un tramo central donde se alternan espaciados de cortes de la MNasa
grandes con otros pequefios, por lo que podria no estar ocupada por
nucleosomas o estarlo por nucleosomas alterados. La funcién posicionadora
de los sitios hipersensibles ha sido demostrada para el de +1950
(Matallana, 1989). Una caracteristica importante descrita son los cambios
que se observan en dicha region central, probablemente debidos a la
desaparicion de los nucleosomas, y que fueron el motivo, como se explica
en el apartado 1.1. de Resultados y Discusion, de la realizacion de este
trabajo. Con la identificacion de dos genes en esta region es interesante
reinterpretar los datos, asi como obtener nuevos resultados en los
diferentes estados de regulacion del gen P07/ ahora conocidos.

Por lo que respecta a los sitios hipersensibles a la DNasal, las dos
regiones identificados en los trabajos con el gen SUCZ se localizan en las
posiciones 2110 y -290 desde el comienzo del gen A07/. Este Gltimo podria
estar originado por algin elemento regulador en la regiéon del promotor del
gen P07/, 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
POT], se siguio la estrategia de la Figura 26, tanto para la deteccion 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 realizandose en este caso las digestiones tanto en fase exponencial
como en fase estacionaria.

Las muestras obtenidas mediante digestion con DNasal se analizaron
en gel de agarosa 1% con restriccion Sa24 y sonda SB (Figura 27). Una
caracteristica comun a todas las muestras es la existencia de un sitio
hipersensible bastante lejano (banda 1) que estaria situado a +2204 pb
desde el inicio del gen P07/ Este sitio coincide con la region 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 localizacion de
puntos de corte de la DNasa Iy MNasa Los trazos grueso indican las
sondas radiactivas utilizadas y los finos las regiones analizadas con
ellas Los enzimas de restriccion relevantes son B Bam¥Y4d H
HimMU, S, SaA, St, Stu! H punto de restriccion BamHI, entre
paréntesis, es el punto de clonacion del fragmento de levadura en el
vector bacteriano en pRBS8, desaparecienco en dicha clonacion La
sonda SB corresponde por tanto a DNA bacteriano

Ortin et al, 1986). En dicho trabajo se puso de manifiesto que la zona
correspondia exactamente a dos sitios hipersensibles con una region central
protegida a digestiones con Mnasa (Pérez-Ortin ef al, 1987). Puesto que su
determinacion se realizé desde una distancia mas préxima, su valor
(centrado en +2110) es mas fiable que el obtenido en este experimento,
aunque la discrepancia observada (84 pb) es menor del 4%. Es interesante
resaltar que este sitio hipersensible coincide con la region en la que se
encuentra la secuencia consenso ARS discutida en el apartado 1.3 (centrada
alrededor de la posicion 2103), y que probablemente refleje algin
elemento del promotor del gen de la ORF de 703 pb, ya que su relacion con
el gen 577£?ha sido descartada (Matallana, 1989).
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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 l1a Figura 27) flanqueada por dos regiones
muy sensibles a la digestion (bandas 2 y 3). En esta region se observan
cambios entre los diferentes estados de activacion del gen P07/ En las
tanto con oleico como sin oleico en el medio, en las que el gen P07/ esta
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, esta centrada en la posicion -220 del inicio del
gen PO7/. Con la activacion del gen en cultivos crecidos en YPg+O (carreras
6-9), 1a banda 3 y la posicion protegida no varian, pero la banda 2 se
desplaza a la posicion -133 (banda 2°'). En las muestras extraidas en fase
estacionaria, (carreras 1-4), en las que la activacion del gen es todavia
mayor, ademas de este cambio se observa una variacién en relacion a
muestras del mismo cultivo pero extraidas en fase exponencial de
crecimiento en la region alrededor de la banda 3 (entre -248 y -338): la
zona central mas sensible presente en las muestras en fase exponencial
tanto en medios con como sin glucosa, parece como parcialmente protegida,
adquiriendo mayor sensibilidad la region alrededor de la posicion -248
(banda 3°), y en menor medida una banda mas alejada, en la posicion -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 activacion del gen
que ello representa en las muestras crecidas en ausencia de glucosa. Como
ya se ha comentado, la region responsable de la activacion por oleico y
represion por glucosa se extiende en un pequefo tramo de 50 pb. La
sensibilidad de la técnica de marcaje terminal indirecto utilizado en este
trabajo no permite apreciar cambios de estructura en regiones tan
pequefias, por lo que habra que recurrir a técnicas de mayor resolucion
para poder determinar si la activaciéon por oleico estd como cabe esperar
mediada por factores proteicos que interaccionan con el DNA.

Ademas de las comentadas, se observan en todas las muestras
muchas otras bandas de menor intensidad. Dichas bandas coinciden
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Figura 27. Localizacion de sitios hipersensibles a la DNasa I mediante restriccion Sa4
y sonda SB

La electroforesisis se realiz6 en gel de agarosa del 1% de 25 cm de largo. Las
muestras corresponden a cultivos en YPgy YPgtOen 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 YPGtO(carreras 13-14) ambos en fase exponencial.
Conw testigo de DNA desnudo se digirio plasmido pRBS8 (carrera 5) En la carrera 10 se
inyect6 una digestion de pRBS8 con diferentes enzimas de restriccion como patrones
de tamafio. Las migraciones y los tamaiios de las bandas de éstos y otros patrones

obtenidos por restricciones de pBR322 se indican a la derecha con puntas de flecha. H
resto de los simbolos se explican en el texto
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aporximadamente con las obtenidas mediante digestiones con MNasa, por 10
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 er a/, 1977; Worcel et 4/,
1983; Pérez-Ortin er 2/, 1986; Lee y Garrard, 1991). Es interesante resaltar
el aumento de la sensibilidad que se observa con la activacién del gen en
ausencia de glucosa (carreras 1-4 y 6-9 frente a carreras 11-14) en la
region intergénica entre el gen 207/y la ORF y que estan marcados con un
asterisco en la Figura 27. La region limitada por dos bandas (+1433 y
+1234) en condiciones de represion, presenta, en las muestras en las que no
hay represion 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 los resultados con MNasa son mucho mas claros, estos
cambios asi como el posicionamiento de nucleosomas que parece deducirse
de la Figura 27 se comentaran mas adelante.

Los cambios observados en la sensibilifdad a la DNasal en la region
de! promotor con los 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 represiéon
por glucosa e induccion por acido oleico del gen 207/, que se extiende entre
-153 y -203 (H. Tabak, comunicacion personal), lo cual hace suponer que
existe una relacion entre ambos hechos. La interaccion de proteinas con
esta zona podria 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 union de proteinas que impide la asociacion 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 activacion del gen podria
estar originado por la entrada de nuevos factores proteicos que
interaccionarian con la region reguladora. La proteina ADR1, un factor que
como se ha indicado media en la activacion de los genes peroxisomales por
la ausencia de glucosa, podria ser la responsable de dichos cambios. En las
muestras en fase estacionaria, el cambio observado afecta a la region que
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se extiende entre -248 y -338, con una disminucion muy marcada de la
sensibilidad de la banda 3 (a -294). Este cambio parece indicar claramente
que el promotor del gen P07/ presenta una estructura caracteristica en
celulas en fase estacionaria, debido probablemente a la interaccién con
algln, o algunos, factores, que estaria 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/ul, que se encuentra en -250 englobado en una
secuencia palindréomica de 12 pb y es responsable de la regulaciéon en
funcion del ciclo celular de algunos genes, podria ser el blanco de proteinas
reguladoras que al interaccionar con el DNA protegieran parcialmente la
region alrededor de la banda 3 y originaran la aparicion de la banda 3.

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

4_3.Posicionamiento de nucleosomas en el gen PO7/y sus flancos.

Para la determinacion de las posiciones de los nucleosomas en el gen
POr/ 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 restriccion Sa/l e
hibridacion con la sonda SB. La Figuras 29 y 30 muestra los resultados
obtenidos.

En condiciones de represion (cultivos en YPG:0) se observa un
posicionamiento estricto de nucleosomas a lo largo de toda la region. En el
promotor del gen P07/ 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 estan presentes en
muestras de DNA desnudo, mientras que en la posicion -165 existe una
banda (0) que parece tipica de cromatina (ver Figura 30). En las muestras
de DNA se observa una banda intensa de migracion muy parecida a o,
aunque'ligeramente por debajo, que estaria protegida en la cromatina.
Puesto que la separacion entre p° y o es bastante pequefia (105 pb) para la
existencia de un nucleosoma en dicha zona, la proteccion de la zona
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:alrededor de -150 (posicion de la banda de DNA comentada) debe
originarse por la interaccién con factores proteicos reguladores, como se
«discute mas adelante. A partir de la banda o se colocarian trece
mnucleosomas hasta el sitio hipersensible a la DNasal detectado en +2204 y
que corresponde, segun se ha visto en estudios anteriores con el SUCZ a un
doblete (a/b) (Pérez-Ortin er a/, 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 particulas nucleosomales. Tal es el caso de las bandas ¢, d, e, f,i,§y I,
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-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. Asi ocurre con las bandas g, h, k, m y n (aunque esta ultima
parece tener un tamafo ligeramente mds grande que la presente en
muestras de DNA), que podria 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 tamano parecido a bandas existentes
en muestras de DNA desnudo aunque parecen diferentes (ver Figura 30), la
existencia de un nucleosoma se confirma por la protecciéon 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 regiéon parece indicar
que en efecto si 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 mas adelante en la
Figura 31.

Adicionalmente a los trece nucleosomas presentes entre los dos sitios
hipersensibles a la DNasal, en el lado 5' del sitio localizado en el promotor
del P07/ 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 solo se observan en las muestras de cromatina, por lo que la
existencia de estos nucleosomas no ofrece duda. Ademas, la banda r situada
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Figura 29. Localizacion de puntos de corte de la MNasa mediante restriccion Sad y
sonda SB.

La electroforesis se realizo en un gel de agarosa del 1% de 25 cm de largo. Las
muestras corresponden a cultivos en YPgy YPgtOen fase estacionaria (carreras 3-4y
carreras 5-6 respectivamente) o en fase exponencial (carreras 7-8 y carreras 9-10) y
a cultivos en YPG (carreras 13-14) y YPGHO (carreras 15-16) ambos en fase
exponencial. Cono testigo de DNA desnudo se digirio plasmido pRBS8 (carreras 11-12)
En la carrera 1 se inyecté una restriccion de pRBS8 con diferentes enzimas de
restriccion como patrones de tamafio. En la carrera 2 se inyectd alicuotas de las
muestras de las carreras 1y 3 para comprobar si se producia alguna distorsion en la
g_}igraci()n por efecto de la cantidad de DNA inyectada. Los simbolos como en la Figura
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Figura 30. Detalle de la localizacion de puntos de corte de la MNasa mediante
restriccion Sa4 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+tO 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 YPGtO (carreras
13-14) ambos en fase exponencial. Cono testigo de DNA desnudo se digirio plasmido
pRBS8 (carrera 5) En la carrera 10 se inyectdé una restriccion de pRBS8 con
diferentes enzimas de restriccion como patrones de tamaiio. Se muestra solo un detalle
de la region del promotor de POTL Simbolos como en Figura 29.



entre ambas y que es caracteristica de DNA desnudo, aunque llega a
detectarse en las muestras de cromatina, esta claramente protegida en
comparacion con las muestras de DNA desnudo.

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

Con la activacion del gen en cultivos en YPg:O se observan cambios
en el posicionamiento en dos regiones que coinciden con las comentadas
anteriormente para la DNasal. En la region 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 posicion -109. Cambios mas discretos se observan en las bandas n
(+22) y 1 (+194), que parecen desdoblarse en dos bandas. Un cambio
importante ocurre en la region entre las bandas f (+1436) y h (+1040). En
condiciones de represion existen dos nucleosomas posicionados entre dichas
bandas que desaparecen, al menos el f-g, con la activacion 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 region 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 Gltima zona seria posible la
existencia de un nucleosoma.

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

A continuacion se realizé6 un analisis mediante restriccion Szul e
hibridacién con la sonda SH, con el objeto de poder confirmar los canbios
observados en la region 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 region se observa la proteccion de
una banda existente en el DNA desnudo. Como en la estrategia anterior, al
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TABLA VII.
banda posicion espaciado
a/b 2204
238
c 1966
178
d 1788
216
e 1572
136
f 1436
172
g 1264
224
h 1040
160
i 880
187
j 693
140
k 553
192
1 237
167
m 194
172
n 22
187
0 -165
105
p -270
39
P -309
i 424
187
m' 237
172
n 65
174

o* -109



Figura 31 Localizacion de puntos de corte a la MNasa mediante restriccion Sti4 y
sonda SH

La electroforesis se realizo en un gel de agarosa del 1.4% de 25 cm de largo. Las
muestras corresponden a cultivos en YPgy YPgH) en fase estacionaria (carreras 1-2
y carreras 3-4 respectivamente) o en fase exponencial (carreras 5-6y carreras 7-8) y
a cultivos en Y” (carreras 10-11) y YPGH) (carreras 12-13) ambos en fase
exponencial. Como testigo de DNA desnudo se digirio plasmido pRBS8 (carrera 9).
Simbolos como en Figura 29.



crecer las células en YPg+0 la banda o desaparece originandose la banda o°
(analogamente a los cambios de las bandas 2 y 2% de digestiones con
DNasal) . También se ve claramente el desdoblamiento de la banda n para
originar la banda n' y también se observa la aparicion de una banda,
aunque débilmente, por debajo de la m (banda m°). La aportacion
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, l1a 0. Ademas, la banda n se difumina, convirtiéndose en una zona
sensible que se extiende hasta n'. Estos cambjos en las bandas, unidos a los
observados en las digestiones con DNasal, deben reflejar cambios en la
estructura del promotor que acompanan la activacion del gen que se
produce al alcanzarse la fase estacionaria. Como en los casos anteriores
tampoco se pudo observar cambios especificos con la adicion de oleico a los
medios de cultivo.

Cambios en el posicionamiento de nucleosomas asociados a la

activacion de los genes se han descrito en diversos casos (Almer ez a/ /986,

Lohr, 1984; Pérez-Ortin er az/, 1987, Szent-Gyorgyi er al, 1987).
Generalmente el proceso implica la eliminacion de uno o varios
nucleosomas presentes en estado reprimido, dejando accesibles secuencias
esenciales para la transcripcion del gen. El papel "represor” que pueden
desempefar los nucleosomas en la transcripcion génica también ha
quedado demostrado por el grupo de M. Grunstein en los que demuestran
la activacion de genes causada por la ausencia de histona H4 y la
consiguiente ausencia de nucleosomas (Han ez a/, 1988).

En el caso concreto del P07/, los datos obtenidos no permiten una
interpretacion sencilla de este tipo. Un resumen de la estructura de la
cromatina del gen P07/ y sus flancos asi como de los cambios en el
posicionamiento que se observan con la activacion del gen se representan
en la Figura 32. En estado reprimido, hay una zona hipersensible a la
DNasal y también marcadamente mas sensible a la MNasa entre las bandas
p-p’-0. Esta region se extiende entre -165 y -309, abarcando la casi
totalidad de la region reguladora responsable de la represion por glucosa e
induccion por oleico. La ausencia de nucleosomas podria estar originada por
la interaccion especifica de factores reguladores con dicha region que como
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ya se ha comentado pudiera dar lugar a la mayor sensibilidad de la region.
Estos factores podrian actuar como posicionadores de nucleosomas
bloqueando la transcripcion del gen.

El cambio mas llamativo que se observa con la liberacion de la
represion 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
caracteristica de cromatina. Ademas, entre p° y o' debe existir alguna
estructura cromatinica 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 0’ es de 161 pb, aunque es mas factible que exista una
proteccion directa de la zona de la banda o, a -165, por factores proteicos.
De hecho, esa posicion esta dentro de la secuencia reguladora de 50 pb
descrita. Como se ha comentado anteriormente, la proteina ADRI1 podria ser
la responsable directa de dicha interaccion. Una consecuencia de dicha
interaccion seria la aparicion de la banda o', que se podria interpretar como
un desplazamiento lateral del nucleosoma entre o-n. La distancia entre la
banda o' y n, de 132, es demasiado corta para la existencia de un
nucleosoma, aunque no se puede descartar totalmente. De hecho, algun tipo
de estructura que proteje al DNA debe existir, pues hay una clara
proteccion de una banda existente en DNA desnudo. Mas probable es que
ocurriera un desplazamiento lateral de varios nucleosomas, lo que
justificaria el dedoblamiento que se observa, aunque menos pronunciado,

en las bandas n, m y I {apareciendo las bandas n’, m' y I') al activarse el

gen. Ninguna de estas bandas, como tampoco sucedia con la 0°, 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'-n’, n’-m’y m'-1° (Tabla VII). Puesto que las bandas n, m y
1 no desaparecen, se puede plantear la hipotesis 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 aienue a
medida que nos alejamos de la region reguladora parece apoyar esia idea
del deslizamiento de nucleosomas por la entrada de factores reguladores.
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se ha demostrado in v/troiDong et J/, 1990) e W Vjvo (Pender y Crawford,
1977). aunque hasta ahora no se habia descrito en relaciéon con un proceso

de activacion genica.

Dentro de esta hipotesis se podrian explicar los cambios observados
mediante digestiones con MNasa en las muestras en fase estacionaria. En
estas muestras aparece una banda 0", ligeramente desplazada de la 0', a la
vez que la zona de la banda n se difumina. Todo ello podria representar un
desplazamiento nuevamente del nucleosoma, aunque menos marcado que
el sugerido antreriormente, que afectaria a los nucleosomas 0-n o0“-n\ E
que la banda 0 parezca coincidir con una banda existente en digestiones
de DNA desnudo, asi como la alteracion de la zona de la banda n, permite
tamben una explicacion que implique la distorion o eliminacién parcial de

ios nucleosomas citados.

En ninguna de las muestras se observan cambios especificos
relacionados con la presencia de oleico en el medio de cultivo. Como ya se
ha comentado, la causa podria ser que las regiones reguladoras de la
represion por glucosa e induccion por oleico se extienden tan sélo a lo largo
50 pb, no permitiendo la sensibilidad del método detectar cambios dentro
de dicha region. Fl dominio del mecanismo de represiéon por glucosa sobre
el de induccion por oleico se podria explicar en funcion de los datos de la
estructura de la cromatina del promotor obtenidos. En presencia de glucosa,
el posicionamiento de nucleosomas esconderia las secuencias diana de los
probables factores responsables de la regulacion por oleico. E
deslazamiento de los nucleosomas mediado por la eliminacion de la glucosa,
dejaria accesibles dichas secuencias, permitiendo entonces la activacion de

la transcripcion como respuesta a la presencia de acido oleico.

Ademas de los cambios observados en la region del promotor, se
detectan variaciones en el posicionamiento de nucleosomas en las zonas 3
del gen PO]]y de la ORF, al igual que se detectaban mediante digestiones
con DNasal. En estado reprimido del gen POTI, existen dos nucleosomas
posicionados entre las bandas f gy g-h. Al activarse POTl en medios YP+0
desaparece la banda g observandose una zona extensa sensible a la
nulceasa desde la banda f hasta la posicién +1183 (entre las bandas gy h
del estado reprimido). Este cambio es parecido al observado en digestiones

con DNasal, aunque en este ultimo caso la zona sensible se extendia sélo
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hasta +1340 permaneciendo la banda aniloga a la g inalterada. La
accesibilidad de esta region se explicaria por la desaparicion del
nucleosoma entre f-g. El nucleosoma entre g-h también podria desaparecer
0, al menos alterarse, colocindose entre la region protegida que se observa
entre +1183 y la banda h en 1040, con una extensiéon de 143 pb que,
dentro del error experimental podria ser suficiente para albergar un
nucleosoma. La causa de estos cambios rpod‘ria ser el superenrollamiento
positivo inducido por el avance de la RNA pol II durante la transcripcion
(Pederson y Morse, 1990; Lee y Garrard, 1991). En nuestro caso concreto la
existencia de dos genes transcribiéndose simultaneamente en direcciones
opuestas originaria una acumulacién de supervueltas positivas en la zona
intergénica que desestabilizaria los nucleosomas de esa zona.
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Conclusiones



La secuenciacion de una region de aproximadamente 3000 pb en el
flanco 3’ del gen S{/ha permitido la localizacion de dos nuevos genes hasta
ahora desconocidos en dicha zona. Proximo al gen SIL2 y en la misma
orientacion existe una pauta abierta de lectura de 705 pb que codifica un
mRNA de 085 kb de transcripcion constitutiva. Este gen no muestra
homologia al comparar su secuencia con las bases de datos ni su mutacion
lleva asociado un fenotipo aparente, por lo que no se ha podido identificar su
naturaleza. El otro gen, mas alejado del SILZy en orientacion contraria, tiene
una region codificante de 1251 pb dando lugar a2 un mRNA de 1.6 kb. La
comparacion de la secuencia de la proteina con las bases de datos y el efecto
fenotipico de su ruptura ha permitido su identificacion como el gen de la 3-
oxoacil-CoA tiolasa peroxisomal, al que se ha denominado P07/ Este gen es el
gen mas al extremo del telémero del cromosoma IX conocido hasta ahora.

La comparacion de las secuencias de PO// y de otras tiolasas ha
reflejado la alta conservacion de la parte carboxilo terminal de dichas
proteinas a lo largo de la evolucion. En concreto, se han identificado tres
regiones entre los aminoacidos 185-218, 265-285 y 310-390 de la secuencia
de AOrlespecialmente conservados que deben estar involucradas en
funciones esenciales y comunes a todas las tiolasas.

Los arboles filogeneticos deducidos de las secuencias mediante una
variante del método de remuestreo diferencian dos grupos monofiléticos
constituidos por la 3-oxoacil-CoA tiolasa de £col/y los enzimas peroxisomales
por un lado, vy 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 duplicacion génica a partir de un
ancestro comun con una afinidad amplia por sustratos de diferente longitud
de cadena para originar dos proteinas con especificidades ligeramente

diferentes a partir de una de las cuales surgirian las tiolasas especificas de
acetoacetil-CoA.

El gen A07/ esta sujeto a tres mecanismos de regulacion diferentes
que actuan a nivel de la transcripcion del gen: represion por glucosa,
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induccion por acido oleico y activacion en la fase estacionaria de crecimiento.
El mecanismo de represion por glucosa domina sobre el efecto inductor del
oleico, y en el intervienen los productos de los genes SAF/ y SSN6, pero no el
del gen AM/G/.

En el promotor del gen AJ7/ existe un sitio hipersensible a la DNasal y
a la MNasa constituido por una region central protegida flanqueada por dos
zonas muy sensibles en las po$iciones -165 y -270. Esta region coincide con el
elemento regulador responsable de la represion por glucosa y de la induccion
por oleico descrito para el gen P07/ (HTabak, comunicacion 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 direccion 3’ del gen A07/ y al menos dos
nucleosomas posicionados en la direccion 5'. Con la activacion 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 region codificante, apareciendo nuevas
bandas. Los datos sugieren un desplazamiento lateral con la consiguiente
existencia de dos fases de posicionamiento de los tres primeraos nucleosomas.
Por otro lado. se observan cambios en la region intergénica entre el gen
POTfy 1a ORF de 705 pb, con la pérdida de al menos un nucleosoma de dicha
region y el aumento de sensibilidad de la misma. Las células en fase
estacionaria parecen tener una estructura cromatinica caracteristica en la
region del promotor del gen P07/ Mediante digestiones con DNasal se han
podido observar diferencias en la zona entre -248 y -238, con una aparente
proteccion de la region central de dicha zona en comparacion con celulas en
fase exponencial de crecimiento. La digestion con MNasa de la cromatina de
celulas en fase estacionaria también permite observar diferencias con células
en fase exponencial, en concreto una alteracion en la region del primer
nucleosoma posicionado. En ningun caso se han podido detectar cambijos en la
estructura de la cromatina especificos de la activacion por oleico.
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