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INTRODUCCION



I1.CROMATINA. GENERALIDADES.

La informacion genétice de todos 1los organismos se
encuentra codificada en su DNA. Sin embargo la forma en la
que este DNA esté organizado dentro de 1la célula es muy
diferente entre los organismos procaridticos y eucariodticos.
Los eucariontes contienen un nucleo, dentro del cual su DNA
se encuentra empaquetado en una estructura, de 1la gue
también forman parte proteinas y posiblemente RNA, 1llamada
cromatina. Esta estructura no es algo estatico sinoc qgue
var{a én funcidn de diversag situaciones fisioldgicas de la
célula. Por ello el estudic de estas variaciones es
fundamental a8 la hora de comprender la funcién del DNA, que
es en ultimo término 1la respuesta a todas las cuestiones

bioldgiceas.

La cromatina se compone fundamentalmente de DNA vy
proteinas. De entre las proteinas cabe destacar las histonas
que sons con  muchoy las md&s abundantes. Las histonas son
proteinas muy bdésicas que se encuentran asociadas al DNA en
una relacién de centidad 1:1 (en peso). Por otro 1lado son
las uUnicas proteinas de 1la. cromatina cuya funcion esta
claramente definida, pues constituyen el soporte sobre el
gque el DNA se enrolla con el fin de reducir su longitud a

valores éompatibles con el tamaro del nucleo celular. Debe



tenerse en ‘cuenta también que las alteraciones en su
asocciacion con el DNA juegan un pépel importante en la
funcidn de éste.

Las histonas se han clasificado fundamentalmente por
criterios operativos y de composicén de aminocacidos. Lsa
clasificacié% actual (Bradbury, 1975) es convencional vy
trata de unificar las anteriores. En la mayor parte de los
eucariontes se distinguen cinco tipos de histonas: Hl, HZA,
H2B, H3 y H4. En eucariontes inferiores esta norma no se
sigue tan estrictamente , y asi en levadura falta la histona
H1 (Franco et__al., 1974). En algunos organismos Ise
encuentran pequedas variaciones sobre esta composicion, como
la histona HS de eritrocitos de aves; o la Hl® de algunas
células no proliferantes (Smith et __sl., 1984a). Todas las
histonas,y especialmente las histonas H3 y H4, son proteinas
altamente conservadas que presentan escasa variacion en su
secuencia de amincdacidos entre 1los diversos eucariontes
(Isenberg, 1979). Estructuralmente 1las histonas se pu=sden
clasificar en dos tipos. El primer tipo lo censtituyen las
histonas intermnas (H2A, HE2B, H3 vy H4), que presentan un
extremo N-terminal (aproximadamente un tercio de la
molécula) rico en aminoadcidos bdsicoss lo que le impide un
plegamiento en una estructura secundaria (Delange et_al.,
1972), vy el resto de 1la molécula con una composicidn de
aminodcidos mds equilibrada capaz de adoptar una estructura
globular (Sautiere et_al., 1975). Estas histonas ocupan una

posicidén centreal dentro del nuc leocsomaj; de ahi el



calificativo de internas. El1 segundo tipo comprende 1las
histonas H1/HS vy similares, que tienen una zona globular

central (Hartman et_al., 1977) vy dos extremos flexibles de

conformacidn estadistica (Johnson et__al., 1974). Las
histonas se 'ehéuéhtfén'éntfe las protéinas con mayor grado
de_modificacion postsintética. Estas modificaciones incluyen
la acetilaciodn, fosforilacidn, metilacidén, poli(ADP)-
ribosilacidn y ubiquitinacidon (Isenberg, 1979). '

El resto de las proteinas presentes en la cromatina
recibe, por exclusién, el nombre de proteinas no histonas
(PNH). Por ello s un grupo muy heterogéneo, que comprende
enzimas del metabolismo de las histonas y del DNA, proteinas
reguladoras y proteinas estructurales. De entre las PNH solp
se han caracterizado con cierta precision las proteiﬁas del
grupoc de las HMG (del inglés "High Mobility Group") (Johns,
1982). Las HMG tienen una composicidén de aminodédcidos poco
corriente, con elevada proporcién de residuos acidos vy
béasicos (Walker, 1982); estan ampliamente distribuidas
(Spiker et_al., 1978; Mayes, 1982) vy se ha propuesto su
aspciacion con la cromatina activa (Goodwin y Mathew, 1982).

Finalmente se puede considerar como componente de la
cromatina al RNA, aunque probablemente la mayor parte, o

todo, el RNA cromatinico pertenece al tipo RNAhn, precursor

del RNA mensajero.



L A—F P 2% 22 % P 3 3 R 22 TPt _4- P

La cromatina es una estructura compleja y variable a 1la
que resulta dificil asignarle una organizacidn concreta.
Probablemente varia constantemente en funcién de su
actividad y de la zona del genoma considerada. Sin embargo
se han encontrado una serie de subestructuras comunes vy,
hasta cierto puntoy, constantes para la mayor parte de los
tipos celulares estudiados.

Mediante estudios de microscopia electrénica (Dlins y
Olins, 1974), digestidn con nucleasas (Hewish y Burgoyne,
1973) vy reticulacidn de histonas entre si (Kornberg vy
Thomas,s 1974) se llegd al modelo del nucleosoma (Kornberg?
1974) que representa la subunidad fundamental de la
cromatina. El nucleosoma consiste en un nucleo globular
compuesto por ocho moléculas de histonas (dos de cada una de
las histonas internas) con 146 pares de bases de DNA
enrollado 1.75 vueltas alrededor del nucleo proteico. Ests
estructura recibe el nombre de "core". La quinta histona,
H1l, interacciona con 20 pares de bases adicionales de DNA
para completar dos vueltas de DNA alrededor del nucleo de
histonas, componiendo asi la particulea denominada
cromatosoma (Simpson, 1978). Los cores o los cromatosomas
estadn unidos entre si por DNA menos intimsmente asociado a
las histonas, llamado "espaciador'", lo que da lugar a una
estructura en forma de cuentas de rosario conocida como

nucleofilamento. Mientras que 1la estuctura del core es



idéntica en todos los eucariontes (Bavykin et_al., 1985) la
longitud del DNA espaciador varia con el tipo de organismo,
con el tipo celular o incluso dentro del mismc ndcleo.

El nuclecfilamentoc tiene un diametro de 11 nmy

insuficiente para explicar las fibras ma&s gruesas visibles

al microscopio electrdnico en condiciones de fuerza idnicas

fisioldégica. Para estas fibras se ha propuesto una

estructura tipo solencide de unos 30 nm de& diametro
.

constituidsa por arrollamiento sobre si mismo del

nucleofilamento como en un muelle (Finch y Klug, 1976). Cada
vuelta de hélice estd constituida por & a 8 nucleosomas

(Subirana et_al., 1985; McGhee et_al., 1983). La presencia

No existen modelos concretos para ordenes superiores de
empaquetamiento de la cromatina, salvo para la organizacidn
de los cromosomas metafasicos, en 1los cuales lsa cromatina
estd mucho mas comprimida. Para este estado de la cromatina
se ha propuesto un modelo en el que las hebras de cromatine
de diversos grosores estén ancladas en un esqueleto proteico

(Paulson y Laemli, 1977).



II1.0RGANIZACION DE LA CROMATINA DE LOS GENES ACTIVOS.

En una célula eucaridtica entre el 10 vy el 40% de su
DNA se transcribe a8 RNA. La transcripcidon del DNA es un
procesc relativamente complejo gue implica la accesibilidad
de las DNA polimerasas y la separacion de las dos hebras del
DNA. Ambos procesos son incompatibles con una organizacidén
de la cromatina como la descrita en el apartado anterior.
Necesariamente puesy la estructura de la cromatina de las
zonas transcribibles, la cromatina activa, debe ser

diferente de la del resto de la cromatina.

Los genes activos, aparentemente, estan organizados en
una estructura nucleosomal alterada vy estdn asociados s
dominios de cromatina que estédn menos coﬁdesados que los
dominios 1inactivos (Reeves, 1984). Estos dominios se
caracterizan por una estructura mads accesible a8 nucleasas,
resultado, probablemente, de wuna mayor accesibilidad a
proteinas en general. Las causas de esta estructura mas
abierta no estédn claras, pero probablemente surgen de una
composicidn diferencial de este tipo de cromatina. Por
ejemplo, se han encontrado diversas PNH asociadas
especificamente a cromatina active ( Triadou et_al., 1982).

La especificidad de estas proteinas es muy variable pues se

han descrito proteinas asociadas a genes concretos o



inclusoc a secuencias reguladoraes de estos genes (revisado en
Reeves,; 1984), Sin embargo otras proteinas no son tan
especificas, y su preferencia por la cromatina activa es
solamente cuantitativa. Entre eéstas cabe destacar a las
HMGS, proteinasrque tiehén hrbbabiehente un papei estuctural
en la cromatina y que se encuentran preferentemente
asociadas a z2onas activas (Goodwin vy Mathew, 1982). Sin
embargo no se ha propuesto un papel definido para estas
proteinas en la cromatina activa.

La composicidn diferencial de la cromatina activa se
manifiesta también en .alteraciones en sus componentes
fundamentales: el DNA vy las hisfonas. En muchos eucariontes
se ha encontrado que el DNA sufre metilacidn en lea posiciép
S de las citosinas; y se ha establecido una relacién inversa
entre la metilacién del DNA y la actividad genética
(Doerfler, 1983). La metilacion puede afectar a 1la
estructura del DNA favoreciendo estructuras alternativas ai
DNA-B que alteren 1la estructura normal de la cromatina
ejerciendo un control transcripcional sobre genes proéximos
(Rich, 1983). También las hiétonas pueden sufrir
alteraciones que afectan a su contribucidn a 1la estructura
de la cromatina. Especialmente se ha prestadc atencidn a la
acetilacidn de 1las histonas como modo de reducir su
interaccidn con el DNA y asi facilitar la "apertura" de 1la
cromatina al aparato transcripcional (Alfrey,1977), aunque
la acetilacidn de las histonas puede ser un mecanismo méas

general de reducir 1ls interaccidn entre las histonas vy el



DNA y no exclusivo de la cromatina activa (Reeves, 1984). En
los ultimos aros se ha cuestionado que haya una relaciodn
biunivoca entre acetilacion de histonas y dctividad

transcripcional (Loidl et 8l.,1983).

La caracteristica méds estudiada de 1la cromatina activa,
en la gue se basa el presente trabajo, es su sensibilidad a
nucleasas. En muchos casos los dominios de cromatina activea
se pueden definir funcionalmente por su mayor sensibilidad a
rnucleasa en relacidn con la cromatina total (Igo-Kemenes et
al.s 1982; Weisbrod, 1982; Reeves, 1984). Para estos
estudios se han usado una gran variedad de nucleasas con
diferentes especificidades vy, a8 menudo, los resultados han
sido contradictorios o de dificil interpretacidén, debido a
posibles artefactos causados por 1la especificidad de 1las
nucleasas o© alteraciones de la estructura de la cromatina
durante la digestiodn.

En general la accesibilidad ‘a rnucleasas se interpreta
como menor proteccidén del DNA, vy asi se han wutilizado
endonucleasas de restriccion para determinar la exposicidn
de secuencias especificas del DNA en cromatina (Liberator y
Lingrel, 198B4; Ferl, 1985). También la DNasa II, que ataca
preferentemente 2zonas activas de la cromatinas, se usd para
estos fines (Gottesfeld et__al.,1974), aunque actualmente se

ha reemplazado por otras nucleasas debido a dificultades en
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Su uso.
Actuslmente 1la mayor parte del trabsajo con nucleasas se
realiza con dos nucleasas gque parecen reconocer aspectos
diferentes de 1la estructura de 1la cromatinasy 1la DNasa
pancredtica (DNasa I) yilé nucleasa de micrococo (MNasa).

La DNasa I parece reconccer al menos tres aspectos
diferentes de la cromatina activa (Reeves, 1984), dando
lugar a tres niveles de sensibilidad incrementada con
respecto a la cromatina inactiva.

El primer nivel de mayor sensibilidad de la cromatina
activa corresponde a grandes dominios de cromatina que
contienen genes activos o potencialmente activos. Por
ejemplo el gen de la @-gleobina de pollc es sensible
preferentementé a la DNasa I cuando es activo (en células
eritroides) pero no lo es cuando no se transcribe (oviducto)
(Weintraub y Groudine, 1976). ésta sensibilidad preferencial
se mantiene cuandoc el gen deja de expresarse o es
potencialmente activo (Stadler et__al., 1980), o incluso
cuando estéd condensado en los cromosomas metafdsicos (Kuo et
al., 1982). Este tipo de sensibilidad a la DNasa I parece
ser el resultado de la existencia de amplios dominios (hasta
100 Kb) sensibles que comprenden al gen y extensas regiones
laterales (Lawson et__al., 1980), aunque existe una gran
variabilidad en la longitud: de estas zonas (Flint vy
Weintraub, 1977). Esta sensibilidad a 1la DNasa I se ha

relacionado con la presencia de proteinas del grupo de las

HMG 14/17, que parecen conferir sensibilidad a la DNasa I en
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experimentoé de reconstitucidén del gen de 1la ff—-globina
(Weisbrod y Weintreaub, 197%). Sin embargoc debe tenerse en
cuents que esta conclusidn estéd basada en evidencias
indirectas (Igo-Kemenes et__al.y, 1982) vy recientemente ha

sido cuestionada (Goodwin et__al., 1985). También se ha
encontrado relacidn entre la presencia de histonas
acetiladas y la sensibilidad de 1la cromatina @ 1la DNasa I
(Vidali et_al.s 1978). Sin embargo este hecho también ha
sido cuestionado en base a la solubilidad preferencial de la
cromatina con histeonas acetiladas en medios con Mg®* como
'los utilizados para 1las digestiones con DNasa I (Perry y
Chalkley, 1981). La superestructura de estos dominios
tampoco aparece claraspues mientras hay autores que postulan
que ser conserva lg estructura tipo solenocide de 30 nm
{McGhee et_al., 1980), otros proponen para el mismo gen una
estru&tura desplegada y carente de histona Hi (Kimura et
al., 1983).

El segundo nivel , de sensibilidad a 1la DNasa 1
corresponde a las zonas transcribibles de los genes activos,
las cuales son algo mas sensibles que los flancos del gen.
Estos resultados se han obtenido estudiando la desaparicidn
de fragmentos de restriccidn correspondientes & la zona
transcrible del gen y a sus flancos a medida que progresa la

El tercer nivel de sensibilidad se da en algunas zonas

de pocos cientos de pares de bases cuya sensibilidad a 1la

DNasa I es de al menos un orden de magnitud superior. Estos
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lugares fueron descubiertos por Wu et_gal. (197%9a) cuando se
hacian digestiones muy suaves con DNasa I de los genes del
chogque térmico de Drosgphila. 5Se 1les conoce como sitios
hipersensibles, y pueden localizarse mediante la técnica del
"marcaje terminal indirecto" desarrollada por Wu (1980).
Generalmente estos sitios se situan preferentemente en 1lsa
zona anterior él inicio de transcripcidn del gen y pueden
estar relacionados con secuencias promotoras o reguladoras
del gen (Wu, 1980; Costlow vy Lis, 1984). También pueden
encontrarse sitios hipersensibles a 1la DNase I en otras
iocalizaciones {revisado en Lowenhaupt et_al., 1982 y Elgin,
1981). En muchos casosy pero no en todos, la presencia de
estos sitios se relaciona con la actividad o 1la potencial
actividad del gen (Eissenﬁefg et_al., 1985). La naturaleza
molecular de estos sitios no estd clara, pero en alguncs
casos se ha demostrado que estdn desprovistos de nucleosomas
(McGhee et_gal.» 1981) y asociados a proteinas especificas
(Wuy 1984; Emerson vy Felsenfeld, 1984), lo cual puede
provocar estructuras de DNA alteradas, quizd& con DNA
monocatenario (Larsen y Weintraub, 1982). Se he postulado
que estos sitios pueden corresponder a8 secuencias de
reconocimiento de la RNA polimerasa II. En cualquier caso
parece razonable afirmar que uno o mds sitios hipersensibles
a la DNasa I situados en la regidn anterior al inicio de 1la

transcripcidén son necesarios, pero no suficientes, para la

expresion eficiente de 1los genes transcritos por la RNA
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La MNasa se ha utilizado también para el estudioc de 1la
cromatina activa. Inicialmente-se utilizd la digestidn con
MNasa como medio de fraccionamiento de la cromatina activa.
Asi Bloom y Anderson (1978) encontaron que la cromatina de
oviducto de gallina solubilizada mediante digestion con este
enzimér estaba enriquecida 5-6 veces en el gen de la
ovoalbumina —activamente transcrito en este tejido-
comparado con el DNA nuclear total. Este resultado sugeria
que el gen, y la cromatina activa en general, era degradado
preferentemente por la MNasa. Posteriormente se han
desarrollado métodos de fraccionamiento que 'implican
digestiones suaves con MNasa. Por ejemplo Levy-Wilson et_al.
(1979) observaron la liberacidn de proteinas del grupo de
las HMG debido a la accidn de la MNasa. Posteriormente lé
cromatine digerida se podia fraccionar mediante
centrifugacidn y precipitacion con NaCl 0.1M. Las fracciones
solubles estaban enriquecidas en secuencias transcribibles
(Levy—-Wilson y Dixon, 1979).

En cuanto a la sensibilidad de los genes activos a la
MNasa los resultados son contradictorios. En general se ha
observado un comportamiento similar a las digestiones con
DNasa I, pero algunos autores opinan gque la MNasa distingue
entre genes activos y potencialmente activos, siendo los
activos mas sensibles (Bloom y Anderson, 1978; Smith et_al.,
1984b). Incluso puede distinguir entre genes con diferentes
tasas de transcripcidn (Anderson et_al., 1933).

Recientemente la MNasa se ha utilizado para estudiar lea



organizacién de la cromatina mediante la obtencidn de mapas
de localizacion de los nucleosomas. La técnica empleada es
similar a la de Wu (1980) vy fue puesta a punto por
Nedospasov y OGBeorgiev (1980). En esta técnica las bandas
vié}asren lé autorradioérafﬁa se ihtérprefan como pdsiciones
de los linkers,; por loc que los cores nucleosomales se situan
en las regiones protegidas entre 1las bandas. Sin embargo la
MNasa tiene el inconveniente de ser una nucleasa con un
cierto grado de especificidad de secuencia. Prefiere
secuencias CTA o CATA o, en general, secuencias ricas en A/T
(Pauli- et___al., 1982), lo cual puede producir
interpretaciones errdneas. Para eliminar estos artefactos
debe wutilizarse un testigo de DNA desnudo digerido con
MNasa. Sin embargo en digestiones prolongadas se puede
producig‘otro értéfacto debido a la proteccidn del DNA cada
10 pares de bases a causa de sus contactos con las histonas
(McGhee y Felsenfeld, 1983).

En general se acepta que 1los genes en transcripcion
contienen nucleosomas (Reeves, 198453 Eissenberg et__al.,
1985), aungue eﬁ genes con elevada tasa de transcripciodn
como los ribosomales (Goltschling et__al., 1983) y los hsp

(Wu et_al., 1979b) puede existir gran cantidad de DNA no
nucleosomal que se superpone al esquema de bandas tipico. En
el caso de existir ‘nucleDSOmas, éstos présentarian una
estructura més abierta que les hace accesibles al aparato
transcripcional y las nucleasas (Priorbet al., 1983).

" En varios genes se ha estudiado la localizacidon de 1los

14



nucleosomas vy los resultados son contradictorios (revisado
en Kornberg, 1981; Reeves, 1984 vy Eissenlbberg et_al., 1985).
Algunos autores encuentran que los mucleosomas estéan
precisamente posicionados en relacidn a la secuencia del DNA
en todas las células de una linea dada. Este hecho ha sido
llamado "fase" de los nucleosomas, aungque el teéermino "fase"
. deberia restringirse a un posicionamiento regular de los
nucleosomas relativo & wuna secuencia repetitiva del DNA
(como el DNA satélite, el DNAr o el DNA de los RNA de
transferencia). Un término mas apropiado es
"posicionamiento; que impliéa posicidn fija, pero no
necesariamente regulars de los nucleosomas sobre DNA no
repetitivo.

Ejemplos de faserde nucleosomas se han encontrado en
los genes del RNAr 9SS de Xenopus (Young y Carroll, 1983) y
Tetrahymena (Gotschling et _z2l., 1983), aungque cuando los
genes se activaen los nucleosomas pierden sus posiciones
fijas; y en DNA sateélite de mono (Wu et _al., 1983) en el
cual parece haber varias fases posibles que se obtienen
superpuestas. También se han encontrado ejemplos de
posicionamiento fijo de nucleosomas en algunos genes que se
transcriben a RNAm, como por ejemplo el complejo de genes de
las histonas de Drosophila (Worcel et _al., 1983), en genes

SN —a—4 S AP - — e —

hsp de Drosgphila (Wu, 1980), o en varias zonas del genoma
de levadura (revisado en el apartado sigujente).
La razén de la situacion fija de los nucleosomas en

relacidn a la secuencia del DNA no estd clara (Igo-Kemenes

15



et_al., 1982), peroc existen dos posibles alternativas. La
primera es el posicionamiento dirigido por la secuencia del
DNAR, lo cual implica interacciones especificas entre zonas
del DNA y las histonas (Mengeritsky vy Tr{fonov, 1983). Lea
otra posibilidads no necesariamente alternativa (Linxweiler
y Horz, 1985), es la existencia de proteinas especificas de
secuencia del DNA que, de forma indirecta, obliguen a 1los
nucleosomas &a situarse fuera de ciertas regiones del DNA.
Esto produciria un posicionamiento de 1los nucleosomas
irregular en las cercanias de la proteina especifica vy
paulatinamente mé&s aleatorio al alejarse de ella. En élgunos
casos se han encontrado proteinas de este tipo implicadas en
la fase de los nucleosomas (Wu et_sl., 1983). Este mecanismo
parece ser el .responsable de 1los posicionamientos de
nucleosomas alrededor de los sitios hipersensibles, que

probablemente estédn ocupados por proteinas como se ha

mencionado anteriormente.

III. ORGANIZACION DE LA CROMATINA DE LEVADURA.

para investigar las propiedades de la cromatina activa. Por
un lado, al menos el 40% de las secuencias de su DNA se
transcriben como RNAm a lo largo del ciclo celular (Hereford
y Rosbash, 1977) y, en determinadas circunstancias, la tasa

de transcripcidon puede ser muy elevada. Por otro lado, el

16



buen conocimiento de la genética dee S._cerevisiae hace

posible el estudioc de la estructura de lle cromatina de genes

concretos.
I111.1. Aspéctos generales.

A pesar de la existencia de micleos perfectamente
def;nidbs, en la levadura no se da una estructura clara en
cromosomas durante el ciclo celular (Gordon, 1977), aunque
existen 17 grupos de 1ligamiento genético (Fangman y Zakian,
1981).

Sin embargo 1la levadura presenta un complemento de
histonas internas completo (Tonino y Ro=zijn, 19663 Franco et
al., 1974; Brandt vy Von hHolt, 197&) vy una estructura
nuc leosomal tipica (Lohr y Van Holde, 19%75; Thomas y Furber,
19763 Nelson et_al., 1977), aunque carece de histona Hl vy
por lo tanto no contiene particulass tipo Crométosoma
(Szent—-GBiorgi y Isenberg, 1983). En algunos casos se ha
descrito una proteina con movilidad semejante a lsa histoné
H1l de eucariontes superiores (Thomas y Furber, 19763 Franco
Yy Ldpez-Brana, 1978; Sommer, 1978)), cuyo aislamiento
permitid comprobar que su composciénw. en aminodcidos la
aseme jaba mds al grupo de las HMG (Spikcer et__3al., 1978),
aunque algunas de sus propiedades son comunes a8 la histona
H1 (Estruch et_al., 1986a).

Las histonas internas de levadura poseen una secuencia

de aminoacidos (Brandt et_al., 19803 Birandt vy Von Holt,

17
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1983) y una estructura tercisria similar a la de eucariontes
superiores (Mardian y Isenberg, 1978). La levadura presenta
nucleosomas de 160-165 pb con un core tipico de 145 pb

(Nelson et_al.s 1977) y una estructura idéntica a 1la de

eucariontes superiores  (Bavykin et___al., 1985). Al
microscopio electronico presenta una organizacidn tipica,
incluso con fibras de 30 nm, a pésar de carecer de histona
H1 (Rattner et__al., 1982). Unicamente cabe sefalar como
caracteristicas de la cromatina de levadura la irreqularidad
de la longitud del linker, lo cual habia sido previamente
presencia de 2zonas ‘carentes de nucleosomas, que pueden
representar un 5-10% de; genoma, dato 'que ha sido
.posteriormente confirmado mediante digesGibnes con MNasa
(Szent-Giorgi vy Isenberg, 1983). En general se  puede
concluir que la cromatine de lévadura presenta una
estructura menos compacta que la de otros eucariontes, como
lo demuestran los estudios de dicroismo circular realizados
sobre cromatina total (Franco y Ldépez-Bravra, 1978) o sobre
mononucleosomas aislados (Lee et_al., 1982). Esta estructura
mas abierta puede ser la causa de 1la altea vy uniforme
sensibilidad de la cromatina de levadura a la DNasa I (Lohr
y Hereford, 1979), hecho que también se ha relacionado con
su elevada tasa de transcripcidn, puesto que en células en
fase logaritmica de crecimiento (con diez veces mas

actividad transcripcional) la digestidn es mas répidae gque en

celulas en fase estécionaria (Lohr y Ide, 1979). Todos estos
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hechos 1llevan & considerar a 1la cromatina de levadura
globalmente como un ejemploc de cromatina activa (Lohr,
1981). Sin embargo mediante la MNasa y precipitacidén salina .
se puede separar la cromatina de levadura en fracciones con
diferente tamafo promedio de  DNA y diferente complemento de
PNH e histonas acetiladas (Estruch g;_gl.; 1946a)y 1lo cual
indica probablemente que hay 2zonas de la cromatina con
diferente estructura y la MNasa, quizd debido & su propiedad
de diferenciar entre genes activos y potencialmente activos,
es capaz de diferenciarlas.

En concordancia con las caracteristicas generales de la
cromatina activa {(ver apartado anterior) 1la cromatina de
levadura presenta una elevada tasa de acetilacién en sus
histonas (Davie et__al., 1981; Nelson, 1982; Marian vy
Wintersberger, 1982; Pérez-0Ortin, 1983), y por lo tanta una
elevada actividad acetiltransferasa (Travis et_al., 1984;
Lépez—Rodas et_al., 1¢85), relacionada con la actividaed"

también proteinas del grupo de las HMG en levadura (Spiker
et al., 1978; Weber y Isenberg, 1980; Petersen vy Sheridan,
1978) aunque su relaciéon con las HMGs de eucariontes

superiores vy con la cromatina activa no esta clara (Estruch

et_al., 1986b).
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II1.2. Organizacion de la cromatina de ﬁenes individuales de
S._cerevisiae. - |

En levadura se ha estudiado 1la estructura de 1la
cromatina de numerosos tipos de genes vy, en general, los
resultados concuerdan con los obtenidos para otros
eucariontes. Los estudios realizados comprenden genes que se
expresan de fTorma constitutiva (Sledziewsky y Young, 1982;
Struhl, 1982), regulables por la concentracidn de
metabolitos (Sledziewsky y Young, 1982; Lohr, 1983a; Lohr,
1984; Struhl, 1984; Proffit, 19835), genés ribosomales (Lohr,
1983b,c),k y zonas de 1la cromatina que no se transcriben
(Bloom y Carbon, 1982; Nasmyth, 1982). Asimismo se han
estudiado genes y otras zonas del DNA integradas eh
plésmidos de replicacidén autdnoma en levadura (Livingston,
1982; Thoma et_al., 1984).

La DNasa I a concentraciones muy bajass o la MNasa,
digieren con préferencia genes en estado de transcripcion
sobre 1los que estan reprimidos (Sledziewsky y Young, i?BE;
Bergman y Kramer, 1984). También se han localizado sitios
hipersensibles a la DNasa I en el flanco S5’ de los geneé de
la alcohol deshidrogenasa (Sledziewsky y Young, 1982),
fosfatasa acida (Bergman vy Kramer, 1984), genes del
metaboclismo de 1la galactosa  (Lohr, 1984; Proffit, 1985),
trpl(Thoma et_al., 1984), his3 (Struhl, 1983), gen del RNAr

35S (Lohr, 1983c), vy algunos genes del plasmido 2Hm

(Fragelius y Livingston, 1984). En muchos de estos genes los



sitios hipersensibles estan situados en posiciones cercanas
a la csja TATA. También se han encontrado sitios
hipersensibles en otras localizaciones menos tipicas, como
el flanco 3’ del gen (Proffit, 1985; Nasmyth, 1982), dentro
de la zona transcribible (NésmythQ 1982), o en algunas zonas
de la cromatina no génicas, como los origenes de replicacidn
(Thoma et_al., 1984; Fragelius y Livingston, 1984) vy los
centrdmeros (Bloom y Carbon, 1982). En la mayor parte de los
casos la presencia de los sitios hipersensibles es
independiente del estado de transcripcion del gen (salvo en
el gen de la fosfatasa acida), como sucede en general con
los genes (potencialmente) activos (Eissenberg et__al.,
1985). Esto puede deberse a que en la levaduras por ser un
organismo unicelular, todos sus genes son, &l menos
potencialmente, activos. Se ha encontrado, por otra parte,
que para la presencia de sitios hipersensibles en el flanco
S’ del gen es‘ necesaria 1la presencia de ciertas secuencias
reguladoras (Struhl, 1982).

Se ha demostrado también 1la presencia de estructura
nucleosomal en las zonas transcribibles y en los flancos de

estos genes. Solamente en algunecs casos se han detectado

posicionamientos de nucleosomas (Lohr, 1983c; Bergman vy

Kramer, . 1983, Thoma et_al., 1984), mientras que en otros se
han encéntrado estructuras cromatinicas aberrantes (Lohr,
1983b; Lohr, 1984), posiblemente relacionadas con zonas
reguladoras. En varios casﬁs la activacidon del gen lleva'a

una alteracion en el espaciado nucleosomal, que se detecta
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como aparicidn de fondo uniforme de DNA sobre el espaciado
nucleosomal (Lohr, 1983a), o como pérdida de posicionamiento
de 1los nucleosomas (Bergman y Kramer, 1983). Sin embargo en
otros casos los cambios de actividad del gen no dan lugar a
alteraciones importantes (Thoma et_al., 1984; Struhl 1983),
quizd debido a que en estos genes 1las diferencias de
actividad transcripcional entre unos estados y otros no son
muy grandes.

La estructura de la cromatina se ha estudiado también
en plasmidos de replicacidén autdnoma en levaéura. Estos
plasmidos se organizan en nucleosomas tipicos, como se
demostrd originalmente con el plésmido 2Hm (Livingston vy
Hahne, 1979; Nelson y Fangman, 1979), lo que ha permitido'el
estudio detallado ) de su organizacidn cromatinica
(Livingston, 1982; Fragelius vy Livingston, 1984). En un
plasmido artificisl, el TRPARS1, se han posicionado 7

.

nucleosomas (Thoma et_al., 1984; Long et__al., 1983) cuye

.

situacion depende probablemente de interacciones

especicificas histona-DNA (Thoma y Sipmson, 1985)



IV. CARACTERISTICAS DEL GEN SUCZ2 DE S. CEREVISIAE.

IV.1. Caracteristicas de la invertasa de levadura.

La levadura S._cerevisiae puede utilizar el disacéarido

23

sacarosa como fuente de carbono puesto que posee un enzima

con actividad hidrolitica de » sacarosa, la
f—fructofuranosidasa fructohidrolasa (E.C. 3.2.1.26),
comunmente llamado invertasa. Existen dos formas diferentés
de la invertasa de §gggnggémxgg§ (Gascon gg_gi.,' 1968). La
forma mayoritaria es una manoproteina de secrecidn que tiene
un peso molecular de 270000 y esta compuesta por un S50% de
carbohidratos y dos subunidades,K idénticas de aproximadamente
60000 de pesoc molecular (Gascdbn y Lampen, 1968). La faorma
minoritaria constituye sdédloc un peqguerno pof:entaje del total,
tiene un peso molecular de 135000 vy esté& formada por las
mismas subunidades de 1a invertasa de secrecidn, pero a
diferencia de ella contiene poco o ningun carbohidrato
(Gascdn y Lampen, 1968). Esta ultima forma del enzima es
intracelular y su funcién no estéd clara puesto que no se
encuentra sacarosa dentro de la célula de levadura (De la
Fuente y Sols, 1962).

La formacidn de invertasa en Saccharomyces esta
regulada en funcidn de 1la concentracion de glucossa.

Concentraciones altas de glucosa reprimen la sintesis de la

invertasa de secrecidn, pero no afectan a la sintesis de 1la
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invertasa interna (Gascon y Lampen, 19&8).

codificadas por una familia de genes llamados SUC.
Diferentes cepas de levadura llevan alelos SUC en diferentes
localizaciones cromosomales. Hasta la fecha se han
identificado seis distintos loci: SUC1-5 y SUC7 (Carlson et
al., 1980). Cada.cepa de levadura puede tener ceros uno o
varios alelos SUC. Se han construido mapas genéticos de los
seis loci en los siguientes cromosomas: SUC1 en el cromosoma
vil, SuUC2 en el IX, SUC3 en el II, SUC4 en el XIII, SUCS en
de levadura no 1llevan alelos SUC en ninguno de los seis
lociy, y llevan alelos naturales negativos, suc®s en algunos

loci. Solo el alelo suc2? corresponde a un gen mutante,
mientras que los demads alelos suc® carecen de secuencias .de
DNA homoldges & los alelos SUC (Carlson y Botstein, 1983).
Este hecho, junto con la observacion de el alelo SUCZ2 es el
unico que nunca coexiste con alguno de los otros alelos, ha
llevado a8 proponer que la familia de genes SUC deriva de un
gen SUC2 original que, por reordenaciones cromosdmicas, se
ha desplazado & otras localizaciones del genoma AE la
levadura (Carlson et_al., 1985).

Todos 1los genes de 1la familia SUC son altamente

homdlogos en la secuencia  de bases de la regioén
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transcribible y en 1las regiones flanqueantes (Carlson et
gl., 1985), salvo el gen §QQ§ cuya homologia se limita a las
regiones reguladoras vy codificantes (Sarokin vy Carlson,
1985a; Carlson et_al. 1985). De todos ellos se conoce el
mapa de restriccidn, aungque solo SUCl, 2y 4 vy 7 han sido
clonados (Carlson y Botstein, 1982; Carlson et_al., 1985) vy

SUCZ2 y 7 secuenciados (Taussig y Carlson, 1983, Sarokin 'y

Carlson, 1984; Sarokin y Carlson, 1983a).
IV.3, Estructura del gen SUCZ2.

El gen SUCZ2 es el mads estudiado de la familia de genes
SUC. Se conoce su secuencia completa asi como el mecanismo
de su regulacidn por glucpsa. En 1a fig. 1 se muestfa uh
esquema de "la organizacidn del gen SUCZ2.

El gen se puede leer desde dos origenes distintos dando
lugar a dos RNAm alternativos, de 1.8 y 1.9 kb (Carlson vy
Botstein, 1982). E1 RNAm de 1.8 kb corresponde a la forma
minoritaria, intercelular, de la invertasa, mientras que el
de 1.9 kb da lugar a la forma mayoritaria, de secrecidn, vy
contiene una regidn codificante para 1le secuencia senal
(Carlson et_al., 1983). Se han localizado dos regiocnes
reguladoras en el flanco 5’ del gen (Sarckin y Carlson,
1984?. Una de ellas corresponde a la caja TATA, situada
entre ~-124 y -133 pb y resulta imprescindible para 1lsa

sintesis de la invertasa de secrecidn, mientras que la otra

region esté entre aproximadamente -500 y -418 pb, y confiere



capacidad parsa desreprimir 1la sintesis de la invertasa de
secrecidén (Sarokin y Carlson, 1984). Ninguna de las dos
‘secuencias, afecta a 1la sintesis del RNAm de 1.8 kb, cuysa
regulacidn seria independiente de 1la del RNAm de 1.9 kb
(Periman et_al.s, 1984). La regidn reguladora distal confiere
la capscidad de ser regulable por 1la concentracion de
glucosa cuando se inserta delante de un gen que, de otra
forma, no es regulable por glucosa (Sarokin vy Carlsony
1985b).

Por otro lado la actividad del gen SUCE2 estd regulada
por, al menos, dos tipos de genes. Los genes SNF1-6 que

actuan como reguladores positivos de su expresidn (Carlson
"para la desrepresidon de la invertasa en ausencia de glucosa
.(Neigeborn y Carlson, 1984)3 Yy el -gen SSN& que actua como
supresor de snf, y es necesario para la represidén del gen
SUC2 por ealtas concentraciones de glucosa (Carlson et_gal.,
1984). Ambos tipos de genes tienen efectos pleiotrdépicos,
afectando a la sintesis de otros enzimas regulables por
glucosa (Neigeborn y Carlson, 1984). La accidn de los genes
SNF1-6 vy ©§S5SNés cualquiera gque eésta seay necesita la

presencia de la regidn reguladora distal y parece realizarse

a nivel de transcripcidn (Sarokin y Carlson, 1985b).
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RNAm 1.9

RNAm 1.8
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1Kb

Ef9ura 1.- Hipa esquetitico del gen SUC2.

Cn ua lirea delgpdh se representa esquendticarente el B, ana direccién e transcripcidn
es e izqulerch a dereda. las diamas de restriccidn més significativas se representan aediante barvas
verticales. E  ExRD; H (EHndI); B EG&ED) X &al; K &ol); B @Hal. las ajes
rectangulares representan las secuencias requladoras vy la  linea més gruesa representa 1 zaa &l gen
ae = transcribe a RA. Fn la parte inferdor, las tres liress representan los dos  posibles
transcritos v la zae ge se traduce a proteira.



V. QEJETIVOS

En el presente trabajo se plantea como objetivo el
estudio de la estructura de la cromatina del gen SUC2 de
2§Qchargmyces cereyisiae? como sistema modelo de la
organizacidn cromatinica de los genes activos, y
especialmente de los cambios que se producen en esta
estructura en los procesos de represidédn y desrepresidn de la

sintesis del RNAm.

Para este fin se utilizara la digestidn con varias
nucleases: DNasa I, MNasa, SI y Hi.ndIII. El planteamiento
general se basa en la idea, ampliamente corroborada por
otros autores (vebse Reeves, 198"+), de que la accesibilidad

de la cromatina a una nucleasa dada es una buena medida de
su compactacidédn o de su. accesibi lidad a proteinas implicadas
en los procesos de activacidédn o regulacidédn génica.

Las digestiones con DNasa I permitiréan valorar la
sensibilidad global de cada regidén dentro del gen, asi como
la posible localizacidn de sitios hipersensibles a esta
nucleasa. Las digestiones con nucleasa ST permitiréan
investigar 1la estructura del DNA en los posibles sitios
hipersensibles. Las digestiones <con H¢;ndIII servirdn para
comparar la accesibi lidad a enzimas de restriccidén de varias
zonas del gen SUC2. Finalmente las digestiones con MNasa
permitirdn un estudio de la sensibilidad del gen y sus zonas
a esta nucleasa, asi como el estudio de su espaciado

nucleosomal y el posible posicionamiento de los
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nuclesosomas.

En todos 1los casos

debidos

gen.

a variaciones

se

en

invest igerén los posibles cambios

la actividad transcripcional dei
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MATERIALES Y METODOS



I. MATERIALES.

1.1. Productos de especial interés.

Agarosa (tipo 1I)

Agarosa (baje punto de fusidén» ultrapura)

Bisbenzimidazol (Hoetchs 33258)
B3A

BSA (libre de nucleasas)

dATP [<x-at*P3 (3000 Ci/mmol)

DNA ligasa del fago T4 (1 u/Fl)
DNA polimerasa I (5 u/Fl)

DNasa I (DPFF, 2300 u/mgqg)
Endonucleasas de restriccidn
Filtros de nylon (Hybond-N)

Filtros de papel ABM (Transa-Eind>

Glucosa ox.idasa (grado II» 267 u/mg)
Nucleasa SI

Nucleasa de micrococo (15000 u/mg)
Peroxidasa (grado II» 175 u/mg)
Proteinasa K

Ribonucleasa A

Trifosfatos de desoxirr ibonucled tidos

{3-Glucuronidssa-Ari Isulfatasa

Sigma

BRL

Boehr inger

Sigma

Boehr inger

Amersham

Boehr

inger

Boehr inger

Wor th ing ton

Boehr inger

Amersham

Schleicher

Schuell

Boehr

Boehr

Boehr

Boehr

Boehr

Boehr

Boehr

Boehr

inger
inger
inger
inger
inger
inger
inger

inger

and
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1.2. Material Bioldgico:

Organi smo

E. coli

Ei cgl
Ii corevi

siae

Pladsmido

YRp 10

pBR322
PBR325

PRB58

pSUC2A3
psSUC213

PSUC207

Cepa

HB101

Co600 ote”

X2180--JA

Cepa hos-

pedadora

HB 101

C600 ote”

cepas y pléasmidos.

Caracteristicas

tipicas de

recA" , E"

recft+ , FP%

MATa, SUC2

Carédcter isticas geno-

tipicas de

Amgv? ura3,

Ampl » Tet
Amgr', Jetv',

Amgv > SUC2?

Amp'"? SUC2
Amg™, Cagl

Amgl, Cagl

interés

interés

arsl

Caglu

ura3

oceno-
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Procedencia

S. Ferrer/

D. Ramdn

R. Sentan-

dreu

Procedencia

D. Ramdn

R. Bentan-

dreu

Esta tesis
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IT. PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

11.1. Condiciones de cultivo.

Les células de levadura se cultivaron en medio YEPG:
extracto de levadura 1. (p/v), peptona bactri oldégica 2%
(p/v), vy glucosa 2% (p/v). a 28°C con agitacién mecénica.

Para la desrepresidén de la sintesis de invertasa se
siguid el procedimiento de Carlson et al.. (1981) . Las
células se cultivaron en este medio hasta une densidad
aproximada de 5-10x10"7 células/ml. Se recogieron en

condiciones de esterilidad y se transfirieron a matraces con

medio de cultivo nuevo con 0.05%/. de glucosa (condiciones de
desrepres 16n) o 2% de glucosa (condiciones de represidn)»
donde se cultivaron durante 2.5-3 h adicionales en las

La valoracidbdn del crecimientode 1los cultivos se 1llevd

a cabo mediante la medicidén de la A;,00 de los cultivos y el
uso de una curve patrdén previ dmente constru ida (Pérez-Ur tin»

1983) .

11.2. Obtencién de protoplastos de levadura.

La obtencidén de protoplastos a partir de células de

levadura en fase exponencial de crecimiento se realizbd

mediante el empleo del preparado enzimadtico



fl-glucuronidasa-ari lsulfatase» de acuerdo con el método
descrito por Pérez-Ortin (1983)» con ligeras modificaciones.

Las células se recogieron por centrifugacidn y se
lavaron dos veces con HpPX) destilada fria y una vez con medio
de pretratamiento: Tris-HC1 0.1 M>» EDTA 5 mM »
ii-mercap toetano 1 75 mM, PH 8.0. Poster iormente se
resuspendieron en diez voluUmenes de este mismo medio y se
incubaron 30 min a 4°C. Al cabo de este tiempo las células
se recogieron por centrifugacidn y se lavaron una vez con
medio de incubacidén: sorbitol 1.1 M, fosfato sdbédico 24 mM>»
pH 6.5. Una vez lavadas se resuspendieron en este mismo
medio a una concentracidn de 0.2 g de células/ml y se
adicionaron 0.4 mi de $-glucuronidasa-ari lsulfatasa por
gramo de células» incubéndose a 37°C durante 1 h con
agitacidn suave. Le formacién de protoplastos se siguid
med iante observacidn microsedpica.

El empleo de otro preparado enzimdtico» Novozim 234»
aunque muy efectivo para' la produccidn de protoplastos no
dié buen resultado puesto que se comprobdé que contiene
proteesas y nucleasas que afectan a la estructura de la

cromatina» dando lugar a resultados andémalos.

II.3. Obtencién de nucleos de levadura.

Se siguidé un procedimiento besado en un método descrito

por Wintersberger et al. (1973) . Los protoplastos de

levadura se lavaron dos veces con el medio de incubacidén y
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se resuspendieren con ayuda de homogenizador Potter-Elvehjem

Q

en 5 volumenes de medio ae lisis: Fico1ll ~00 18% (p/v),

MgClm 0.5 mM, PM5F 0.7 mM, fosfato sdédico 80 mM, pH 6.8.

Este medio no estaoiliza osmd t .i*« r'otop iastos que
se lisen. E1 iisade se cer, zrifugo a 3 ‘Cuxg 5 min y se
descartd el sedimento, aue contiene las células enteras. El

sobrenadante se centrifugd a SO0000xg EO min para sedimentar
ios nucleos. El sedimento se recogid y se lavdé una vez con
glicerol 80% (v/v>, PVP 5% (p/v), en las mismas condiciones
de centrifugacidén. El sedimento constituye una fraccidn

nuclear cruda, uUtil para las siguientes experiencias.

II.Digestiones con nucleasas.

La fraccidén nuclear cruda se lavé una vez con medio de
digestién: CaCl®» 1 mM, MgClg? 3 mM, NaCl 10 mM, Tris-HC1 10
mM, PH 7.5, para MNasa y DNasa I; MgCle> 10 mM, NaCl 50 mM,

DTT 1 mM? Tr i5HCi 10 mM, pH 7.5, para HindlII; vy NaCl 30

mM, acetato sédico 30 mM, ZnSO® 3 mM, pH .8 para ST y se
resuspencid en el mismo medio a una concentracién de
0.1-0.85 mg/ml (en DNA). Las muestras se atemperaron a 37°C

y se afadidé la nucleasa en cantidades variables, de O.E a
100 u/mg de DNA para la DNasa I, de 10 a E500 u/mg' de  DNA
para la MNasa? de 10 u/Hg de DNA para Hi ndIII, y de 0.1 a
0.3 u/Hg de DNA para SI, y se 1ncubaron durante ios tiempos
ind icedos a 37°C. La reaccidén se pard afadiendo EDTA hasta

10 mM y sumergiendo las muestres en Dbafio de hielo.
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Posteriormente se aisld el DNA de las muestras como se
describe en el apartado IITI.L1.

Cada nuevo lote de MNasa o de DNasa I se valord
previamente mediante un ensayo espectrofotométrico basado en
el efecto hipercrdémico a £60 nm» utilizando como sustrato
DNA nativo de esperma de salmén a 50 Fg/ml. La MNasa se
disolvidé en H"4 destilada a 15 u/Fl» se divididé en alicuotas
y se guardd a -£0°C. La DNasa I se guardd en glicerol 50% (a
O»£ u/Hl) también a -£0°C. En ambos casos antes de ser
utilizadas se ensayaron mediante efecto hipercrdémico para
comprobar el mantenimiento de su actividad original. La
nucleasa SI se guardd disuelta en tampdn acetato sbédico 0.1
M» 7ZnsS0”+ 0.1 mM, pH #.5 a 1000 u/H1 a ¢t°C.

Las digestiones- de DNA desnudo se realizaron en las
mismas condiciones pero con concentraciones menores de
nucleasas: de 0.013 a 3.3 u/mg de DNA para la MNasa» de 0. 0
a 0.£ u/mg de DNA para la DNasa I» v de 0.£ a £ u/'Fg de DNA

para la nucleasa SI.

III. TECNICAS ANALITICAS.

IIT.1. Aislamiento de DNA. Extraccién con fenol y

precipitacién con alcohol.

Las muestras se hicieron 1% (p/v) en SDS» se adicionbd

proteinasa K hasta 100 Fg/ml y se digirieron a temperatura



ambiente durante la noche. Una vez digeridas se extrajeron

con 1 volumen de fenol (fenol bidestilado, estabilizado con
8-hidroxiqui no leina al 0.1*/. (p/v) y saturado en Hj~?0) varias
veces hasta que no se observdé material en la interfase, una

vez con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25 :2:;+:1» v/v/v)
y una vez con cloroformo/alcohol isocamilico (2¢t:1, v/v).
Para precipitar con alcohol el DNA, las muestras se
hicieron, al menos, 0.1 M en concentracidén salina
(generalmente con NacCl), si no contenian ya suficiente
concentracidén de sales, y se precipitaron con 2 volumenes de

etanol o) 0.6 volumenes de isopropanol, a -20°C, durante al

menos dos horas. Los precipitados se recogieron por
centrifugacidén a 12000xg 15 min, se lavaron con etanol 0%/
(v/v) y sSe secaron a vacio. Une vez secos se disolvieron en

tampé4n TE (Tr is-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) y se digirieron
con RNasa A (tratada durante 15 min a 100°C para inactivar
las DNasas contaminantes) a 20 Fg/ml, durante 1 h a 37°C. El
DNA se reprecipitd con alcohol de la forma descrita

anteriormente.

IIT.2. Valoracién de DNAy proteinas.

El DNA se valord en extractos crudos o una vez
purificado mediante el método espectrofluorimétrico de
Labarca y Paigen (1980) . Este método permite la
cuantificae i6n del DNA en extractos crudos delevadura

<Szent-Giorgi vy Isenberg, 1983) sin interferencias debidas

37



al RNA. A causa de la dependencia de la reaccidn del
bisbenzimidazol con el DNA con el porcenta je de A/T de éste,
se debe utilizar DNA de levadura como DNA patrdédn si se
desean obtener valores absolutos de DNA. Sin embargo» cuando
lo que se desea es comparar la concentraciédn de DNA de dos
muestras» puede utilizarse como patrdé4n DNA heterdlogo» como
el de salmén. Los valores de concentracidén de DNA asi

obtenidos se refieren a concentracidén equivalente de DNA de

salmén.
El ensayo se realizdé mezclando 3 mide tampdn (NaCl 2
M» EDTA 2 mM, fosfato sdédico 50 mM,pH 7.4) con 15 H1 de una

soluciédn 0.2 mg/ml de bisbenzimidazol en HeXY y hasta 20 HIl
de muestra. La fluorescencia se midid con un
espectrofluorimetro Perkin-Elmer MPH HHB a una longitud de
onda de exitacidén de 356 nm y una longitud de onda de
emisidén de 458 nm. Los resultados de fluorescenci a obtenidos
se corrigieron restando el valor de un blanco sin DNA» y se

interpolaron en una curva patrdédn construida con cantidades

variables (entre 1 y 20 Hg/ml) de DNA de salmdédn, en algunos
casos se determinaron cantidades de DNA entre 0.1y 2 Hg/ml
utilizando el mismo ensayo pero con 2 mide tampény 1.5 HIL

de solucidén de bisbenzimidazol.

Las proteinas se valoraron con el método de Flores

(1978) . Los ensayos se realizaron mezclando 0.9 mi de
reactivo (azul de bromofenol 0.0075*/» (p/v)» etanol 15%/.
(v/v), dcido acético 2.5% (v/v))» hasta 0.1 mi de muestre vy

HEO en cantidad suficiente para completar 1 mi. E1l color
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azul desarrollado por las muestras se leyd a 610 nm, \% los
valores de absorbancia obtenidos se interpolaron en una
curva patrdén obtenida con BSA (entre 10 y 100 Hg/ml). Los
valores de cantidad de proteinas se refieren pues a cantidad

equivalente de BSA

IIT.3. Electroforesis en agarosa.

Se utilizéd el método de electroforesis en gel de

agarosa sumergido descrito enManiatiset_al.(1982). Se
utilizaron gelesde 15x10x0.5 cm de diferentes
concentraciones de agarosa (entreel 0.8 y el 27. (p/v)) en

tampdn TBE: Tris 0.089 M, é&cido bdérico 0.089 M, EDTA 2 mii>
pH 8.3. Las electrofores is se realizaron en el mismo tampdn
a A°C y 5 V/cm. Como uisolvente de las muestras se utilizd
el mismo tampdén suplementado con 5/. (v/v) de glicerol» 0.057%
(p/v) de azul de brcmofenol y 0.057. (p/v) de =xilen cianol.
Los geles se tifieron con bromuro de etidio (1 Hg/ml en
TBE) durante 30 min y se destifieron en TBE durante otros 30
min. Una vez destefiidos se fotografiaron utilizando un
transi luminador ultravioleta a 360 nm y una céamara Polaroid
MP9» cargada con negativos Agfapan 200 profesional de
9x12cm, a través de un filtro ultravioleta convencional vy un

filtro Kodak Wratten n° 22.

39



40

111.4. Electroforesis en poliacri lamida.

Se siguid el método de electroforesis vertical descrito
en Maniat is St _al . (1982) . Se utilizaron geles de 12x12x0.1
cm del 8/. o del 12% (p/Vv) de po liacr ilamida
-—acrilamida/bisacrilamida» 29:1- en tampdén TBE. E1l tampdn de
la cubeta» condiciones de electroforesis, disolvente de
muestras, tefiido y fotografia de los geles fueron idénticas
a las descritas en el apartado anterior salvo que el voltaje

aplicado fue de 10 V/cm.

111.5. Densitometrado y cdlculo de tamafio de los fragmentos.

Los negativos o las placas de aut'orradiografia se
densitometraron en un densitdémetro Laser Ultroscan 2202
(LKB> provisto de un integrador Hewlett-Packard 3390A
acoplado para el registro e integracidén de los picos.

Se utilizaron condiciones de densitometrado e
integracién apropiadas para maximizar la relacidn
sefial/ruido de fondo en cada caso.

El tamafio de los fragmentos, tanto en los geles como en
las autorradiografias se calculdé mediante el procedimiento
descrito en Plikaytis et al . (1986), que se basa en la
interpolacién de los va lores de migracién de losfragmentos
problema en una hipérbola robusta construida mediante un
ajuste realizado con un ordenador IBM PCa los datos de

tamafio y migracién de fragmentos patrdn.
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111.6. Aislamiento de DNA a partir de geles.

Los fragmentos de DNA de tamaro superior a 600 pb se
aislaron a partir de agarosa de bajo punto de fusidn segun
el método descrito por Burns - y Beacham (1983). La
electroforesis se realizd en ias Condiéiones descritas en el
apartadeo 111.3, salvo que se utilizd agarosa de bajo punto
de fusidn ultrepura &l 1%4. Las bandas se loéalizaron
mediante tincidn con bromuro de etidio, se recortaron y se
introdujeron en tubos eppendorf de 1.5 ml. Los tubos se
calentaron a 60°C unos minutos para fundir la agarosa vy se
les adicionaron 0.5 volumenes de TE y un volumen de fenol
(ver apartado IIl.l1 para la conposicidn del fenol). Las dos
fases se mezclaron por agitacidn en vortex vy se separaroﬁ"
por centrifugacidn. La fase acuosa se extrajo otra vez con
un volumen de fenol y una vez con cloroformo y se precipito
con etanol como en el apartado III.1. Los rendimientos
obtenidos oscilaron slrededor del 20%.

Los fragmentos de DNA de tamafios entre 100 y &00 pb se
aislaron a partir de geles del B8% de poliacrilamide segun el
método descrito por Maxam Yy Gilbert (1977). La
electrofqresis se realizé en las condiciones descritas en el
apartado IIl1.3 salvoc que se utilizaron geles de 2 mm de
espesor y pocillos de 2 cm de sancho. Las bandas se
localizaron por tincidn con bromuro de etidio, se recortaron
y el gel se dividid en pequeros fragmentos. Los fragmentos

se depositaron en tubos eppendorf de 1.5 ml y se les anadid



un volumen de acetato ambénico 0.5M, EDTA 1mM» pH 8.0. Loe
tubos se mantuvieron en agitacién a 37°C durante la noche.
Los sobrenadantes se recuperaron por centrifugacidn a
10000xg 10 min % los sedimentos se reextrajeron con 0.5
volumenes del mismo tampédn. Se combinaron los dos
sobrenadantes y se precipitd el DNA con alcohol. Los

rendimientos oscilaron alrededor del 70-80%.

III.7. Ensayo de actividad invertasa.

La obtencidédn de extractos crudos de células se realizd
segun el método descrito por Carlson et ag. (1981)» con
ligeras modificaciones. Las células de levadura en estado de
represiédn o de desrepresidédn de la sintesis de invertasa, se
recogieron en fase logar itimice de crecimiento y se lavaron
con tampdén fosfato sdébdico 50 mM, glicerol 10% (v/v), DTT 0.1
mM, EDTA 1 mM, PMSF 0.7 mfi, ph 6.7; y se congelaron en tubos
de vidrio de 10x150 mm.-Las células se descongelaron con 100
Hl del mismo tampén a 4°C y se afladieron perlas de vidrio de
0.45-0.50 mm de didmetro hasta el menisco. Las células se
rompieron por agitacidén durante cinco periodos de 15 S a
4°cC. Las células enteres y restos celulares se eliminaron
por centrifugacidén en estos mismos tubos 5 min a S0O00xg.

Los sobrenadantes se utilizaron para ensayar la
actividad invertasa segun se describe en Goldstein y Lampen
. (1975), con algunas modifi cae iones (Celenza y Carlson,

1984a) . El ensayo constd de dos partes. En la primera se
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llevé a cabo la reaccidén de hidrdlisis de la sacarosa,
mezclando 50 H1 de tampdédn acetato sdédico 0.E M pH 5.1 con ES5
Hl de muestra y E5 Hl1 de sacarosa 0.5 M, e incubando 10 min
a 37°C. La reaccidn se pard afiadiendo 100 H1 de tampdn
fosfato potésico 0.5 M, pH 7 y calentando a 100°C durante 3
min para inactivar la invertasa. La segunda parte del ensayo
consistidé en una valoracidn de la glucosa ©producida por
hidrdélisis de 1la sacarosa. Para ello una vez atemperados los
tubos a 37°C se adiciondé 1 mi de una solucién que contenia
8A Hg/ml de glucosa oxidasa, 10 Hg/ml de peroxidasa, 33>
(v/v) de glicerol, 0.3 mg/ml de D-dianisidina, en tampdén
fosfato potédsico 10 mM, pH 7, y se incubaron EO min a 37°C.
La reaccidén se pard afiadiendo 1.5 mi de HC1 6 N.

En todos 1los casos se incluyé" un blanco con sacarosa
pero sin extracto enzimdtico para poder sustraer el color
debido a la hidrélisis no enzimdtica de la sacarosa. Asi
mismo se incluyeron 5 tubos con diferentes cantidades de
glucosa, entre 0 y Sx10”* Hmoles, para construir una curva
patrdén donde interpolar 1los valores de las muestras. Se leyd
A*”0o utilizando como blanco el tubo sin extracto enzimdtico.

Otras alicuotas del extracto se usaron para cuantificar
proteinas por el método descrito en el apartado III.E.

Como unidad de actividad enzimdtica se utilizdé 1la

definida por Gol'dstein y Lampen (1975) . Una unidad es la
cantidad de enzima que hidroliza 1 Hmol de sacarosa, o
produce un Hmol de glucosa, por minuto en las condiciones

del ensayo. La actividad especifica se expresd en unidades



por mg de proteina.

Este método valora la cantidad total de invertasa» sin
discriminar entre la invertasa interna y 13- externa. Pero
dado que el presente trabajo se estudia 18 actividad total

del gen SUC2 resulta conveniente para este fin.

IV. TECNICAS DE DNA RECOMBINANTE.

Todo el material vy disoluciones utilizadas en los

apartados IV.1l al 1IV.5se esteri lizaron previamente.

IV.1l. Aislamiento de pléasmidos.

Se utilizaron dos procedimientos alternativos> el
primero para el aislamiento en pequefla escala con fines
analiticos» vy el segundo para el aislamiento de plasmidos en
gran escala con fines preparativos. Ambos estén basados en
el procedimiento descrito origina lmente por Birnboim y Doly
(1979)

Para el aislamiento rapido de pléasmidos en pequefia

escala se siguid el procedimiento descrito en Silhavy et al.

(1984) con ligeras modificaciones (Pére>-iUr tin et— al.»
1986). Se sembraron matraces de 100 mi con 10 mi de medio de
cultivo LB (triptona I¥. (p/v), extracto die levadura 0.5%
(p/v), NaCl 1% (p/v>) suplementado com los antibidticos

oportunos, en funcidn de las resistencias que llevara la

cepa bacteriana utilizada. Los antibidéticos se utilizaron en
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las siguienées concentraciones: ampicilina S0 Hg/ml,
tetraciclina 12.5 RKg/ml vy cloramfenicol 34 Rg/ml. Los
cultivos se incubaron a 37°C con agitacidn durante la noche.
Al disa siguiente se recogieron las ceélulas por
centrifugacion a 1500xg 10 min y se resuspendieron en 0.4 ml
de disolucidén de lisczima (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM,
Tris-HC1 25 mM, pH 8, lisozima 95 mg/ml). La suspensidon se
pastd a dos tubos eppendorf de 1,5 ml y se incubd sobre hielo
durante S min. Transcurrido este tiempo se adicionaran 0.4
ml de disolucidn NaOH-SDS (NaOH 0.2 N, SDS 1% (p/v)) por
t@bo y se agitaron en un vortex hasta que la disolucidn
guedd trenslucida, incubdndolos a continuacién S5 min en
hielo. Posteriormente se adicionaron 0.3 ml de acetato
potasico S M pH 4.8 por tubo. y se mantuvieron 30 min a3
-20°C. El precipitado resultante se elimind por
centri%ugacién a 12000xg 10 min. De cada sobrenadante se
recogieron Q.75 ml que se paséron a8 otro tubo eppendorf de
1.5 ml, donde se precipité el DNA plasmidico con 0.6
volumenes de isopropanol por el procedimiento habitual
(apartado III.1).

Para el aislamiento preparativo de plésmidos se utilizo
un procedimiento ligeramente distinto, similar al descrito
en Maniatis et_sal. (1982). Se realizd un precultivo de la

cepa de E._colil apropiasda en medic LB (suplementado con 1los
antibidticos oportunos) durante la noche. Al dia siguiente

se inocularon 2.9 ml de este precultivo en un matraz de 1 1

con 3500 ml del mismo medic y se 1ncubd a8 37°C con agitacion
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hasta que la D.O. a 600 nm fue de 0.4. En este momento se
adicioné cloramfenicol (2.5 mi de una disolucidén 34 mg/ml en
etanol) o espectinomici na (0.5 mi de una suspensidén 300
mg/ml en H;~0>» dependiendo de si el pldésmido contenia» o no»

respectivamente» resistencia al cloramfenicol> y se incubd

con agitaciédn a 37°C durante 12-16 h. Rut inar iamente se
comprobd que durante este periodo no se producia un
crecimiento del cultivo. Al cabo de este tiempo se

recogieron las células por centrifugacidédn a 1500xg 10 min en
botes estériles de 250 mi y se resuspendieron en 10 mi de
disolucidén de 1lisozima. Se incubaron en esta disolucidén 5
min a temperatura ambiente y se afiadieron 20 mi de la
disolucidn de NaOH-SDS. Después de mezclar bien las
disoluciones se incubaron 10 min a 0°C. A continuacién se
afiadieron 15 mi de acetato potédsico 5M pH 4.8 y se incubdé 10
min a 0°C. El precipitado se eliminbd por centrifugacidn a
30000xg 30 min. El sobrenadante se distribuydé en cuatro
tubos ae vidrio Corex de 30 mi siliconizados y se extrajo
2-3 veces con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1).
La fase acuosa se precipitd con 2 voltmenes de etanol a
-20°C durante 1-2 horas. El precipitado se recogidé y lavd

como se describe en el apartado III.1. El sedimento seco se

disolvidé en 5 mi de tampdé4n TE y se digirid con RNasa A (20
Hg/ml) durante 30 min a 37°C. Posteriormente se afiadidé SDS
hasta el IV (p/v) y proteinasa K hasta 100 Hg/mly se incubbd
otros 30 min a37°cC. Finalmente se extrajo una vez con

fenol/cloroformo/a lcohol isocamilico (25:24:1)» una vez con
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cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se precipitd con
alcohol. EI precipitado se recogid? lavd y secd en las
condiciones descritas anteriormente y se disolvid en la
cantidad apropiada de tampdn TE. La cantidad de plésmido
obtenido se calculdé a partir de su RAag&o.

Los plésmidos obtenidos por ambos métodos se analizaron
rutinari d&mente en electroforesis en agarosa (apartado III.3)

y/0o por restriccidédn (apartado IV.2).

IV.2. Digestién con endonucleasas de restriccién.

Para la digestién de muestras de DNA con endonucleasas
de se utilizaron las condiciones descritas en
Maniatis et _al.j (1982). Se utilizaron 3 tampones diferentes
de altav? media y baja concentracidbén salina: NaCl 100 mM?

MgCl~. 10 mM? DTT 1 mM? Tris—-HC1 50 mM ? pH 7.5 (alta

concentracidédn); NaCl 50 mM? MgClg. 10 mM? DTT 1 mM? Tris-HC1
10 mM, pH'7.5 (media); y NgCl” 10 mli? DTT 1 mM? Tris-HC1l 10
mM? pH 7.5 (baja). Pare cada endonucleasa de restriccidn se
utilizdé el tampdédn indicado por Maniatis et ajL. (1982).

Las digestiones se realizaron en tubos eppendorf a 37CC
durante dos horas. La concentraciédn de DNA en la mezcla
final fue inferior a 1 mg/ml. Dado que las muestras de DNA
generalmente estaban disueltas en tampdn TE que puede
inhibir la reaccidn por su contenido en EDTA? la
concentracidén de este tampdn en la mezcla final quedbd

diluida? al menos? cinco veces. Asi mismo la presencie de



giicercl en concentraciones superiores al 5% inhibe
pare ialmente la actividad de las endonucleasas de
restriccidn (Maniatis et Sl..» 1982) por lo que las

endonucleasas, que se sirven en un medio estabi lizante con
glicerol al 50%» se diluyeron diez veces, al menos, en la
mezcla final. Las unidades de endonucleasa de restriccidn
necesarias para digerir completamente una muestra de DNA de
tamafio y numero de puntos de corte con ese enzima conocidos
se calcularon mediante la férmula (Boehringer-Mannheim,
3985) :
PBu x Cm / PBm x Cu = N

donde N es el numero de unidades necesario para digerir 1 Fg
de muestra, PBu es el numero de pares de bases del patrdn
con el cual se definen las unidades de actividad del enzima
de restriccidédn (generalmente el fago o pBR322)> PBm es el
ntmero de pares de bases de la muestra, Cu es el numero de
puntos de corte de ese enzima de restriccidén en el patrdn vy
Cm el numero de cortes de ese enzima en la muestra. Como
medida de precaucidn, para asegurar que la reaccidén de
digestidén fuera completa, se utilizaron el doble de unidades
de actividad enzimdtica de las necesarias. En las
digestiones con DNA gendémico, gque tiene un tamafo variable vy
desconocido y un numero de cortes con el enzima de
restriccidn también desconocido, se utilizaron entre 3 y 4
unidades de actividad enzimdtica por Fg de DNA.

Para las digestiones dobles se siguid el siguiente

procedimiento. Si ambos enzimas se utilizaban con el mismo
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tampoén se siguid el protocolo descrito anteriormente»
conservando las proporciones adecuadas de los distintos
agentes que influyen en la digestidédn. En el caso de gue los
dos enzimas se utilizaran con diferentes tampones se digirid
en primer lugar la muestra con el enzima gque requeria el
tampdén de menor concentracidén salina y al cabo de 1.5 h de
incubacidén se afiadidé un gquinto de volumen del tampdn de

conversidédn apropiado y del segundoenzima de resticcidn y se

incubd la muestra. durante 1.5 h més. Los tampones de
conversidén utilizados fueron los siguientes: NaCl 300 mM,
MgClsi 10 mM» DTT 1 mfi, Tris-HC1 10 mM, pH 7.5 (baja/media) ;

NaCl 350 mM, MgCl*. 10 mM, DTT 1 mM, Tris-HC1l 250 mM, pH 7.5
(med ia/alla); y NaCl 600 mM» MgClt» 10 mM» DTT 1 mM» Tris-HC1
250 mh, pH 7.5 (baja/alta)

Cuando la restriccidén se 1llevd a cabo para el anéalisis
rapido de pléasmidos en gel de agarosa» la reaccidn se parbd
afladiendo la cantidad apropiada de disolvente de muestras
concentrado seis veces. En los deméds casos de electroforesis
en agarosa y siempre en las electroforesis en poliacri lamida
la reaccidn se pard mediante precipitacidn con alcohol
(apartado ITTI.1) % posteriormente las muestras se
disolvieron en la cantidad apropiada de disolvente de

muestras de electroforesis.

IV.3. Subclonacién de fragmentos de restriccién en pBR325.

Se utilizaron dos estrategias de clonacidédn» la
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inactivacién por insercidn en la construccidén del plésmido
pSUC2:+3 y la clonacidén direccional en la construccidén de los
plédsmidos pSUC207 y pSUC213.

Para le construccidn del pléasmido psSuUC243, se
digirieron 3 Fg del plésmido pBR325 con 1la endonucleasa de
restriccidédn EcoRI y se precipitaron con alcohol. Por otro
lado se aislaron 2 Fg del fragmento de restricciédn
EcoRI/EcoRI de .3 kb del plésmido pRB58 (ver fig. 2) que
contiene el gen SUC2» a partir de agarosa de bajo punto de
fusién? como se describe en el apartado III.6.

Se prepardé una mezcla de ligamiento consistente en: 3
Fg de pBR325 digerido con EcoRI? 2 Fg del fragmento de ¢+.3
kb del gen SUC2, ATP 1 mM, MgCl”® 10 mM, DTT 10 aiM, Tris-HC1l
20 mM, pH 7.5» y 5 unidades de DNA ligasa» en un volumen
total de 100 Fl. La mezcla se incubdé durante 2 h a 37°C vy
poster iormente durante 18 h a ¢+°C. El DNA se precipitd con
alcohol y se disolvidé en 20 Fl1 de tampdédn TE. Se usaron 10 Fl
para transformar células competentes de Ejj. cgi¢g HB10l por el

método descrito en el apartado IV.4. De los transformantes

recuperados» 208 se sembraron en placas de medio LB
suplementado con cloramfenicol para determinar cuadles de
ellos habian perdido la resistencia a este antibidético»

previsiblemente por insercidén del fragmento de ¢+.3 kb en el
sitio de restriccidn EcoRI del pBR325 (ver fig. 2). Se
recuperaron 1H colonias (77.) sensibles al cloramfenicol. De
todas ellas se aisldé plésmido por el método de aislamiento

descrito en el apartado IV.1. En todos los casos 1los



SuUC2

pBR325
PRB58
Tetr
£;0Rl EcoRl

Aislamiento

\ en

\ agarosa

ligasa
pSUC243 o

Eisuraj.- Construccién del plasiido pSUC243.

e forma esqelética s= representa  ia estrategia e siocloacidn? tediante iractivacién
insercioml, del fragiento de A.3 Ko amn extresos EooRI/FoRI en el sitio BEaRI del vector gBfR325. Ios
detalles el procedimiento se explican en el texto. Ia lirea delgada representa NA bacteriano y la
gnesa INA e levedra. las fledws interiores indican la direccidn de transcripcidn e los gaes. S
han sefblab lcs sitios e restriccidn més relevantes (er fig. 1 para clave de sirkolos).
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1 2 3 4 5 6 7

ﬁi9ym_3.- Digestion del plasiido pSUC243 con diferentes enziias de restriccién.

IB figura nuestra una electroforesis en agprosa 1.2% e diversas digestiones an enzuas e
restriccidn del plasiido pSIFA3. Ics tasaios e los fragrentos e calaularon e la forda descrita en
el goartado ITI.5 utilizando qoso patrores los fragnentos dotenidos am las restricciones de fBR322
an Hell (carrera 1)» e R B5S an Heall (e 2) v e 1BR325 aon HindIIT y FoRT  (carrera 7). EL
ngea e restriccidn dotenicdo es el representado en ia figura 2. Ias digestiones utilizadas fueron las
siguientesy P43 digerido an: BarHl (carrera 3)» HIndIIT (carrera 4). HIndITT y FoRT (carrera 5),
PRBB dicericb an EaRL  (carrera 6).
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pléadsmidos recuperados fueron de tamafio superior al vector y
compatible con el tamafio del plésmido deseado. Se eligieron
dos colonias» que se digirieron con EcoRI» para comprobar la
presencia del inserto. En ambos casos el pléasmido obtenido
consistia en el vector pBR325 més el inserto de ¢+.3 kb. La
identidad y orientacién del fragmento de A .3 kb se comprobd
mediante la construccidn de un mapa de restriccidén del mismo
<fig. 3).

Para la construccidén de los plésmidos pSUC207 y pSUC213
se digirieron 100 HQ del wvector pBR325 con las endonucleasas
de restriccién Hi ndIII y BamHI y se aisldé el fragmento de
5.7 kb de este plésmido (ver fig. 4) por electroforesis
preparativa en agarosa de bajo punto de fusidén» como se
describe en el apartado III.6. Por otro lado se aislaron por
el mismo procedimiento 1los fragmentos de 776 pb y 1.25 kb
BamHI/Hi nd III del gen SUC2 a partir del plésmido pSUC2#£3. La
reaccidén de ligamiento se hizo en las mismas condiciones
descritas anteriormente, pero con 2 Hg del vector y ©~ Fg del
fragmento a insertar. Las reacciones se pararon mediante

precipitacién con alcohol vy el DNA se disolvidé en 20 H1 de

tampdn TE. Se utilizaron 10 H1 de cada muestra para
transformar células de cgig C600 otc~ por el método
descrito en el apartado IvV.4. Se comprobd que todos los

transformantes recuperados eran 1incapaces de crecer en medio
con el antibidético tetraciclina y gque contenian plésmidos de
tamafio compatible con el previsto. Finalmente mediante

con H¢ndIII y BamHI se eligieron dos colonias
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PBR325
Io
pSUC243 00
Hindlll/ BamHI
indlll/BamHI 'Aislamiento
en
agarosa
Aislamiento
en
\ agarosa
igasa
«gasa

pSUG213

PSUC207

EI9yt?Ji* Construccién de los plasmidos pSUC807 y pSUC213.
e forme esqelética s reoresentan las estrategias e subclonacidny Sediante clonacidn
direccional, e los fragrentos 2 0.78 Ko v 1.25 Ko an  extraws HIndITI/BanHI entre lcs sitics

HirdITT v BHI cel vector gBR325. Los detalles el procedimiento s explican en el texto. Ios
sinbolos s 1cs misos e la figura 2.



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

Fi99Ea_5.-Digesti6n de los plasaidos pSUC207 y pSUC213 con diversos enzimas de restricciénm.

la figgoa es um electroforesis en agprosa G.8X de diversas digestiones de los plasmidos
PICXC7 v pSI213. Ics tareiics e los fragrentos s caladlaron e la fouma descrita en el goartad
ITT.5 utilizando? cao patraes ce tamro? EBRPS cortadd an: EaRT

(carrera 1) vy EooRT/HindIIT
(carrera 2)?

v pPSI243 cortado aon cortado an: BooRI/HIndIIT (carrera 12) v Badl (carrera 13). Ios
mepas e restriccidn dotenidos son 1os representados en la figura 4. las digestiones realizadas fueron
las siguientes? pII20? (carreras 3-) y pU213  (carreras 8-11) digeridos an: EoRT (carreras 3y

8)? BEaRI/BaHl (carreras H y 9)? HIndIIT (carreras 5 y 10)? HIndITI/BaHl (carreras 6y 11) vy BaHL
(carrera 7).
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que contenian plédsmidos compuestos por el fragmento 5.7 kb
del vector % los fragmentos de 776 pb o 1.25 kb del gen
SUC2. La identidad de 1los fragmentos se comprobdé mediante un

mapa de restriccidédn de los pléasmidos obtenidos (fig. 5).

IV.Transformacién de células de EAL coli.

Se utilizd el procedimiento descrito en Maniatis et ag.

(1982). Se dinoculdé 1 mi de un precultivo realizado durante

la noche anterior en medio LB con la cepa apropiada de Eg¢

cgle (HB101 o C600 ote") en 10 mi de medio LB nuevo en un
matraz de 100 mi. Se crecieron las células a 37°C con
agitacidén hasta una densidad de 5x10v células/ml. En este
momento se recogieron por centrifugacidén en frio? en

alicuotas de 3 mi» y se resuspendieron en 1.5 mi de tampdn
Tris-HC1l 10 mli» CaCls» 50 mM> pH 8.0» estéril y frio» en un
tubo eppendorf de 1.5 mi» y se incubaron sobre hielo durante
15 min. Las células se recogieron por centrifugacidén en frio
y se resuspendieron en 200 Hl del mismo tampdén. En este
estado se incubaron sobre hielo durante 1 h. Las células
conpetentes preparadas de esta forma se transformaron con la
cantidad apropiada de DNA (ver apartado IvV.3). Para ello»
una vez afladido el DNA se incubaron sobre hielo durante 30
min» vy pos ter iormente durante 2 min a ¢+2°C. A continuacidn
se afiadié 1 mi de medio LB y se incubaron sin agitaciodn a
37°C durante 1 h. Después de este periodo se sembraron

placas con medio LB sdbélido (con I¥. de aga.r) suplementado con



57

los antibidticos apropiados (a las concentraciones descritas
en el apartado 1IV.1l), mediante un asa de Digralsky (hasta
0.2 mi de medio liquido por placa) . Se hicieron los
controles oportunos de células viables» sembrando placas de
medio LB sin antibidéticos» y de revertientes» con células no
transformadas) sobre placas con medio LB+antibidétieos. En
todos 1los casos el nimero de viables fue superior a 10'7

células/ml y no se recuperaron revertientes esponténeos.

IV.5. Mareaje radiactivo de DNA mediante "nick-translation".

Se siguidé el método de Rigby et al.. (1977) segun se
describe en Maniatis et al » <1982) . La reaccidn de
"nick-translation” se 1llevd a cabo en un volumen final de 50
Hl en un tubo eppendorf de 0.5 mi. Cuando el DNA era un
pladsmido la mezcla de reaccidédn consistidé en 1-2 Hg de DNA,

disuelto en un volumen de TE de hasta 10 Hl» dNTPs no

radiactivos (dGTP, dTTP y dCTP) 20 HM de cada uno» DNasa I
2x10"'-* mg/ml, MgSCU. 10 mM, DTT 0.1 mM» BSA (libre de
nucleasas) 50 Hg/ml, Ca-3EiP3dATP 50-100 HCi , DNA polimerasa
I 5 unidades, y Tris-HC1 50 mM, ©pH 7.2. Esta mezcla se
incubd a 16°C durante dos horas. La reaccidn se parbd

afiadiendo 50 H1 de EDTA 100 mM y enfriando sobre hielo.
Previamente se habia determinado la cantidad apropiada

de DNasa I a afiadir mediante la preparacidén de cinco ensayos

simultédneos en pequefia escala (en 5 Hl totales y con 2 HCi

de [0c-3SP3dATP) con cantidades diferentes de DNasa I, entre
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O y Ex10"® mg/ml. La méxima incorporacidén se obtuvo con
DNasa I a Ex10-" mg/ml (fig. 6) . Asimismo se comprobd
med iante elec troforesis que la sonda obtenida tenia un
tamafio entre 600 y E000 pb, apropiado para ser utilizada en
hibridaciones (Meinkoth y Wahl, 198A) .

Cuando la sonda a marcar consistia en un fragmento de
restriccidédn aislado a partir de un gel, de menos de 1 kb de
longitud no se afladid DNasa I a la reaccidn de
nick-translation para evitar la produccién de fragmentos
demasiado pequefios durante la reaccidn.

Para determinar el porcentaje de incorporacidn de la
radiactivi dad afiadida al DNA marcado se compard la
rad iac tividad total con la precipitable con TCA al 10%
(p/v>. Para ello se tomaron dos .alicuotas de cada muestra y
se depositaron sobre filtros Whatman GF/F de fibra de wvidrio
de E.5 cm de didmetro. Una de ellas se dejdé secar y se contd
directamente, dando la radiactividad total. La otra alicuota

(suplementada con 50 H1 de DNA de salmén a 1 mg/ml, para

favorecer la precipitaciédn) se precipitd sumergiendo el
filtro en TCA al 107%7. se lavd con etanol, se secd % se
contd. Para contar la radiactividad se utilizdé un mezcla de

centelleo consistente en PPU al 0.6% (p/v) vy dimeti 1-POPOP
al 0.0075 % (p/v) en tolueno, vy un contador de centelleo
liguido Rackbeta (LKB). Cuando la sonda a marcar fue un
plédsmido se obtuvieron rutinari dmente 1ncorporaciones entre
el AO y el e0%/., mientras que en el caso de fragmentos

aislados a partir de geles, debido a la presencia de



% dpm
incorporadas A

5x10 5x10

DNasal (mg/ml)

Figura 6.- Determinacion de la concentracion optiaa de DNasa I en los ensayos de nick-translation.
S reoresenta el porcentaje de incorporacidn e radiactivided en el INA «arcadb frente a la
aoncentracién e Mesa I en la «ezcla e reaccidn. ST protoolo se detalla en el texto.
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sustancias inhibidoras de 1la DNA polimerasa I (Maniatis et
al.j 1982)89 las incorporacionesoscilaron entre el 5 y el
15%/.. En ambos casos la rad iactividad especifica de las
sondas obtenidas oscilé entre 0.5 y 7xlo- cpm/Hg de DNA.
Para eliminar los nucledétidos no incorporados se siguid
un procedimiento descrito en Maniatis et al®. (1982). Las
muestras de 100 H1 se pasarona través de columnas de

Sephadex G-50 mediante centr ifugac ién a 1600xg durante

min. Las columnas se construyeron en jeringuillas
hipodérmicas de 1 mi con Sephadex G-50 previamente
autoclavado yequilibrado en tampédn STE (tampbén TE
suplementado con NaCl 0.1 M), que se centrifugaron a 1600xg

A min y se lavaron 5-6 veces con 100 H1I de tampdn STE y una
vez con 100 H1 de DNA de salmén 0.2 Hg/Hl1 en STE. Las
muestras recuperadas de las columnas contenian'entre el '80 y
el 100*/. de radiactividad precipitadle con TCA 10%/.. Una
cierta cantidad de radiactivi dad precipitable se perdid
durante el pase por 1la columna de Sephadex G-50 (usualmente
entre el 5 y el 30*%/.). Este porcentaje se incrementd en
sondas preparadas a partir de fragmentos de pequefio tamafio o

si se omitidé el lavado final con DNA heterdélogo.

IV.6. Transferencia de DNA a filtros.

Se utilizdé el método descrito por Southern (1978). Los

filtros para la transferencia fueron de dos tipos: papel

diazobenci loximeti lo (DBM) vy nylon. E1l papel DBM requirid
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una preparacién previa ya que se suministra en la forma de
de m-aminobenci loximeti lo (ABM) que es inactiva. Para
activar la forma ABM a DBM se siguid® el procedimiento
descrito por Alwine et al. (1977) . Se sumergid el papel en
una solucién de HCI 1.2 M y NsNOoar 10 mg/ml recién preparada
y a 0°C (1 ml/cr2 de papel) durante 30 min. Posteriormente
se lavd el papel dos veces con H*O destilada fria y dos
veces con acetato sédico Q.2M, pH A. En este punto el papel
se volvid color naranja. A  partir de este momento el
procedimiento fue el mismo, tanto para el papel DBM como
para el nylon.

Se siguid el procedimientorecomendado porla casa
comercial que suministrd el papel de nylon (Amersham* 1985).
Una vez tefiido y fotografiado el gel de agarosa se incubd 15
min con HCI 0.25 M para fragmentar el DNA de alto peso
molecular. Posteriormente se incubdé 30 min con una solucidn
de NaOH 0.5M, NaCl 1.5M para desnatura lizar el DNA, y 2x15
min con Tris-HC1 0.5M, NaCl 1.5 M, EDTA 1 mM, pH 7.2 para
neutralizar. Para la transferene ia se depositd el gel sobre
una hoja de papel Whatman n° 3 de su misma anchura aunque
més larga, formando asi dos mechas laterales de papel para
absorber tampdn desde dos cubetassituadas a loslados.
Sobre la superficie del gel se depositd una hoja de papel
para transferencia de su mismo tamafio, haciendo coincidir el
borde superior del papel con los pocilios del gel. Sobre el
papel de transferene ia se colocdé una hoja de papel Whatman

o

n 3 del mismo tamafio que el gel humedecida en tampdén y 10
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cm de toallas secas que se comprimieron sobre el gel
mediante un peso de 1-1.5 kg. La transferene ia se realizbd
durante 1.2-16 h a temperatura ambiente. El tampdén utilizado
fue 6xSSC (1xSSC = NaCl 0.15 M, citrato sédico 15 mM, pH 7).
Una vez realizada la transferene ia se comprobd la

desaparicidédn del DNA del gel mediante tincidén con bromuro de

etidio. Los filtros de nylon se lavaron con 2xSSC y se
secaron entre papeles de filtro. Posteriormente se
irradiaron con un transi luminador de luz ultravioleta

durante 5 min. Los filtros de papel DBM se lavaron con NaOH
0.5 M para eliminar los grupos reactivos sobrantes y luego
con 2xSSC? SDS 0.1% (p/v) como neutra lizador y se secaron
entre papeles de filtro. Los filtros se guardaron en seco a

:+°C hasta su uso.

Iv.7. Hibridacién de DNA sobre filtros con sondas

radiactivas.

Se utilizaron condiciones similares a las descritas en
Maniatis et _ai. (1932)? Meinkoth y UJahl (198H) y Amersham
(1935) . Los filtros se incubaron con una solucidn de

prehibridacidn consistente en 6xSSC? 5xdisolucidén Denhardt

(1x disolucidén Denhardt = BSA 0.02% (p/v)? PVP 0.02% (p/v)~?
Ficoll ¢+00 0.02% (p/v))? DNA de salmdén sonicado \%
desnatura lizado 100 Hg/ml durante 30-60 min a A2°cC.

Posteriormente se incubaron con la disolucidén de hibridaciédn

dentro de bolsas de pléastico selladas de un tamano
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ligeramente superior al del filtro? durante 16-20 h. La

disolucién de hibridacidén se componia de 6xSSC, 1xdisolucidn

Denhardt j formamida desionizada 50%/. <v/v), sulfato de
dextrano 10%/. (p/v) yDNA de salmén sonicado %
desnaturalizado 100 Hg/ml,ademés de 1la sonda radiactiva
desnatura lizada. La concentracidn de la sonda en esta

solucidén oscildé entre 50-100 ng/ml y 1-8x10** cpm/ml . Una vez
hibridados, los filtros se lavaron dos veces durante 15 min

con 2xSSC? wuna vez durante 30 min con 2xSSC, SDS 0.1*/. (p/v)

y una vez durante 10 min con 0.1xSSC, SDS 0.1% (p/v), en
todos los casos a 65°C con agitacidén. Finalmente los filtros

se secaron al aire.

Para eliminar la sonda, con el propdsito de reutilizar
el filtro, se utilizaron lavados con NaOH 0.5M <2x30 min) a
37°C para el papel DBM y con NaOH 0.:+M (2x30 min) a ¢f5°C
para el nylon. En .ambos casos los filtros se lavaron

pos ter iormente con 0.1xSSC, SDS 0.1*/. (p/v), Tris-HC1l 0.2M,

pH 7.5 para neutralizar. La eliminacidn de la sonda se
comprobd con un contador Geiger. Los filtros lavados se
rehibridaron en varias ocasiones sin pérdida aparente de
capacidad de hibridacién. Asi mismo las sondas se

reutilizaron hasta cinco veces con diferentes filtros. En
este caso se guardaron a -20°C entre una hibridacién y la
siguiente. Se observd una reduccidédn progresiva .de la
capacidad de hibridacidn de las sondas por lo que las

reuti lizaciones se limitaron a 3-5 generalmente.
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IV.8. Autorradiografia de 1los filtros hibridados.

Se utilizdé pelicula Kodak X-Dmat S y cassettes Kodak
X-Qmatic ? provistos de dos pantallas Kodak
X-Omatic regular. Las autorradiografias se desarro llaron a
-80°C en la oscuridad durante tiempos variables (entre 2 y
100 h) ? dependiendo de la rediactividad de 1los filtros.

Las placas fotograficas se revelaron con revelador

Kodak D-19 durante 10 min a 20°C.
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I. ACTIVIDAD DEL GEN

1tn
c
0
n

EN LOS ESTADOS DE REPRESION Y

DESREPRESION.

£Es un hecho conocido que 1la actividad invertasa en 1la
levadura 5. _cerevisise varia en funcidn de la concentraciodn
de glucose presente en el medio de cultivo (Gascdn y:Lampen,
1968). A altas concentraciones de glucosa el gen esta
reprimido, mientras que a8 concentraciones inferiores sl 0.1%
de glucosa se desreprime 1la sintesis de invertasa. En
condiciones de represion por glucosa sdlo se produce el RNAm
de 1.8 kb -—-que da lugar a la invertasa interna, no
reprimible por la glucoss-—y mientras que en estado de
desrepresion se producen taento el RNAm de 1.8 como el de 1.9
kb (Carlson vy Botstein, 1982). Por este motivo se puede
concluir que 1ss variscionmnes en 1la actividad invertasa
cbservadas entre los estsdos de represion y desrepresidén se
deben a diferentes tasas de transcripcidn del gen SUC2.

Se han encontrado varisciones en la actividad invertasa
de hastas 100 veces en varias cepas SUCZ2 de levadura, en
funcidn de la concentracién de glucoss (Gascon y Lampen,
1968). En este trabajo se ha emplesdo el metodo descrito por
Carlson et_al. (1981) para la desrepresiéﬁ de la sintesis de
invertasse y la medidas de su actividad, con la cepsa X2180~-1A
de &£._cerevisises cuyo comportamiento en este sentido no ersa

conocido. Sin embargo esta ceps era util parae este trabsjo

puesto que ys se habia wutilizado previamente en estudios
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geneticos con el gen SUCZ (Grossmsann y Zimmermann, 197%9) vy
en estudios de estrutura de cromatina de otras regiones del
genoma (Blocom y Carbon, 1982).

- Los vaelores de actividad invertasa obtenidos para esta
cepa oscilaron aslrededor de 0.2 u/mg de proteina en estado
de represidén y de 8.0 u/mg de proteina en estado de
desrepresidn, lo cuasl supone unas 40 veces mads actividad en
el estado de desrepresidn. Estos valores estéan dentro del
rango de los descritos para otras cepes noc mutantes en el
gen SUCE2 de 5. cerevisise (Abrams et_al., 1978). |
II1. SENSIBILIDAD DEL GEN SUC2 A LAS NUCLEASAS. VARIACIONES

CON EL ESTADO DE ACTIVIDAD.

I11.1. Consideraciones‘generales scbre la metodologia.

En 1la figura 7 se representan esquematicamente 1las
sondas empleadas en este apartado y en los siguientes.

En la figura 8 se presenta un esquema de la metodologia
empleada parsa la determinaciodn de 1la sensibilidad del gen
SUC2 a8 wuna nucleasas besadea en el método descrito por

Bellard et_gl. (1980). Una vez digerida 1la cromatina con
diferentes concentraciones de nucleasa, generalmente a tasas
de digestidén muy bajas, se purificd el DNA y se sometid a

restriccién con un enzima apropiado. En el caso del gen SUCE

se utilizd EcoRI para determinar 1a sensibilidad global,y, vy
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HindIII para diferenciar la sensibilidad de la zona
transcribible Y la de 1los flancos. Las muestras se
analizaron en una electrcforesis, en 1la gue también se
incluyeron patrones de tamano conocido. Una vez completads
la electroforesis el DNA se tfansfirié a un filtro vy se
hibridd con 1la sonde apropiade. Las autorraediografias se
erxpusieron el tiempo necesario psre que 1a absorbancia de
las bandas estuviers entre 0.5 y 1.5 (a2 la longitud de ondsa
del laser utilizado, 633 nm), con un fondo de 0.4-0.5 de
A@ma.' Para eliminar los problemas debidos 3 la no
uniformidad de las bandas,; se densitometraron las bandss en
tres posiciones diferentes y se promediaron los resultados.
Como las bandes correspondientes a8 los diversos fragmentos
que se comparan entre si se obtuvieron por rehibridsecion del
mismo Tiltro con sondas diferentes no pueden existir
problemas debidos & diferencias entre dos transferenciss
distintas.

Para wun andlisis fino de 1la sensibilidad de 1las
distintas regiones del gen, se wutilizd un sistema de
normalizacidn que evita los errores en la intensidad de las
bandas debidos a pequeras diferencias en las cantidsdes de
DNA totel aplicaedo en ceda carrera. Este sistema consistiod
en dividir la intensidad de le banda por la de la banda
producida por la hibridacidn con la sonda HindIII/HindIIIl de
1.1 Kb que contiene toda la regidn transcribible del gen
ura3ds. cuya actividaed no varis en funcidén de la concentracidn

de glucosa presente en el medio (Jones vy Fink, 1982). De
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esta forma los valores obtenidos representan la sensibilidad
relativa del fragmento del gen SUCZ frente a un gen cuya
actividad permanece constante. Este forma de normalizacidn
habia sido empleada snteriormente por Eissenberg y Lucchesi
(1983); ‘y ‘Bellard 'gg;_gli' (1980) para otros genes de

eucariontes superiores.

IT.2. Sensibilidad preferente del gen en estado desreprimido

a la DNasa I.

Cuando se  wutilizd 1la DNasa. I en el procedimiento
anteriormente descrito, la sensibilidad promedio del gen méas
sus Tflancoss es decir del fragmento gggRI/gggRI de 4.3 kb
(ver fig. 1), fue mayor cuando el gen estabes activo gue
cuandé estaba reprimido por la presencia de glucosa (fig.
?). Este resultado estd en la linea de los encontrados para
otros genes con diferentes tasas de actividad. La diferencisa
de sensibilidad no es muy grande, menor que la encontradsa
para otros genes de eucariontes superiores. Por ejemplo los
genes de la f-glebina y de 1la ovoalbumina (Weintraub vy
Groudine, 19763 Garel vy Axel, 1976; Bellard et_al., 1980).
La mayor diferencis de sensibilidad encontrads en
eucariontes superiores puede deberse & que en los casos

.estudiados los genes se comparaban entre dos estados de
actividad muy diferente, utilizando un tejido en el que el

gen estaba totalmente inactivo, vy otro donde su taesa de

transcripcidn era muy elevada. Sin embargo en el caso del
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DNasa | (unidades/mg DNA)

iisyra.?*- Sensibilidad del gen SUC2 a la DNasa I.

S representa la desgoaricidn el fragiento EoRI/EaRT en funcién de las unidedes ée Dasa T
apleachs en la digestidn. Circulos v lirea a trazcs: gen en estadb  repri«ido» avdrados vy lirea
arting: gen en estadb activo. Sidoolos llencs: sach BBy sidoolos vecios: savh EH.
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gen

180

Ut2 de levadura, su actividad sdlo varia 40 veces y en
el estado reprimido sigue produciendoc un nivel basal de
KENAm, el RNAm de 1.8 kb no reprimible por glucosa. Ests
misma razdén puede ser la causa de 1la diferencia que se
cbserva entre el gen GSUCE 'y el dnico gen régulable de
levadurs que se habis estudiado en este aspecto hasta el
momento, el gen de la alcéhol deshidrogenasa ADR1. En este
gen las diferencias de actividad se estiman hasta en 100
veces y no se produce ningun RNAm constitutivo, por lo cusl
se observa una mayor diferencia de sensibilidad entre los
estados activo y reprimidoc (Sledziewski vy Ygung, 1982).

Hay queh tener en cuenta que en todos los casos
comentados, y en este experimento con el gen SUC2, se esté
estudiando la sensibilidad de fragmentos de restriccidﬁ
relativamente grandes, de 4 a 19 kb, que contienen el gen vy
amplias zonas laterales por lo que este tipo de analisis,
gue mide la tase de produccidn del primer corte doble con lsa
DNasa I dentro del %ragmento, na indica si todo el fragmento
es sensible a8 1la DNesa 1 o0 sdlo una parte de e1 eé

responsable de su sensibilidad incrementada.
I1.3. 2onas de sensibilidad a la DNasa 1.

Para determiner si la sensibilidad preferencial del gen
SUC2 en estaedo desreprimido @ la DNasa I residia en todo el
fragmento EcoRI/EcoRI o se localizaba preferentemente en

alguna zona dentro de él, se realizd un experimento idéntico
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al anterior pero utilizando 1la nucleasa de restriccidn
HindIII, la cual divide al fragmento anterior en tres zonas
gque corresponden aproximadamente a los flancos S’ yv 37y v a8
la zona transcribible del gen SUC2 (ver fig. 1). Por otro
iado puesto que este mismo enzima produce un fragmento de
1.1 kb gque contiene el gen ura3d3 (Parent et_al., 1985), podia
utilizarse el mismo filtro rehibridado para normalizar las
intensidades de las bandas de acuerdo con lo expuesto en el
apartado II.1.

Los resultados obtenidos se muestran en la figureae 10.
Como puede observarse 1los fiancos S5’ y 3’ del gen SUCZ2 no
tienen especial sensibilidad 3 18 DNasa I, en relacidn a la
sensibilidad del gen urads y esta sensibilidad no varia en
absoluto cuando el gen cambia de estado reprimido é
desreprimido. Sin embargo el fragmento de 2.1 kb que
contiene la zona transcribible del gen SUCZ2, que en estado
reprimido se comporta igusal que los flancos, se heace
altamente sencsible a la DNasa I en el estado desreprimido.
Estoe resultados demuestran Qque la sensibilidad sumentadsa
del gen SUCEZ durante la desrepresidn se debe a un aumento de
la sensibilidad de la regidn transcribible del gen, perc no
hey cambio alguno en los flancos de éste.

Resul tados similares, indicando que la zona
transcribible del gen es mas .sensible a la DNasa I que sus
flancos, se han obtenido pare otros genes (Weintraub et_al.

1981; Stadler et_sasl. 1980), aungue esta caracteristica no

es comun a todos los genes estudiados (Bellard et __al.,
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DNasa | (u/mg DNA)

EigyraJ0.- Sensibilidad de las distintas regiones del gen SUC2 a la DNasa I.

S representa la desgparicidn de cach fragsento e restriccidny en relacidn a la desgparicidn cel
fragrento e restriccién BEooRI/EcRT el gen wa®» en fincidn ce las unidades e Mesa T arpleadas en
la digestitn.  Ciradlos: flano 57 el ogg»  tridngulos: flanco 37 &l gg»  aedrados: regidn
transcribidle. Sidoolos Uencs y lirea a trazes: gen en estadd  reprimido»  silkelos vacios vy lirea
atina: gen en estad activo.
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1980).

Se pﬁede concluir que 1la cromatina del gen SUCZ
experimenta un cambio estructural durante su transcripcion
que la hace muy sensible a la DNasa I y que este cambios, que
probablemente tiene relacidn con 1la lectura del gen por la
RNA polimerasss se limita a 1la zona del gen que se

transcribe.
II,#. Sensibilidad a la MNasasa.

Pera investigaer la sensibilidad del gen y sus flancos a
la MNasa se realizé un experimento idéntico al descrito en
el apartado 11.3 pero sustituyendo la DNasa I por MNassa.

Como puede observarse en 1la figura 11 se aprecian
diferenciss en la sensibilidad a8 1a MNasa entre los estados
reprimido y desreprimido del gen. En el estado ‘reprimido,
tanto el gen como su flanco 5’ se digieren con cinéticas
similares a 1a del fragmento ura3d3 de referencia sunqgue
ligeramente mds deprisa. El flanco 37, sin embargo, muestra
une cineétice diferente a la del fragmento ura3ds lo cual ds
lugar & una curvae en la representacion grafica. La
interpretacidn de esta curva no es sencilla pero parece
indicar que el flanco 3’ del gen es inicialmente més
resistente a la accion de 1la .MNasa que el gen ura3d3 y las

otras zonas del gen Uceg. Este hecho podria estar

1

relacionado con la estructura singular de la crometina de

esta zona (vedse apartado V.2).



relativa al

Area

fragmento ura3

DNasa | (u/mg DNA)

EiQy“‘_ii*~ Sensibilidad de las distintas regiones del gen SUC2 a la HNasa.
las codiciones y sinbolos son 1los «dseos e la figara 10.
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En el estado activo todos 1los fragmentos se digieren
més rapidamente que en el estado inactivo,/y en este caso
las cinéticas de 1los distintos fragmentos son simi}ares
entre si. Este resultado indica que 1la activacidn del gen
SUC2 produce algun cambio estructural en 1la cromatina de
este gen que lo hace mé&s sensible a la MNasa. En este caso,
a difrencia de 1la DNaesa I, el cambio se extiende a tods la
zona del gen y sus flancos y no es tan pronunciado como con
la DNasa 1.

La sensibilidad del flanco 57 y de 1a zona
transcribible son muy similares, io cual parece
contradictorioc con los resultados del apartedo IV.3, en el
que el flanco S5’ resulta més sensible a 1la MNesa que 1lsa
region transcribible. Sin embargo hay que tener en cuenté
gue estas dos experiencias tienen di;tinto fudamento. En la
experiencia del apartado IV.3 se mide el promedio de tamano
de 1los fragmentos producidos por la MNasa, mientras que en
la experiencia de desaparicién de 1la banda se mide lsa
cinética de produccidn del primer corte doble, por lo tanto

ambos parametros no tienen por qué ser identicos.
II.5. Sensibilidad a nucleasas de restriccién.

Diversos asutores han demostrado que el DNA orgsnizado
en forma de cromatina es accesible a endonucleasas de
restriccidn (Lipchitz y Axel, 19763 Workman vy Langmore,

1985, y en algunos casos se ha demostrado que existe unsa
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cor}elacién directa entre sensibilidad a la nucleasa de
restriccidén y estado transcripcional del gen (Ferl, 1985;
Liberator y Lingrel, 1984).

Pare comprobar 1a accesibilidad del gen SUEE2 a8 la
digestidn con nucleassas de fesfriccién, se digirid cromatins
de levadura con un exceso de HindIII durante 10 min. El DNA
se purificd y se digirid a su vez con Kpnl, se sometid s
electroforesis, se transfiric s papel de nylon y se hibridé
con 1la sonda XK. En la posterior autorradiografia
aparecieron 3 bandas (fig. 12). Los tamaros de las dos mas
pegquernas se correspondian con los de las esperables ﬁor
cortes en los sitios de restriccidén HindIII a -27/+11 o
-1100. ALa aparicion de estas bandas demuestra que lsa
cromatina en estos sitios es accesible a 1las nucleasas - de
restriccion. Le bandsa de‘mayoﬁ tamafo debe corresponder & un
punto de restriccidon HindlIl situado en una zona bastante.
anterior al gen. El hecho de que aparezcan las tres bandas
simultdneamente éemuestra que los tres sitios no han sido
totalmente digeridos pof el enzima de restriccidn pues en
ese caso solo seria visible 1a banda de menor tamanoc. De
hecho para tres sitios con la misma tasa de digestidn cabe
esperar mayor intensidad de la banda cuanto mds pegquena sesa
-mds cercano el punto de corte al punto Kpnl-. Esto solo
ocurre eﬁtre la banda de menor tamareo y 1la de tamano
intermedio. En el otro par comparable la bands de mayor
tamarno aparece méds intensa que la de tamarno intermedio, 1lo

cual lleva 8 la conclusidn de que el punto Hindlll situsado a
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EiQyE#_IZ-- Sensibilidad de varios puntos de corte a la nucleasa HindIII en croiatina.
1) Testigo mo digerido con HindITI, S) «estra digerica 10 ein an 10 w/*g DA de enzi*a. En el
earggn == indican las posiciones ce lcs patranes e tacaio de DB, en Ko
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-1100 es menos accesible gque el situade & varias kb del
origen de transcripciodn, probablemente debido a diferencias
en la estructursa de la cromatina entre ambas zonas. No se
puede establecer ninguna relacidn entre 1las intensidades
relatives de los sitios a =-27/+11 y =-1100 pues seris
necesario en este caso un estudio cinético para poder
compararlos.

Este experimento se llevd & cabo tanto en condiciones
de represion como de desrepresion del gen SUC2, pero no se
cbservaron diferencias entre ambos estados; por ello en la

figura 12 sdélo se muestra una de los dos experiencias.

III. LOCALIZACION DE ZONAS HIPERSENSIBLES A LA DNASA I EN EL

GEN SUCez.

III.1. Consideraciones generales sobre el método del marcaje

terminal indirecto.

En la figura‘13 se esquematiza el método del marcseje
terminal indirecto (Wu, 1980). E1 método es similar al
descrito en el apartado I1.1 pero con la salvedad de que la
sonda utilizada es pequena en relacidén al fragmento de
restriccion a8 estudiar y estd situada en un extremo de él,
es decir, el punto de corte del enzima de restriccidn de un
extremo de la sonds es el mismo que el de un extremo 'del

fragmento. Utilizando este método se pueden producir dos
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para la localizacion de sitios hipersensibles a la



tipos de resultados. Si el fragmentoc de restriccion es
degradado uniformemente por la DNasa I, es decir no existe
ningun puntc de corte preferente dentro del fragmento,
aparecerd una mancha continua desde la bande gque corresponde
al fragmento hacia abajo. Pero si existe algun punto de
corte preferente {(sitio o zona hipersensible) apareceréd uns
banda discreta, de mayor o menor anchura dependiendo de 1ls
anchura de la zona hipersensible. Como 1la sonda sdlo es
capaz de hibridar con las secuenciss situadas en el extremo
del fragmento de restriccidn, de las dos bandas posibles
producidas por un corte preferente dentro del fragmento,
s6lo una, le situada del lado de la sondses sera detectable.
El tamaro de esta banda se puede calcular wutilizando
patrones de tamafo conocido incluidos en’ el mismo gel;
Puesto que conocemos uno de los puntos de corte que han dado
lugar a la banda, el producido por el enzima de restriccion,
y el tamafo del fragmento, podemos calcular la situacién del
segundco punto de corte, el producido por la DNasa I.

En este metodo pueden producirse dos tipos de
artefactos. EI primero.'se debe a 1la especificidad de
secuencis de la DNasa I. En el caso de que 1la DNasa I
digiriera el DNA en la cromstine en funcidn de su secuencia
y no de su accesibilidad en 1a cromatina, los resultados
obtenidos no darisn informacidn sobre la estructura de ls
cromatina. Este primer problema no es muy grave con la DNasa
1, pues este enzima apenas tiene especificidad de secuencia

(Reeves, 1984). En cualquier caso se puede eliminar este



7artefacto utilizando controles de DNA desnudo digeride con
DNasa I para descartar aquellas bandas que pudieran deberse
a la especificidad de secuencis de la DNasa I.

El segundo artefactao puéde aparecer si la digestidén es
demasiado extensa. En este caso se producen fragmentos por
dos puntos de .corte simultédneos dé la DNasa I. S5i uno de
eétos puntos estd situado dentro de la zona que hibridse con
la sondas, dara lugar a8 una bands en la autorradiografia que,
por neo proceder de un corte con el enzima de restriccidn, no
gda informacion util sobre 1a posicidn de 1los puntos de
corte. Este artefacto puede evitarse utilizando sondas de
pocas decenas de pares de bases para que resulte improbable
la produccion de un corte de 1la DNasa I dentro de la zona de
la sonda, si se hacen digestiones muy suaves para gue
estadisticemente solo se produzca un punto de corte doble
por moléculé, o utilizando varias sondas y puntos de corte
de festriccién para que 1los resultados obtenidos sean
corroborables entre si. En este trabajo se han tomado las

tres precauciones simultidneamente.
I1I11.2. Preparacidn de testigos de DNA desnuda.

Comoc se hs mencionado en el apartado anterior, para
discriminar entre 1las bandas producidas por corte de 1la
DNasa 1 en éonas especialmente sensibles a esta nucleasa en
la cromatina y las producidas por reconocimiento de

secuencias especificas del DNA, es necesario utilizar
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testigos de DNA desnudo digerido con DNasa I y los mismos
enzimas de restriccidén. Con el objeto de comprobar si podia
utilizarse para este fin un plésmido qQue contuviera el gen
SUC2 en lugar de DNA gendmico, con lo cual se simplificaba
el proceso, se realizd la siguiénte experiencia. Se digirié
plésmido pSUC243 con diferentes concentrsciones de DNasa I.
La digestidn se pard por el procedimientoc habitual vy las
muestras se extrajeron con fenol para eliminar le DNasa I.
El fenol se elimind medisnte extraccidn con cloroformo y el
DNA se precipitd con slcohol. A continuaciodon las muestras se
disoclvieron en el tampdn apropisadoc y se digirieron con
EcoRI. Otra serie de muestras se trataron de forma inversa,
es decir, se digirieraon con EcoRI, se precipitaron, se
redisclvieron, se digirieron con las mismas vconcentraciones
de DNasa I wutilizadas anteriomente .y se extrajeron con
ferncl. El propdsito de esta doble serie de digestiones ers
comprobsr si el hecho de que el pldsmido estuviera'en estado
nativos, es decir superenrol;;do, podia afectar = la
ecspecificidad de 1la DNesa I sobre 1la sécuencia del DNA. En
caso de que asi fuera se observarian diferencias entre las
muestras digeridas primero con DNassa I (plasmido
supe;enrollado) y las digeridas primero con EcoRI, que dsa
lugar a fragmentos lineales equivalentes a8 1a estructura del
DNA gendmico. |

Como se observe en ls figurs 14 en ninguno de los dos
casos se detectd especificidad de secuencia de la DNasa I,

pues no aparece ninguna banda discreta, sino un fondo
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EISy™-i*~ Digestion del plastido pSUC243 con DNasa I.

Ias mestras se digirieron an 0.04 (carreras 1y 9? 0.07 (carreras 2y » 0.1 (Garems 3 vy
T» 0 0.S uwing A (carreras 4 y B dwante 10 ein. Ia digestidn an g’ fie anterior (area! 14)
o posterior (carreras 598) a la e le bsa 1. Ia eiectroforesis se realizd en aggrosa IX. Ia sach
utilizada para la hibridacién fie la HE.
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continuos cuya extensidn depende de la tasa de digestidn.
Este resultado demuestra que es posible utilizar un pléasmido
que contenga el gen SUCZ2 como testigo de DNA desnudo, pues
no aparecen alteraciones de la especificidad de la DNasa I
debidas & la estructura tercieria del DNA en el plasmido.

Las wvariaciones de la tasa de digestidn entre las dos
erxperiencias pueden deberse al hecho de que durante las
extracciones con fenol se pierde parte de la muestra, por lo
que en el caso de la digestidon previa con EcgRI la digestion
posterior con DNasa I se hace sobre una cantidad de DNA
in%erior; es decir con una relacion DNasa I/DNA superior a
la de la experiencia paralels.

Un experimento similar se 1llevd & cabo con MNasa. En
este caso (fig. 13) si que se observae aparicion de bandas
discretas, producto de la especificidad de secuencia de esta
nucleasa. Esta especificidad babia sido ya descrita por
otros autores (revisado en Reeves, 1984). La MNasa no
cambia, sin embargo, su especificidad de secuencia en
funcidn de la estructura terciasria del DNA puesto que el
mismo esquema de bandas se obtuvo en 1los dos tipos de
digestiones realizadas. Este resulfado habia sido vya
descrito por otros autores (Nedospasov y Georgiev, 1980) Y
demuestra que se puede usar un plasmido que contenga el gen
SUC2 como testigo de DNA desnudoc en las digestiones de

cromatina con MNasa (apartado V).



EfQyra 15.- Digestién del plasaido pSUC243 con HNasa.

Ias suestras s digirieron an 0.013 (carreras 1y 5), 0.067 (carreras 2 y 6)» 0.67 (carreras 3 y
7, o 3.3 w*g Dt (carreras 4 y 8) durante 10 em. Ia digestién an FEoR! fie anterior (carreras 5-8)
O posterior (carreras 14) a lace la MBsa. la eiectroforesis s realizd en agarosa IX. Ia sodh
utilizada en la hibridacién fie la HD.
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111.3. Sitios hipersensibles en el gen SUC2.

lLa aplicacidn de 1la técnica del marcaje terminal
indirecto &l gen 8UCZ2 ha permitidc encontrar 3 zonas
hipersensibles a 1a DNasa I cercanass al gen.

La estrategia de localizacidn de sitios hipersensibles
se muestra en la figura 16. Se han utilizsado tres sondas
diferentes vy 4 puntos de restriccidn distintos con el objeto
de cubrir toda la zona del gen SUCZ2 y sus flancos, y de que
cade sitio hipersensible gquedara determinado por, el menos,
dos estrategias distintas.

En 1le figura 17 se muestra el andlisis realizado con el
puntoc de corte EcoRI y la sonda EH. Aparecen dos bandas de
3.7 v 2.5 " kb, aunque la Tfisbilided de estos tamafos es
limitada debido a le baja resolucidn de la placa para ese
tamaso de fragmento. La banda de 2.5 kb indica, de acuerdo
con lo expuesto en el apartado III.1, la presencia de un
punto hipersensible a ¥ +1700 pb, mientras gque 1la bandsa de
3.7 kb no puede utilizarse para situar un punto
hipersensible puesy dado su tamafmo, podria corresponder
tanto a un punto de corte a8 3.7 kb desde el punto de
restriccidén EcoRI a 1la izgquierds del gen (en ls posiciodn
+2900) como a uno situado a 3.7 _kb desde el punto de
restriccidn EcoRI situado a 1la derecha del gen (en 1la
posicidn -600).

Parea confirmar Y en sy caso, me jorar el

posicionamiento de los sitios hipersensibles se utilizaron



-j sondas

E'i9y[i_!£i" Estrategia e lomalizacién de sitics hipersensibles a la Dbsa I «ediante Barcaje
terminal indirectoy en el gen SIE.



Figura 17.- Harcaje tersinal indirecto de sitios hipersensibles a la DNasa I, usando corte de
restriccién EcoRI y la sonda EH.

Ia digestitn s realizd an 2 w/sg DA durante 0 (carrera 1) o 10 sin (carreras 2 y 3). Ias
muestras corresponden al estado activo (carreras 1y 2) o reprisido (carrera 3) el gen. Ios  tasafios
e Ios patrones de INA? en Ko? y sus sovilitiades s= indican a la izquderda ce la foto y correspockn a
diversos frageentos de restriccidn del plassidb @RESS. Ia electroforesis s= realizd en agprose XK.
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otras tres estrategias de localizacidn, cuys caracteristica
comun fue la utilizacidn de sondas muy pequenas, para evitar
indeterminaciones en el punto de corte de la DNasa I, vy
puntos de corte de restriccidn relativamente cercanocs a los
sitios que inicialmente épafeciah como hipérsensibles a la
DNasa I.

En 1la figura 18 se muestra el andlisis realizado con
restriccidn HindIII vy 1lsa sonda HE. Aparece una zons
hipersensible bastante ancha, cuyo centro tiene un tamafo de
690 pb, y dos zonas menos intensas y muy difusas con centros
de 450 y 320 pb. La situacidén de estas zonas en el gen es a
-450, =690 y -8B15 respectivamente. El andlisis de esta zona
se completd con la restriccion Kpnl vy 1a utilizscidn de le
sonda XK (fig. 19). Este andlisis did como resultado cusatro
bandas de 3570, 2500, 1570 y 1180 pby gue corresponden a
sitios a -2410, -1350, -410 vy —25 respectivamente. Los dos
més ale jados estén situados en zonas muy distantes del gen
SUCZ2 vy s por lo tento, pueden corresponder a algun otro gen
o zona de la cromatina de funcidn desconocida situadas a la
izquierda del gen SUCZ. Sin embargo no puede descartarse
completamente la relacidn de estos sitios con el gen SUCZ2
puesto que en otros orgaenismos se han encontrado sitios
hipersensibles a8 vaerias kb de distancia de un gen (Fritton
et__al., 1983). Dado el peguero tamarno del genoma de S.

cerevisiae esta hipdtesis es poco probable. El sitio a -410

se corresponde, dentro del error experimental, con el

situado a —-430 del andlisis con 1la sonde HE. 5e puede
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Figura_18.- Mareaje terminal indirecto de los sitios hipersensibles a la DNasa I> usando el corte de
restriccion Hindill y la sonda HE.

las fledws sefialan los sitios hipersensibles detectados. Ia digestidn s realizd an 0 (carrera
). 2 (@rrera F) 0 4 u/sg A (carrera 3 duarante 5 ain. Ia carrera 4 correspoce a un testigp e
PRB5Y dicerido aon Mesa 1 y procesadd e la miame foma. Icos tamefios e 1los patrones e B, en 30> vy
sus movilidades = indican a la izquierda e la foto y corresponden a fragrentos de restriccidn del
plagnido EBR32. Ia electroforesis == realizd en agprosa 1.8K. S reoresenta el gen SUE
esquemdticarente a la cereda e la foto.

93



FigyraJ?.-!larcaje teninal indirecto de sitios hipersensibles a la DNasa I» usando el corte de
restriccion Kgnl y la sonda XK.

las flechas safalan los sitios hipersensibles detectados. Ios dos ce «@or taiafo e intensiced
correspancen a cortes e la DBsa I en los egeeciadores e los nucleosoias adyacentes al sitio
hipersensible a -AID. Ia digestién s realizd an 2 (cerrera i) o Awig INA  (carrera 2) darante 5
sin. Ia carrera 3 correspode a wn testigo de RB8 digerido aon Mesa Iy procesacdd de la misea
foria. Ios patrones ce taiafio e W en do» v sus eovilidades e indican a la izquierch e la foto y
correspancen a fragientos e restriccidn cel plésiido gERY2. 1a electroforesis s realizd en agarosa
1.8X. Se representa esqueséticasente el gen U2 a la deredta de la foto.
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concluir» pues» que existe un punto hipersensible
relativamente ancho situado aproximadamente a —¢+30» lo cual
aclara la disyuntiva creada por el uso de la sonda EH sobre
si este punto hipersensible estaba situado a la derecha o a
le izguierda del gen» mientras que el situado a -25 pb
probablemente no fue detectado con la sonda HE por estar
situado sobre el punto de corte de restriccidédn Hi"ndlII a
-27. Las zonas situadas a -690 y -815 no pueden considerarse
como sitios hipersensibles a la DNasa I dada su baja
intensidad. Probablemente por este motivo no son detectadles
cuando se utiliza para el anédlisis un punto de restriccidn
situado mas alejado» como el Kgnl. Estos sitios posiblemente
aparecen por el ataque preferente de la DNasa I en dos DNA
espaciadores situados en estas zonas (ver apartado V.2). Una
cierta preferencia de 1la DNasa I por el DNA espaciador habia
sido vya descrita previamente (Lohr 1977a; Worcel et
al, 1983 ) .

Pera la localizacidédn precisa del sitio hipersensible
situado a la derecha del gen se utilizdé una estrategia de
localizacidén con un corte Xbal y le sonda XK. En este
anadlisis (fig. 20) aparecen dos bandas. Una es muy intensa vy
ancha» con un tamafio medio de 1100 pb, lo cual corresponde a
la posicidén +1930'. Este sitio es bastante mas intenso que
los localizados en el flanco 57 del gen y se corresponde con
el que habia sido previamente detectado» aunque no
posicionado con exactitud» con la sonda EH. La segunda banda

detectada es también muy intensa pero esta situada muy
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Figyra.JQ.- Mareaje teninal indirecto de sitios hipersensibles a la DNasa I» usando el corte de
restriccion Xbal y la sonta XK.
Todas las codiciaes y silkelos s iddnticos a ics e la figura 19.
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alejada del gen, a varias kb de distancia, por lo que podria
corresponder a algun otro gen o zona de la cromatins
adyacente al gen SLJC2.

Los resultados de posicionamiento de sitios

hipersensibles en el gen SUC2 se resumen en la tabla I.

H#bla I- Valores promedio obtenidos para el posiciona-

miento de sitios hipersensibles en el gen SUC2.

Sonda/Sitio rest. Tamafio de la banda Posicidn
HE/HindIII 68518*" -45318
XK/Kpnl 3571+11 -2412+11

2507+B -134818
1569110 -410110
118314 -2414
XK/Xbal >8000 N.D.
109914 +192814
amed ia de tres determinaciones, con su error estandar,
Ni.D,, no determinado.

La presencia de sitios hipersensibles a la DNasa I en
el flanco 5’ del gen SLJC2 estd de acuerdo con los resultados

obtenidos por otros autores para genes de levadura u otros
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eucariontes (revisado en Lowenhaupt et__sl. 1982). La
posicicén de loé dos sitios hipersensibles de esta zona ha
sido fijada en este trabajo con bastante precision. El sitio
hipersensible situade aproximadamente a -430 ha sido
locelizado con tres experiencias de posicionamiento
diferentes vy los resultados de lss dos mds precisas indican
que el error en su posicidén no es mayor de 20 pb. Debe
tenerse en cuenta que la banda que correponde a este sitio
es muy ancha, sobre todo cuando se utiliza para localizarlo
un sitio de restriccidén relativamente cercano (HindlIl), 1lo
cual indica que en realidad cér%esponde a uns .zoﬁa
hipersensible de unos 100-150 pb de snchura. Este resultado
es concordsnte con 1los encontrados para otros sitios
Este sitio hipérsensible coincide con la posicién de una
region de funcidn reguladorea y activadore de la sintesis del
ENam de 1.9 kb (Sarokin y Carlson, 1984), lo cual hace
suponer que existe una relacidén entre ambos hechos, pues
probablemente esta regidn es blanco de unidn de proteinas
reguladoras de la actividad del gén SUC2. Alguna de estas
proteinas podria ser el producto del gen SNF1l, que resulta
indispensable para 1la desrepresidén del RNAm de 1.9 kb
(Sarokin vy Carlson, 1984)., La presencia de estas proteinas
podria alterar la estructura normal de la cromatina haciendo
esta regidon ma&s sensible a8l atagque de 1la DNasa I, como

sucede en otros genes estudiados (revisado en Wasylyk,

1985). La presencia de sitios hipersensibles a8 1la DNasa 1
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coincidentes con regiohes reguladoras habia sido ya descrita
en otros organismos (Scott y Wingmore, 1978) v en el locus
gal de levadura (Struhl, 1984; Lohr, 1984; Proffit, 19895).

De forma andloga la presencia de un sitio hipersénsible
en —235 puede estar rélacionaﬁa'éoh élguna alteracién de 1la
estructura de la cromatina de esta regidn. Este sitioc esta
cercano é otre regidn requladora de la actividad del gen
SUC2, la caja TATA situada a —-130 (Sarckin y Carlson, 1984).
En este caso no hay coincidencia total entre la posicidn de
la regidén reguladora vy 1la de la zona hipersensible. Ello
puede deberse a cierto error en ei posicionamienfc; puesto
que se ha comprobado que en plédsmidos de replicecidn
autdnoma que contienen el gen SUCZ este sitio hipersensible
esta a;go mas cercano a la cejas TATA (Estruch, 1986); o bien
erde ser debido a que en realidad la estructura alterada de
la cromatina no esté situada exactamente sobre 1lsa posiéién
de la csaja TATA, sinoc en una region adyscente. En otros
casos descritos de sitios hipersensibles relacionados con la
caia TATA, el sitioc hipersensible no coincide exactamente
con ella (Wu, 1980). En levadura se habian descrito sitios
hipersensibles a 1a DNasa I en esta zona en los genes ADRZ2 vy
ADH1 (Sledziewski y Young, 1982) aunque Ssu posicidn se
determind con muy baja resolucidn por lo que no se pueden
relaclionar con la presencia de 'la caja TATA.

El tercer sitic hipersensible encontrado es, con mucho,
el mas llamativo. Este sitio ha> sido detectado por dos
estrategias diferentes vy su posicidn se puede fijar
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alrededor de +1930. Es, como en el caso del situado & -430
una banda. bastante ancha por lo gue puede pensarse también
que tiene una amplitud de, al - Menos, 100 pb, Puesto que los
dos RNAm producto del gen terminan alrededor de +1800
{Carlson vy Botstein, 1982) esta zona hipersensible esta
situadae inmedistamente después del final de 1la =zona
transcribible del gen. Cabe pensar por 1o tanto que su
presencia debe tener relacidn con la posible existencia de
zonas implicadas en la terminacidon de la transcripcion. La
presencia de sitios hipersensibles en el flanco 3’ de un gen
habia sido ya descrita en algunos casos (Fritton et__al.s
19835 Yagi et__al., 1986)s pero hasta el momento ningunoﬁ
habia sido situsdo con suficiente precisidn parse asegurar
que tenia relacidn con el gen anterior a el y no con 1la
posible presencia de otro gen posterior.

La relacidn de estos sitios hipersensibles con el

posicionamiento de nucleocsomas se discute en el apartado

vV.3.
II1.4, Estudio con la nucleasa Sl1.

Algunos autores han descrito que los sitios
hipersensibles s 1a DNase I lo eran también a la nuclesesa S1
(Larsem vy Weintraub, 1982) . Esta nuc leasa reconoce
especificamente DNA monocatenario o, por lo menos, con una

estructura secundaria alterade. Por ello estos resultados se

han interpretadoc como indicadores de que 1las zonas de DNA
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hipersensibles a la DNasa I tienen una estrutura distinta de
la habitual forma B del DNA (Lérsen y Weintraub, 1982). En
otros casos se han encontrado resultados opuestos (McGhee et
al., 1983).

Para comprobar si 1los sitios hipersensibles del gen

UC2 descritos en el apartado anterior ersan sensibles a ls

in

nucleasa S1, se llevé a cabo una expériencia de localizacion
idéntica a las descritas para la DNasa I (apartado I11.1)
pero usando en este caso la nucleasa St.

Como se observa en la figura 21 la nucleass S1 digiere
uniformenente el DNA en la zona 1zquierda del gen §u¢§ sin
dar lugar a8 ninguna Qanda discreta. Esta experiencia
demuestra que los sitios hipersensibles situados en la zona
del promotor del gen, no contienen estructuras de DNA
especialmente sensibles s la nucleasa S1. En 1la misma figura
se .observa estudio realizado en la mitad derecha del gen
SUC2. En esta zona el sitio hipersensible a +1930 es muy
poco sensible a8 la sensible .a la S1, pero el situado a
varias kb de distancie del final del gen, asi como algunas
ctras =zonas cercanas a €1, si gue resultansensibles s esta
nucleasa. Este resultadoc demuestra que la estructura de los
diversos sitios hipersensibles encontradoss y por 1lo tanto
su posible funcién, es bastante diferente, y corrobora tanto
la existencia de sitios hipersensibles a 1la DNasa I

sensibles a la S1 (Larsen vy Weintraub, 1982), como la de

otros que no lo son (McGhee et_al., 1983).
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Figura,?!.- Mareaje teninal indirecto de sitios hipersensibles 1& nucleasa SIy usando restriccién con
Kpnl o Xbal y al sonda XK.

Las nuestras procedian de células en estado dE desrepresién del gen 5UC2 y se digirieron con 1
u/ffg DNA durante 5 fin. Carrera 1 corte con Kgnl> carrera 2 corte con Xbal. La electroforesis se
realizé en agarosa IX. Las flechas sefialan las posiciones de los sitios hipersensibles a la DNasa I.
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IV. ORGANIZACION NUCLEOSOMAL DEL GEN SUCZ2.

IV.1. Consideraciones generales sobre la metodolagia.

En la figura 22 se esquematiza el método emplesdo para
el estudio de 1la organizacidén nucleosomal del gen SUCE.
B&ésicamente este método es equivalente al utilizedo para la
determinacidon de 1la sensibilidad del gen a nucleasas
(apartado 11.1). La diferencia fundamental radics en que el
DNA, una vez aislados no se ha digerido con una nucleasa de
restriccidn. La selectividad en cuanto a la zona del gen a
estudiar 1la da el uso de una sonda correspondiente a esa
zona. En este caso por no haber puntos delimitados por el
enzima de restriccidn existe una cierta interferencie de
informacion procedente de secuencias adyacentes a8 la zona de
estudic. Puestc gque el método exige unas tasas de digestidn
mayores para gQue se produzcan fragmentos con dos cortes de
MNasa, estos fragmentos pueden tener un extremo dentro de la
zona de estudio y otro fuera, o los dos dentre. En ahbos
casocs los fragmentos hibridardn con 1la sonda. Por este
motivo el resultado obtenido . da informacién sobre la
estructura nucleosomal promediasdas de 1la zona correspondiente
a la sonda, entrando dentro de ecste promedio cierta cantidad
de informaecidn sobre la estructura nucleosomal adyacente a
esta zona.

Mediente este método se ha determinado la presencia de
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Eisyi® 2H.- Hétodo para el analisis del espaciado nudeosotal en distintas regiones del gen.
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nucleo>somas en el gen SUC2 y el espaciado nuclesomal en cada

zona d»>l gen.

IV.2. Presencia de nucleosomas en el gen SUC2.

Para determinar la presencia de nucleosomas y el
espaciado nucleosomal en toda la zona del gen se ha
realizado une experiencia como la descrita en el apartado

anterior utilizando la sonda EE que cubre toda la regidén del
gen.

Domo se observa en la figura 23» la cromatina del gen
5UC2 se digiere con MNasa de la forma tipica» es decir» da
lugar <a una serie de bandas regularmente espaciadas due
corresponden a los diversos oligbmeros de nucleosomas.
Utilizando patrones de tamafio conocido incluidos en el mismo
ge 1 se han calculado los tamafios de estos oligdmeros» y se
han comparado con los tamafios de los oligbmeros
correspond ient.es del DNA total obtenidos a partir del mismo
ge 1 teifiido con bromuro de etidio.

Para el célculo del tamafio nucleosomal se han hallado

las diferencias entre el tamafio de un oligbmero y el

siguiente -hasta el hexamero- % se han promediado los
valores obtenidos (tabla I1). Este método descrito
originalmente por Noli (1976) permite el célculo del

espaciado nucleosomal sin utilizar un gran numero de tasas
de digestidén distintas para poder extrapolar a tasa cero.

Aunqgue la fiabilidad del método de Noli es inferior a la de
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FiQura-??!- Espaciado nudeoso»al en el gen SUC2.

Les «yestras de cromatina se digirieron con 300 u de HNasa/yg DNA durante 0 (carrera 4)? 5
(carreras iy 5)» 15 (carreras 2 y 6) o 30 lin (carreras 3 y 7). Las muestras proceden de células en
estado de desrepresion (cerreras 1-3) o de represion (carreras 4-7) del gen SUC2. La electroforesis se
realizé en agarosa 1.8'A y la sonda utilizada para la hibridacién fue la EE. Los tasenos? en pb? y las
posiciones de ios patrones de DNA utilizados se suestran a le izquierda y corresponden a fragmentos de
restriccion del plasmido pRB5S (fragmentos de 2270 y 1950 pb) y del pBR322 (resto)



los que emplean extrapolacién, es suficiente para el
propdbsito de este trabajo puesto que se comparan los
resultados obtenidos con lasmismas muestras de la misma

electroforesis.

I**bla II.

Comparacién de 1los tamafios nuc leosomales del

gen SUCS y del total de 1levadura.

Tamano

Activo
SLJCE 162+7~
Total 163%8
“promedio de diez valores

Como puede observarse

variaciones significativas

en

en el tamafio nucleosomal

nuclesomal (en pb)

Reprimido

156tE

158+13

y error esténdar.

la tabla II no existen

entre el

gen 5UCE y el valor promedio de levadura, o entre los
estados activo y reprimido del gen. La coincidencia del
valor obtenido para el tamafio promedio en el total de
levadura con el previamente descrito por otros autores, de
165 pb ( Lohr 1977b; Thomas yFurber , 1976) confirma
la validez de 1los resultados obtenidos. La similitud entre
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los tamafios nucleosomales del gen BUC2 y el promedio del
genoma puede interpretar se en el sentido de gue el gen SLJC2
constituye una zona tipica del genoma de levadura» puesto
que la mayor parte de éste estéa constituido por genes
potenci almente transcrib ibles. Un resultado equivalente fue

obtenido por Struhl <1983) para el gen h¢§;3  de Sj,

Por otro lado puesto que la zona de estudio comprende
la regidén transcrib ible del gen y bastante espacio de los
flancos» esta experiencia solo sirve para dar un tamafio
promedio dentro de esa zona y no detecta las posibles
irregularidades que pudieran existir en regiones concretas
del gen.

El hecho de que no se hayan encontrado diferencies
entre el estado activo y reprinido del gen se contrapone con
los resultados obtenidos por otros autores en otros genes de
levadura (Bergman y Kramer, 1983) y otros organismos (Wu et

! 1979; Pederson 198A). Sin embargo ha de tenerse
en cuenta que el gen SUC2 se transcribe» en forma de RNAm de
1.9 kb» 1incluso en el estado reprimido» lo cual hace posible
que no existan grandes diferenc ias en la organizacidn global

de la cromatina del gen entre estos dos estados.

IV.3. Espaciado nucleosomal en las distintas regiones del

gen SLJC2 .

Para determinar si el valor obtenido para el espaciado
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nucleosomal del gen §SUCZ2, 160-165 pb, correpondia a3 uns
distribucidn uniforme a8 lo largo del fragmento EcoRI/EcoRI
de 4.3 kbs o si existian diferencias entre las regiones del
gen, se realizd un erperimento en el gue se digirid el DNA
con el enzima de restriccidén EcoRI 'y posteriormente se
hibridé con dos sondas correspondientes s distintas regiones
dentro del fragmento de 4.3 kb. En la figura 24 se muestra
este experimento realizado con 1la sonda EH, que corresponde
al flanco 5’ del gen, y la sonde HB, que corresponde a. lea
mitad 1dzquierds de la zaoana transcribible. Para que la
Cdmpéracién fuers mas exact; se utilizd un mismo filtro que
se hibridd sucesivemente con 1las dos sondas. Como puede
observarse en la figura, mientras la sonda HB da lugar a un
esguema de bandas regular, tipico, -~ con un espaciadé
nuclecsomal similar al encontrado para el fragmento de 4.3
kb completo. ©Sin embargo la sonds EH da lugar & un esqguems
de bandass muy irregular. La irregularidad se debe a unsa
distribuwcidn no aslestoria de los cortes de 1la MNasa en
relacidm a 1a secuencia del DNA., La razdén de esta no
aleatoriedad puede ser un posicionamiento especifico y no
regular de los nucleosomas de los nucleosomas en esta regidn
o la presencia de secuencias del DNA reconocidas
preferemtemente por la MNase. Pars diferenciar entre estas
dos opcilones se llevaron 2 cabo las experiencies de marcsaje
terminal indirectoc descritas en el apartado V.Z2.

En la figura VEQ se puede observer tambien otrs

caracteristica distintiva entre los resultados de las dos
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Fi99Ea_24.- Coeparacion del espaciado nudeosoeal cde dos regiones del gen SUC2.

Las «uestras son las siseas dE la figura 24 pero digeridas con EcoRI: 5 (carreras 1 y *)f 15
(carreras 2 y 5) y 30 sin (carreras 3 y 06) de diggestion con KNasa. Gen no reprisido (carreras 1-3) y
gen reprimido (carreras 4-¢). Fanel A: sonda EH» paanel B: sonda HB. La electroforesis se reali:o en
agarosa 1.8%,
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sqndas utilizadas. Con la sondas EH se observa que aparecen
bandas hasta mucho més abajo en la autorradiografia gque en
el caso de la sonda HB. Este resultado implica que el flanco
37 del gen se digiere mé&s rapidamente que 1la zona
transcwribible, quiza debido a la preéencia de puntos de alta
sensibilidad a la MMNasa en esta zona (ver, sin embargo,
apartado I1.4)., La presencia de puntos de este tipos ya sean
debidos a la secuencia del DNA o & 1la estructura de 1la
cromatina explicaria tanto este resultado como el anterior
de dis#ribucidn irregular de bandas con esta sonds.

Con el fin de calcular adecuadamente el gspaciado
nucleosomal promedio en las distintas partes del gen, sin
las imterferencias debidas & sitios preferentes de corte de
la MNa=a, se llevd a cabo un experimento como el descri£o en
el apawrtado IV.1. En las figuras @25, 26 y 27 se muestra el
resultado de hibridar sucesivamente el mismo filtro con las
sondas HE (flanco 5’), HH1 (zona transcribible) vy HH2
(flanco 37). Con las sondas EH y HH1l se observa un resultédo
muy similar. Sin embargo con 1la sonds HHZ2 el espaciado es -
mucho maés regular, puesto que incluso se pueden distinguir
las bandas de ocligonucleosomas hasta el de 13, mientras gue
en los casos anteriores no se distinguen bandas & partir del
cligonucleosoma de nueve unidades. La comparaéién de los
resultados de las tres sondas mediante el densitometrado de
una de 1las carreras se da en la figura 28. En esta figurs
ademds de la regularidaed ya mencionada se aprecia otrea

caracteristics poco habitual en 1a hibridacidn con la sonda
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Ugyra H5.- Espaciado nucleosoaal del flanco 5' del gen SUC2.

Las «nuestras se digirieron con MNasa a 20 (carreras 1y 10)» 50 (carreras 2 y 9)» 250 (carreras 3
y 8)» 1250 (carreras 4 y 7)» o 2500 u/sqg DNA (carreras 5 y 6) durante 5 fin. La electroforesis se
realizé en agarosa 1.8X y la sonda utilizada em la hibridacién fue la EH. Los tasafios» en pb» y las
posiciones de ios patrones de DNA utilizados se indican a la izouierda y corresponden a fraqaentos de
restriccion del plésaido pBR3£2. Panel A: auestras en estado de represion del gen» panel B: fuestras

en estado de desrepresion del gen.
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EiByra_ZG.- Espaciado mideosoaal de la regién transcribiole del gen SUC2,
El filtro de la figura 25 se lavo y se rehibridé con la sonda HHI. Los sinbolos son idénticos a
los de la figura 25.
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EfSy[a 277.- Espaciado nudeosoial del flanco 3’ del gen SUC2.

Ei ffiltro de las fiquras 25 y 26 se lavd

y se rehibridé con la sonda HH2.
iissos dae la figura 25.

Los silbelos son los
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Figura 2B.- Densitoaetrados correspondientes a la «uestra n* 4 de las figuras 25? 26 y 27.
A: sonda EH (flanco 57)» B: sonda HHl (zona transcribidle)» Cs sonda HH2 (flanco 3'), D:
densitosetrado de la eisoa ouestra tefiida con broiuro de etidio.
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HHZ , la irregularidsed en 1la altura de los picos de los
diferentes ocligdmeros. En una experiencia de digestion MNassa
tipice se cobtiene habitualmente uwuna distribucidn de altura
de picos regularmente creciente o decreciente, dependiendo

de la tasa de digestion. Puesto que la altura del pico es

proporcional a 1la cantidad de muestra en la banda
correspondiente, este resultado indica que hay una
distribucidn regulsr de los diversos oligdmeros de

nucleosomas. Resultados de este tipo se pueden observar en
la figure 28 en el densitometrado del DNA teRido con bromuro
de etidio, v en los correspondientes a las sondas EH y  HHL.
5in embargo el densitometrado correspondiente a la sonda HHZ
muestra gue hay determinados oligdémeros mas abundantes gue
sus dos adyacentes, indicando Qque se producen con uné
probabilidad superiéor a 1a;simp1e distribucion estadistica
de cortes entre nucleocosomas. Especislmente abundantes son
los oligdmeros de 3, B y 9 nucleosomas. La explicacidn para
esta distribucidn podria ser 1la existencisa de algunos puntos
especialmente sensibles a la MNasa situados en espaciadores
separadoé por 3 vy 8/9 nucleosomas. BSi locs fragmentos
producidos por estos cortecs son especialmente sbundantes se
solspardn con los producidos estadisticemente dando luger
entonces a. una distribucidn irregular en 1la intensidad de
las bandas.

En cusnto 8 los resultsados de espaciado nuclecsomal en
las distintas regiones del gens se han resalizado el mismo

tipo de calculos que los realizados en el apartado IV.2. Los
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resultados se ofrecen en la tabla III.

Tabla_Il1l. Espaciado nucleosomal en las distintas

regiohes'dél geh SQQg;'

Tamafo nucleosomal (en pb)

Activo Reprimido
Geﬁoma total 135%11= 162*13
Flancoe S’ (sonda EH) 16419 16515
Zona transcribible
(sonda HH1) 159+6 161*164
Flanco 3’ (sonda HHZ2) 156x12 174219

“promedio de diez valores y su error estandar.

Como ocurria en el casoc del fragmento de 4.3 kb entero
no existen diferencias siginificativas entre el gen activo vy
el reprimidoy ni tampoco en este caso entre las diversas
partes del gen. Todos 1los valores son muy cercanos al
considerado tipico para levadura, 160-165 pby que de nuevo
es muy similaer al obtenido.-para el genoma total en la
tincidn con bromurc de etidic del mismoc gel, lo que

corrobora 1a fiebilidad de los resultados.
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V. POSICIONAMIENTO DE NUCLEOSOMAS EN EL GEN Suca.

V.1. Consideraciones generales sobre la técnica empleada.

Técnica del punto de corte desplazado.

La técnica wutilizada para 1a localizacidén de 1los
nucleosomas sobre una secuencia dadas de DNA es basicamente
igual a 1lsa descrité en el apartado ITI.1 para la
localizacidn de sitios hiﬁersensibles a8 1la DNasa 1. Fue
desarrocllada inicialmente por Nedospasov y Georgiev (1980).
En la figura 29 se representa un esquema de esta técnicasa.

Los problemas que surgen en la aplicacién del marcsaje
terminal indirecto a8 1la MNasa son los mismos que los
com;ntados para la DNasa 1 (apartado 1I1I1.1), pero en este
caso estan agudizados. Como se ha descrito anteriormente
{Introduccidn, apartado 1II.2) 1a MNasa tiene una cierta
especificidad de secuencia, lo cual hace mds necesario el
uso de patrones de DNA desnudo para descartar 1las bandas
preducidas por reconocimiento de secuencias especificas en
el DNA cromatinico. la obtencidén de estos patrones ha sido
descrita en el apartado 11I1.2. Las bandas que aparecen en
DNA desnudo pero no en cromatina probablemente estan
protegidas debido a la estructura de esta. Las bandas que
aparecen en DNA desnudo y en cromatina pueden ser debidas o

no a la estructura de la cromatina, pues puede haber una

coincidencia entre los sitios expuestos en cromatins y las
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DNA 5'-—- 3

sonda

Cromatina

NUCLEOS Digestion con /MNasa

Aislamiento del DNA

sin corte
A(=1*
diversos
cortes
Restriccion
H=3 C= 1=3
o0013
Electroforesis
tincion BrEt Blotting+ hibridacién
pocilios ——-
i
testigo DNA testigo DNA

EiQy[a_??i" Método para el posicionaaiento de cortes de MNasa tediante Barcaje teriinal indirecto.
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secuencias preferidas por la MNasa en el DNA, o también
puede ocurrir que un sitio especifico de corte de la MNasa
esté expuesto a8 su ataqgue aun estando dentro de un
nucleosoma. Finalmente las bandas que aparecen en cromatina
pero no en DNA desnudo son debidas a la estructura de la
cromstina (Thoma et_al., 1984).

El segundo problema que puede surgir es la aparicidn de
bandas debidas a doble corte de 1la MNasa. Este problema es
mayor en el caso de la Mﬁasa que en el de 1la DNass 1, puesto
gue la MNasa puede producir muchos més cortes discretos en
la c}omatina, al ménos uno por DNA espaciador, y puesto gue
las tesas de digestidn wutilizadas en estas experiencias son
més altas, sobre todo cuando se desea ver las bandas de
menor tamafo. Para evitar este problema, en este trabajo se
ha desarrollado una tecnica, a la que hemos llamado "tecnica
del punto de restriécién desplazadao", gue permite
identificar las bandas debidas a doble corte con lIa MNasa vy
por lo tanto eliminarlas en los cédlculos de localizacidn de
nucleosomas (fig. 30).

Ls técnicse requiere disponer de un punto de corte de
restriccidn cercanc al gque limita 1la zonsa de estudio por el
lado de la sonds, pero situado fuers de ella. Si se hibride
con la misma sonda que se utilizaba en el marcaje terminsal
indirectoc convencional, todas las bandas cofrespondientes a
fragmentos con un extremo debido al corte de restriccidn
pasarén a tener un tamano ligeramente superior: el gue

tenian con el enzima de restriccion usual mas la distancia
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entre los puntos de corte del enzima usual y el desplazado.
Sin embargo aquellas bandas producidas por dos puntos de
corte de la MNasa no ven alterado su tamarno pues no les
afecta el desplazamiento del punto de restriccidn. Para
aprecia} conrclaridad esfé efééto, la mismé muestra dividida
en dos alicuotas idénticas se digirid separadamente con los
dos enzimas de restriccidn y ambas alicuotas se corrieron en
carreras contiguas de la misma electroforesis. En la figurs
31 se muestra un ejemplo de 1la aplicacidn de este
procedimiento @ 1la determinacidon de 1la posicidn de los
nucleosomas en el gen SUC2. La muestra de la cerrera 1 esta
mucho menos digerida gque la muestra de la carrera 2 y por 1lo
tanto, aungque es improbable gque tenga bandas producidas por
doblé corte de ls MNasa no es util para determinar la
localizacidn ée cortes de 1lsa MN;sa céfcénos al extremo
hibridable con la sonda. Sin embargo 1la alta tasa de
digestidn en 1la carrera 2 hace gue sea muy probable que
varias de las bandas sean producidas por dos cortes de 1la
MNasa, uno dentro de 1la zona de la sonda y otro fuera de
ella. La carrera 3 contiene 1la misma muestra-de la carrera 2
peroc digerida con un enzima de restriccidn gque corta 42 pb a
la izquierds del inicio de 1la sonda (sitio BamHI respecto a
sitio Xbal, ver fig. 16). Se puede observar qgque, con
evcepcién de les dos baendas sedaladas con un_asterisco,
todas las bandas estén desplazadas hacia arriba, debido a 1la
adicidn devha pb por el desplazamiento del punto de corte

del enzima de restriccidén. Sin embargo 1las dos bandas
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EiguiaJ!*- Aplicacién del «étodo del punto de restriccion desplazado al posicionaaiento de cortes con
HNasa en el gen SUCE.

Se representa un detalle ampliado de 1la figqura 36. Las carreras 1» E y 3 corresponden,
respectivamente, a las carreras i, 2 y 3 de la aencionada figura. Las flechas sefialan las dos bandas
que no se desplazan al cambiar la restriccién de Xbal (carreras 1y 2) a BamHI (carrera 3). La tasa de
digestién de la carrera 1 no es suficiente para el posicionamiento de ios cortes de MNasa cercanos a
la zona de la sonda.



124

senaladas con un asterisco permanecen en la misma posicidn
lo cusl indica que su extremoc 95’ no estaba definido por un

corte de restriccion, sino por uno de 1la MNasa.

V.2. Localizacidn de nucleosomas a lo largo del gen.

En la eplicecidn de la técnice del marcaje terminal
indirecto 8 1la determinacidn de las posibles posiciones de
los nucleosomas en el gen SUCZ se ha utilizado la misma
estrategisas que la utilizada psra 1a localizacion de e=itios
hipersensibles a 1s DNasa I (fig. 16).

Los resultados de 1la wutilizacidn del punto de corte
EcoRI vy la sonda EH ya han sido comentados en el apartado
V.3 Y debido al tamafo de la sonda, no permiten logalizar
los puntos de corte de la MNasa.

Para localizer 1los puntos de corte de la MNasa en la
parte lzquierda del gen y en su flanco 97 se realizaron dos
experiencias complementarias: punto de restriccidn HindIII vy
sonda HE, y punto de restriccidn Kpnl y sonds XK. La primera
de estas experiencias se muestra en la figura 32. En ella se
observa una bande intensa a 1.1 kb que corresponde sl
fragmento de restriccidn integro.. Por debajo de ella
aparecen numerosas bandas de intensidades variables , cuyos

tamanros se dan en 1la tabls IV. -
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1545 —
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622 — . —d
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404 —
309 —
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Figura 32.- Localizacién de puntos de corte de la HNasa «ediante restriccién con HindIII y la sonda
HE.”

Las muestras corresponden a cro*atina digerida con 20 (carreras 1 y 4), 50 (carrera 2)» o 250
u/tg DNfi (carreras 3 y 5); o a pRBSS digerido con 5 (carrera 6) o 20 u/»g DNA (carrera 7) durante 5
un. A la derecha se indican los nosbres de las bandas y a la izquierda se indican los tanafios, en pb,
y las posiciones de los patrones de DNA eipleados que corresponden a frageentos de restriccién del
plasfido pBR3HE. La electreforesis se realizé en agarose 1.8'A. 1-3 fuestras en estado de desrepresion
del gen, 2-4 muestras en estado de represién del gen.
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Iabla_IVi Tamafios de las bandas producidas y posiciones
de corte de la MNasa obtenidos mediante corte con

HindIII y la sonda HE.

Banda Tamafio Posicién
a N.D. N.D.
b 92315" -21515
c 80218 -33618
d 630111 -509111
e 445110 -692110
£ 33112 -81012
g 28513 -85413
h 24015 -89915
i 20115 -93815
j N.D. N.D.

“media de» al menos? tres valores con su error
estandar.

N.D., no determinado.

En el testigo de DNA desnudo aparecen también bastantes
bandas, muchas de ellas coincidentes con 1las que aparecen en
la cromatina. En 1la figura 33 se ofrece un esquema de la
posicién de las bandas en la zona del gen. De acuerdo con lo

expuesto en el apartado v.1l se puede considerar que



127

Cromatina

BX KH,

DNA

Figura 33.- Posiciones de los puntos de corte de la HNasa en DNA desnudo y en croeatina, localizados
sediante la sonda HE.
El ta*afio de las flechas indica de forea aproxisada la intensidad del punto de corte. Con un

asterisco se indica una banda propia del DNA pero que aparece en las «uestras de cro*atina en estado
de desrepresidn del gen
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solamente los puntos de corte marcados con un circulo se
deben principal o© e#clusivamente a 1la estructura de 1la
cromatina. De este tipo son 1las bandas b, d, e, i, que,
aunque presentes en DNA desnudo, son mucho mé&s intensas en
crbmatiné. Exiétén alguﬁaé>difefeﬁéias entre las muestras
procedentes de células en estado de represidn vy de
activacidn del gen SUCE2 que seran comentadaes en el apartado
V.3.

La locaelizacidn de puntos de corte de la MNasa en 1la
parte 1izquierda de la zona transcribible, asi como la
confirmacidn de los situados con 1a sonda HE se realizd con
la digestion Kpnl y sonda XK. En la figura 34 se ofrece el
resul tado de este experimento. En este csso se han
adicionado muestras digeridas con Hpal parae la deteccion dé
bandas producidas por doble corte de la MNasa por el método
del punto de corte desplazado. Como en el andlisis anterior
aparece un gran numero de bandas, varias de las cuales
tienen sus homdlogas en el DNA desnudo. El tamano y posicidn

de las bandas se da en la tabla V.
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3584
1693 —
1545
1125—
Dk/1
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j— Mfr -n
404 — %
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Figura 3A.- Localizacién de los puntos de corte de la HNasa tediante restriccion Kpnl y la sonda XK.

Las muestras corresponden a cromatina digerida con 20 (carrera 6)» 50 (carrera 1)» o 250 u/mg DNA
(carreras 2-5); o pR853 digerido con 5 (carrera 7) o20u/sg DNA (carrera 8) durante5 min, Las
cerreras 3 y A corresponden a las «uetras de las carreras 2 y 5> respectivamente* pero digeridas con
Hpal. A la derecha se indican los nombres de las bandas y a la izquierda los tamafios* en pb* de los
patrones de DNA utilizados que corresponden a fragmentos de restriccion del pléstido pBR322. Ia
electroforesis se realizé6 en agarosa 1.8X. 1-3muestras en estado de desrepresién del gen, A-6
nuestras en estado de represién del gen.
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y la sonda XK.

Bands

p/qg

“promedic de,

estandar.

MNasa obtenidos

Tamaro

2066240

2235+60

N.D.

1688129

1523

1412+16

1197+32

999+24

813128

647*16

SRS B

43504

334%13

2076

al menos;,

Posicidn

-1407%x40
-1076%60
N.D.
-529x29
~-364
-253%16

-38+32

+160%24

+339+28
+512%16
+651i18
+709%4

+834%13

+95216

valores vy
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mediante corte con Kpnl

sSuU error

Los valores sin error corresponden a8 una sola medidsa.

N.D.», no determinado.
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En la figura 35 se da un esguema de la posiciénb de
estas bandas en la secuencia del gen. Las bandas marcadas
caﬁ un circulo son las que se ha considersado que se deben s
la estructura de la cromatina. De ellses c, dy fy hs js k/1,
m, no tienen equivalente enwei DNA-désnudo; i y p/q son mas
intensas en cromatina que en DNA vy 1la banda n se puede
pensar que corresponde & la coincidenciea de un punto
sensible en cromatina y en DNA dadse su posicidén intermediea
entre las m y p/g. La banda r parece ser la unica que no
cambia de posicidn con la técnica del punto de corte
desplazado,s lo que indica que se debe a dos cortes de 1la
MNasa. De todas formas dado que es muy difuse podria ser el
resultado de le superposicidn de una banda de doble corte de
la MNasa con otra de simple corte, por lo que no.se puede
descartar completamente. Las bandas g y © son claramente
debidas a la especificidad de secuencia de la MNasa aunque
el hecho de que apareécan claras en cromatina implica que
esas secwuencias son  muy accesibles en cromatina, a
diferencia de otras bandas sefaladas con un asterisco que
sdlo estdn presentes en DNA, lo cual indice que deben estar
protegidas en cromatina, probablemente por estar dentro de
la zona ocupads por un core nucleosomal (Thoma et_al.,
1984). La banda g constituye un caeso especial pues es
visible en las muestras de celulas en estapo activo del gen
SUCZ2 pero no es muy aparente en las procedentes de ceélulas
en estado de represién del gen. De hecho éste es la unicea

diferencia entre ambos tipos de muestres. El posible
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Cromatina

KHp

DNA

Ei9yta_35;" Posiciones de los puntos de corte de la HNasa en DNA desnudo y croaatina, localizados
sediante restriccién con Kpnl y la sonda XK.

£l taaaflo de la flecha indica aproxieadaffente la intensidad del punto de corte.
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significado de este hecho se discute en el apartadoc V.3.

De la comparacidn de los resulfados obtenidos en 1las
figuras 32 vy 34 se puede establecer un mapse de sitios
accesibles a 1le MNasa el la mitad izquierds del gen SUC2. Lea
zona comprendida entre los sities de restriccidn Kpnl vy
HindIIl solo se he anslizado con 1la sonda XK, en elle
aparecen S5, o0 quiza &, puntoé de corte de 1a MNasa
especificos de cromatina a (+952), +834, +651,.+518, +339 vy
+150. En estas posiciones hay dos que presentan cierta
indeterminacidn, las de +932 y +651, corresponQientes a las
bandes r vy n, gque ya han sido comentadas anteri&rmente. A
estos puntos de corté se puede sumar el obtenido a -38
(banda i), que probablemente se corresponda con la banda a
de la sonda HE cuyo tamserec no pudo ser determinado pof
guedar muy cercs del fragmento de restriccidn. Las
_distancias entre estos puntos de corte son, respectivahente,
(118 pb), 183 pb, 139 pb, 173 pb, 179 pb y 198 pb. Salvo el
primero que puede ser erréneo por la imprecisidn de 1la
situacidén del corte a +9352, los demds son tamaros muy
similares a los esperados si se supone que los cortes de 1la
MNasa se producen en el DNA espaciador, entre cores, y
asumiende un tamaro de 145 pb pare el core y de 165 pb para
el nucleosoma de levadura. Sclamante el espacio de 139 pb
entre 1los cortes m vy n es algo mads pequerno que el minimo
imprescindible para situsr un core entre ambos. Este
resultado puede ser debido al hecho de que la banda n puede

ser el resultsdo de un corte sobre una secuencis preferente
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en el DNA situada muy cercana al centro de:] espaciador mas
proximo, lo cual puede desplazar ligeramemte 1la posicidn
tedrica de la banda. La banda o0, muy similar a la n, podria
estar situada en el otro extremo del mismo espaciador,
siéuieﬁdo uhé de&uccién sehejante; Ségun estte resultado 1la
banda p» que no se desplazas serias Como se ha discutido
antes para la banda r, producto de doble corte de la:MNasa y

. . /.
no debe ser tenida en consideracidn.,

Las posiciones situadas & la izquierds del sitio de
restriccion doble HindIII & -27/+1l, ham sido analizadas
con ambas sondas. Las bandas bs €, y d de la sonda HE ce
corresponden muy bien con las h, g vy f'.re$pectivamente, de
la sonda XK, pues sus posiciones son : -215/-253 (media
-235) para el par b/h, -336/-364 (media -350) para el par
c/g- Y -509/-329 (media -320) para el par d/f. La
concordancia de estos resultados esta dentro del limite de
error tipico de 30 pb de estas determinaciomes., Las bandas
situadas @& la 1zgquierdse de la banda d de la sénda HE noc son
visibles con la sonda XK debido & la baja rescglucidn del gel
para esos tamarios de DNA. En esta zona las dos bandas
identificadas como sitios especificos de corte de la MNasa
en cromatina son las e y, probablemente, 1a i de la sonda
HE. Méé alls del punto de corte HindIII a -1100 pb parecen
existir varios puntos de corte muy intensos, localizados con
la sonda XK. La fiabilidad de estos posicionamientos es baja
dada la distancia desde el punto Kpnl. Se puede concluir que

en esta zona, flanco 3’ del gen SUCE2y se pueden situar



135

cortes especificos de 1lsa MNasa en cromatina a -235, -520,
-6%2, -938, vy (-107&). Existe ademds una banda a -330 sd&lo
presente en DNA desnudo y en cromatina de células crecidas
en ausencia de glucosa. Este hecho se discutirsd en el
aﬁérta&é 9.3; Laé ‘diétéﬁciaév énfré estos puntos de corté
son, enlazando con el punto situado a -38: 196 pb, 285 pb,
173 pb, 246 pby v (138 pb). En este caso las distancias son
bastante irregulsres vy pueden ser el resultadoc de unsa

distribucidén asimétrica de los nucleosomas en esta zona, que

como se vis en el apsrtado II1.3 contiene -dos zonas
hipersensibles a la DNasa I. Uno de los sitios
hipersensibles a la DNasa 1 esté situado a -27 lo cual

coincide aproximadamente con la posicién de unoc de los
cortes de la MNasa a -38, ; su presencia podria explicar la
separacion entre los dos nucleosomas situados a ambos ;ados
de este sitid. El segundo sitic hipersensible estd situado a
-430, dentro de una zona de 285 pb sin cortes de MNasa. Las
relaciones entre estos hechos se discuten mas ampliamente en
el apartadc V.3.

Finalmente la mitad derecha del gen se ha analizado con
urna restriccion Xbal y el uso de le sonda Xk. En la figura
36 se muestra el resultado de una experiencia de este tipo.
Se observa un doblete. de bandas muy intensas (f/g) que
delimita dos zonas claramente diferenciadas en cusnto a8 su
organizacidn de la cromatina. En 1la tabla VI se dan los

tamaros y las posiciones de las bandas observadas.
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Figura 36.- Localizacion de los puntos de corte de la HNasaenDNA desnudo o croaatina» localizados
tediante restriccién con Xbal y la sonda XK.

Las euestras sor- las aisaas de la figura 34» salvoenel enzisa de restriccién utilizado. Las
nuestras 3 y A son idénticas a las £ y 5» respectivaaente, pero digeridas con BanHI. Los siabolos y el
resto dE las condiciones son idénticas a las de la figura 34.
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I«|bla_yi. Tamafios de las bandas y posiciones de 1los
puntos de corte de la MNasa obtenidos mediante

restriccién con Xbal y la sonda XK.

Banda Tamafio ( en pb) Posicién
a >5000 N.D.
b 1961 + 1% +£700+ 1
c 17;+£48 +£571 8
d 1531 +£360
e 13805 +£169%5
f/g 116115 +1990+15
h 10£1 +1850
i 96£%7 +1791+7
j 8 +£17 +1671 7
k 802 +1633
I 699t t +15£8+4
II 63;+13 +1;+6313
m ;+6719 +1306%9
n 351t6 +1186%6
o £50%8 +1139+8

'B'media de tres valores y su error esténdar. Los datos
sin error corresponden a una sola medida.

N.D.» no determinado.
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Aparte de la banda més salejsda, banda &s que puede
corresponder con el sitio hipersénsible situado en esa zons
(ver spartaedo I111.3), se pueden diferenciar dos regiones en
la cromatine de esta zona, separadas por el doblete intenso
f)g. Lar zons por encima Vdéi dobléte contiene bandas muy
nitidas y separadas regularmente, mientras la zona situada
por debajo del doblete presenta muchas bandas mas difusas vy
de espaciado irregular.

En le primera zons las bandes b, ¢, d, e, vy g no tienen
equivalente en el DNA desnudos y la f, aunque lo tiene, es
mucho mas deébil en DNA. Todas estas bandas se deben, pues, a
la estructura de la cromatina.

Esta zons ha sido estudiada con mds detalle mediante
una electroforesis de alta resolucidén, utilizando un gel de
25 cm de longitud vy agarosa del 1% (fig. 37). Se puede
observar la separacidn de las dos- bandas del doblete f/g,
incluso con desdoblaemiento de la banda f que da lugar a una
banda presente en DNA y otra propia de cromstinae. La
separacion entre las bsndas ¥ y g se ha estimado mediante
este experimento en 87 pb. Ademds se observa que el
espaciado regular de las bandas de mayor. tamaro que el
doblete f/g se extiende no sélo & custro nuclesomas como se
deducia de ls figura 36, sino que alcanza hasta unos 13-14
nucleosomas, hasta 1la banda  a, que también aparece
decsdoblada en este gel. Las posiciones de las bandas, y por
consiguiente de 1los nucleosomas, en esta zona son muy

regulares, de 180-190 pb, lo cuasl hace de esta zona de 1lsa
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Figura 37.- Andlisis detallado de los puntos de corte de laNNasa enel flanco 3’ del gen 50C2

Las careras 1, 2 y 3 contienen las nisias nuestras delas carreras O» 1 y E» respectivamente» de
la fiqura 36. Carrera i: gen en estado reprimido» carreras E y 3: gen en estado activo. La carrera 4
contiene el pis»p patrdon de DNA desnudo dE la carrera 7 de la figura 36. A la izquierda se indican los
tacafios» en pb* y las posiciones de los patrones de DNA utilizados? que corresponden a fragmentos de
restriccion del plaseido pBR3EE. A la derecha se representa un napa esquematico del gen SUCE. lLa
electroforesis se realizd en un gel de E5 c» de agarosa IX.
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cromatina» entre +1990 (banda f) y +4390 (banda a)» un caso
excepcional dentro de la cromatina de levadura» comparable a
la zona adyacente al centrémero descrita por Bloom y Carbén
(1992).

En la segunde 2zona la Unica banda clara en cromatina no
presente en DNA desnudo es 1la i. Todas las demas son muy
similares en cromatina y en DNA» salvo las m y o. Sin
embargo las bandas m y o son las tUnicas que no se desplazan
en las muestras digeridas con BamHI (carreras 3 y 4, fig.
36) en la técnica del punto de corte desplazado» por 1lo que
se puede concluir gque son debidas a doble corte de 1la MNasa
V por lo tanto no deben ser tenidas en cuenta. Sin embargo
algunas de las bandas de esta 2zona presentan una pequeifia
variacién entre el DNA desnudo y la cromatina. La banda k es
algo mas intensa y ancha que su correspondiente en el DNA» y
la 11 es una banda ancha en cromatina mientras en DNA se
observa un doblete de bandas separadas.

Tomando estas tltimas bandas como posibles bandas
debidas a la estructura de la cromatina» las distancias
entre los puntos de corte elegidos como caracteristieos de
la cromatina en la zona a la izquierda del doblete f£f/g

(sefialados en 1la fig. 38 con un circulo)» bandas £f/g» i» k>»

y 11» son las siguientes: 199 pb> 158 pb» y 170 pb. La
explicacién mas sencilla para la aparicidén de estas bandas
es que se correspondan con cortes en zonas de DNA

espaciador. Mientras que» como se ha sefialado anteriormente»

a la derecha del punto f/g aparecen 13-14 nucleosomas de un
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EI9yEa 38.- Posiciones de los puntos de corte de la HNasa en DNA desnudo y croaatina, localizados

tediante restriccién con Xbal y la sonda XK.
El taaafio de la flecha indica aproxinadasente la intensidad del punto de corte.
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tamarno promedio de 185 pbs, relativamente grande psara
levadura. Le gran intensidad de 1las bandas f/g hace
sospechar que en este punto el DNA es mads accesible que en
cuaslqgquier espaciador y por 1lo tanto debe responder a otro
tipo deréstructura.>Esta éupbéiéién se ve confirmada por su
coincidencia con el sitio hipersensible a la DNasa I situado
a +1928. Este hecho se discute en el apartadoc V.3.

A diferenciea de lo comentado anteriormente la
disposicidn de nucleosomas a8 la 1izquierda del punto f/g, a
gxcepcién del primero, esté mucho menos definida, puesto que
las bandas son mucho ﬁenos especificas de la cromatina.
Existen muchas bandas caracteristicas del DNA también en
cromatinas, lo que sugiere una desproteccidn de esta zona, y
el fond§ entre  bandas es mads alto. La explicacidn méas
razonable es ' un posicionamienté "limitado" ‘de los
nucleosomas, es decir un mayor variabilidad en su
posionamiento gue, sin llegar a wuna situacion al azar,
suponga una cierta aleatoriedad en la situacidn del core
nucleosomal. La localizacidn de los puntos de corte a partir
del 11 resulta dificil por la superposicidén de de dos bandas
antmalas, las m y 0, debidas a doble corte por'MNasa. Sin
embargo puede realizarse un célculo aproximado de la
posicion de los dos primeros nucleosomas a partir del punto
Xbal {(fig. 3%9). Si suponemos que estas dos bandas se
producen por un corte de lsa MNase dentro de la sonda y otro
csitusado fuera de ella a 250 6 470 pb -tamaros de estas dos

bandas—-, se pueden localizar los puntos de corte de la MNase
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Hp X K
1 +996 1-41246 I
+1463
1 r
467pb
250pb '

Fi<)ura 3?.- Posible localizacién de dos sitios de corte de la HNasa en la zona de la sonda XK.
Las flechas indican los puntos de corte. Las de la parte inferior son los propuestos» la de la
superior el ya conocido anterioraente (fig. 38)
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tomando como referencia el Ultimo punto localizado, el 11 a
+1463. Si descontamos 470 pb desde este punto obtenemos
+993, posicidn del punto de corte de 1la MNasa situado dentro
de 1la zona de le sonda. A este valor se le puede sumar 250
pbs tamaero del primer nucleocsamas, pafa calcular la posicidn
del segundo punto de corte de 1la MNasa, el primero situado
fuera de 1la zona de la sonda. El valor obtenido para este
sequndo punto es +1246. Estas serian, pues, lags dos
posiciomes de los puntos de corte de la MNasa en 1la zona
proxima al punto de restriccidn Xbal. La posicidn a +996
ccincide apréxi%adamente con la deéerminada, también de
forma aproximada, en el ensayo con la sonda XK y restriccidn
en Kpnls. a +952, lo cual corrobora la verosimilitud de este
cadlculo. |

La comparacion entre las muestras de levadura en estado
de represién o activacidén del gen sggg se describe en el

apartado V.3.

V.3. Relacién de la posicidn de 1los nucleosomas y la de los
sitios hipersensibles @ la DNasa 1. Cambios con el estado de

actividad del gen.

Los resultados de localizaciédn de sitios hipersensibles
8 la DNasa I (apartado I1I11.3) vy 105. de posicion de
nucleosomas (apartado V.2) pueden relacionarse entre si.

En otros casos estudiados por otros autores se ha

encontrado que los sitios hipersensibles carecian de
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nucleosomas (Felsenfeld et__a3l., 19823 Wu, 1984a3), vy en
algunos casos se ha demostrado que inducian un
posiciomamiento fijo de los nuclecsomas adyacentes (Bloom vy
Carbon, 1982). Wu ha propuesto un modelo en el gue un sitio
hipersehsible; carente de'nleéoéohés; contiene varias zonas
de afinidad paras proteinas especificas en la caja TATA y en
una regidn reguladora (Wu, 1984a,b). La unidén de estas
proteinass provocaria un desplazasmiento de los nucleosomas
fuera de esta regidn y esta seria la causa de la aparicion
de un sitio hipersensible. La activacidn del gen produce un
cambio en 7e5ta zonsa provocadd ﬁor la unidn de proteiéas
reguladoras (Wu, 1984a,b).

En el ceso del gen SUCZ2 se puede proponer un modelo
similar para las dos zonas que contienen siticé
hipersersibles.

La zonsa del flanco 9’ contiene dos sitios
hipersensibles en las posiciones -24 vy =-380/-480 y unsa
distribucidén algo irregular de los puntos de corte de 1sa
MMasa. Suponiendo gque los sitios hipersensibles son lugares
de wunidn de proteinas especificas (Wu, 1984a,b; Emerson vy
Felsenfeld, 1984; White et__a2l., 1985) vy que por lo tanto
caen fuera de los cores nucleosomales, y que los cortes de
la MNasa se producen preferentemente en el DNA espaciador o,
al menocs, en DNA no situado en.el core, se propone un modele
de la organizacidn de la cromatina en la regidn del promotor

del gen SUC2 (fig. 40), En el estado inactivo dos proteinas,

designadas como Pl y P3 reconocerien y se unirian a los dos
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INACTIVO
REGULADOR TATA
ACTIVO
P]. P 7
T
H
0 ! 0 ! O 1
REGULADOR TATA
Hodelc de organizacién del proaotor del gen SUC2 en los estados de represién y
desrepresién.

Las flechas representan los puntos de corte de 1la HNasa (parte superior) y de la DNasa I (parte
inferior)» los circulos las posibles posiciones de los cores nucleososales y los rectangulos las
posibles proteinas reguladoras. La zona transcribidle dei gen se representa con una flecha.
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sitios hipersensibles. Esta hipdtesis explicaria el
espaciado anormalmente largo de los puntos de corte de lsa
MNesa a -235 y -520 (285 pb), pues parte del espacio no
estaria ocupado por un nucleosoma sino por la{(s) proteina(s)
Pl1. El sitio hipérsensible méﬁof, a —-24 pb, resultarisa ae la
uniodn de la proteina P3, aungue en este cseso el numerc de pb
gque occuparia esta proteina seria bastante reducido pues
perece claras la existencia de dos nucleosomsas situados o
ambos lados de este sitio hipersensible.

En el estado desreprimido del gen se intensifica mucho
una banda situada a =350, Yy casi desaparece 1la banda
nucleosomal a8 —235, e incluso asparece una bandas débil entre
estas dos baendss que es caracteristica del DNA desnudo
(seralads con.un ¥ en 1las fig. 32 vy 33). Estos resultados
indicarian la pérdida de un nuclesoma, o doss, en esta zona.
La presencia de ambos puntos de corte, aun con intensidades
muy alteradés, en ambos estados de actividaed se puede
justificar por el hecho de que lo que se analiza con este
tipo de experiencias es una poblacidn de moléculas y no una
stvla. Puesto que el gen SUC2. a1 contrario que los genes
"housekeeping" de eucariontes pluricelulares,; tiene un nivel
de expresidn variable, pero no una regulacidén del tipo '"todo
o nada", lo que sucede es que en el estado desreprimido el
procents je de moleculas del gen en estado activo es superior
al gue hay en el estadeo reprimido, pero en este utltimo
estado también hay un cierto porcentaje de moléculas en

estado activo. Este hecho da lugar a8 que el promedio
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mbservado (intensidaed de la banda) con las experiencias de
marcsa je terminal indirecto sea superior para una banda o
mara otwra,; pero no de necesariamente lugar a la aparicidén o
diesaparicion de une banda.

En otros estudiocs Sbbre el gen gggg se han observado
cambios en la zona de hipersensibilidad con la activacidn
diel gen (Estruch, 1986) lo cual estd de acuerdo con la
thipétesis propuesta. Los cambios mencionados durante la
activacidn del gen podrian deberse a 1la entrads de uns
t.ercera proteina, la P2, que tendria funciones reguladoras.
Esta proteina se puede ident;ficar tentativamente como el
producto del gen SNF1, pues se sabe que este gen ejerce su

efecto sobre ests zona del promotor del gen SUCZ2 (Sarokin vy
Carlsons, 1984). E1 cambio originado por 1la éntrada de lé
proteina P2 facilitaria 1la entrada de la RNA polimerasa
para iniciar la lectura del gen desde la posicidén =50, lo
cual da lugar a la sintesis del RNAm de 1.9 kb de la
invertasa de secrecidn. La sintesis del RNAm de 1.é kb, que
mno necesita desrepresidn para su sintesis, no estarisa
afectads por este proceso.

Aumque los resultasdos presentados agui no permiten
proponer un modelo para el sitio hipersensible a —-24 , este
sitio podria estar implicado en-_la lectura del RNAm de 1.8
kb, pues se ha sugerido que este zona, posterior a la «c¢ajs
TATA podria tener influencia en la sintesis de este segundo

tipo de RNAm (Sarokin y Carlson, 1984).

El modelo presentadc difiere del propuestoc por Struhl
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(1982) paras la estructure cromatinica del promotor del gen
his3. Em aquel caso la regidn reguladors no es sensible a la
MNasa fero su presencia es imprescindible para la aparicidn
de sensibilidad en 1la 2zona de 1la caja TATA. Sin embargo
puesto que este autor no Ha>;eéligaao estudios con DNAsa I,
no puede descarterse que ambos genes presenten una estrutura
similar.

Ls zona posterior a8 la terminscidn de 1ls tfanscripcién
del gen SUC2 presenta también una estructura cromatinica
especial, con un sitio hipersensible a la DNasa I vy un
posiciomamiento muy regular de 1los nucleosomas. El sitio
hipersemsible a la DNasa I en la posicidn +1%930 coincide muy
apraoximadamente con 1os dos sitios hipersensibles a la
MNasea. situados alrededor de +19%0. Probablemente
represemtan un solo sitic accesible a8 nucleasas con pequenas
diferencias debidas & a 1las distintas caracteristicas de
estas dos nucleasss. La presencis de este otro sitio, cuysa
anchura se puede estimar en funcidn de 1la anchura de 1la
banda en wunos 100 pb oblige a los nucleosomas laterales a
disponerse en posiciones fijaes. Resulta significativo, sin
embargos que mientras esta regularidad es muy evidente en,
al menos, trece nucleosomas hacia la derechs del sitio
hipersemsible, por la 1izquierds de este s6lo hay un
nucleospma precissmente posicionados y los siguientes tienen
un '"posicionamiento limitado". La hipdtesis ma&s probable es
gque la causa del posicionamiento regulsar de ios nucleosomas

no sea sdlo 1la presencisa de proteinas en el sitio
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hipersermsible que obliguen a los nucleosomas & disponerse
externamente a ¢el, pues en este caso 1s reguleridsd
sucederia por ambos lados del =itio hipersensibles sinc que
infiuya tambieén 1la secuencia de DNA adyacente. Esta
influencia puede ser directa o indirecta mediante la accidn
de proteinas especificas de secuencia. Resultados de este
tipo habian sido ya descritos en la regidén del centrdmero de
levadura (Bloom y Carbon, 1982).

En esta zona & la dereche del gen se producen tamBién
cambios relacionéQos con la actividad del gen. A la altursa
del cuarto punto de corte de la MNasa a8 la derecha del sitio
hipersemsible, a +2790, se produce un caembio significative
en la intensidad de las bandas. Mientras que en el estadp
reprimidioc se observan otras dos bandas més de mayor tamaro,
que se corresponden con bandas del DNA desnudo, en el estado
activo esta zona aparece difusa (ver fig. 36 y 37). Este
resultado implica que en este zona de 1la cromatina se
produce una alteracidn relacionada con la activided del gen
SUCe. Ruizd esta alterscidn estéd relacionada con 1la
presencia cercana de sitios hipersensibles a la DNaesa I. Sin
embarge el siginificaede regulador de esta regidn en relacidn
a ls actividad del gen SUCE2 no esté muy claro, puesto que
esta regidn muestra muy pocs homologia entre varios genes
SUC homdlogos, a pesar de que su regulacidn por glucosa es
muy €imilar y de que la zona anterior al +1800 muestra una
gran homologia de secuencia (Sarokin y Carlson, 1985;

Carleson et al.,s 19895).
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Los resultados obtenidos en este trabajo permiten

llegar a las siguientes conclusiones:

1.- La sensibilidad a la DNasa I en el estado 1inactivo es
uniforme a lo largo délv Qénv SUC2 -saslvo 1los sitios
hipersensibles que se comentaran més adelante— y similar a
la de otro gen de levadura, de expresidon constitutiva, el
urad. Sin embargo con la represidn de la sintesis del RNAm
de 1.9 kb se produce un incremento de la sensibilidad a este
nucleasa. La zona responsable de este incremento de
sensibilidad es 1la que se trénécribe a RNAm,  no

experimentando variscidn los flancos del gen.

2.- La DNasa I reconoce tres sitios hipersensibles s;tuadoﬁ
en las posiciones —-430, -25 "y +1930 (ver fig. 41). Los dos
primeros estédn situados en la zona del promoctor del gen. EI1
"tercer sitio es muy intenso y estd situado después del final
de la zona transcribible. Su posible relacidn con la funcidn
del gen SUCZ2 no estd clarsa.

Se han encontrado también otros tres sitios
hipersensibles situasdos a varies kb de distancile del inicio
y del final de 1a zona transcribible, probablemente no

relacionsados con el gen SUCZ2.

3.—- Los sitios hipersensibles encontrados . parecen estar

situados en zonas carentes de nucleosomas o, por lo menos,

en DNA espacisdor vy no presentan estructuras de DNA .
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sensibles a la nucleasa Sl; salvo el situado a varias kb s
la derecha del final de transcripcidén. En ningidn casc se han
observado cambios dependientes del estado de actividad del

gen.

4.- La rnuclesss de restriccidén HindlIIl es capaz de reconocer
y cortar sus secuencias diana situadas a la izquierds del
inicio de transcripcidéns aun cuando estas estén formando
parte de 1la estructura cromstinica. No se han observado
cambios con el estado de actividaed del gen, aunque si hay
diferencias en la susceptibilidad s esta nucleasa entre los

diferentes sitios de corte analizados.

S5.—- La MNasa digiere el flanco 3 y la zona transcribiblé
del gen en estado de represién de forma similar a 13
observada pare el gen testigo urs3d. 8Sin embargo, una vez
producidos los fragmentos de tamafo intermedio, éstos son
mas rapidamente degrasdados & oligonucleosomas de peguerno
tamario en la zona del flanco 35’. El1 flanco 3’ tiene une
cinética de digestidn con MNasa mds compleja productos
quizd, de su singular estructura nucleosomal.

En el estado activo del gen, tanto 1la zona
transcribible como sus flancos se digieren mads rapidamente

con MNasa que el gen testigo urs3d3s, Yy se mantiene la

= ——

diferencis antes mencionada entre el flanco S5’ y la zone

transcribible.
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6.— La MNasa hs servido pars dem&strar la organizacidn
nucleosomal del gen BSUC2. El conjunto de este gen y sus
flancos presente unsa organizacidn tipics de levaduras con un
espaciado promedio de 160-165 pb, sin variaciones debidas al

estado de actividaed o a 1ls zona del gen considerada.

7.-— Los estudios de marcaje terminal 1indirecto han
demostrado que existen considerables diferencias en 1la
disposiciédn de los nucleosomas en las distintes regiones del
gen (ver fig. 41). En el flanco 5’, y especialmente en 1la
zona transcribible, la disposicidn de los nuclecsomas no es
muy regular vy no existe un posicionamiento muy fijo, aungue
si se han detectado posiciones preferentes de los
nucleosomas. Sin embargo en el flanco 3’ los nucleosomss se
disponen de forma muy regular, cada 180-190 pb,
especialmente a partir del sitio hipersensible en +1930. La
gran regularidad del posicionamiento y el espaciado de 20-30
pb superior a lo habitual en levadura hacen de ésta una zona

bastante singular en la cromatina de levadura.

8.- Se han cbservado cambios en las posiciones e
intensidades de algunos puntos de corte de la MNAasas en la
zona del promotor y dentro de la regidn posterior al sitio
hipersensible en +1930. En ‘base & estos cambiocs se ha
propuesto un modelo de organizacidon de le zona del promotor
del gen basado en la presencia de proteinas especificas que

interaccionarian con secuencias previamente descritas por
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otros autores como implicedas en la expresidn y regulaciodn

de la actividad del gen.



Ei9!’1E*_*ii“ Esqueia resuien de la organizacién de la croiatina de la zona del gen SUC2.

Las flechas de la parte superior representan ios puntos de corte de la MNasa especificos de la
crosatina. Las flechas de la parte inferior representan los puntos de corte de 1la DNasa 1 en
croiatina. El taiafio de las flechas es aproximadamente proporcional a la intensidad del punto de
corte. Los circulos representan las posiciones propuestas de los cores nucleosoiaies. Los circulos de
linea discontinua representan las posiciones de ios nucleosomas cuya posicidn no estd claramente

definida.
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