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INTRODUCCION



1. Consideraciones g en era les .

La comprensión de los mecanismos que gobiernan la regulación de la 

expresión  génica en organismos eucarióticos es uno de los g randes objeti­

vos actuales de la investigación en Biología Molecular. El desarrollo  de 

las técnicas de DNA recom binante ha contribuido enormemente a la am­

pliación de nuestro s  conocimientos sobre  los elementos génicos implicados 

no sólo en la codificación de la información genética sino también en la 

regulación de su  expresión  de acuerdo con las necesidades fisiológicas a 

lo largo de la. vida de las células. Dichos elementos forman p a rte  de lo 

que se conoce como "promotor" de los genes, una región del DNA locali­

zada normalmente delante de la región codificante que contiene las se ­

cuencias de reconocimiento necesarias p a ra  que la RNA polimerasa inicie 

correctam ente la transcripción  del mRNA así como las secuencias reg u la ­

doras a las que se unen los fac to res activadores o rep reso res  responsa­

bles de la expresión  regu lada  del gen .

En organismos eucarió ticos, el m aterial genético, el DNA, se en­

cuen tra  confinado en el núcleo celular gracias a su empaquetamiento en 

una compleja e s tru c tu ra , denominada crom atina, de la que también forman 

p a rte  p ro te ín as, fundam entalm ente h is tonas, y  probablem ente RNA (Igo- 

Kemenes e t a l . , 1982; K ornberg , 1977). La cromatina perm ite una enorme 

reducción de la longitud del DNA debido al alto grado de compactación 

que s e {consigue en los sucesivos niveles de organización que conducen a 

la e s tru c tu ra  de los cromosomas (K ornberg , 1974, 1977; Finch y  Klug, 

1976; McGhee et a l . , 1983; Paulson y  Laemmli, 1977). Sin embargo, e sta  

e s tru c tu ra  parece incompatible con la necesidad de accesibilidad del DNA 

en procesos como su  replieación o su  tran scrip c ió n , lo que sugiere  que la



cromátina debe se r  una e s tru c tu ra  dinámica lo suficientem ente v ersá til 

como p a ra  poder cumplir todas sus funciones. Esta versatilidad  es un h e ­

cho plenam ente dem ostrado que ha  llevado a d is tin g u ir en tre  cromatina 

activa (o potencialm ente activa) y  cromatina inactiva en función de una 

serie  de carac te rís ticas d istin tivas que se re fie ren  fundam entalm ente a su 

e s tru c tu ra  pero  que también parecen  a fec ta r a su composición (R eeves, 

1984).

2. Cromatina a c tiv a .

El estudio  de los rasgos e s tru c tu ra le s  carac terísticos de la cróma- 

tina  activa se ha abordado principalm ente mediante digestión con nuclea- 

sas a la que es claram ente más sensible que la cromatina inactiva (Igo- 

Kemenes e t a l . ,  1982; W eisbrod, 1982; R eeves, 1984). El uso de d ife ren ­

tes nucleasas ha perm itido d e tec ta r d iferen tes propiedades de la croma- 

tina  de manera que actualm ente ex iste  una serie  de rasgos a los que se 

p re s ta  especial atención (E issenberg  e t a l . ,  1985). Un hecho ampliamente 

difundido es la existencia de pequeños tramos de cromatina (50-400 pb) 

con una especial sensibilidad a la DNasa I y  normalmente asociados a ele­

mentos reg u lad o res, p o r lo que se han  denominado sitios h ipersensib les y  

se han relacionado con mecanismos de regulación transcripcional (E issen­

b e rg  e t a l . , 1985; Elgin, 1988). Fueron inicialmente descubiertos po r Wu 

en núcleos de células de Drosophila sometidas a choque térm ico, asociados 

a los prom otores de los denominados genes "hea t-shock” (Wu, 1980) pero  

hoy se conoce su  ex istencia en prácticam ente todos los genes eucarióticos 

estud iados, tan to  en células animales como en vegetales y  hongos 

(E issenberg  et a l . ,  1985) y  no sólo en prom otores sino también en o tras
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localizaciones (G roudine y  W eintraub, 1981; Khory y  G ru ss, 1983; Gluz- 

man y  Shenk, 1983; Nedospasov y  Georgiev, 1980).

Respecto a  la na tu ra leza  molecular de los sitios h ip e rsen s ib le s , se 

p ie n sa  que son tram os de DNA desprovistos de nucleosomas (McGhee e t

a l . ,  1981) en los que en algunos casos se ha  dem ostrado la unión de

p ro te ín a s  específicas (Wu, 1984; Emerson y  Felsenfeld, 1984). Por su  

am plia d istribución  y  p o r su  asociación con zonas implicadas en la

regu lación  génica se les ha  otorgado u n  papel im portante en  el

reconocim iento po r la m aquinaria transcripcional y  p o r las p ro te ínas 

reg u lad o ras  aunque es posible que in te rvengan  en o tros procesos 

relacionados con el funcionamiento general del material genético puesto  

que tam bién se han  encontrado en zonas no génicas como orígenes de 

rep licación  (Fagrelius y  L iv ingston , 1984) y  centróm eros (Bloom y  

C arbón , 1982).

O tra de las carac te rís ticas im portantes de la crom atina, descub ierta  

m ediante el uso de nucleasas, es la existencia de un  posicionamiento de 

los nucleosom as, entendiendo p o r posicionamiento la localización p rec isa  

con re sp ec to  a la secuencia de los nucleosomas sobre u n  DNA no 

rep e titiv o  (Van Holde, 1985). Su importancia reside  en la posibilidad de 

determ inar la  accesibilidad de regiones regu ladoras debido a  un  

posicionamiento e stric to  de los nucleosomas en zonas ad y acen tes . El 

estud io  de las posiciones de los nucleosomas se aborda mediante digestión 

de la cromatina con nucleasa de micrococo, que co rta  preferen tem ente  en 

el DNA espaciador e n tre  nucleosomas, y  utilizando la técnica del mareaje 

term inal ind irec to , p u esta  a pun to  p o r Wu (1980) p a ra  la localización de 

sitios h ipersensib les a la DNasa I y  adaptada p o r Nedospasov y  Georgiev
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(1980) p a ra  la localización de puntos de corte  de la nucleasa de 

micrococo.

Se han encontrado  nucleosomas posicionados en muchos casos (Wor- 

cel e t a l . , 1983; Wu, 1980; Szent-G yórgyi e t a l . , 1987; Almer e t a l . , 

1986) y  tam bién variaciones en el posicionamiento dependientes del estado  

de activ idad  del gen (Young y  C arroll, 1983; Almer e t a l , 1986).

R especto a las causas moleculares del posicionamiento de los nucleo­

somas se  han  p lanteado varias h ipótesis (Sim pson, 1986). En algunos ca­

sos se h a  encontrado  una localización de los nucleosomas dependiente de 

la secuencia de DNA (Drew y  Calladme, 1981; M engeritsky y  T rifonov,

1983) m ientras que en o tro s , y  de forma no excluyente , re su lta  de la 

ex istencia de p ro te ínas específicas que, de forma in d irec ta , obligan a los 

nucleosomas a s itu a rse  fu e ra  de c iertas regiones del DNA p o r un  meca­

nismo estocástico  (K ornberg  y  S try e r , 1988). Más recientem ente se ha 

postulado un  te rc e r  mecanismo dependiente de la formación de e s tru c tu ra s  

de orden su p e rio r en c iertas  regiones de la crom atina y  no excluyente 

con los dos an te rio res  (Thoma y  Zatchej, 1988).

Es fácil im aginar la im portancia que la e s tru c tu ra  de la crom atina 

debe te n e r  en  zonas del genoma donde ex iste  un  continuo recambio de 

factores pro te icos unidos al DNA, como es el caso de los prom otores. La 

unión de estas  p ro te ínas no sólo depende de la e s tru c tu ra  de la croma- 

tina , como determ inante de la accesibilidad del DNA, sino que además in ­

fluye en dicha e s tru c tu ra . Esto conduce a una  relación e n tre  la e s tru c ­

tu ra  y  la función en la cromatina que ha  sido y  es ampliamente estud iada  

gracias a  la posibilidad de in v estig a r dicha relación en genes concretos. 

Este tipo de estud ios req u ie re  la disponibilidad de sondas de esos ge­
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n es, u n  buen  conocimiento de los mismos y  la elección de u n  sistem a de 

trabajo  fácilmente m anipulable. Desde este  pun to  de v is ta , la levadura 

Saccharomyces cerevisiae constituye , sin lu g a r a d u d as, un  organismo 

idóneo debido al buen  conocimiento de su  genética y  a la facilidad de 

transform ación con DNAs exógenos (P érez-O rtín  e t a l , 1989). Además, 

p re sen ta  una  elevada ta sa  de transcripción  y  su  genoma se organiza en 

una crom atina típ ica , con nucleosomas de 160-165 pb  de tamaño promedio 

(Nelson e t a l . , 1977), a  p e sa r de e s ta r , en  general, menos condensada 

que la de eucario tas su p erio res  (Franco y  López-B raña, 1978; Lee e t a l . , 

1982). Este hecho se ha  relacionado con su  elevada ta sa  de transcripción  

(Lohr y  Ide , 1979) y  también con la carencia de h istona H1 y , po r tan to , 

de p a rtícu las  tipo cromatosoma (Szent-G yórgyi y  Isen b e rg , 1983). Los 

rasgos e s tru c tu ra le s  de la crom atina an tes mencionados son también ca­

rac te rís tico s  de la crom atina de levadura  que además p re sen ta  o tras  ca­

rac te rís tica s  típ icas de eucario tas a p e sa r de su  lejanía evolutiva con eu ­

cario tas su p erio re s . En este  sentido es especialm ente llamativa la similitud 

en los mecanismos de regulación de la transcripción  que se refle ja  en una 

casi completa equivalencia de los elementos carac terísticos de los promoto­

re s  de levadu ra  (S tru h l, 1987) con los de eucario tas su p erio res  (Stanw ay 

e t a l . , 1987; G uaren te , 1988).

Una buena p ru eb a  de las ventajas que ofrece la levadu ra  como mo­

delo de organismo eucariótico p a ra  el estudio  de la relación e s tru c ­

tu ra /fu n c ió n  en la cromatina es la enorme cantidad de datos obtenidos a 

p a r tir  de trabajos realizados con muchos de su s  genes. De especial in te ­

ré s  son los realizados con genes de activ idad  transcripciona l regulable 

según las carac te rís ticas  del medio de cultivo, debido a la facilidad de 

control del estado  funcional y  de correlación con la  e s tru c tu ra  cromatínica



en co n trad a . Trabajos de este  tipo han puesto  de manifiesto que también 

en la mayoría de los genes de levadura  ex isten  sitios h ipersensib les a la 

DNasa I asociados a  las regiones de los prom otores responsables de la 

regulación  tran scrip cio n a l. Estos sitios h ipersensib les localizados en el 

prom otor de los genes suelen s u f r ir  cambios e s tru c tu ra le s  d u ran te  el p ro ­

ceso de  activación (Lohr y  H opper, 1985; Almer e t a l . , 1986; Pérez-O rtín  

e t a l . , 1986a) que normalmente van acompañados de una alteración en el 

posicionam iento de los nucleosomas adyacentes que pueden incluso desa­

p a re c e r , como se ha dem ostrado en los genes PHQ5 (Almer e t a l . , 1986) 

y  TDH3 (Paulovic y  H orz, 1988).

3. El gen SUC2 de Saccharomyces cerev isiae .

El gen SUC2 de S . cerevisiae es u n  ejemplo de éste  tipo de genes. 

P ertenece a  una  familia de genes, denominados genes SUC, que codifican 

la fí-fructo fu ranosidasa  o in v e rta sa , enzima cuya actividad hidrolítica so­

b re  la sacarosa  perm ite a las levaduras u tilizar dicho disacárido como 

fuen te  de carbono. E xisten , en  Saccharom yces, dos formas de in v e rta sa . 

Una de e llas, m ayoritaria , es una  m anoproteína de secreción cuya p ro ­

ducción e s tá  regu lada p o r la concentración de glucosa de manera que a 

altas concentraciones se reprim e su  s ín tesis  (Gascón y  Lampen, 1968). La 

o tra  forma de la in v e rta sa , m inoritaria e in trace lu la r, no e stá  controlada 

po r la concentración de glucosa (Gascón y  Lampen, 1968) y  su  función es 

desconocida puesto  que no existe  sacarosa  en e l 'in te r io r  de las células de 

levadura  (De la Fuente y  Sois, 1962).

Ambas formas de la in v e rta sa  son codificadas p o r todos los genes 

de la familia SUC de la que se han  descrito  6 loci d is tin tos: SUC1-5 y  

SUC7 (C arlson e t a l , 1980). D iferentes cepas de levadura pueden  poseer



cero , uno o varios alelos SUC'*'. L as c e p a s  q u e  no poseen alelos SUC'*' 

en ninguno de los 6 loci son denominadas suc° (C arlson e t a l . , 1985). 

Sólo el alelo suc2° corresponde a un  gen m utante m ientras que los demás 

alelos suc° carecen  de secuencias de DNA homologas a los alelos SUC 

(C arlson y  B o tste in , 1983). Esto último, jun to  con el hecho de que el 

gen SUC2 es el único que nunca coexiste con alguno de los o tros alelos, 

ha  llevado a p roponer que la familia de genes SUC deriva  de u n  gen 

SUC2 orig inal q u e , p o r reordenaciones cromosómicas, se ha  desplazado a 

o tras  localizaciones del genoma (C arlson e t a l . , 1985).

Todos los genes SUC p resen tan  a lta  homología de secuencia en  la 

reg ión  codificante y  en su s  flancos aunque en el gen SUC2 se limita a  las 

regiones codificante y  regu ladoras (Sarokin y  C arlson, 1985; Carlson e t 

a l . ,  1985; Hohmann y  Gozalbo, 1988). A p esa r de e sta  homología, los n i­

veles transcripcionales de los 6 genes SUC m uestran  u n a  c lara  variación 

siendo SUC1 el que p re sen ta  mayor grado de desrep resión  de la sín tesis  

de in v e rta sa  a  bajas concentraciones de glucosa (Del Castillo y  Zimmer- 

mann, 1987).

El gen SUC2 es el más estudiado de la familia SUC. Como se mues­

t r a  en la F igu ra  1, posee dos inicios de transcripción  a lternativos que 

perm iten la  tran scrip c ió n  de dos mRNAs de 1.8 y  1.9 kb  (C arlson y  

B otstein , 1982).El mRNA de 1.8 kb  codifica la in v e rta sa  in trace lu la r y  el 

de 1.9 kb  la in v e rta sa  de secreción ya  que posee u n a  secuencia codifi­

cante p a ra  el péptido  señal (C arlson e t a l . , 1983). Se han  identificado 

los elementos componentes del prom otor. La caja TATA se localiza en tre  

-124 y  -133 y  ex iste  una región regu lado ra , s ituada  e n tre  -500 y  -418, 

responsable  de la capacidad de desrep resión  de la s ín tesis  de in v e rta sa  a



♦ mRNA 1.9 Kb

*  mRNA 1.8 Kb 
proteln

Figura 1. Mapa esquemático del gen SUC2.
Con una linea delgada se representa esquemáticamente el DNA 
cuya dirección de transcripción es de izquierda a derecha. 
Las dianas de restricción más significativas se representan 
mediante barras verticales. E: EcoRI; H: HinálII; X: Xbal; K: 
Kpnl. Las cajas rectangulares representan las secuencias 
reguladoras y la linea más gruesa representa la zona del gen 
que se transcribe a RNA. En la parte inferior, las 3 lineas 
representan los 2 posibles transcritos y la zona que se 
traduce a proteína.
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bajas concentraciones de glucosa (Sarokin y  C arlson, 1984). Ambos ele­

mentos son im prescindibles p a ra  la sín tesis  regu lada de la in v e rta sa  de 

secreción pero  ninguno afecta  a  la sín tesis  del mRNA de 1.8 kb  cuya r e ­

gulación sería  independien te  de la del mRNA de 1.9 kb (Perlman e t a l . ,

1984).

La sín tesis  de la in v e rta sa  de secreción e stá  su jeta  a una  reg u la ­

ción compleja que re su lta  de la superposición del mecanismo general de 

rep resión  p o r glucosa y  u n  mecanismo específico de desrepresión  a bajas 

concentraciones de glucosa (E ntian , 1986; Neigeborn y  C arlson, 1987). 

Se han identificado m utantes constitu tivos p a ra  la s ín tesis  de in v e rta sa  

que parecen  e s ta r  implicados en el prim ero de estos mecanismos (E ntian y  

Zimmermann, 1980). Mutaciones en los genes HEX1 ( ta m b ié n  

d enom inado  HXK2, GIR1), HEX2 (REGI) y  CAT80 impiden la rep resión  

p o r glucosa y  se ha  sugerido  que podrían  te n e r  una función inform adora 

de los niveles de glucosa p a ra  o tros genes implicados en mecanismos 

específicos de regulación (N eigeborn y  C arlson, 1987).

Respecto a la desrep resión  específica, se conocen dos familias de 

genes implicadas en  la regulación del gen SUC2. Los genes SNF son ne­

cesarios p a ra  la  desrep resió n  del gen  SUC2 en ausencia de glucosa (Nei­

geborn y  C arlson , 1984). Se han  identificado los productos génicos de 

varios de ellos y  se ha  encontrado que el gen SNF1 ( CAT1, CCR1)  

codifica una  p ro te ín -q u in asa  (Celenza y  C arlson, 1986) cuya expresión  no 

está  regu lada  p o r glucosa (Celenza y  C arlson, 1984) m ientras que SNF3 

in terv iene en procesos de tra n sp o rte  de alta  afinidad de la glucosa 

(B isson e t a l . ,  1987) y  e stá  regulado p o r la concentración de glucosa 

(Neigeborn e t a l . , 1986). Los genes SNF2 y  SNF5 parecen  se r  facto res
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generales de tran scrip c ió n  puesto  que también son necesarios p a ra  la 

expresión  de o tros genes no sujetos a regulación po r glucosa (Abrams e t 

a l . ,  1986).

Los genes SSN e s tá n  implicados en la regulación negativa de la ex ­

p resión  del gen SUC2 p uesto  que mutaciones en dichos genes suprim en 

los efectos de m utaciones sn f (C arlson e t sil. , 1984). Aunque se conocen 

varios miembros de la familia no se sabe con certeza  cuál es su  papel en 

la regulación . Se ha postulado que el p roducto  del gen SSN6 podría  s e r  

la diana de la p ro te in -q u in asa  SNF1 o bien s e r  una fosfatasa de acción 

antagónica (S chultz  y  C arlson , 1987). Las mutaciones en el gen SSN20 

suprim en los efectos de mutaciones sn f2 , snf5 y  snf6 así como de delecio- 

nes en  la reg ión  regu lado ra  p re sen te  en el prom otor del gen SUC2 p o r lo 

que se ha p ropuesto  que debe codificar alguna pro te ína  de papel general 

en procesos de tran scrip c ió n  (N eigeborn e t a l . t 1987).

También se conoce la e s tru c tu ra  cromatínica del gen SUC2 y  de sus 

flancos determ inada mediante d igestiones con DNasa I y  MNasa (P érez- 

O rtín  e t a l . t 1986a, 1987).El gen posee varios sitios h ipersensib les a  la 

DNasa I localizados en la reg ión  del prom otor. Una zona h ip e rsen s ib le , 

com puesta de 3 s itio s , se localiza sobre  la reg ión  regu ladora localizada 

en tre  -418 y  -500 y  ex isten  dos sitios h ipersensib les flanqueando a la 

caja TATA. Además hay  un  sitio h ipersensib le  en  el flanco 3 ', ju sto  al 

finad de la zona tra n sc rib ib le , y  o tro  más lejano a aproximadamente 4390 

pb  desde el inicio de la transcripción  (P érez-O rtín  e t a l . , 1986a).

R especto a  la localización de los nucleosomas se han encontrado d i­

fe ren te s  g rados de posicionamiento en  las d ife ren tes  zonas del gen . En el 

flanco 3 ', sobre  una zona de aproximadamente 2 k b  com prendida e n tre  los
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dos sitios h ipersensib les a  la DNasa I an tes mencionados, se han encon­

trado  nucleosomas perfectam ente posicionados. También en el prom otor 

ex isten  4 nucleosomas en posiciones fijas m ientras que en la región codi­

ficante los 11 nucleosomas que la ocupan p resen tan  unas posiciones p re ­

fe ren te s  aunque no totalm ente e s tr ic ta s  (P érez-O rtín  e t a l . , 1987).

La e s tru c tu ra  crom átínica d esc rita  su fre  cambios, en algunos casos 

muy sign ificativos, cuando el gen se desreprim e. La región codificante 

adopta u n a  conformación más ab ierta  que se traduce  en una mayor sen si­

bilidad a  la DNasa I (P érez-O rtín  e t a l . , 1986a) y  en una deslocalización 

de los nucleosomas (P érez-O rtín  e t a l . , 1987). En el prom otor es donde 

los cambios son más im portantes observándose una red istribución  de la 

h ipersensib ilidad  a la DNasa I y  u n a  posible pérd ida  de nucleosomas 

ad y acen tes . Estos cambios en  el prom otor deben se r  consecuencia de va­

riaciones en  la in teracción  de las p ro te ínas reguladoras (P érez-O rtín  e t 

a l . ,  1987).

También se observan  cambios im portantes en el flanco 3' del gen 

que a fectan  a una  pequeña zona cen tra l en el largo tramo de nucleosomas 

posicionados. Estos cambios consisten  en variaciones en el p a tró n  de 

pro tección  del DNA fren te  al a taque p o r la MNasa que produce cortes con 

un  espaciado incompatible con el tamaño nucleosomal. La relación de esta  

zona de la crom atina con la activ idad  del gen no e stá  clara pero  se ha 

postulado su  posible implicación en procesos de regulación p o r mecanismos 

relacionados con la su p e re s tru c tu ra  adoptada p o r la cromatina en la r e ­

gión del gen  SUC2 (P érez-O rtín  e t a l . , 1987).

La F igura  2 m uestra u n  modelo de la organización cromatínica del 

gen  SUC2 y  de los cambios dependien tes del estado transcripcional que
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ha sérv ido  de base al p re sen te  trabajo  p o r lo que 

empleada se m antendrá a  lo largo del mismo.

nom enclatura
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Figura 2. Modelo de la organización cromatínica del gen SUC2 y 
sus flancos.
Debajo de la escala (+1 indica el inicio de transcripción) se 
muestra el modelo propuesto para la organización del gen 
reprimido. Los números arábigos indican puntos de corte de la 
MNasa en DNAs espaciadores y los números romanos designan 
nucleosomas posicionados. Las puntas de flecha indican sitios 
hipersensibles a la DNasa I y la linea gruesa horizontal 
indica el mRNA. Los círculos representan nucleosomas 
posicionados. Los círculos dibujados a trazos indican que no 
se dispone de datos suficientes para asegurar la presencia o 
ausencia de ese nucleosoma en el estado activo. Los 
triángulos y los rectángulos representan nucleosomas 
alterados o factores no nucleosomales que conducen a la 
protección del DNA. Las areas rayadas indican regiones 
especialmente protegidas en el estados activo. (Tomado de 
Pérez-Ortín et al., 1987).
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OBJETIVOS

El pun to  de p a rtid a  del p re sen te  trabajo  es un  modelo de la

organización crom atínica del gen SUC2 de S . cerevisiae obtenido a p a r t ir  

de u n a  serie  de estudios prev ios mediante digestiones con nucleasas

(P érez -O rtín  e t a l . t 1987). Se p lan tea , como objetivo general, mejorar 

dicho modelo profundizando en el estudio  de sus regiones regu ladoras y  

de las causas determ inantes de las e s tru c tu ra s  encontradas en relación 

con la activ idad  transcripcional del gen .

P ara  cumplir estos objetivos se llevará  a  cabo un  análisis de alta  

resolución de la e s tru c tu ra  de la crom atina del prom otor del gen SUC2 

utilizando una  cepa de S . cerevisiae po rtad o ra  del gen SUC2 clonado en 

un  plásmido de alto número de copias.

A continuación se estu d iará  la e s tru c tu ra  de la cromatina del

prom otor y  del flanco 3! en d ife ren tes  cepas de levadura  con mutaciones

en genes regu ladores del gen SUC2 lo que perm itirá una  mejor 

correlación en tre  las e s tru c tu ra s  encontradas y  la activ idad 

tran scrip c io n a l.

El significado de los cambios e s tru c tu ra le s  que ocurren  en  el flanco 

3' del gen SUC2 se analizará mediante el estudio  del efecto de deleciones. 

Para  ello se con tru irán  plásmidos con deleciones en la región prom otora o 

en el flanco 3’ del gen SUC2 y  se analizará , en cada uno de ellos, la 

sín tesis  de mRNA y  la e s tru c tu ra  crom atínica del re s to  del gen . La 

comparación de ambos resu ltados perm itirá  estab lecer si ex iste  relación 

en tre  la tran scrip ció n  del gen y  los cambios e s tru c tu ra le s  de la cromatina 

del flanco 3 '. Dichas deleciones p e rm itirán , adem ás, in v estig ar las causas
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de la pecu liar e s tru c tu ra  nucleosomal que p re sen ta  esa zona del genoma 

de levadu ra .



MATERIALES

Y

METODOS
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1. M ateriales.

1 .1 . Productos de especial in te ré s .

A garosa (Tipo I)

A garosa (bajo pun to  fusión) 

Ampicilina 

Bisbenzimidazol 

BSA Tipo V

BSA (lib re  de nucleasas) 

Cloramfenicol

dATP (a -32P) (3000Ci/mmol)

DEPC

DNA Ligasa del Fago T4 (1 u /p l)  

DNA polimerasa I (5 u / |i l)

DNasa I (DPFF 2300 u/m g) 

Endonucleasas de restricc ión  

F iltros de nylon (Hybond-N) 

Fosfatasa alcalina de timo de te rn e ra  

(especial Biología M olecular, 1 u /p l)  

Glucosa oxidasa (g rado  II , 267 u/m g) 

IPTG 

Lisozima

MNasa (15000 u /m g)

Peroxidasa (g rado  II , 175 u/m g) 

P ro teinasa K 

RNasa A

Sigma

BRL

B oehringer

B oehringer

Sigma

B oehringer

B oehringer

Amersham

Sigma

B oehringer

Amersham

W orthington

B oehringer

Amersham

B oehringer

B oehringer

B oehringer

B oehringer

B oehringer

B oehringer

B oehringer

B oehringer



Trifosfatos de deoxirribonucleosidos B oehringer

X-Gal B oehringer

Zimoliasa 100T Miles

B - G lucuronidasa-A rilsulfatasa B oehringer

.2 . Medios de cu ltivo .

Medios de cultivo p a ra  E. coli.

LB: Medio de L uria-B ertan i (Maniatis e t a l . , 1982) 

T rip tona 1% (p /v )

NaCl 1% (p /v )

Extracto  de levadura  0.5% (p /v )

Medios de cultivo p a ra  S. cerev isiae .

YPG: Medio completo (Sherm an e t a l . , 1979) 

E xtracto  de levadura  1% (p /v )

Peptona 2% (p /v )

Glucosa 2% (p /v )

pH 7.5
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YPG-LGM: Medio completo con baja concentración de glucosa 

(C arlson e t a l . , 1981)

Extracto de levadura  1% (p /v )

Peptona 2% (p /v )

Glucosa 0.05% (p /v )

YMM: Medio mínimo (Sherm an e t a l . , 1979)

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

Glucosa 2% (p /v )

Los medios sólidos se p rep a ra ro n  adicionando ag ar h a s ta  el 1% 

(p /v )  excepto en el caso de YMM donde la concentración fue del 2% 

(P/v).

Los antibióticos se añadieron a las sigu ien tes concentraciones: am- 

picilina 50 ng/m l, cloramfenicol 170 pg/m l y  te traciclina  15 p-g/ml.

Los requerimientos para el cultivo de levaduras en medio mínimo se

añadieron a una concentración de 80 |jLg/ml.

La tem peratu ra  de cultivo fue de 28°C p a ra  levaduras y  de 37°C 

p a ra  E. coli y  en ambos casos se utilizó agitación orb ital.

Para la d esrep resión  de la s ín tesis  de in v e rta sa  en levaduras se s i­

guió el procedim iento de Carlson e t a l . (1981). Las células en fase  expo­

nencial, crecidas en YPG o YMM según  la cepa, se recogieron en condi­

ciones de este rilidad  y  se tra n s fir ie ro n  a  YPG (condiciones de rep resió n )
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o YPG-LGM (condiciones de desrepresión) y  se m antuvieron a 28°C, con 

agitación o rb ita l, d u ran te  2.5 ho ras .

1 .3 . Cepas y  plásm idos.

Cepa

E. coli 
FB1009

E. coli 
JM83

E. coli 
DH1

E. coli 
XLl-Blue

S . cerevisiae 
SEY2101

S. cerevisiae 
X2180-1A

S . cerevisiae 
MCY1484

S. cerevisiae 
MCY1250

S. cerevisiae 
MCY1371

S. cerevisiae 
MCY1324

C aracterísticas genotípicas

rec  A~, F’, Tn 10 (T e tR)

lac-p roAB, lacZ M15

recA ~. h s d r  , F”

recA ~, h s d r " , F’,
Tn 10(T etR) .  lacIqZ M15

a , ura3-52 , leu2-3,112, 
ade2-101, suc2-Á9

a , SUC2, malO

a , lys2-801am, ade2-101oc, 
sn fl-1 3 , SUC2

a , lys2-801. u ra3 -52. 
sn f2 : : HIS3

a , h is4-539amt ade2-101oc, 
ssn 6 - l . SUC2

a , lys2-801am. ssn 6 : ;URA31 
sn fl-28

Procedencia 

D. Ramón 

J.M . Pardo 

D. Ramón 

S tratagene 

S. Emr

R. S entandreu  

M. Carlson 

M. Carlson 

M. Carlson 

M. Carlson
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Plásmido M arcadores O rí. Replicación Procedencia

pBR322 ApR , TcR pBR322 D. Ramón

pUC18 ApR pBR322 Pharmacia

pRB58 A p*\ URA3, SUC2 pBR322, 2pm R. Sentandreu

pSEY304 ApR , URA3, SUC2 pBR322, 2pm S. Emr

PSUC243 ApR , TcR , SUC2 pBR322 J . E. Pérez

PSUC213 ApR , TcR pBR322 J . E. Pérez

PSUC207 ApR , TcR pBR322 J . E. Pérez

PSUC330 ApR pBR322 Este trabajo

pSUC180 ApR pBR322 Este trabajo

pSUQA325 ApR , URA3, SUC2 pBR322, 2pm Este trabajo

pSUCA327 ApR , URA3, SUC2 pBR322, 2pm Este trabajo

pSUCA521 ApR , URA3, SUC2 pBR322, 2pm Este trabajo

2. P reparación del m aterial biológico.

2 .1 . Construcción de plásm idos.

2 .1 .1 . Defosforilación de extrem os 5@.

La defosforilación de los extrem os del vector de clonación se re a ­

lizó, cuando fue necesario , mediante tratam iento con fosfatasa alcalina se ­

gún se describe  en Maniatis e t a l . (1982). La mezcla de reacción contenía 

MgCl2 100 mM, ZnCl2 10 mM, esperm idina 100 mM, Tris-H Cl 50 mM pH

9 .0 , el DNA a defosforilar y  0.01 unidades de fosfatasa  alcalina p o r pmol 

de extrem os 5@, en un  volumen to tal de 50 p l. Se incubó a 37° C d u ran te  

30 min y , tra n scu rrid o  ese tiempo, se añadió nuevam ente enzima en  igual 

cantidad y  se incubó d u ran te  30 min más. La reacción se detuvo aña­

diendo 40 pl de HaO bidestilada e s té ril , 5 pl de SDS al 10% (p /v )  y  10 pl
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de tampón STE lOx (STE= NaCl 0.1 M, EDTA 1 mM, Tris-H Cl 10 mM pH 

8.0) y  calentando a 68°C du ran te  10 min. Para  eliminar la fosfatasa  alca­

lina se  ex tra jo  dos veces con un  volumen de fenol (fenol bidestilado e s ta ­

bilizado con 8-hidroxiquinoleína al 0.1% (p /v )  y  satu rado  en Tris-H C l 10 

mM pH 7 .5 ) , una  vez con un  volumen de fenol/cloroform o/alcohol isoamí- 

lico (25 :24 :1 , v /v /v )  y  una vez con un  volumen de cloroformo/alcohol 

isoamílico (24:1 , v /v ) .  Se p recip itó  el DNA con dos volúmenes de etanol 

a  -20°C d u ra n te , al menos, 2 h o ra s . El p recip itado  se recogió po r cen­

trifugación  a  12000xg d u ran te  15 min, se lavó con etanol 70% (v /v )  y  se 

secó a  vacio.

2 .1 .2 . Rellenado de extrem os p o r el fragm ento Klenow de la DNA polime- 

ra sa  I .

La transform ación de extrem os cohesivos generados p o r corte con 

enzimas de restricc ión  en extrem os romos se llevó a cabo p o r rellenado 

con el fragm ento Klenow de la DNA polim erasa I según Se describe  en 

Maniatis e t a l . (1982).

La reacción se llevó a cabo en u n  volumen to tal de 25 pl en tampón 

NTB (T ris-H C l 50 mM pH 7 .2 , MgSO* 10 mM, DTT 0.1 mM, BSA (Ubre 

de nucleasas) 50 pg/m l) utilizando como p recu rso res  trifosfatos de deoxi- 

rribonucleósidos a  una  concentración 20 pM p a ra  cada uno de ellos y  1 

unidad  del enzima p o r pg  de DNA.

La reacción se realizó a  tem pera tu ra  ambiente d u ran te  30 min y  se 

detuvo añadiendo 5 pl de EDTA 100 mM. P ara  eliminar el enzima se ex ­

tra jo  una  vez con u n  volumen de fenol/cloroform o/alcohol isoamílico 

(25:24:1 , v /v /v )  y  se p recip itó  el DNA con dos volúmenes de etanol a  -



20°C d u ra n te , al menos, 2 h o ras . El precipitado se recogió, se lavó y  se 

secó como se describe  en el apartado  an te rio r.

2 .1 .3 . Reacción de ligamiento.

Las mezclas de ligamiento se p rep a ra ro n  con cantidades de los 

DNAs a lig a r dependientes de las carac te rís ticas concretas de los mismos 

y  en p resenc ia  de MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM, Tris-H C l 20 mM 

pH 7 .5 . El volumen to ta l de reacción fu e , como máximo, de 20 pl y  se 

usaron  1 unidad  de DNA ligasa del fago T4 p a ra  ligamiento de extrem os 

cohesivos y  5 unidades p a ra  ligamiento de extrem os romos. La reacción se 

llevó a  cabo d u ran te  2-4 horas a tem peratu ra  ambiente y  se guardó  a 4°C 

hasta  el momento de su  utilización.

2 .2 . Transform ación de E. coli.

Se utilizó el método descrito  po r Hanahan (1983). Se inocularon 5 

mi de un p recu ltivo  de la cepa seleccionada en medio LB realizado d u ­

ran te  la noche an te rio r en 100 mi de LB fresco .

Se cu ltivaron  las células a 37°C h asta  que la D .O . a 550 nm del 

medio de cultivo fue de aproximadamente 0 .5 . Se enfrió  el m atraz sobre 

hielo, se pasó el medio a  tubos esté riles  y  se centrifugó en frió  a 2500 

rpm d u ran te  5 min. Las células se resuspend ieron  en 30 mi de tampón 

TfBI (RbCl 100 mM, MnCl2 50 mM, acetato  potásico 30 mM, CaCl2 10 

mM, glicerol 15% (v /v )  pH 5.8 ajustado con ácido acético 0 .2 M). Se 

m antuvieron las células en dicho tampón a  4o C d u ran te  tiempos óptimos 

previam ente determ inados p a ra  cada cepa y  se volvieron a recoger en las 

condiciones an tes  indicadas. Las células se  resuspend ieron  en 4 mi de 

tampón TfBII (MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl2 75 mM, glicerol 15%



(v /v )  pH 7 .0  ajustado con NaOH) y  se separaron  20 alícuotas de 200 pl. 

Las células se congelaron a -80°C (en  ese estado pueden conservarse  d u ­

ran te  meses sin  que p ie rdan  su  estado de com petencia).

En el momento de rea lizar una transform ación, se descongeló una 

de esas alícuotas a 4oC y  se mantuvo sobre hielo du ran te  10 min. Se 

añadió el DNA plasmídico (normalmente una mezcla de ligamiento) y  se 

volvió a in cu b ar en hielo du ran te  20 min. Se provocó entonces u n  choque 

térmico incubando a 42° C du ran te  90 s y  pasando nuevam ente a  hielo d u ­

ran te  2 min. Se añadieron 0.8 mi de medio LB y  se incubó lh  a  37°C sin  

agitación.

A continuación se sem braron placas de LB sólido, suplem entado con 

los antibióticos adecuados p a ra  la selección, con 200 pl del medio líquido 

mediante un  asa de D igralsky. l a s  p lacas se incubaron a 37°C du ran te  

una noche y  se seleccionaron algunas colonias transform antes al aza r p a ra  

la verificación de la transform ación. Paralelam ente se llevaron a cabo 

controles de viabilidad y  de rev ersió n . P ara  conocer el número de viables 

se sem braron placas de LB sólido sin  antibióticos y  p a ra  conocer el n ú ­

mero de rev e rtien te s  se sem braron placas de LB sólido mas antibióticos 

con células no transform adas. Ambos controles fueron  habitualm ente sa ­

tisfactorios obteniéndose una  viabilidad del o rden  de 10a células/m i y  

ausencia de re v e rtie n te s .

2 .3 . Aislamiento de plásm idos.

Se utilizaron dos procedim ientos a lte rn a tiv o s , el prim ero p a ra  el 

aislamiento en pequeña escala con fines analíticos, y  el segundo p a ra  el 

aislamiento de plásmidos en g ran  escala con fines p rep a ra tiv o s. Ambos
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están  basados en  el procedim iento descrito  originalm ente p o r Birnboim y  

Doly (1979).

P ara  el aislamiento ráp ido  de plásmidos en pequeña escala se siguió 

el procedim iento descrito  en  Silhavy e t a l . (1984) con ligeras modificacio­

nes (P érez-O rtín  e t a l . t 1986). Se sem braron m atraces de 100 mi con 10 

mi de medio de cultivo LB suplem entado con los antibióticos opo rtunos, 

en función de las re s is ten c ias  que llevara la cepa bacteriana  utilizada. 

Los cultivos se incubaron  a  37°C con agitación du ran te  la noche. Al día 

siguiente se recogieron las células p o r centrifugación a  1500xg 10 min y  

se resuspend ieron  en 0 .4 mi de disolución de lisozima (glucosa 50 mM, 

EDTA 10 mM, Tris-H C l 25 mM, pH 8, lisozima 5 m g/m l). La suspensión 

se pasó a dos tubos eppendorf de 1.5 mi y  se incubó sobre hielo du ran te  

5 min. T ran scu rrid o  este  tiempo se adicionaron 0 .4  mi de disolución 

NaOH-SDS (NaOH 0.2 N, SDS 1% (p /v ) )  p o r tubo y  se ag itaron  en un 

vortex  h a sta  que la disolución quedó tran slú c id a , incubándolos a conti­

nuación 5 min en hielo. Posteriorm ente se adicionaron 0.3 mi de acetato 

potásico 5 M pH 4.8 p o r tubo  y  se m antuvieron 10 min sobre hielo. El 

p recip itado  re su ltan te  se eliminó p o r centrifugación a 12000xg 10 min. De 

cada sobrenadante  se recogieron  0.75 mi que se pasaron  a  o tro  tubo 

eppendorf de 1.5 mi, donde se precip itó  el DNA plasmídico con 0.6 volú­

menes de isopropanol p o r el procedim iento habitual .

P ara  el aislamiento p rep a ra tiv o  de plásmidos se utilizó un  proced i­

miento ligeram ente d is tin to , sim ilar al descrito  en Maniatis e t a l . (1982). 

Se realizó un  precu ltivo  de la cepa de E. coli apropiada en medio LB 

(suplem entado con los antibióticos oportunos) du ran te  la noche. Al día 

siguiente se inocularon 2.5 mi de este  p recu ltivo  en u n  m atraz de 1 1 con



500 mi del mismo medio y  se incubó a 37° C con agitación h asta  que la 

D .O. a 600 nm fue de 0 .4 . En este  momento se adicionó cloramfenicol 

(2 .5  mi de una disolución 34 mg/ml en etanol) o espectinomicina (0 .5  mi 

de una suspensión 300 mg/ml en H20 ) ,  dependiendo de si el plásmido 

contenía, o no, respectivam ente, resistenc ia  al cloramfenicol, y  se incubó 

con agitación a 37°C d u ran te  12-16 h . Rutinariam ente se comprobó que 

duran te  este  periodo no se producía un  crecimiento del cultivo. Al cabo 

de este  tiempo se recogieron  las células p o r centrifugación a 1500xg 10 

min en botes e sté riles  de 250 mi y  se resuspend ieron  en 10 mi de disolu­

ción de lisozima. Se incubaron  en esta  disolución 5 min a tem peratu ra  

ambiente y  se añadieron  20 mi de la disolución de NaOH-SDS. D espués de 

mezclar bien las disoluciones se incubaron 10 min a 0oC. A continuación 

se añadieron 15 mi de acetato  potásico 5 M pH 4.8 y  se incubó 10 min a 

0oC. El p recip itado  se eliminó p o r centrifugación a 30000xg 30 min. El 

sobrenadante se d is trib u y ó  en cuatro  tubos de v idrio  Corex de 30 mi sili- 

conizados y  se ex tra jo  2-3 veces con fenol/cloroform o/alcohol isoamílico 

(25 :24 :1). La fase acuosa se precip itó  con 2 volúmenes de etanol a  -20°C 

d u ran te  1-2 h o ras . El precip itado  se recogió y  lavó como se ha descrito  

an terio rm ente . El sedim ento seco se disolvió en 5 mi de tampón TE (T ris -  

HCl 10 mM pH 8 .0 , EDTA 1 mM) y  se digirió con RNasa A (20 p.g/ml) 

du ran te  30 min a 37°C. Posteriorm ente se añadió SDS h asta  el 1% (p /v )  y  

p ro te inasa  K h asta  100 M-g/ml y  se incubó o tros 30 min a 37°C. Final­

mente se ex tra jo  una  vez con fenol/cloroform o/alcohol isoamílico 

(25 :24 :1 ), una  vez con cloroformo /alcohol isoamílico (24:1) y  se p recip itó  

con alcohol. El precip itado  se recogió, lavó y  secó en las condiciones 

d escritas  an terio rm ente  y  se disolvió en la cantidad apropiada de tampón 

TE. La can tidad  de plásmido obtenido se calculó a  p a r t ir  de su  A2eo*
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Los plásmidos obtenidos p o r ambos métodos se analizaron ru tin a ria ­

mente en electroforesis en  agarosa (apartado  3.3) y  lo  p o r restricción  

(apartado  4 .1 ) .

2 .4 . Transform ación de levadu ras.

P ara  la transform ación de S. cerevisiae se siguió el método descrito  

por Ito  e t a l . (1983).

Un m atraz de 500 mi con 200 mi de YPG se. inoculó con 1 mi de un 

p recu ltivo  en  fase estacionaria de crecimiento de la cepa a transfo rm ar y  

se incubó a 28°C, con agitación h asta  una D .O . a 600 nm de aproxim ada­

mente 1 (1-2 x  107 células/m l). Se recogieron las células de 10 mi del 

cultivo centrifugando a 2500 rpm  5 min en  un  tubo esté ril y  se lavaron 

una vez con 20 mi de agua destilada e s té ril y  una  vez con 20 mi de tam­

pón TE-LiOAc (T ris-H C l 10 mM pH 8 .0 , EDTA 1 mM, acetato de litio 0.1 

M). T ras los lavados las células se resuspend ieron  en 0.1 mi del mismo 

tampón y  se m antuvieron du ran te  1 h  a  30°C con agitación. A continua­

ción se añadieron 50 pg  de DNA de esperm a de salmón y  el DNA plasmí- 

dico disuelto  en 10 pl de tampón TE y  se dejó en reposo a 30°C du ran te  

30 min. T ran scu rrid o  ese tiempo se añadieron 0.7 mi de tampón TE- 

LiOAc+PEG 4000 40% (p /v )  y  se incubó lh  más a  30°C. Se provocó en ton­

ces u n  choque térm ico, pasando las células a un  baño a 42°C d u ran te  5 

min, tra s  el cual se recogieron a 2500 rpm 5 min. Finalmente se re s u s ­

pendieron en 0.8 mi de H20  destilada e s té ril y  se sem braron alícuotas de 

0.2 mi mediante u n  asa  D igralsky sobre placas de YMM sólido con los 

reuqerim ientos adecuados según la cepa y  el plásmido utilizados en cada 

caso.
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Las placas se incubaron  a 28°C du ran te  3 a 5 días h asta  la ap a ri­

ción de transfo rm an tes. Se h icieron controles de viabilidad y  de re v e r ­

sión con una  m uestra  para le la  de células no transform adas y  ambos fu e ­

ro n , habitualm ente, sa tisfac to rio s.

De forma in d is tin ta  se u tilizó , en las prim eras fases del trab a jo , el 

procedim iento descrito  p o r  Hinnen e t a l . (1978) p a ra  la transform ación de 

pro top lastos de levadura  pero  la sencillez del método previam ente descrito  

llevó a su  utilización en e tapas p o s te rio re s.

2 .5 . Obtención de p ro top lastos de lev ad u ra .

La obtención de p ro top lastos a p a r t ir  de células de levadura  en 

fase exponencial de crecim iento se realizó mediante el empleo del p rep a ­

rado  enzimático Zimoliasa 100T. Las células se recogieron p o r cen trifu g a ­

ción y  se lavaron dos veces con HaO destilada fr ía  y  una  vez con medio 

de pretra tam ien to : T ris-H C l 0.1 M, EDTA 5 mM, B-m ercaptoetanol 75 mM, 

pH 8 .0 . Posteriorm ente se resu sp en d ie ro n  en diez volúmenes de este  

mismo medio y  se incubaron  30 min a  4o C. Al cabo de este  tiempo las 

células se recogieron p o r centrifugación  y  se lavaron u n a  vez con medio 

de incubación: sorbito l 1.1 M, fosfato sódico 24 mM, pH 6 .5 . Una vez la­

vadas se resuspend ieron  en e s te  mismo medio a una concentración de 0 .2 

g de células/m i y  se adicionaron 0.5 mg de Zimoliasa 100T p o r gramo de 

células, incubándose a  37°C d u ran te  30-60 min con agitación suave . La 

formación de p ro top lastos se siguió mediante observación microscópica y  

po r el descenso de Aeoo en SDS 1% (p /v ) .
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2 .6 . Obtención de núcleos de le v ad u ra .

Se siguió un  procedim iento basado en un  método descrito  p o r Win- 

te rsb e rg e r  e t a l . (1973). Los p ro top lastos de levadura se lavaron dos v e ­

ces con el medio de incubación y  se resuspend ieron  con ayuda de homo- 

genizador Potter-Elvehjem  en 5 volúmenes de medio de lisis: Ficoll 400 

18% ( p /v ) ,  MgCl2 0.5 mM, PMSF 0.7 mM, fosfato sódico 20 mM, pH 6 .8 . 

Este medio no estabiliza osmóticamente los pro toplastos que se lisan . El 

lisado se cen trifugó  a 3000xg 5 min y  se descartó  el sedim ento, que con­

tiene las células e n te ra s . El sobrenadan te  se centrifugó  a 30000xg 20 min 

p a ra  sedim entar los núcleos. El sedim ento se recogió y  se lavó una  vez 

con glicerol 20% ( v /v ) ,  PVP 5% ( p /v ) ,  en las mismas condiciones de cen­

trifugación . El sedimento constituye  una  fracción nuclear c ru d a , ú til p a ra  

las sigu ien tes experien c ias .

2 .7 . D igestiones con nucleasas y  ex tracción  del DNA de las m u estras .

Las digestiones con MNasa y  con DNasa I se realizaron hab itua l­

mente sobre  p ro toplastos obtenidos como se indica en el apartado  2.5 

aunque en determ inados casos fue necesario  re c u r r ir  a la purificación de 

núcleos p a ra  ob tener unas m uestras de calidad adecuada. Tanto si se 

p a rtía  de p ro top lastos como si se  p a rtía  de núcleos, la m uestra se re su s -  

pendió en medio de d igestión RSB: CaCl2 1 mM, MgCl2 3 mM, NaCl 10 

mM, T ris-H C l 10 mM, pH 7 .5 , a  u n a  concentración de 0 .1-0.25 mg/ml (en  

DNA). Las m uestras se a tem peraron a 37°C y  se añadió la nucleasa en 

cantidades va riab les , de 0.2 a  100 u /m g  de DNA p a ra  la DNasa I y  de 10 

a 2500 u /m g  de DNA p a ra  la MNasa y  se incubaron du ran te  los tiempos 

indicados a  37°C. La reacción se paró  añadiendo EDTA h asta  10 mM y
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sum ergiendo las m uestras en baño de hielo. Posteriorm ente se aisló el 

DNA de las m uestras como se d escrib irá  a continuación.

La MNasa se disolvió en H20  destilada a  15 u /|j l1, se dividió en a lí­

cuotas y  se guardó  a  -20°C. La DNasa I se guardó en glicerol 50% (a  0 .2 

u /|jl1) tam bién a -20°C. En ambos casos an tes de se r  utilizadas se ensaya­

ron  mediante efecto hipercróm ico p a ra  com probar el m antenim ie n to  de su  

activ idad  orig inal.

Las d igestiones de DNA desnudo se realizaron en las mismas condi­

ciones pero  con concentraciones menores de nucléasas: de 0.5 a  20 u /m g 

de DNA p a ra  la MNasa y  de 0.001 a 2 u /m g de DNA p a ra  la DNasa I.

T ras  la d igestión , las m uestras de cromatina se hicieron 1% (p /v )  

en SDS, se adicionó p ro te inasa  K h asta  100 |ig/m l y  se d ig irieron  a tem­

p e ra tu ra  am biente d u ran te  la noche. Una vez digeridas se ex tra jeron  con 

1 volumen de fenol varias veces h asta  que no se observó m aterial en la 

in te rfa se , una  vez con fenol/cloroform o/alcohol isoamílico (25:24:1 , 

v /v /v )  y  u n a  vez con cloroformo/alcohol isoamílico (24:1 , v /v ) .

P ara  p re c ip ita r  con alcohol el DNA, las m uestras se h ic ieron , al 

menos, 0 .3  M en acetato sódico, s i no contenían ya suficiente concen tra­

ción de sa le s , y  se p rec ip ita ron  con 2 volúmenes de etanol o 0 .6  volúme­

nes de isopropanol, a  -20°C, d u ran te  al menos dos h o ras . Los p rec ip ita ­

dos se recogieron  p o r centrifugación a 12000xg 15 min, se lavaron  con 

etanol 70% (v /v )  y  se secaron a vacío. Una vez secos se disolvieron en 

tampón TE y  se d ig irieron  con RNasa A (tra ta d a  du ran te  15 min a  100°C 

p a ra  in ac tiv a r las DNasas contam inantes) a 20 p.g/ml, d u ran te  1 h  a



30

37°C. El DNA se rep rec ip itó  con alcohol de la forma d esc rita  an te rio r­

mente .

2 .8 . Extracción de RNA to ta l de lev ad u ra .

P ara  la ex tracción  de RNA total de levadura  se siguió el p roced i­

miento descrito  p o r Sherman e t a l . (1986).Todo el m aterial de vidrio  y  

p lástico  utilizado p a ra  la extracción  y  almacenamiento del RNA se e s te r i­

lizó en  autoclave a  130°C d u ran te  1 h . El HaO b idestilada y  todas las d i­

soluciones se tra ta ro n  con DEPC al 0.1% y  se esterilizaron  en las mismas 

condiciones.

Un m atraz de 500 mi con 200 mi del medio de cultivo adecuado se 

inoculó con 1 mi de u n  p recu ltivo  estacionario de la cepa escogida y  se 

incubó a 28°C con agitación h asta  una densidad de 2-4 x  107 células/m i. 

El cultivo se pasó a bo tes de cen trifuga  previam ente enfriados sobre  hielo 

y  se cen trifugó  a 5000 rpm  5 min p a ra  recoger las células. Se re su sp en ­

dieron en 2.5 mi de tampón LETS (LiCl 0.1 M, EDTA 10 mM, SDS 0.2% 

( p /v ) ,  Tris-H C l 10 mM pH 7 .4 ) frió  y  se pasaron  a u n  tubo Corex de 30 

mi que contenía 11 g  de pe rlas  de vidrio  de 0 .4 mm de diám etro y  3 mi 

de fenol sa tu rado  en tampón LETS. Para  rom per las célu las, se  agitó  d u ­

ra n te  6 periodos de 30 s alternados con periodos de 30 s en hielo y  p os­

teriorm ente se cen trifugó  a 8000 rpm 5 min p a ra  sep a ra r  las fa ses . La 

fase acuosa se pasó a un  nuevo tubo  Corex de 30 mi y  se ex tra jo  dos 

veces con 5 mi de fenol/cloroform o/alcohol isoamílico (25:24:1 , v /v /v )  y  

una  vez con 5 mi de cloroformo/alcohol iso am ílico (24:1 , v /v ) .  Final­

m ente, la fase acuosa se precip itó  con 1 volumen de LiCl 5 M d u ra n te , al 

menos, 3 h  a -20°C.

i



El RNA se recogió cen trifugando  a 12000 rpm 15 min, se lavó con 

etanol 70% (v /v )  y  se secó a vacio. Se resuspendió  en  un  volumen ade­

cuado de HaO esté ril y  se valoró espectrofotom étricam ente. El RNA se 

precip itó  con 0.1 volúmenes de acetato sódico 3 M pH 5.2 y  2 volúmenes 

de etanol a  -20°C y  se guardó  prec ip itado .

3. Técnicas analíticas.

3 .1 . Valoración de DNA y  de p ro te ín a s .

El DNA se valoró en ex trac to s  crudos o una vez purificado me7 

diante el método espectrofluorim étrico de Labarca y  Paigen (1980). Éste 

método perm ite la cuantificación del DNA en ex tractos crudos de levadura 

(Szent-G yórgyi y  Isen b erg , 1983) sin  in te rfe renc ias  debidas al RNA. A 

causa de la dependencia de la reacción del bisbenzimidazol con el DNA 

con el porcentaje  de A /T  de é s te , se debe u tilizar DNA de levadura como 

DNA p a trón  si se  desean o b ten er valores absolutos de DNA. Sin em­

b arg o , cuando lo que se desea es com parar la concentración de DNA de 

dos m uestras, puede u tilizarse  como p a tró n  DNA heterólogo, como el de 

salmón. Los valores de concentración de DNA así obtenidos se re fie ren  a 

concentración equivalente de DNA de salmón.

El ensayo se realizó mezclando 3 mi de tampón (NaCl 2 M, EDTA 2 

mM, fosfato sódico 50 mM, pH 7 .4 ) con 15 pl de una solución 0.2 mg/ml 

de bisbenzimidazol en H20  y  h a s ta  20 pl de m uestra. La fluorescencia se 

midió con un  espectrofluorím etro  Perkin-E lm er MPH HHB a una  longitud 

de onda de exitación de 356 nm y  una  longitud  de onda de emisión de 458 

nm. Los resu ltados de fluorescencia obtenidos se corrig ieron  res tan d o  el 

valor de u n  blanco sin  DNA, y  se in terpo laron  en una  cu rv a  pa tró n



co n stru ida  con cantidades variab les  (e n tre  1 y  20 |ig/m l) de DNA de sal­

món. en algunos casos se determ inaron cantidades de DNA e n tre  0.1 y  2 

Hg/ml utilizando el mismo ensayo pero  con 2 mi de tampón y  1.5 |il de 

solución de bisbenzimidazol.

Las pro teínas se valo raron  con el método de Flores (1978). Los en ­

sayos se realizaron mezclando 0 .9 mi de reactivo  (azul de bromofenol 

0.0075% ( p /v ) ,  etanol 15% ( v /v ) ,  ácido acético 2.5% ( v /v ) ) ,  h asta  0.1 mi 

de m uestra  y  H20  en can tidad  suficien te p a ra  completar 1 mi. El color 

azul desarrollado p o r las m uestras se leyó a 610 nm, y  los valores de ab - 

sorbancia obtenidos se in terpo laron  en una cu rva  patrón  obtenida con 

BSA (e n tre  10 y  100 |ig /m l). Los valores de cantidad  de p ro te ínas se r e ­

fieren  pues a cantidad equivalente de BSA .

3*2. Valoración de la activ idad  in v e r ta sa .

Se han empleado dos formas de valoración de la actividad in v e rta sa  

en células de levadura : una  a  p a r t i r  de ex trac to s celulares crudos y  o tra  

a p a r t ir  de células e n te ra s .

Cuando se  siguió el p rim er procedim iento, la obtención de ex trac to s 

crudos de células se realizó según  el método descrito  po r Carlson e t a l . 

(1981), con ligeras modificaciones. Las células de levadura  en estado de 

rep resión  o de desrep resión  de la s ín tesis  de in v e rta sa , se recogieron en 

fase logarítim ica de crecim iento y  se lavaron  con tampón fosfato sódico 50 

mM, glicerol 10% ( v /v ) ,  DTT 0.1 mM, EDTA 1 mM, PMSF 0.7 mM, pH 

6 .7 ; y  se congelaron en tubos de v idrio  de 10x150 mm. Las células se 

descongelaron con 100 |ü  del mismo tampón a 4o C y  se añadieron perlas 

de vidrio  de 0 .45-0 .50  mm de diám etro h a sta  el menisco. Las células se



rom pieron p o r agitación d u ran te  cinco periodos de 15 s a 4o C. Las célu­

las en teras  y  re s to s  celulares se eliminaron p o r centrifugación en estos 

mismos tubos 5 min a 3000xg.

Los sobrenadan tes se u tilizaron  p a ra  en say ar la actividad in v e rta sa  

según  se describe  en Goldstein y  Lampen (1975), con algunas modifica­

ciones (Celenza y  C arlson, 1984). El ensayo constó de dos p a r te s . En la 

prim era se llevó a cabo la reacción de h idró lisis de la sacarosa , mez­

clando 50 |il de tampón acetato  sódico 0 .2 M pH 5.1 con 25 ni de m uestra 

y  25 |il de sacarosa  0.5 M, e incubando 10 min a  37°C. La reacción se 

paró  añadiendo 100 yxl de tampón fosfato potásico 0.5 M, pH 7 y  calen­

tando a 100°C d u ran te  3 min p a ra  in activar la in v ertasa . La segunda 

p a rte  del ensayo consistió en u n a  valoración de la glucosa producida p o r 

h idrólisis de la sacarosa . P ara  ello una vez atem perados los tubos a 37°C 

se adicionó 1 mi de una  solución que contenía 84 M.g/ml de glucosa oxi- 

dasa , 10 |ig/m l de perox idasa , 38% (v /v )  de glicerol, 0.3 mg/ml de O- 

d ianisid ina, en tampón fosfato potásico 10 mM, pH 7, y  se incubaron  20 

min a 37°C. La reacción se paró  añadiendo 1.5 mi de HC1 6 N.

En todos los casos se incluyó u n  blanco con sacarosa pero  sin  e x ­

trac to  enzimático p a ra  poder s u s tra e r  el color debido a la h idró lisis no 

enzimática de la sacarosa . Asi mismo se incluyeron  5 tubos con d ife ren tes  

cantidades de g lucosa, en tre  0 y  8 x l0 -2 junóles, p a ra  co n stru ir  una 

cu rva  p a trón  donde in te rp o la r los valores de las m uestras. Se leyó A540 

utilizando como blanco el tubo sin  ex trac to  enzimático.

O tras alícuotas del ex trac to  se u saron  p a ra  cuantificar p ro te ínas 

p o r el método d esc rito  en el apartado  3 .1 .
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Como unidad  de activ idad enzimática se utilizó la definida p o r 

Goldstein y  Lampen (1975). Una un idad  es la cantidad de enzima que h i- 

droliza 1 pinol de sacarosa , o produce un  pinol de glucosa, p o r minuto en 

las condiciones del ensayo. La activ idad  específica se expresó  en un ida­

des p o r mg de p ro te ína .

P ara  el ensayo sobre  células en te ras  se siguió el procedim iento d e s­

crito  p o r Celenza y  Carlson (1984). T ras  recoger las células de los cu lti­

vos por cen trifugación  se congelaron a  -20°C y  posteriorm ente se lavaron  

2 veces con u n  volumen abundan te  de azida sódica 10 mM fr ía  y  se r e -  

suspendieron  en H20  destilada a una concentración de aproximadamente 

100 mg/ml. A p a r t i r  de este  pun to  el ensayo de activ idad enzimática se 

realizó de la misma manera que con ex trac to s  crudos y  la activ idad  se 

exp resó , en  este  caso, en limóles de sacarosa  hidrolizada por min y  p o r 

100 mg de célu las.

El empleo de los dos métodos descritos  se debió a la necesidad de 

datos com parables con la bib liografía en  la que se pueden en co n tra r am­

bos tipos de determ inación de activ idad  in v e rta sa  p a ra  d ife ren tes cepas 

de levadu ra .

3 .3 . E lectroforesis de DNA en geles de ag aro sa .

Se utilizó e l método de e lec tro fo resis  en gel de agarosa sum ergido 

descrito  en  M aniatis e t a l . (1982). Se u tilizaron  geles de d ife ren tes  con­

centraciones de agarosa  (en tre  el 0.8 y  el 2% (p /v ) )  en tampón TBE: 

T ris  0.089 M, ácido bórico 0.089 M, EDTA 2 mM, pH 8 .3 . Las electrofo­

re s is  se realizaron  en el mismo tampón a 4o C y  5 V/cm. Como disolvente 

de las m uestras se  utilizó el mismo tampón suplem entado con 5% (v /v )  de
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glicerol, 0.05% ( p /v )  de azul de bromofenol y  0.05% (p /v )  de xilen cia- 

nol.

Los geles se  tiñeron  con brom uro de etidio (1 pg/m l en  TBE) d u ­

ra n te  30 min y  se  destiñ ero n  en TBE d u ran te  o tros 30 min. Una vez 

desteñidos se fo to g rafia ro n  utilizando un  transilum inador u ltrav io le ta  a 

360 nm y  u n a  cám ara Polaroid MP4, cargada con negativos A gfapan 200 

profesional de 9x12 cm, a  tra v é s  de un  filtro  u ltrav io leta  convencional y  

un  filtro  Kodak W ratten  n° 22.

3 .4 . E lectroforesis de  RNA en geles de agarosa  d esn a tu ra lizan tes .

Las e lec tro fo resis  de RNA se realizaron en geles de agarosa  con 

formaldehido seg ú n  se d escribe  en  Maniatis e t a l . (1982). La agarosa se 

fundió en  H20  con DEPC al 0.1% (v /v )  y  se esterilizó  en autoclave. Una 

vez fund ida y  e s te rilizad a  se añadieron los volúmenes adecuados de tam­

pón de e lec tro fo resis  5x (MOPS 0.2 M pH 7 .0 , acetato sódico 50 mM, 

EDTA 5 mM pH 8.0 ') y  de formaldehido p a ra  lo g ra r concentraciones lx  y  

2.2 M, respectivam einte.

Las m uestras se p rep a ra ro n  mezclando el RNA disuelto en H20  e s ­

té ril (h as ta  20 pg dle RNA en u n  volumen de 4.5 pl) con 2 pl del tampón 

de e lectroforesis 5x., 3.5 pl de formaldehido y 10 pl de formamida desio­

n izada. Se in cu b aro n  a 55° C d u ran te  15 min y se añadieron 2 pl de d i­

solventes de muestr?as e s té ril (glicerol 50% ( v /v ) ,  EDTA 1 mM, azul de 

bromofenol 0.4% (p //v ) , xilen cianol 0.4% ( p /v ) ) .  La preparación  de las 

m uestras se realizó {siempre inmediatam ente an tes  de la e lec tro fo resis, que 

se desarrolló  en taimpón de electro foresis l x ,  a  4oC y a 5 V/cm d u ran te  

6-8 h .

I
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T ras la e lec tro fo resis , los geles se tiñeron  con BrEt 1 |¿g/ml en 

HaO y  se destiñeron  con HaO, con agitación y  d u ran te , al menos, 1 h .

3 .5 . E lectroforesis en poliacrilam ida.

Se siguió el método de e lectro foresis  v e rtica l descrito  en Maniatis e t 

a l. (1982). Se u tilizaron  geles de 12x12x0.1 cm de concentraciones v a ­

riab les en tre  el 5% y  12% (p /v )  de poliacrilamida (acrilam ida/bisacrilam ida, 

29:1) en tampón TBE. El tampón de la cubeta , condiciones de electrofo­

re s is , disolvente de m u estras , teñido y  fotografía de los geles fueron  

idénticas a las d esc rita s  en el apartado  an te rio r salvo que el voltaje ap li­

cado fue de 10 V/cm.

3 .6 . Densitom etrado y  cálculo de tamaño de los fragm entos.

Los negativos o las placas de au to rrad iografía  se densitom etraron 

en u n  densitóm etro L áser U ltroscan 2202 (LKB) prov isto  de un  in teg rad o r 

H ew lett-Packard 3390A acoplado p a ra  el re g is tro  e in tegración  de los p i­

cos.

Se utilizaron condiciones de densitom etrado e in tegración apropiadas 

p a ra  maximizar la relación señ a l/ru id o  de fondo en cada caso.

El tamaño de los fragm entos, tan to  en los geles como en las au to - 

rrad iografías  se calculó mediante el procedim iento descrito  en Plikaytis e t 

a l. (1986), que se basa  en la interpolación de los valores de migración de 

los fragm entos problema en  u n a  hipérbola ro b u s ta  constru ida  mediante u n  

a juste  realizado con u n  o rdenador IBM PC a  los datos de tamaño y  m igra­

ción de fragm entos p a tró n .



4. Técnicas de manipulación de ácidos nucleicos.

37

4 .1 . D igestión con endonucleasas de re s tricc ió n .

P ara  la d igestión de m uestras de DNA con endonucleasas de r e s ­

tricción se  u tilizaron las condiciones recomendadas por el sum in istrador 

(B oehringer-M annheim ). Se u tilizaron  5 tampones d ife ren tes  de a lta , me­

dia y  baja concentración salina: NaCl 100 mM, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM, 

Tris-H Cl 50 mM, pH 7.5 (a lta  concentración); NaCl 50 mM, MgCl2 10 mM, 

DTT 1 mM, Tris-H C l 10 mM, pH 7.5 (m edia); y  MgCl2 10 mM, DTT 1 

mM, Tris-H C l 10 mM, pH 7.5 (b a ja ) ,y  o tros dos tampones con composi­

ción interm edia que perm iten la restricción  sim ultanea con enzimas menos 

estric to s  en  sus requerim ientos: T ris-ace ta to  33 mM pH 7 .9 , acetato  mag­

nésico 10 mM, acetato potásico 66 mM, DTT 0.5 mM (tampón A) y  T ris -  

HCl 10 mM pH 8 .0 , MgCl2 5 mM, NaCl 100 mM, 2-m ercaptoetanol 1 mM 

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

indicado p o r el sum in istrador.

Las digestiones se rea lizaron  en tubos eppendorf a  37°C d u ran te  

dos h o ras . La concentración de DNA en la mezcla final fue in fe rio r a 1 

mg/ml. Dado que las m uestras de DNA generalm ente estaban  d isueltas en 

tampón TE que puede in h ib ir la reacción p o r su  contenido en EDTA, la 

concentración de e ste  tampón en la mezcla final quedó dilu ida, al menos, 

cinco veces. Asi mismo la p resen c ia  de glicerol en concentraciones su p e­

rio res  al 5% inhibe parcialm ente la activ idad de las endonucleasas de r e s ­

tricción (Maniatis e t a l . , 1982) p o r lo que las endonucleasas, que se s i r ­

ven en un  medio estab ilizante  con glicerol al 50%, se d iluyeron diez v e ­

ces, al menos, en la mezcla fina l. Las unidades de endonucleasa de r e s ­

tricción necesarias p a ra  d ig e rir  completamente una  m uestra  de DNA de
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tamaño y  número de pun tos de corte  con ese enzima conocidos se calcula­

ron  mediante la fórmula (Boehringer-M annheim , 1985):

PBu x  Cm / PBm x  Cu = N

donde N es el número de unidades necesario p a ra  d ig erir 1 p.g de

m uestra, PBu es el número de p a res  de bases del pa trón  con el cual se 

definen las unidades de activ idad  del enzima de restricción  (generalm ente 

el fago o pBR322), PBm es el número de p a res  de bases de la m uestra,

Cu es el número de pun tos de corte  de ese enzima de restricción  en el

p a tró n  y  Cm el número de co rtes  de ese enzima en la m uestra. Como me­

dida de precaución , p a ra  a se g u ra r  que la reacción de d igestión fu e ra  

completa, se u tilizaron  el doble de unidades de actividad enzimática de 

las n ecesarias . En las d igestiones con DNA genómico, que tiene u n  ta ­

maño variable y  desconocido y  u n  número de cortes con el enzima de 

restricc ión  también desconocido, se u tilizaron en tre  3 y  4 unidades de 

actividad enzimática p o r (Jig de DNA.

P ara  las d igestiones dobles se siguió el s iguiente procedim iento. Si 

ambos enzimas se u tilizaban  con el mismo tampón se siguió el protocolo 

descrito  an terio rm ente , conservando las proporciones adecuadas de los 

d istin tos agen tes que  influyen  en la  d igestión . En el caso de que los dos 

enzimas se u tilizaran  con d ife ren tes  tampones se digirió en p rim er lu g ar 

la m uestra con el enzima que req u e ría  el tampón de menor concentración 

salina y  al cabo de 1.5 h  de incubación se añadió un  quinto de volumen 

del tampón de conversión apropiado y  del segundo enzima de resticción  y  

se incubó la m uestra  d u ran te  1.5 h  más. Los tampones de conversión u t i ­

lizados fueron  los s ig u ien tes : NaCl 300 mM, MgCla 10 mM, DTT 1 mM, 

Tris-H C l 10 mM, pH 7.5 (baja /m ed ia); NaCl 350 mM, MgCla 10 mM, DTT
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1 mM, Tris-H C l 250 mM, pH 7.5 (m ed ia /alta); y  NaCl 600 mM, MgCla 10 

mM, DTT 1 mM, Tris-H C l 250 mM, pH 7.5 (ba ja /a lta)

Cuando la res tricc ió n  se llevó a cabo p ara  el análisis rápido de 

plásmidos en gel de ag aro sa , la reacción se paró  añadiendo la cantidad 

apropiada de d isolvente de m uestras concentrado seis veces. En los de­

más casos de e lectro foresis  en  agarosa y  siem pre en las e lectroforesis en 

poliacrilamida la reacción se p a ró  mediante precipitación con alcohol y  

posteriorm ente las m uestras se disolvieron en la cantidad apropiada de 

disolvente de m uestras de e lec tro fo resis .

4 .2 . Aislamiento de DNA a p a r t i r  de ge les .

Los fragm entos de DNA de tamaño su p erio r a 600 pb  se aislaron a 

p a r t ir  de agarosa de bajo p u n to  de fusión según el método descrito  p o r 

B urns y  Beacham (1983).

La e lectroforesis se  realizó en las condiciones d esc rita s  en el a p a r­

tado 3 .3 , salvo que se utilizó agarosa de bajo punto  de fusión u ltrap u ra  

al 1%. Las bandas se localizaron mediante tinción con brom uro de etidio, 

se reco rta ro n  y  se in tro d u jero n  en  tubos eppendorf de 1.5 mi. Los tubos 

se calentaron a 60° C unos minutos p a ra  fu n d ir  la agarosa y  se les adicio­

naron  0.5 volúmenes de TE y  u n  volumen de fenol (v e r  apartado  2 .1 .1

p a ra  la composición del feno l). Las dos fases se mezclaron p o r agitación 

en vortex  y  se sep a ra ro n  p o r cen trifugación . La fase acuosa se ex trajo  

o tra  vez con u n  volumen de fenol y  una  vez con cloroformo y  se p re c i­

pitó  con etanol. Los rendim ientos obtenidos oscilaron a lrededor del 20%.

Los fragm entos de DNA de tamaños e n tre  100 y  600 pb  se a islaron

a p a r t ir  de geles del 8% ó del 12% de poliacrilamida según  el método d es­
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crito  p o r Maxam y  G ilbert (1977). La electroforesis se realizó en  las con­

diciones d esc rita s  en  el apartado  3.5 salvo que se u tilizaron geles de 2 

mm de espeso r y  pocilios de 2 cm de ancho. Las bandas se localizaron 

p o r tinción con brom uro de etid io , se reco rta ron  y  el gel se dividió en 

pequeños fragm entos. Los fragm entos se depositaron en tubos eppendorf 

de 1.5 mi y  se les añadió un  volumen de acetato amónico 0.5 M, EDTA 

lmM, pH 8 .0 . Los tubos se m antuvieron en agitación a 37°C du ran te  la 

noche. Los sobrenadan tes se recu p era ro n  p o r centrifugación a lOOOOxg 10 

min y  los sedim entos se reex tra je ro n  con 0.5 volúmenes del mismo tam- 

pón. Se combinaron los dos sobrenadantes y  se precip itó  el DNA con al­

cohol. Los rendim ientos oscilaron a lrededor del 70-80%.

De forma a lte rn ativ a  a estos dos protocolos se utilizó el método de 

electroelución p a ra  el aislamiento de cualquier fragm ento de DNA a p a r t ir  

de geles tan to  de agarosa  como de poliacrilamida. Se utilizó una  cubeta 

dé electroelución basada  en el modelo diseñado p o r Bio Rad y  un  tampón 

de a lta  fu e rza  iónica (Acetato amónico 3 M, glicerol 10% ( v /v ) ,  azul de 

bromofenol 0.05%, TB E lx) p a ra  la retención  del DNA. La electroelución se 

llevó a  cabo a 100 V du ran te  tiempos comprendidos en tre  15 y  30 min de­

pendiendo del tamaño del fragm ento a  e lec troelu ir. Una vez finalizada, se 

recogió el tampón de re tención  con u n a  m icrojeringa y  se p recip itó  el 

DNA de la forma hab itua l.

4 .3 . Mareaje rad iactivo  de DNA mediante "n ick -tran sla tio n " .

Se siguió el método de R igby e t a l . (1977) según se describe en 

Maniatis e t a l . (1982). La reacción de "n ick -translation" se llevó a cabo 

en un  volumen final de 50 |U en un  tubo  eppendorf de 0.5 mi. Cuando el 

DNA e ra  un  plásmido la mezcla de reacción consistió en  1-2 pg  de DNA,
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(dGTP, dTTP y  dCTP) 20 pM de cada uno , DNasa I 2x l0-7 mg/ml, 

MgS04 10 mM, DTT 0.1 mM, BSA (libre  de nucleasas) 50 pg/m i, [a - 

32P]dATP 50-100 pC i, DNA polimerasa I 5 un idades, y  Tris-H Cl 50 mM, 

pH 7 .2 . Esta mezcla se incubó a 16°C du ran te  dos ho ras. La reacción se 

paró  añadiendo 50 pl de EDTA 100 mM y  enfriando sobre hielo.

Previam ente se había determ inado la cantidad apropiada de DNasa I 

a añad ir mediante la p reparación  de Cinco ensayos simultáneos en pequeña 

escala (en  5 pl to tales y  con 2 pCi de [a -32P]dATP) con cantidades dife­

ren te s  de DNasa I ,  e n tre  0 y  2xl0~5 mg/ml. La máxima incorporación se 

obtuvo con DNasa I a 2x10"7 mg/ml. Asimismo se comprobó mediante 

e lectroforesis que la sonda obtenida ten ía  un  tamaño en tre  600 y  2000 p b , 

apropiado p a ra  s e r  u tilizada en  hibridaciones (Meinkoth y  Wahl, 1984).

Cuando la sonda a  m arcar consistía  en un  fragm ento de restricción  

aislado a p a r t ir  de un  gel, de menos de 1 kb  de longitud se añadió 

DNasa I 2x l0-a a la reacción de n ick -transla tion  para  ev ita r la p ro d u c­

ción de fragm entos demasiado pequeños du ran te  la reacción.

Para determ inar el porcentaje  de incorporación de la rad iactiv idad  

añadida al DNA marcado se comparó la rad iactiv idad  total con la p rec ip i- 

table con TCA al 10% ( p /v ) .  Para  ello se tomaron dos alícuotas de cada 

m uestra  y  se depositaron  sobre  filtro s  Whatman GF/F de fib ra  de v idrio  

de 2.5 cm de diám etro. Una de ellas se dejó secar y  se contó d irec ta ­

m ente, dando la rad iactiv idad  to ta l. La o tra  alícuota (suplem entada con 50 

pl de DNA de salmón a 1 mg/ml, p a ra  favorecer la precipitación) se p re ­

cipitó sum ergiendo el filtro  en  TCA al 10%, se lavó con etanol, se secó y  

se contó. Para co n tar la rad iactiv idad  se utilizó un mezcla de centelleo



co n sis ten te  en  PPO al 0.6% (p /v )  y  dimetil-POPOP al 0.0075 % (p /v )  en 

to lueno , y  u n  contador de centelleo líquido R ackbeta (LKB). Cuando la 

sonda a m arcar fue un plásmido se obtuvieron rutinariam ente incorpora­

ciones e n tre  el 40 y  el 60%, m ientras que en el caso de fragm entos aisla­

dos a  p a r t i r  de geles, debido a la presencia de sustancias inhibidoras de 

la DNA. polim erasa I (Maniatis e t a l . , 1982), las incorporaciones oscilaron 

e n tre  el 5 y  el 15%. En ambos casos la rad iactiv idad  específica de las 

sondas obtenidas osciló e n tre  0.5 y  7xl0T cpm/|JLg de DNA.

Para elim inar los nucleótidos no incorporados se siguió u n  proced i­

miento descrito  en Maniatis e t a l . (1982). Las m uestras de 100 pl se p a ­

saron  a tra v é s  de columnas de Sephadex G-50 mediante centrifugación a 

1600xg d u ran te  4 min. Las columnas se construyeron  en jeringuillas h ipo- 

dérm icas de 1 mi con Sephadex G-50 previam ente autoclavado y  equili­

b rado  en tampón STE (tampón TE suplem entado con NaCl 0.1 M), que se 

cen trifu g aro n  a 1600xg 4 min y  se lavaron 5-6 veces con 100 pl de tam­

pón STE y  u n a  vez con 100 pl de DNA de salmón 0 .2 p g /p l en STE. Las 

m uestras recu p erad as  de las columnas contenían en tre  el 80 y  el 100% de 

rad iactiv idad  p rec ip itab le  con TCA 10%. Una c ierta  cantidad de rad iac ti­

vidad prec ip itab le  se perd ió  d u ran te  el paso p o r la columna de Sephadex 

G-50 (usualm ente e n tre  el 5 y  el 30%). Este porcentaje  se increm entó en 

sondas p rep a rad as  a  p a r t i r  de fragm entos de pequeño tamaño o si se 

omitió el lavado final con DNA heterólogo.

4 .4 . T ran sfe ren cia  de DNA y  de RNA a  f il tro s .

Se utilizó el método descrito  p o r Southern (1978) p a ra  la tra n s fe ­

rencia  de DNA a  p a r t i r  de geles de agarosa. Se u tilizaron filtros de n y - 

lon p a ra  la tra n sfe ren c ia . Se siguió el procedim iento recomendado p o r la



casa comercial que sum inistró  el papel de nylon (Amersham, 1985). Una 

vez teñido y  fotografiado el gel de agarosa se incubó 15 min con HC1 

0.25 M p a ra  fragm entar el DNA de alto peso molecular. Posteriorm ente se 

incubó 30 min con una solución de NaOH 0.5M, NaCl 1.5M p a ra  d esn a tu ­

ra liz a r  el DNA, y  2x15 min con Tris-H Cl 0.5 M, NaCl 1.5 M, EDTA 1 

mM, pH 7.2 p a ra  n eu tra liz a r. Para la tran sfe ren c ia  se depositó el gel so­

b re  una  hoja de papel Whatman n° 3 de su  misma anchura  aunque más 

la rg a , formando así dos mechas la terales de papel p a ra  ab so rb er tampón 

desde dos cubetas situadas a  los lados. Sobre la superficie del gel se 

depositó  una hoja de papel p a ra  tran sfe ren c ia  de su  mismo tamaño, h a ­

ciendo coincidir el bo rde  su p erio r del papel con los pocilios del gel. So­

b re  el papel de tran sfe ren c ia  se colocó una hoja de papel Whatman n° 3 

del mismo tamaño que el gel humedecida en tampón y  10 cm de toallas se ­

cas que se comprimieron sobre  el gel mediante u n  peso de 1-1.5 k g . La 

tran sfe ren c ia  se realizó d u ran te  12-16 h  a tem peratura am biente. El tam­

pón utilizado fue 6xSSC (lxSSC  = NaCl 0.15 M, citrato  sódico 15 mM, pH 

7 ). Una vez realizada la tran sfe ren c ia  se comprobó la desaparición del 

DNA del gel mediante tinción con brom uro de etidio. Los filtros de nylon 

se lavaron  con 2xSSC y  se secaron e n tre  papeles de filtro . P o ste rio r­

mente se irrad ia ro n  con un  transilum inador de luz u ltrav io leta  d u ran te  5 

min y  se g uardaron  el bolsas de plástico  selladas y  a 4°C h a s ta  el mo­

mento de su  uso .

La tran sfe ren c ia  de RNA se realizó del mismo modo pero  sin  necesi­

dad de tratam ientos prev ios de los geles que fueron  directam ente tra n s fe ­

ridos a  nylon t ra s  finalizar la e lectroforesis debido a las condiciones d es­

na tu ra lizan tes de las mismas (v e r apartado  3 .4 ) . La fijación y  conserva­

ción de los filtro s  se realizó de la misma forma que para  filtro s de DNA.
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Respecto a la transferencia  de DNA a p a rtir  de geles de poliacrila­

mida, se utilizó una célula de electro transferencia Bio Rad y  se siguieron 

las instrucciones recomendadas para  el empleo del aparato. Tras la elec­

troforesis (ver apartado 3.5) los geles se desnaturalizaron durante 30 

min en 500 mi de NaOH 0.2 M, NaCl 0.5 M y  a continuación se neu tra li­

zaron con dos lavados de 10 min en 500 mi de tampón TAE 4x (TAE lx= 

Tris 10 mM, acetato sódico 5 mM, EDTA 0.5 mM, pH 7.8 ajustado con 

ácido acético concentrado) y  uno de 10 min en 500 mi de tampón TAE lx . 

La transferencia se montó colocando sobre el lado negativo del soporte 

una esponja y  dos trozos de papel Whatman n2 3 empapados en tampón 

TAE lx  y , sobre ellos, el gel. A continuación, se extendió sobre el gel 

un trozo de nylon de su mismo tamaño, sobre éste o tras dos piezas de 

papel Whatman n9 3 y o tra  esponja y  se cerró  con el lado positivo del 

soporte. El montaje se introdujo en la cubeta de electro transferencia y  se 

llenó esta  con tampón TAE lx . La transferencia se realizó a 4°C y  a 30 V 

durante un mínimo de 12 h . Una vez terminada la transferencia , se lavó 

el filtro de nylon con TAE lx ,  se dejó secar al aire en tre  páreles de fil­

tro , se fijó con luz UV y  se guardó a 4oC, como en los casos an terio res.

4.5. Hibridación de DNA y  de RNA sobre filtros con sondas rad iactivas.

Se utilizaron condiciones similares a las descritas en Maniatis e t a l . 

(1982), Meinkoth y  Wahl (1984) y  Amersham (1985). Los filtros se incu­

baron con una solución de prehibridación consistente en 6xSSC, 5x diso­

lución Denhardt ( lx  disolución Denhardt = BSA 0.02% (p /v ) ,  PVP 0.02% 

(p /v ) ,  Ficoll 400 0.02% ( p / v ) ) ,  DNA de salmón sonicado y  desnaturali­

zado 100 p.g/ml durante 30-60 min a 42°C. Posteriorm ente se incubaron 

con la disolución de hibridación dentro de tubos de vidrio y  en una es­



tu fa  de h ibridación B achofer du ran te  16-20 h . La disolución de h ib rid a ­

ción se componía de 6xSSC, lxdisolución D enhard t, formamida desionizada 

50% ( v /v ) ,  su lfato  de d ex trano  10% (p /v )  y  DNA de salmón sonicado y  

desnatu ra lizado  100 pg /m l, además de la sonda rad iactiva desnatura lizada . 

La concentración de la sonda en e s ta  solución osciló en tre  50-100 ng/m l y  

1-8x10® cpm/ml. Una vez h ib ridados, los filtros se lavaron dos veces d u ­

ra n te  15 min con 2xSSC, una vez du ran te  30 min con 2xSSC, SDS 0.1% 

(p /v )  y  una  vez d u ran te  10 min con O .lxSSC, SDS 0.1% (p /v ) ,  en todos 

los casos a  65°C con agitación . Finalmente los filtros se secaron al a ire .

P ara  eliminar la sonda, con el propósito  de reu tilizar el filtro , se 

u tilizaron  lavados con NaOH 0.5M (2x30 min) a  37°C p a ra  el papel DBM y  

con NaOH 0.4M (2x30 min) a 45°C p a ra  el nylon. En ambos casos los fil­

tro s  se lavaron  posteriorm ente con O .lxSSC, SDS 0.1% (p /v ) ,  T ris-H Cl

0.2M, pH 7.5 p a ra  n eu tra liz a r. La eliminación de la sonda se comprobó 

con un  contador G eiger. Los filtros lavados se reh ib ridaron  en varias 

ocasiones sin  pé rd id a  ap aren te  de capacidad de h ibridación. Asi mismo las 

sondas se reu tilizaron  h a sta  cinco veces con d iferen tes filtro s . En este  

caso se guard aro n  a -20°C e n tre  una  hibridación y  la sigu ien te . Se ob­

servó  una  reducción p ro g res iv a  de la capacidad de hibridación de las 

sondas p o r lo que las reutilizaciones se lim itaron a 3-5 generalm ente.

Las condiciones de hibridación p a ra  filtro s de RNA fueron las mis­

mas pero  se h icieron preh ibridaciones más la rgas (un  mínimo de 3h) y  los 

lavados p o sterio res a  la h ibridación fueron  d ife ren tes: dos lavados de 15 

min con 6xSSC a 65°C, un  lavado de 30 min con 6xSSC, SDS 0.1% (p /v )  

a 65°C, u n  lavado de 15 min con lxSSC  a  55°C y  u n  lavado de 15 min 

con O.lxSSC a  tem peratu ra  am biente.
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También fueron diferentes las condiciones de eliminación de sondas 

para posterior rehibridación de los filtros debido a la lisis del RNA que 

puede producirse en presencia de NaOH. Dicho lavado se realizó sumer­

giendo los filtros en SDS al 0.1% (p /v )  y  llevando a ebullición durante 

30-60 min. A continuación se dejaron secar y  se comprobó la eliminación 

de la radiactividad.

4.6. Autorradiografía de los filtros h ib ridados.

Se utilizó película Kodak X-Omat S y  cassettes Kodak X-Omatic, 

provistos de dos pantallas intensificadoras Kodak X-Omatic regu lar. Las 

autorradiografías se desarrollaron a -80°C en la oscuridad durante tiem­

pos variables (en tre  2 y  100 h ) ,  dependiendo de la radiactividad de los 

filtro s .

Las placas fotográficas se revelaron con revelador Kodak D-19 du ­

rante 5 min a 20°C.

4.7. Predicción teórica de posicionamiento nucleosomal.

Para la predicción teórica de posicionamiento de nucleosomas sobre 

zonas concretas de la cromatina, se elaboró un programa de ordenador 

basado en un algoritmo propuesto por K ornberg y  S try er (1988) para  la 

determinación de mecanismos estocásticos de posicionamiento dependiente 

de posicionadores. El programa utiliza, como variables, el tamaño del 

"core” nucleosomal (D), el tamaño del DNA espaciador (L),  el tamaño del 

fragmento sobre el que se localizan los nucleosomas (Z) y  el número de 

posicionadores que afectan a la zona a analizar (uno o dos).Se utilizó un 

ordenador personal IBM PC.
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1. Consideraciones generales sobre la metodología.

En el p resen te  trabajo se ha abordado un estudio de la e s tru c tu ra  

de la cromatina del gen SUC2 basado en el empleo de digestiones con 

nucleasa de micrococo para la determinación de las posiciones de los 

nucleosomas. La técnica empleada es una adaptación del mareaje terminal 

indirecto, inicialmente descrito por Wu (1980) para la detección de sitios 

hipersensibles a la DNasa I , y  adaptada por Nedospasov y  Georgiev 

(1980) para la detección de puntos de corte de la MNasa. Un esquema 

general de dicha técnica se m uestra en la Fig. 3.

Es necesario disponer del mapa de restricción de la zona a analizar 

para poder seleccionar la sonda y  el punto de referencia que perm itirán 

determinar las posiciones de los puntos de corte de la nucleasa. La 

técnica consiste en d igerir la cromatina, a varias ta sas , con la nucleasa 

elegida (Mnasa en nuestro  caso). El DNA se purifica y  se digiere con el 

enzima de restricción adecuado, que debe cortar en un extremo de la 

zona a analizar y coincidir con un extremo de la sonda. Las m uestras se 

someten a electroforesis, se transfieren  a un filtro  y  éste se híbrida con 

la sonda marcada radioactivam ente. Las bandas que se ven en la 

autorradiografía corresponden a fragmentos con un extremo común, el 

generado por el corte con el enzima de restricción , y  un extremo 

generado por el corte de la nucleasa sobre la cromatina.

La inclusión en la electroforesis de un patrón adecuado permite 

calcular el tamaño de los diferentes fragmentos y , a p a rtir  de él, puede 

conocerse la posición del punto de corte de la nucleasa que esta rá  a una 

distancia del punto de restricción igual al tamaño del fragmento.
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Figura 3. Método para la determinación de las posiciones de 
puntos de corte de la MNasa mediante mareaje terminal 
indirecto.
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Un prim er requerimiento de esta técnica es la necesidad de utilizar 

sondas pequeñas para  minimizar la probabilidad de corte de la nucleasa 

en la zona de apareamiento con la misma ya que esto ocasionaría la 

aparición de dos fragmentos en la autorradiografía , uno de los cuales no 

tendría el extremo coincidente con el punto de restricción. Para obviar 

este potencial problema se usan tasas de digestión bajas de forma que

haya, en promedio, un  punto de corte de la MNasa por molécula, o bien

la técnica puesta a punto en éste laboratorio y  denominada "punto de 

corte desplazado" (Pérez-O rtín  et a l , 1986b).

Otra precaución que debe tomarse en este tipo de estudios es la 

inclusión de testigos de DNA desnudo digerido con la nucleasa con el fin 

de detectar puntos de corte debidos a la especificidad de secuencia que

pueden p resen ta r estos enzimas y  no a la e s tru c tu ra  de la cromatina.

Este problema debe se r tenido especialmente en cuenta cuando se digiere 

la cromatina con MNasa (Hbrz y  A ltenburger, 1981; Dingwall e t a l . , 

1981).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se ha establecido una 

serie de criterios para  la interpretación de los resultados de un 

experimento de mareaje terminal indirecto con MNasa:

- las bandas p resen tes en las m uestras de cromatina pero no en las 

de DNA desnudo son consecuencia de la e s tru c tu ra  de la cromatina. Dada 

la preferencia de la MNasa por el DNA espaciador, estas bandas deben de 

corresponder a cortes en el DNA espaciador o a zonas desprovistas de 

nucleosomas.



- las bandas p re sen te s  en las m uestras de DNA desnudo pero  no 

en las de crom atina corresponden  a cortes en secuencias reconocidas 

específicam ente p o r la MNasa que quedan pro teg idas p o r la e s tru c tu ra  de 

la crom atina, generalm ente p o r ”cores” nucleosomales.

- las bandas más difíciles de in te rp re ta r  son las que aparecen tan to  

en m uestras de crom atina como en m uestras de DNA desnudo ya que 

pueden  deberse  a  especificidad de secuencia pero  q u ed ar en un  tramo de 

DNA espaciador en  la crom atina. En estos casos se atiende a la 

in tensidad  re la tiva  de las bandas y  a  que su  disposición sea compatible 

con el tamaño nucleosomal.

2. Análisis fino de la e s tru c tu ra  de la crom atina del prom otor del gen 

SUC2.

Trabajos p rev ios sobre  e s tru c tu ra  de la cromatina del gen SUC2 

m ostraron una completa equivalencia de dicha e s tru c tu ra  p a ra  la copia 

genómica del gen y  p a ra  copias in sertad as  en plásmidos de replicación 

autónoma de S . cerev is iae . tan to  de bajo como de alto número de copias 

(P érez -O rtín  e t a l . , 1987). P or este  motivo se  utilizó , p a ra  este  estud io , 

la cepa de S. cerevisiae SEY2101, p o rtado ra  de una deleción completa del 

gen SUC2, transform ada con el plásmido de alto número de copias pRB58 

(C arlson  y  B o tste in , 1982). Como se m uestra  en la Fig. 4, el plásmido 

pRB58 posee, además del origen  de replicación del plásmido 2pm y  el gen 

URA3 como m arcador, u n  fragm ento del genoma de levadura  que incluye 

al gen  SUC2 y  su s  flancos. La p resencia  de u n  alto número de copias p o r 

célula del gen SUC2 supone u n  im portante aumento de sensibilidad en  la 

detección mediante sondas rad ioactivas.
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Figura 4. Representación esquemática del plásmido pRB58.
La linea delgada representa el DNA bacteriano y la gruesa el 
DNA de levadura. Las flechas indican la dirección de 
transcripción de los genes.
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Para estud iar con mayor detalle los cambios estructu rales en el 

promotor del gen SUC2 como consecuencia de la desrepresión, se 

realizaron digestiones con MNasa de cromatina de células procedentes de 

cultivos en alta y  en baja concentración de glucosa. Se aplicó la técnica 

del mareaje terminal indirecto , previamente descrita , y  se utilizaron dos 

estrategias que permitieron analizar el promotor desde ambos extremos 

como se m uestra en la Fig. 5.

A efectos de comparación con resultados anteriores de este 

laboratorio (Pérez-O rtín  et a l , 1987), la Fig. 6 muestra el resultado de 

un análisis típico en agarosa 1.8% utilizando restricción HindIII y  la ' 

sonda HE. La numeración de las bandas coincide con la empleada en el 

modelo mostrado en la Introducción que se ha deducido de un análisis 

idéntico a éste .

Es in teresante observar las diferencias existentes en tre  las 

muestras de cromatina procedentes de los dos estados transcripcionales 

del gen. La prim era diferencia a destacar es el importante incremento de 

intensidad relativa de la banda 9 en el estado de desrepresión. Esta 

banda está presente  también en el testigo de DNA desnudo lo que sugiere 

que estaría  parcialmente protegida en estado de represión pero 

desprotegida en estado de desrepresión.

El proceso contrario puede observarse en la región comprendida 

en tre  las bandas 8 y  9. Esa zona resu lta  especialmente atacada en el 

estado reprimido originando una mancha continua que se extiende desde 

la banda 8 hacia la banda 9. En el estado desreprim ido, la extensión de 

la zona atacada se reduce y  aparece una zona protegida centrada en tre  

dichas bandas. A esta  reducción de la zona sensible se le suma una
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Figura 5. Sondas y estrategias utilizadas para la localización de 
puntos de corte de la MNasa en el flanco 5' del gen SUC2.
H: HindIII; E: EcoRI; H: Hinfl
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Figura 6. Localización de puntos de corte de la MNasa en el 
flanco 5' del gen SUC2.
Se utilizó restricción con HindIII y la sonda HE. La 
electroforesis se realizó en agarosa 1.8% con muestras 
procedentes de los estados reprimido (R) y desreprimido (D) y 
con un testigo de DNA desnudo digerido con MNasa (T). El 
asterisco indica la zona donde se producen los cambios más 
significativos. Los números designan las bandas de acuerdo 
con el modelo mostrado en la Fig. 2.
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disminución de la in tensidad  re la tiva  de la banda 8 y  un  aumento de 

in tensidad  de las dos bandas menores que se observan  en tre  8 y  7 en el 

estado desreprim ido.

Estos cambios perm itieron elaborar el modelo del promotor del gen 

SUC2 que ha serv ido  de base  al p re sen te  trabajo . Para mejorar y  

confirm ar dicho modelo se han llevado a cabo análisis de las m uestras en 

geles de poliacrilam ida 5% con el fin  de aum entar la resolución.

En prim er lu g a r se siguió la misma e s tra teg ia  del experim entó 

an te rio r (res tricc ió n  HindIII y  sonda HE) y  se obtuvieron los resu ltados 

mostrados en la Fig. 7. La mayor resolución proporcionada por éste  tipo 

de e lectroforesis queda p a ten te  p o r el desdoblamiento en varias bandas 

que se observa  p a ra  casi todas las bandas localizadas en las 

electroforesis en agarosa . Tanto la banda 7 como la banda 8 resu ltan  se r  

bandas m últip les. En ambas se observa que no todas las bandas 

observadas en acrilam ida están  p resen te s  en el testigo  de DNA desnudo 

lo que confirma su  carac te rís tica  de típicas de cromatina como se había 

deducido previam ente.

Este experim ento ap o rta  una serie  de detalles im portantes sobre la 

e s tru c tu ra  de la crom atina del prom otor del gen SUC2. La prim era banda 

p o r debajo del fragm ento de restricc ión  es la  banda 10 que es claramente 

más in tensa en crom atina que en DNA y  no su fre  cambios dependientes 

del estado transcripciona l. Por debajo de ella se o bserva , en estado r e ­

prim ido, una  zona de sensibilidad más o menos uniforme m ientras que se 

ven dos bandas claras en  el estado desreprim ido. Respecto a la banda 9, 

ex isten  ligeras d iferencias en tre  ambos estados observándose, en el 

estado desreprim ido, una  extensión hacia la banda 10 que hace que la
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Figura 7. Localización de puntos de corte de la MNasa en el
flanco 5 1 del gen SUC2.
Se utilizó restricción con HindIII y la sonda HE. La
electroforesis se realizó en un gel de poliacrilamida 5%.
Otros símbolos como en la Fig. 6.
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migración no coincida exactamente con la de banda 9 del estado 

reprimido. Esta circunstancia de doble banda justificaría el incremento de 

intensidad que se observaba en los análisis en agarosa.

Los cambios que se producen desde la banda 9 hasta la 8 son 

quizás los más significativos. La región en tre  ambas bandas m uestra una 

zona muy atacada en estado reprimido que pasa a e s ta r muy protegida en 

estado desreprimido. El aspecto de las m uestras de represión es muy 

parecido al del DÑA desnudo lo que sugiere que no deben ex istir 

nucleosomas en esa zona y  que la protección en estado desreprimido se 

debe a la unión de proteínas reguladoras. Esa región coincide 

aproximadamente con la región reguladora descrita  por Sarokin y Carlson 

(1984).

La banda 8 resu lta  e s ta r formada por tres  bandas en estado 

reprimido y  sólo por dos en estado desreprim ido. La banda que 

desaparece es, además, típica de cromatina puesto que no está  presente  

en el testigo de DNA desnudo lo que hace pensar que sería la 

correspondiente al DNA espaciador del nucleosoma situado en tre  las 

bandas 7 y  8. Su desaparición en el estado desreprimido podría indicar la 

pérdida de dicho nucleosoma como consecuencia del proceso de activación 

transcripcional.

Los resultados de éste análisis se comprobaron mediante un 

experimento complementario de mareaje terminal indirecto con restricción 

Hinfl y  sonda HHi (ver Fig. 5 ). En la Fig. 8 se m uestra el resultado que 

es completamente coincidente con el an terio r a pesar de la menor 

resolución obtenida en esta  electroforesis. Cabe destacar la claridad con 

la que se observa en el estado desreprimido la desprotección de la zona
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Figura 8. Localización de puntos de corte de la MNasa en el
flanco 51 del gen SUC2.
Se utilizó restricción con ffinfl y la sonda HHi. La
electroforesis se realizó en un gel de poliacrilamida 5%.
Otros símbolos como en la Fig. 6.



entre las bandas 7 y 8, la protección en tre  8 y  9 y  la mayor intensidad 

de la banda 9 así como de las existentes en tre  9 y  10. Además se 

observa el incremento de intensidad de la banda 10 respecto al DNA 

desnudo y  la ausencia de cambios en tre  las bandas 10 y  11 lo que podría 

indicar que el nucleosoma que ocupa la caja TATA no se pierde en 

desrepresión.

A p a rtir  de estos detalles se puede reafirm ar la existencia de un 

posicionamiento de los nucleosomas en el promotor del gen SUC2 en 

estado reprimido que permite la accesibilidad de las regiones reguladoras, 

así como la pérdida de algunos de ellos, concretamente los localizados 

entre las bandas 7 y  8 y  en tre  9 y  10, debido al proceso de 

desrepresión .

3. E structura  de la cromatina del promotor del gen SUC2 en cepas 

mutantes en su regulación.

La organización cromatínica de los promotores de genes de 

expresión regulable experimenta cambios importantes que reflejan el 

estado funcional del gen como se ha demostrado en éste y  en otros 

trabajos. En general, se admite que esos cambios estructu rales son 

consecuencia de la interacción de diferentes proteínas reguladoras con 

sus secuencias de reconocimiento en dichos promotores pero sólo en algún 

caso de regulación especialmente bien conocida, como la de los genes GAL 

de levadura (Johnston, 1987), se ha podido dem ostrar una perfecta 

correlación en tre  la unión de proteínas reguladoras y  la adquisición de 

una estru c tu ra  cromatínica determinada (Lohr, 1984; Lohr y  Hopper, 

1985; Fedor y  K ornberg, 1989).
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En el caso del gen SUC2 se conocen, como ya se ha comentado en 

la Introducción, dos familias de genes implicados en la desrepresión de 

su transcripción: los genes SNF (Neigeborn y  Carlson, 1984) y  SSN

(Carlson et a l . ,  1984). Sin embargo, y  a pesar de haber sido

identificados los productos génicos de varios de ellos, no se sabe cúales 

son los mecanismos moleculares que desencadenan la transcripción del gen 

SUC2 a bajas concentraciones de glucosa n i, por tan to , cúales son los 

factores proteicos que interaccionan con el promotor aunque se piensa 

que el mecanismo de regulación debe de se r bastan te  complejo debido,

además, a la superposición con el mecanismo general de represión por

glucosa.

Con el fin de determ inar la posible implicación de los productos de 

varios genes reguladores del gen SUC2 en los mecanismos moleculares a 

nivel de su promotor, se abordó un estudio de la e stru c tu ra  de la 

cromatina del promotor en cepas mutantes para  dichos genes reguladores. 

El estudio se llevó a cabo con cuatro cepas diferentes:

- la cepa MCY1484 posee una mutación sn fl que la hace incapaz de 

desreprim ir la síntesis de invertasa  a baja concentración de glucosa.

- la cepa MCY1250 posee una mutación snf2 que le impide 

desreprim ir totalmente la síntesis de invertasa  dando bajos niveles de 

actividad a baja concentración de glucosa.

- la cepa MCY1371 posee una mutación ssn6 que la hace incapaz de 

reprim ir la síntesis de invertasa  dando altos niveles de actividad tanto en 

baja como en alta concentración de glucosa.
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- la cepa MCY1324 posee una doble mutación sn fl ssn6 que la hace 

fenotipicamente idéntica a la cepa MCY1371.

Para el análisis del promotor del gen SUC2 en estas cuatro cepas 

se utilizó restricción con HindIII y  la sonda HE según la estrateg ia  

mostrada en la Fig. 5. En todos los casos, las m uestras control del gen 

SUC2 normalmente regulado proceden de la cepa SEY2101 transform ada 

con el plásmido pRB58 con la que se habían realizado todos los estudios 

p revios.

Los resultados del análisis de la cepa MCY1484 (snf l)  se muestran 

en la Fig. 9. La prim era característica importante que se observa en la 

autorradiografía es la ausencia de cambios apreciables en la cromatina del 

promotor dependientes de las condiciones de concentración de glucosa. 

Este resultado es coherente con la incapacidad de ésta  cepa para 

desreprim ir la síntesis de invertasa  puesto que además la invariable e s­

tru c tu ra  que p resen ta  coincide con la del gen reprimido en una cepa 

salvaje. En las muestras de la cepa MCY1484 es todavía más evidente la 

debilidad, casi ausencia, de la banda 9 cuya intensificación, como se ha 

comentado en el apartado an terio r, es típica del estado desreprimido. 

Tampoco se observa la reducción de la zona fuertem ente atacada por 

encima de la banda 8, de manera que el promotor del gen SUC2 en la 

cepa mutante sn fl p resen ta  un aspecto general de represión , si cabe más 

acentuado.

A pesar de la buena correlación en tre  las características fenotípicas 

de la cepa MCY1484 y  la e stru c tu ra  cromatínica encontrada, no resu lta  

fácil in te rp re ta r las causas moleculares de la misma. Como ya se ha 

comentado, el gen SNF1 codifica una pro teín-quinasa cuyas dianas no han
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Figura 9. Análisis del promotor del gen SUC2 en una cepa mutante 
snfl.
Las muestras señaladas como wt corresponden a una cepa 
salvaje (SEY210i/pRB58). Estrategia de mapeo y otros símbilos 
como en la Fig. 6.
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sido identificadas (Celenza y  Carlson, 1986). Es probable que la fosfo­

rilación de alguna o algunas proteínas sea un paso inicial en el 

funcionamiento de las mismas como reguladores, positivos o negativos. Si 

esto es así, la ausencia de esa pro teín-quinasa funcional bloquearía, 

desde el principio, el mecanismo de inducción de la transcripción en 

ausencia de glucosa. Parece lógico pensar que en ausencia de esa señal 

inicial los procesos siguientes esten impedidos y  el promotor del gen 

SUC2 presente  una e s tru c tu ra  absolutamente reprim ida.

La Fig. 10 m uestra los resultados del análisis del promotor del gen 

SUC2 en la cepa MCY1250 (snf2) . Puede observarse como, en este caso, 

el cambio de condiciones de represión a condiciones de desrepresión sí va 

acompañado por cambios en la e stru c tu ra  de la cromatina aunque no tan 

evidentes como en la cepa salvaje. La banda 9 se intensifica en el estado 

desreprimido pero no llega a sup erar en intensidad a las bandas 8 y 10 

como ocurre en las m uestras control de la cepa salvaje. Por o tra  p a r te , 

no se produce la reducción de la zona sensible por encima de la banda 8 

ni aparece la zona fuertem ente protegida. Estos datos sugieren que la 

mutación snf2 impide la adquisición de una e s tru c tu ra  totalmente des- 

reprimida y  son coherentes con las características fenotípicas de la cepa 

que es capaz de desreprim ir sólo parcialmente la síntesis de invertasa , 

dando niveles más bajos de los normales en condiciones de desrepresión 

(Abrams et a l. ,  1986).

La información disponible sobre el producto del gen SNF2 sugiere 

que actuaría como un factor general de transcripción puesto que también 

parece afectar a la expresión de otros genes no regulados por glucosa 

(Abrams et a l. , 1986). Se ha sugerido que el producto génico de SNF2
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Figura 10. Análisis del promotor del gen SUC2 en una cepa mutante 
snf2.
Estrategia de mapeo y otros símbolos como en las Fig. 6 y 9.
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podría favorecer la formación de un complejo de transcripción estable, 

potenciando un alto nivel de transcripción. Si fuera esa su función, su 

ausencia afectaría tanto a la regulación correcta del gen como a la 

adquisición de una e stru c tu ra  cromatínica típica de desrepresión. Sin 

embargo no tendría  por qué impedir la unión a las secuencias del 

promotor de otros factores proteicos reguladores, posibles responsables 

de los cambios estructu rales que sufre el promotor del gen SUC2 en la 

cepa snf2 .

Los resultados del análisis del promotor del gen SUC2 en la cepa 

MCY1373 (ssn6) se m uestran en la Fig. 11. Como ocurría en el caso de la 

cepa mutante s n f l ,  el rasgo más importante de la cromatina del promotor 

es la ausencia de cambios estructu rales dependientes de la concentración 

de glucosa. La e s tru c tu ra  observada en la cepa ssn6 es, además, 

coincidente con la mostrada por la cepa salvaje en condiciones de d esre­

presión del gen SUC2, siendo aún más evidentes los rasgos ca­

racterísticos del estado transcripcionalm ente activo. Estos resultados son 

totalmente equivalentes a los obtenidos en el análisis de la cepa MCY1324 

(sn fl ssn6) como puede verse en la Fig. 12.

En ambas cepas, la mutación ssn6 ocasiona una síntesis constitutiva 

elevada de invertasa  y  esto se refleja en una e stru c tu ra  cromatínica del 

promotor del gen SUC2 típica del estado desreprim ido. Como ya se ha 

comentado en la Introducción, el producto del gen SSN6 no ha sido 

identificado pero la relación epistática de las mutaciones ssn6 sobre las 

sn fl (Neigeborn y Carlson, 1987) ha hecho que se le considere como 

probable regulador negativo directo de la transcripción del gen SUC2 

(Schultz y  Carlson, 1987). El hecho de que un doble mutante sn fl ssn6



ssn6 wt

Figura 11. Análisis del promotor del gen SUC2 en una cepa mutante 
ssn6.
Estrategia de mapeo y otros símbolos como en las Fig. 6 y 9.
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snf1ssn6 w t

Figura 12. Análisis del promotor del gen SUC2 en una cepa mutante 
snfl ssnó.
Estrategia de mapeo y otros símbolos como en las Fig. 6 y 9.
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se comporte igual que un mutante ssn6 SNF1 indica que, en ausencia del 

producto génico funcional del gen SSN6, no es necesaria la intervención 

de la proteín-quinasa SNF1 para que se produzca la desrepresión de la 

síntesis de invertasa . Quizás, la proteín-quinasa SNF1 conduzca a la 

inactivación del rep reso r SSN6 via fosforilación directa o indirecta a 

través de alguna proteína interm ediaria. Si esto fuera así, en ausencia 

del producto SSN6 funcional se produciría un estado desreprimido 

constitutivo como el observado tanto en la cepa MCY1371 como en la cepa 

MCY1324.

Dada la complejidad de los mecanismos de regulación del gen SUC2 

(Neigeborn y  Carlson, 1987; Entian, 1986) resu lta  dificil establecer 

relaciones directas en tre  las características estructu rales de la cromatina 

de su promotor en las cepas mutantes analizadas y  el producto génico 

afuncional que estas poseen. Sin embargo resu lta  clara, a p a rtir  de éste 

estudio, la perfecta correlación en tre  las características fenotípicas de 

síntesis de invertasa  y  la e s tru c tu ra  de la cromatina detectada en el 

promotor del gen SUC2 para  los d iferentes m utantes. Los rasgos 

característicos de los estados reprimido y desreprimido se observan con 

mayor claridad en los mutantes que en la cepa salvaje en dichos estados 

debido, probablemente, a que en ellos la represión y  la desrepresión son 

absolutas debido a su constitutividad. Sin embargo en una cepa salvaje, 

el estado reprimido no supone una ausencia total de transcripción , puesto 

que el gen SUC2 es transcrito  constitutivam ente para  producir el mRNA 

de 1.8 kb , y  esto significa que un porcentaje más o menos representativo  

de las moléculas esta  siendo tran scrito . De igual forma, el estado 

desreprimido supone un incremento de la tasa de transcripción pero 

nunca estarán siendo tran scritas  a la vez todas las moléculas. Esta
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circunstancia impide observar claramente un estado totalmente reprimido o 

totalmente desreprimido en una cepa salvaje mientras que en las cepas 

mutantes el porcentaje de moléculas en el mismo estado e s , 

probablemente del 100%.

Reuniendo los datos obtenidos en el apartado an terior y  los 

obtenidos en el estudio de los m utantes, se puede elaborar un esquema, 

ahora confirmado y detallado, de los cambios estructu rales  que sufre el 

promotor del gen SUC2 como consecuencia de la desrepresión

transcripcional se m uestra en la Fig. 13. En el modelo se reflejan los 

puntos de hipersensibilidad a la DNasa I, previamente determinadas 

(Pérez-O rtín e t a l . , 1986a) y  señaladas con puntas de flecha, los puntos 

de corte de la MNasa señalados con flechas en te ras , y  el posicionamiento 

de los nucleosomas deducido a p a rtir  de éstos. Los tre s  sitios 

hipersensibles localizados sobre la región reguladora localizada

aproximadamente a -500 coinciden con la zona fuertem ente atacada por la 

MNasa en tre  las bandas 8 y  9, en estado de represión . Esta zona queda 

protegida en el estado desreprim ido, probablemente por la interacción con 

proteínas regu ladoras.

La pérdida del nucleosoma II viene apoyada por la mayor intensidad 

de las bandas en tre  7 y  8, como se observa claramente en el análisis 

desde Hinfl, y  por la desaparición de una de las tre s  bandas que 

componen la banda 8, probablemente la característica de cromatina, como 

se observa en el análisis desde HindIII.

Respecto al nucleosoma III, es evidente la aparición en estado

desreprimido de bandas típicas de DNA en tre  9 y  10 en todos los análisis



Figura 13. Modelo de la estructura de la cromatina del promotor 
del gen SUC2.
Sobre la linea delgada, que representa el DNA, se han 
señalado con circuios los nucleosomas posicionados (I, II, 
III, IV). Las puntas de flecha indican sitios hipersensibles 
a la DNasa I. Las flechas indican puntos de corte de la MNasa 
y su longitud la intensidad relativa de dichos cortes. Las 
cajas punteadas indican zonas especialmente sensibles a la 
MNasa y la caja rayada una zona especialmente protegida en el 
estado desreprimido. La mitad superior de la figura se 
refiere al estado reprimido (R) y la inferior al desreprimido 
(D).
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realizados, lo que indica que esa zona deja de e s ta r protegida por la 

presencia de un nucleosoma.

No disponemos de datos que apoyen la desaparición del nucleosoma 

IV, localizado sobre la caja TATA y  situado en tre  las bandas 10 y 11. El 

espaciado entre  esas dos bandas es compatible con el tamaño nucleosomal 

pero, dada la región del gel donde migran esas bandas, tampoco resu lta  

fácil observar cambios en tre  ambos estados. El mantenimiento de este 

nucleosoma está  en discrepancia con los resultados de Lorch et a l. (1987) 

según los cúales la RNA polimerasa no puede iniciar la transcripción en 

un nucleosoma. Sin embargo, también en otros trabajos se p resen tan  

dudas acerca de la conservación de los nucleosomas que ocupan la caja 

TATA, como en el realizado por Almer et a l . (1986) para el promotor del 

gen PHQ5. Además, existe la posibilidad de que se produzca un 

reconocimiento de secuencias ensambladas en un nucleosoma, como ha sido 

revisado recientemente (Elgin, 1988).

Las características encontradas en el promotor del gen SUC2 

presentan una completa correspondencia con las encontradas para  los 

promotores de otros genes de levadura como el gen PHQ5 (Almer e t a l . ,

1986) y  el gen TDH3 (Paulovic y  Hórz, 1988). También en estos genes se 

ha encontrado una organización cromatínica en el promotor definida por la 

existencia de sitios hipersensibles a la DNasa I y  de nucleosomas posicio- 

nados. El posicionamiento de los nucleosomas perm ite, en todos ellos, la 

accesibilidad de las zonas reguladoras y  se ha detectado la pérdida de 

nucleosomas en asociación con el proceso de transcripción. Esta similitud 

de resultados sugiere que los procesos de activación transcripcional en 

S . cerevisiae, como en otros eucariotas, m uestran una clara relación con
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la organización cromatínica de los promotores. Dicha relación se refiere 

no sólo a los cambios estructu rales que la activación puede orig inar, sino 

también a la importancia que puede ten er la existencia de una 

organización previa concreta que permita el acceso de proteínas 

reguladoras como ya se ha comentado en la Introducción. También la 

pérdida de nucleosomas en el promotor es un hecho bastan te generalizado 

y parece asociado a la activación transcripcional como han demostrado 

Han y Grunstein (1988).

4. E structura  de la cromatina del flanco 3* del gen SUC2.

4.1. Consideraciones teó ricas.

A p a rtir  de los trabajos previos sobre e s tru c tu ra  de la cromatina 

del gen SUC2 en estados reprimido y  desreprimido (Pérez-O rtín  et a l . ,

1987), el planteamiento general del p resen te  trabajo fue un estudio más 

completo de las regiones implicadas en la regulación transcripcional del 

gen. Evidentemente, éste  estudio debía cen trarse  sobre su promotor pero 

sin olvidar o tra  región cuyas características estructu rales merecen, 

también, especial atención. Ya se ha comentado en la Introducción la 

existencia, en el flanco 3’ del gen SUC2, de una amplia zona, de 

aproximadamente 2.3 k b , con una organización cromatínica muy 

característica. Dicha región está  delimitada por dos sitios hipersensibles a 

nucleasas localizados a aproximadamente +1950 y +4350. Entre ellos 

aparece una sucesión de 13 nucleosomas perfectam ente posicionados y  con 

unos espaciados, en general, más grandes de los 165 pb típicos del 

genoma de levadura. Dentro de la regularidad de ésta  región de la 

cromatina existe un tramo central donde alternan espaciados de cortes de 

la MNasa grandes con otros pequeños, lo que sugirió que esa zona podría
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no esta r ocupada por nucleosomas o, al menos, estarlo por nucleosomas 

alterados. Esta idea se vió apoyada por la comprobación de que esa zona 

central del flanco 3’ experimentaba claros cambios estructu rales asociados 

al proceso de represión /desrepresión  tal como se m uestra en la Fig. 2 

(ver Introducción).

La estru c tu ra  cromatínica del flanco 3' del gen presen ta  por sí 

misma un considerable in terés puesto que no se tra ta  de un caso aislado. 

Una e stru c tu ra  totalmente equivalente ha sido detectada por Szent- 

Gyorgyi et a l . (1987) en los flancos 5’ y  3’ lejanos del gen HSP82 de 

levadura. La extraord inaria  similitud de estas dos regiones del genoma de 

levadura sugiere que tal organización debe ten er un significado, quizás 

estructu ra l, en el funcionamiento de la cromatina (Pérez-O rtín  e t a l . , 

1989).

Desde el punto de vista  del planteamiento general de éste trabajo, 

la existencia además de cambios estructu rales asociados a la desrepresión 

en ésta  región nos llevó a plantearnos un estudio de los posibles 

mecanismos que determinan la adquisición de tal e s tru c tu ra  y  del 

significado que pueden ten er sus cambios en relación con la expresión del 

gen SUC2.

Respecto a los mecanismos determ inantes del posicionamiento de los 

nucleosomas en el flanco 3' del gen SUC2, cabe plantearse varias 

posibilidades. Un prim er mecanismo podría se r , como se comentó en la 

Introducción, la dependencia de la secuencia de nucleótidos de DNA en 

esa región (Drew y T rav ers , 1985; M engeritsky y  Trifonov, 1987). No se 

conocen las secuencias de nucleótidos de esas zonas del genoma de leva­

dura (cercanas a los genes HSP82 y  SUC2) pero no parece probable que
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zonas alejadas y  no relacionadas del mismo pueda poseer determ inantes de 

secuencia idénticos.

Dado que, en ambos casos, tal e s tru c tu ra  está  delimitada por dos 

sitios hipersensibles a nucleasas podría ocu rrir que los nucleosomas 

ocuparan posiciones estric tas debido al efecto posicionador de dichos 

sitios hipersensibles. Tal mecanismo ha sido demostrado, mediante 

construcciones especialmente diseñadas para ese tipo de estudios, por 

Thoma (1986) y  por Fedor et a l . (1988).

Para analizar la posible actuación como posicionadóres de los sitios 

hipersensibles a nucleasas del flanco 3f del gen SUC2 se elaboró un 

programa de ordenador basado en un algoritmo propuesto por K ornberg y 

S tryer (1988) para p redecir mecanismos estocásticos de posicionamiento de 

los nucleosomas. Las variables utilizadas por el programa son: el tamaño 

del "core” nucleosomal (D ), el tamaño del DNA espaciador (L) y  la 

longitud, en pb , del fragmento de DNA sobre el que se localizan los 

nucleosomas (Z ). A p a rtir  de estos datos, el programa elabora un 

gráfico, como el mostrado en la Fig. 14, donde los máximos represen tan  

máxima probabilidad de corte de la nucleasa, es decir, corresponden a 

posiciones de DNA espaciadores, y  los mínimos rep resen tan  las posiciones 

sobre las que se centran  los nucleosomas. Los valores de D y de L, para  

la predicción de la Fig. 14, corresponden a las típicas del genoma de 

levadura (D=146, L=20) y se ha considerado la existencia de dos

posicionadores separados por 2300 pb , como corresponde al caso del 

flanco 3' del gen SUC2. Los números indican las posiciones teóricas de 

los puntos de corte de la MNasa y  los números en tre  paréntesis los 

valores experimentales. Debe tenerse  en cuenta una serie de factores pue



75

(2170)
2150

(n d)

(2360)
2320

(n d)
3950

(2510)
2480

(3935)
3780(3730) 

(3540) 3620
3460 A

(2690)
2640 (2845)

A 2810 (3060) (3200) (3*00) 
2970 3130 33003300

• - J

Figura 14. Predicción teórica de posicionamiento estocástico de 
los nucleosomas en el flanco 31 del gen SUC2 dependiente de 
dos posicionadores.
D=146; L=20; Z=2300. Los números indican las posiciones
teóricas de los DNAs espaciadores y los núneros entre 
paréntesis las posiciones experimentales.
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pueden co n trib u ir a aum entar la d iscrepancia en tre  los valores teóricos y  

los experim entales:

- no se conoce exactam ente la d istancia en tre  los dos sitios 

h ipersensib les, con lo que el valor Z=2300 es sólo aproximado.

- los datos experim entales proceden de un  experim ento de mareaje 

terminal ind irecto  desde un punto  de res tricc ió n  Xbal localizado en la 

región codificante del gen SUC2, a aproximadamente 1100 pb  del sitio 

h ipersensib le en +1950. Esto hace que la determ inación de los tamaños de 

las bandas y , p o r lo tan to , de las posiciones de los puntos de corte de 

la MNasa no sea igualmente fiable a lo largo de todo el tramo analizado de 

manera que la determ inación es menos exacta a medida que nos alejamos 

en dirección 3f.

- ex isten  datos que sug ieren  que los nucleosomas cen trales en ésta  

región podrían  e s ta r  alterados ya que en esa zona no existe  una 

regularidad  completa en el espaciado de los co rtes de la MNasa.

A p esa r de estos fac to res , la predicción teórica p re sen ta  una buena 

correlación con los datos experim entales, salvo en el número de 

nucleosomas que sitúa  en tre  los dos posicionadores. La predicción indica 

14 nucleosomas m ientras que experim entalm ente se encuen tran  sólo 13. 

Las posiciones de los espaciadores correspondien tes a los tre s  prim eros 

nucleosomas son las que p re sen tan  una  mejor correlación y  una mayor 

probabilidad y  son éstos los nucleosomas más estrictam ente posicionados.

Las d iscrepancias aum entan a medida que nos alejamos en dirección 

3’ hasta  llegar a inclu ir un  nucleosoma más. Un detalle a considerar es 

que, como ya se ha comentado, el tamaño promedio de los nucleosomas en
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esta región es algo mayor del típico de levadura, aproximadamente 180 pb 

de media. Puesto que el tamaño del "core” es constante, ese mayor 

tamaño tiene que deberse a una mayor longitud del DNA espaciador. Por 

este motivo se realizó una nueva predicción teórica considerando un valor 

de L=35 y se obtuvieron los resultados mostrados en la Fig. 15. Puede 

observarse como, en este  caso, se predicen 13 nucleosomas y , además, la 

discrepancia en tre  los valores teóricos y  los experimentales es 

considerablemente menor que en la Fig. 14.

La buena correlación existente en tre  las predicciones teóricas 

(sobre todo la realizada para un valor de L=35) y  los datos 

experimentales sugiere que la adquisición de la e s tru c tu ra  cromatínica del 

flanco 3* del gen SUC2 obedece, principalm ente, a un mecanismo 

estocástico de posicionamiento de nucleosomas dependiente de dos 

posicionadores separados, aproximadamente, 2300 pb.

Para completar el estudio se realizó una predicción teórica de 

posicionamiento dependiente de un sólo posicionador considerando los dos 

tamaños de DNA espaciador utilizados para las predicciones an teriores. 

Los resultados de la predicción se m uestran en las Fig. 16 y 17 donde 

puede obsevarse que si las posiciones de los nucleosomas en el flanco 31
‘r*

del gen SUC2 dependieran únicamente del sitio hipersensible localizado al 

final de la transcripción, el posicionamiento se perdería  a p a rtir  del 

cuarto o quinto nucleosoma y  no se extendería a los largo de 2.3 kb como 

ocurre realmente. Esto confirma la conclusión an terio r acerca de la 

existencia de dos posicionadores. Además se observa una clara diferencia 

en tre  las predicciones obtenidas para los diferentes valores de L, como 

ocurría en las predicciones para  dos posicionadores. El valor de L=35
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Figura 15. Predicción teórica de posicionamiento estocástico de 
los nucleosomas en el flanco 3' del gen SUC2 dependiente de 
dos posicionadores.
D=146; L=35; Z=2300. Símbolos como en la Fig. 14.
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Figura 16. Predicción teórica de posicionamiento estocástico de 
los nucleosomas en el flanco 3' del gen SUC2 dependiente de 
un posicionador.
D=146; L=20; Z=2300. Símbolos como en la Fig. 14.
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Figura 17. Predicción teórica de posicionamiento estocástico de 
los nucleosomas en el flanco 3' del gen SUC2 dependiente de 
un posicionador.
D=146; L=35; Z=2300. Símbolos como en la Fig. 14.



predice un menor número de nucleosomas posicionados que, como se verá 

en el siguiente apartado muestra una mejor correlación con los resultados 

experim entales.

4.2. Efecto de los sitios hipersensibles a la DNasa I sobre el 

posicionamiento de los nucleosomas en el flanco 3* del gen SUC2.

Con el objeto de comprobar experimentalmente los resultados de la 

predicción teórica sobre el posicionamiento de los nucleosomas se 

construyeron dos plásmidos, derivados del pRB58, portadores de 

deleciones del flanco 31 del gen SUC2. Las Fig. 18 y  19 muestran 

esquemas de los procesos de construcción de ambos plásmidos que se 

denominaron pSUCA325 y  pSUCA327.

Tal como se ha comentado en el apartado an terio r, la e stru c tu ra  de 

la cromatina del flanco 3’ podría depender de la existencia de dos sitios 

hipersensibles delimitantes que actuarían como posicionadores de los 

nucleosomas localizados en tre  ellos. Los plásmidos pSUCA325 y  pSUCA327 

permiten comprobar esta  hipótesis.

El plásmido pSUCA325 posee una deleción que empieza en un sitio 

HindIII (aproximadamente en +2100), justo después del sitio hipersensible 

localizado al final de la transcripción . Este plásmido ha perdido el sitio 

hipersensible lejano pero conserva el primero de ellos. Las secuencias de 

DNA adyacentes al sitio hipersensible han resultado sustitu idas con DNA 

de pBR322 respecto a las originales, con lo que se puede estud iar si el 

posicionamiento de los nucleosomas adyacentes a ese sitio hipersensible 

dependen de él o de la secuencia de DNA.



PRB58 PSUC213

jBamHI/HindIll 

|  aislamiento

DNA
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Lígasa

Figura 18. Esquema del proceso de construcción del plásmido pSUCA 
325.
B: BamHI; H: HindIII; E: BcoRI; S: Salí
La linea gruesa representa el fragmento de DNA de levadura 
que contiene al gen SUC2 o parte de él.
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Figura 19. Esquema del proceso de construcción del plásmido pSUCA 
327.
B: BamHI; H: HindlII; E: FcoRI; P: PvuII; N: N c i l .
La linea gruesa representa el fragmento de DNA de levadura 
que contiene al gen SUC2 o parte de él.



El plásmido pSUCA327 posee una deleción que empieza en un sitio 

Ncil (+1930), justo dentro del sitio hipersensible localizado al final de la 

transcripción. En este plásmido se han perdido ambos sitios 

h ipersensib les.

Se transformó con ambos plásmidos la cepa de S . cerevisiae 

SEY2101 según se describe en Materiales y  Métodos. Los transform antes

se selecccionaron por su capacidad de crecimiento en placas de MM

carente de uracilo y  se comprobaron mediante un análisis del plásmido 

que portaban (Pérez-O rtín  y  E struch , 1988).

El análisis de la e stru c tu ra  de la cromatina del flanco 3' del gen 

SUC2 en las cepas portadoras de los plásmidos pSUCA325 y  pSUCA327 se 

realizó mediante restricción con Xbal y  la sonda XK según la estrateg ia  

mostrada en la Fig. 20. Las m uestras se analizaron en geles de agarosa 

1% de 24 cm de longitud con el fin de obtener una buena resolución en la 

zona de in te rés , que empieza a 1100 pb del punto Xbal.

La Fig. 21 m uestra los resultados del análisis de las dos cepas 

mencionadas. Puede observarse como en el plásmido pSUCA325, a pesar 

de haber una secuencia de DNA diferente después del sitio h ipersensible, 

se mantienen las posiciones de las tre s  prim eras bandas lo que indica que 

los tre s  primeros nucleosomas ocupan las mismas posiciones que en el 

flanco 3’ natural del gen. En el plásmido pSUCA327, el sitio hipersensible 

ha desaparecido y el patrón de puntos de corte de la MNasa es totalmente

diferente desde el punto de inicio de la deleción.

Estos resultados confirman la hipótesis previa sobre las causas 

determinantes de la e s tru c tu ra  cromatínica del flanco 31 del gen SUC2 y
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SUC2

Figura 20. Sonda y estrategia utilizada para la localización de 
puntos de corte de la MNasa en la mitad derecha y flanco 3' 
del gen SUC2.
X: Xbal; K: Kpnl.
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Figura 21. Análisis del flanco 3 1 del gen SUC2 en mutantes de 
deleción.
Se utilizó restricción con Xbal y la sonda XK. La 
electroforesis se realizó en un gel de agarosa 1% de 24 cm de 
longitud. Los asteriscos indican las dos bandas 
constituyentes del sitio hipersensible localizado al final de 
la transcripción. Las puntas de flecha indican las 3 bandas 
que mantienen sus posiciones en la deleción A325. Las flechas 
indican el punto de inicio de cada una de las deleciones. 
Otros sómbolos como en las Fig. 6 y 9.
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son totalmente compatibles con resultados obtenidos por otros autores 

sobre posicionamiento de nucleosomas dependientes de posicionadores 

(Fedor et a l. , 1988). Debe ex istir algún componente de secuencia en el 

mecanismo de posicionamiento en esta  reg ión ,puesto  que la predicción teó­

rica indica 5-6 nucleosomas posicionados y experimentalmente se observan 

sólo 3, pero éste no debe se r muy acusado puesto que los nucleosomas 

adyacentes al sitio hipersensible mantienen sus posiciones aunque se 

cambie la secuencia sobre la que se forman.

Como ya se mencionaba en el apartado an terio r, la predicción 

realizada para un valor de L=35 se aproxima más a los datos 

experimentales que la realizada con un valor de L=20, dando un menor 

número de nucleosomas posicionados y  unas posiciones para  los 

espaciadores menos discrepantes con las experim entales.

4.3. E structura  de la cromatina del flanco 3’ del gen SUC2 en cepas 

mutantes en su regulación.

Como ya se ha comentado, los cambios estructu rales asociados a la 

desrepresión del gen SUC2 no se limitan a su  promotor sino que también 

afectan a una región de su flanco 3’, cuya relación con la regulación no 

resu lta  obvia (Pérez-O rtín  et a l . ,  1987). Dicha región se extiende en tre  

las posiciones +2700 y  +3400, aproximadamente, y  se caracteriza por 

p resen ta r, en el estado reprimido, espaciados de corte de la MNasa 

grandes y  pequeños alternados. Además se producen cambios en el grado 

de accesibilidad de los puntos de corte cuando el gen se desreprime de 

manera que aumenta considerablemente la accesibilidad de las bandas 

en tre  +2700 y +3000 y  resu lta  fuertem ente protegida la zona en tre  +3000 y  

+3400. Estos cambios dependientes de la concentración de glucosa
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sugieren una posible relación del flanco 3' del gen con su regulación, a 

pesar de la localización no habitual de esta  región con respecto al gen.

Por estos motivos se decidió abordar un estudio de los cambios 

estructurales del flanco 3’ del gen SUC2 en las cepas mutantes en su 

regulación que habían servido para el análisis del promotor, con el fin de 

estudiar la relación de dicha zona con los cambios de actividad 

transcripcional.

Para el análisis del flanco 3’ se utilizó restricción con Xbal y  la 

sonda XK según la estrateg ia  mostrada en la Fig. 20. Los resultados del 

análisis en las cuatro cepas mutantes se m uestran en las Fig. 22 y  23, 

donde se ha señalado la zona de in terés sobre las m uestras control de la 

cepa salvaje.

La cepa MCY1484 (s n f l ,  no desreprim ible) p resen ta  una e s tru c tu ra  

cromatínica en su flanco 3’ independiente de la concentración de glucosa 

e idéntica a la del gen SUC2 reprimido en la cepa salvaje.

La cepa MCY1371 (ssn6 , no reprimióle) también p resen ta  una 

estru ctu ra  independiente de la concentración de glucosa pero , en este 

caso, idéntica a la del gen desreprim ido. El mismo resultado puede 

observarse para  la cepa MCY1324 (sn fl ssn6, no reprim ióle).

Son menos claros los resultados obtenidos para  la cepa MCY1250 

(snf2, parcialmente desreprim ible) en la que no se producen los cambios 

típicos de la cepa salvaje pero tampoco parece que la e s tru c tu ra  sea 

totalmente independiente de la concentración de glucosa, observándose 

ligeros diferencias en tre  los dos estados.
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Figura 22. Análisis del flanco 3 1 del gen SUC2 en las cepas
mutantes snfl y ssn6.
Se utilizó restricción con* Xbal y la sonda XK. La
electroforesis se realizó en un gel de agarosa 1% de 24 cm de
longitud. Los asteriscos pequeños indican las dos bandas
constituyentes del sitio hipersensible localizado al final de 
la transcripción. El asterisco grande indica la zona donde se 
producen los cambios estructurales dependientes de glucosa. 
Otros símbolos como en las Fig. 6, 9 y 21.
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Figura 23. Análisis del flanco 3' del gen SUC2 en 1® cepas
mutantes snf2 y snfl ssn6.
Se utilizó restricción con Xbal y la sonda XK. La 
electroforesis se realizó en un gel de agarosa 1% de 24 cm de 
longitud. Otros símbolos como en las Fig. 6, 9 y 22.
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En las cuatro cepas, el flanco 3’ del gen SUC2 p resen ta

características coincidentes con las de su promotor, es decir, una

estructura  cromatínica típica del estado activo o del estado inactivo de 

forma coherente con sus características fenotípicas en cuanto a 

producción de invertasa . Esta correlación en tre  los cambios estructu rales 

del promotor y  los del flanco 3’ parece apoyar la hipótesis de una 

relación del flanco 3' con los procesos de transcripción del gen SUC2.

Respecto a la naturaleza de esa relación cabe plantearse dos

posibilidades. En prim er lugar el flanco 3’del gen podría e s ta r implicado

en los procesos de regulación transcripcional a través de algún mecanismo 

de acción a distancia (Wang y  Giaever, 1988) que relacionara esa región 

con el promotor mediante la formación de superestru c tu ras  de la 

cromatina. Una segunda posibilidad es que los cambios que sufre el 

flanco 3’ del gen SUC2 asociados a su desrepresión sean simplemente una 

consecuencia, y  no una causa, del proceso de transcripción de su región 

codificante.

Una tercera  hipótesis sobre el significado funcional de los cambios 

estructurales del flanco 3’ es que dicha región no esté relacionada con el 

gen SUC2 sino que sea el promotor de otro gen, localizado en posición 3* 

respecto del gen SUC2. En este  caso, ese supuesto gen estaría  también 

regulado por glucosa y por un  mecanismo relacionado con el que opera 

para el gen SUC2 puesto que la e stru c tu ra  de la cromatina de su 

supuesto promotor su fre  cambios dependientes de la concentración de 

glucosa y  se vé afectada por las mutaciones snf y  s s n .



Con el fin de d iscern ir en tre  estas tre s  posibilidades, se abordó un 

estudio del efecto de las deleciones del flanco 3’ del gen SUC2 sobre su 

expresión cuyos resultados se describen en el siguiente apartado.

4.4. Estudio del efecto de deleciones del flanco 3* del gen SUC2 sobre su 

expresión.

El objetivo se este apartado del trabajo era comprobar una de las 

tres  hipótesis planteadas en el apartado an terio r sobre el significado 

funcional de los cambios estructu rales  que experimenta el flanco 3’ del 

gen SUC2 en función de la concentración de glucosa.

Según dicha hipótesis, el flanco 31 del gen podría esta r implicado 

en la regulación del gen. Si esto fuera así, la eliminación del flanco 3' 

del gen afectaría a la producción normal de invertasa . Además, como se 

ha demostrado en éste  y  en otros trabajos, la actividad transcripcional de 

un gen es un estado funcional que queda reflejado estructuralm ente en la 

organización cromatínica de su promotor por lo que la eliminación del 

flanco 3' podría refle jarse, en ese caso, en alteraciones de la 

organización cromatínica característica del promotor en los estados 

reprimido y  desreprimido.

Para comprobar esta  hipótesis se utilizaron las cepas SEY2101/pSUCA 

325 y  SEY2101/pSUCA327 ya descritas en el apartado 4.2. En ambos 

plásmidos ha sido totalmente eliminado el flanco 3' del gen y , por tan to , 

la zona que sufre los cambios, pero ambos conservan intactas las 

regiones codificante y  promotora.

En ambas cepas se llevaron a cabo tre s  tipos de estud ios: 

determinación de la actividad invertasa , análisis de mRNAs y análisis de
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la estru ctu ra  de la cromatina del promotor, en los tre s  casos en 

condiciones de represión y de desrepresión del gen SUC2.

Respecto a la valoración de actividad invertasa  se obtuvieron 

niveles de actividad enzimática dentro  del rango normal para  cepas con 

alto número de copias por célula del gen SUC2: del orden de 15-20 veces 

más actividad invertasa  que una cepa con la copia genómica del gen y 

un incremento de 20-50 veces de actividad al pasar de condiciones de 

represión a condiciones de desrepresión del gen. .

El análisis de mRNA dió unos resultados totalmente coincidentes, con 

los niveles de actividad invertasa  encontrados. Como puede observarse en 

la Fig. 24, ambas cepas producen el mRNA del gen SUC2 en cantidad 

considerablemente mayor en condiciones de desrepresión que en 

condiciones de represión del gen. Estos datos confirman, junto con la 

determinación de actividad invertasa , la regulación normal de la 

transcripción del gen SUC2 en las cepas portadoras del gen carente de 

su flanco 3’.

El análisis de la e s tru c tu ra  cromatínica del promotor del gen SUC2

en ambas cepas se llevó a cabo mediante restricción con HindIII y  la

sonda HE según la estrateg ia  mostrada en la Fig. 5. Las m uestras control 

de la cepa salvaje corresponden a la cepa SEY2101/pRB58, como en

experimentos an teriores. Los resultados de este estudio se m uestran en la 

Fig. 25, donde puede verse que, en ambas cepas, el promotor del gen 

SUC2 p resen ta  una organización cromatínica idéntica a la observada en la 

cepa salvaje. Además, los cambios estructu rales asociados al proceso de 

desrepresión se producen exactamente igual que en las m uestras control, 

lo que indica que el promotor resu lta  normalmente afectado por el
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Figura 24. Detección del mRNA del gen SUC2 en los mutantes de 
deleción.
La electroforesis se realizó en un gel de agarosa 1.5% y en 
presencia de formaldehido con muestras de RNA total de las 
cepas X2180-1A, SEY2101/pSUC 325, SEY2101/pSUC 327 y 
SEY2101/pSUC 521. Se utilizó la sonda XK.
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Figura 25. Análisis del promotor del gen SUC2 en los mutantes de 
deleción.
A325: muestras de la cepa SEY2101/pSUC 325 
A327: muestras de la cepa SEY2101/pSUC 327 
Estrategia y otros símbolos como en las Fig. 6 y 9.



descenso de concentración de glucosa y  sugiere una independencia de su 

organización respecto del flanco 3’ del gen.

Los resultados de los tre s  estudios realizados son coherentes en tre  

sí y  permiten d escarta r la hipótesis sobre la implicación del flanco 3' en 

los mecanismos de regulación transcripcional del gen SUC2. Desde todos 

los enfoques, el proceso de desrepresión se produce con normalidad y , 

como consecuencia, a bajas concentraciones de glucosa, el gen SUC2 se 

transcribe para  dar el mRNA de 1.9 kb , los niveles de actividad 

invertasa aumentan y la organización cromatínica del gen refleja el estado 

transcripcionalm ente activo del mismo.

4.5. Dependencia de los cambios estructu rales  del flanco 3* del gen SUC2 

respecto al proceso de transcripción .

Una vez descartada la hipótesis sobre la implicación del flanco 3' 

del gen SUC2 en los procesos de regulación transcripcional, se abordó un 

estudio encaminado a comprobar la dependencia de los cambios 

estructurales de dicha región con el proceso de transcripción . Dicha

relación parece obvia a p a r tir  de los experimentos del apartado 4 .3. en

los que se observa una buena correlación en tre  los niveles de expresión

del gen SUC2 y  la organización cromatínica de su flanco 3’, tanto en una 

cepa salvaje como en los distintos mutantes reguladores.

Con el objeto de comprobar si los cambios estructu rales del flanco 

3’ del gen SUC2 son o no una consecuencia de la transcripción del

mismo, se construyó un plásmido portador del gen SUC2 al que se le 

había eliminado la región promotora. El plásmido se construyó según el 

proceso mostrado en la Fig. 26 y  se denominó pSUC&521. Con dicho
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Figura 26. Esquema del proceso de construcción del plásmido pSUCA 
521.
H: HinálII; E: FcoRI; K: Kpnl; P: PvuII.
La linea gruesa representa el fragmento de DNA de levadura 
que contiene al gen SUC2 o parte de él.



plásmido se transform ó la cepa de S . cerevisiae SEY2101 según se 

describe en Materiales y  Métodos. Los transform antes se seleccionaron 

por su capacidad de crecimiento en medio mínimo carente de uracilo y  se 

comprobaron por análisis del plásmido que portaban (Pérez-O rtín  y  

Estruch, 1988). Debido a la carencia de promotor, el gen SUC2 presente  

en el plásmido pSUCA521 ño se transcribe  y , como consecuencia, la cepa 

transformada no p resen ta  actividad invertasa . Estas dos características se 

comprobaron mediante análisis de mRNA y determinación de la actividad 

invertasa en la cepa transform ada cultivada en condiciones de represión y  

de desrepresión del gen SUC2. Los resultados del análisis de mRNA se 

m uestran en la Fig. 24 donde puede observarse que la cepa 

SEY2101/pSUCA521 no transcribe  el mRNA del gen SUC2 ni en alta ni en 

baja concentración de glucosa.

Una vez comprobada la ausencia de actividad transcripcional del 

gen SUC2 en la cepa SEY2101/pSUCA521, se llevó a cabo un estudio de la 

estru ctu ra  de la cromatina del flanco 3’ del gen SUC2 carente de 

promotor en condiciones de represión y  de desrepresión. Se utilizó 

restricción Xbal y  la sonda XK según la estrateg ia  mostrada en la Fig. 

20 y se obtuvieron los resultados mostrados en la Fig. 27. Puede obser­

varse que el flanco 31 del gen SUC2 en el plásmido pSUCA521 experimenta 

los cambios habituales dependientes de la concentración de glucosa aún 

cuando en ese plásmido el gen no puede tran scrib irse .

Estos resultados descartan la posibilidad de que los cambios que 

sufre la región 3' del gen SUC2 sean consecuencia del proceso de 

transcripción puesto que ocurren también cuando el gen no puede 

transcrib irse por carecer de promotor.
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Figura 27. Análisis del flanco 3' del gen SUC2 carente 
promotor.
A521: muestras de la cepa SEY2101/pSUCA521.
Estrategia y símbolos como en la Fig. 22.



Sin embargo, los cambios estructu rales del flanco 3’ dependen de la 

concentración de glucosa y m uestran una relación con las mutaciones snf 

y ssn . Descartadas las dos hipótesis que relacionan dicha región con el 

gen SUC2, ya sea como causa o como consecuencia de su transcripción , 

cabe plantearse la te rcera  hipótesis según la cual, la región central del 

flanco 3’ del gen donde se localizan los cambios dependientes de glucosa 

podría ser el promotor de otro gen localizado en posición 3* respecto del

gen SUC2. Como ya se ha comentado, ese gen estaría  sujeto a regulación

por glucosa por algún mecanismo en el que, probablemente, in tervendrían  

los genes SNF y SSN. Su localización sería muy próxima al telómero del 

cromosoma IX, región en la que no ha sido descrito , hasta  la fecha,

ningún gen siendo considerado el gen SUC2 el más próximo al extremo de

dicho cromosoma.



CONCLUSIONES
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El estudio de la e s tru c tu ra  de la cromatina del promotor del gen 

SUC2 a diferentes niveles de resolución y en cepas con mutaciones en 

genes reguladores del mismo ha permitido mejorar el modelo previo sobre 

la organización cromatínica de dicha región. Los nucleosomas ocupan, en 

el estado reprimido, unas posiciones fijas que permiten la accesibilidad a 

las regiones reguladoras. El proceso de desrepresión transcripcional 

supone importantes cambios en el patrón de protección del DNA que se 

interpretan como consecuencia de los cambios en la unión de diferentes 

factores reguladores. Esos cambios en la unión de proteínas reguladoras 

van acompañados de la pérdida de nucleosomas adyacentes, lo cual está 

de acuerdo con las teorías actuales sobre el proceso de transcripción de 

genes eucarióticos.

En las cepas mutantes en genes reguladores del gen SUC2 se

observa una buena correlación en tre  las características fenotípicas

(relativas a la producción de invertasa) y  la organización cromatínica del 

promotor del gen SUC2. Así, el promotor del gen SUC2 en la cepa sn fl 

(no desreprimible) p resen ta  una e s tru c tu ra  similar a la del gen SUC2 

reprimido en una cepa salvaje aunque con características más acentuadas.

En la cepa snf2 (parcialmente desreprim ible), el promotor p resen ta  

una estructu ra  dependiente de glucosa pero los cambios no son tan

evidentes como en una cepa salvaje.

En las cepas ssn6 y  sn fl ssn6 (no reprim ibles), el promotor

presenta los rasgos característicos del gen SUC2 desreprimido más 

acentuados que en una cepa salvaje en dicho estado.
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Estos resultados corroboran la relación en tre  los mecanismos de 

activación transcripcional y  la organización cromatínica del promotor del 

gen SUC2.

Los estudios teóricos realizados sobre la organización cromatínica 

del flanco 3' del gen SUC2 permiten postular que una localización 

estocástica de los nucleosomas dependiente de dos posicionadores es la 

causa principal del posicionamiento de nucleosomas en dicha región. Este 

mecanismo ha resultado confirmado mediante la construcción de 

deleciones de dicha zona que demuestran la influencia de los dos sitios 

hipersensibles a nucleasas que la flanquean sobre el posicionamiento de 

los nucleosomas localizados en tre  ellos. La eliminación del sitio 

hipersensible lejano conduce a una e stru c tu ra  muy similar a la obtenida 

con la predicción teórica para  un sólo posicinador, manteniéndose el 

posicionamiento de los nucleosomas adyacentes a él. La eliminación de 

ambos sitios hipersensibles conduce a la pérdida completa del posiciona­

miento .

Respecto a los cambios estructu rales que ocurren en el flanco 3’ 

del gen SUC2, se ha comprobado, mediante el estudio de los mutantes 

reguladores, su dependencia no sólo de la concentración de glucosa sino 

también de los genes SNF y  SSN.

La e s tru c tu ra  de la cromatina del flanco 3’ del gen SUC2 en el 

mutante sn fl coincide con la del gen SUC2 en estado reprimido, en los 

mutantes ssn6 y  sn fl ssn6 coincide con la del gen desreprimido y en el 

mutante snf2 m uestra cambios no tan  evidentes como en una cepa salvaje.
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La posible relación de la zona 3' del gen SUC2 con la transcripción 

del mismo sugerida por los resultados an te rio res , ha sido descartada 

mediante el análisis del efecto de deleciones. La eliminación del flanco 3' 

del gen SUC2 no tiene efecto ni sobre la expresión del mismo ni sobre la 

organización cromatínica de su promotor lo que descarta  su implicación en 

los procesos de regulación transcripcional.

La eliminación del promotor del gen SUC2 impide su transcripción 

pero no impide que el flanco 3’ del gen su fra  los cambios estructu rales 

habituales dependiendo de la concentración de glucosa. Este resultado 

descarta que los cambios estructu rales en el flanco 3* sean consecuencia 

de la transcripción del gen SUC2.

Descartada la relación de los cambios estructu rales del flanco 3’ del 

gen SUC2 con su proceso de transcripción se plantea, como hipótesis, 

que dicha región del flanco 31 constituya el promotor de un gen no 

descrito , localizado en posición 3' respecto al gen SUC2, y  regulado por 

glucosa mediante algún mecanismo en el que probablemente in tervendrían  

los genes SNF y SSN.
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