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ABREVIATURAS

-Bisacrilamida:
-BSA:
-DEPC:
-Dimetil-POPOP:
-DNasal:
-D.O.:
-DTT:
-EDTA:
-IPTG: ,
-kb:
-MNasa:
-mRNA:
-pb:
-PMSF:
-PPO:
-pl/v:
-PVP:
-RNA:
-RNasa:
-SDS:
-TCA:
-TEMED:
-Tris:
-v/v:

-X-Gal:

N, N' metilen-bis-acrilamida.
Seroalbiimina bovina.

Dietil pirocarbonato.
Dimetilo de 2,2'-p-fenilén-bis-(5-feniloxazol).
Desoxirribonucleasa I.

Densidad éptica.

Ditiotreitol.

Etilén diamino tetraacético, sal sédica.
Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido.

Kilo pares de bases.

Nucleasa de micrococo.

RNA mensajero.

Pares de bases.

Fluoruro de fenil-metan-sulfonilo.

2, 5-difeniloxazol.

Peso/volumen.

Polivinilpirrolidona.

Acido ribonucleico.

Ribonucleasa.

Dodecil sulfato sédico.

Acido tricloroacético.

N, N',N'-tetrametil etilén diamino.
Tris(hidroximetil)amino metano.

Volumen/volumen.

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido.
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INTRODUCCION



1. Consideraciones generales.

La comprensién de los mecanismos que gobiernan la regulacién de la
expresién génica en organismos eucariéticos es uno de los grandes objeti-
vos actuales de la investigacién en Biologia Molecular. El desarrollo de
las técnicas de DNA recombinante ha contribuido enormemente a la am-
pliacién de nuestros conocimientos sobre los elementos génicos implicados
no sélo en la codificacién de la informacién genética sino también en la
regulacién de su expresién de acuerdo con las necesidades fisiolégicas a
lo largo de la. vida de las células. Dichos elementos forman parte de lo
que se conoce como "promotor" de los genes, una regién del DNA locali-
zada normalmente delante de la regién codificante que contiene las se-
cuencias de reconocimiento necesarias ’para que la RNA polimerasa inicie
correctamente la transcripcién del mRNA asi como las secuencias regula-
doras a las que se unen los factores activadores o represores responsa-

bles de la expresién regulada del gen.

En organismos eucariéticos, el material genético, el DNA, se en-
cuentra confinado en el nicleo celular gracias a su empaquetamiento en
una compleja estructura, denominada cromatina, de la que también forman
parte proteinas, fundamentalmente histonas, y probablemente RNA (Igo-
Kemenes et al., 1982; Kornberg, 1977). La cromatina permite una enorme
reduccién de la longitud del DNA debido al alto grado de compactacién
gue se 'consigue en los sucesivos niveles de organizacién que conducen a
la estructura de los cromosomas (Kornberg, 1974, 1977; Finch y Klug,
1976; McGhee et al., 1983; Paulson y Laemmli, 1877). Sin embargo, esta
estructura parece incompatible con la necesidad de accesibilidad del DNA

en procesos como su replicacién o su transcripcién, lo que sugiere que la



cromatina debe ser una estructura dindmica lo suficientemente versatil
como para poder cumplir todas sus funciones. Esta versatilidad es un he-\
cho plenamente demostrado que ha llevado a distinguir entre cromatina
activa (o potencialmente activa) y cromatina inactiva en funcién de una
serie de caracteristicas distintivas que se refieren fundamentalmente a su
estructura pero que también parecen afectar a su composicién (Reeves,

1984).

2. Cromatina activa.

El estudio de los rasgos estructurales caracteristicos de 1a.'créma-
tina activa se ha abordado pfincipalmente mediante digestién con nuclea-
sas a la que es claramente mAas sensible que lla crofnatina inactiva (Igo-
Kemenes et al., 1982; Weisbrod, 1982; Reeves, 1984). El uso de ‘diferen-
tes nucleasas ha permitido detectar diferentes propiedades de la croma-
tina de manera que actualmente existe una serie de rasgos a los que se
presta especial atencién (Eissenberg et al., 1985). Un hecho ampliamente
difundido es la existencia de pequefios tramos de cromatina (50-400 pb)
con una especial sensibilidad a la DNasa I y normalmente asociados a ele-
meﬁtos reguladores, por lo que se han denominado sitios hipersénsibles y
se han relacionado con mecanismos de regulacién transcripcional (Eissen-
berg et al., 1985; Elgin, 1988). Fueron inicialmente descubiertos por Wu
en nicleos de células de Drosophila sometidas a choque térmico, asociados
a los promotores de los denominados genes "heat-shock" (Wu, 1980) pero
hoy se conoce su existencia en practicamente todos los genes eucariéticos
estudiados, tanto en células animales como en vegetales y hongos

(Eissenberg et al., 1985) y no sélo en promotores sino también en otras



localizaciones (Groudine y Weintraub, 1981; Khory y Gruss, 1983; Gluz-

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

Respecto a la naturaleza molecular de los sitios hipersensibles, se
piensa que son tramos de DNA desprovistos de nucleosomas (McGhee et
al., 1981) en los que en algunos casos se ha demostrado la unién de
proteinas especifiqas (Wu, 1984; Emerson y Felsenfeld, 1984). Por su
amplia distribucién. y por su asociacién con zonas implicadas en la
‘regulacién génica se les ha otorgado» un papel importante en el
reconocimiento por la maquinaria transcripcional y por las proteinas
reguladoras aunque es posible que intervengan en otros procesos
relacionados con el funcionamiento general del material genético puesto
que también se han encontrado en zonas no génicas como origenes de
replicacién (Fagrelius y Livingston, 1984) y centrémeros (Bloom y
Carbon, 1982).

Otra de las caracteristicas importantes de la cromatina, descubierta
mediante el uso de nucleasas, es la existencia de un posicionamiento de
los nucleosomas, entendiendo por posicionamiento la 1ocaliéaci6n precisa
con respecto a la secuencia de los nucleosomas sobre un DNA no
repetitivo (Van Holde, 1985). Su importancia reside en la posibilidad de
determinar la accesibiﬁdad de regiones reguladoras debido a un
posicionamiento estricto de los nucleosomas en zbnas adyacentes. El
estudio de las posiciones de los nucleosomas se aborda mediante digestién
de la cromatina con nucleasa de micrococo, que corta preferentemente en
el DNA espaciador entre nucleosomas, y utilizando la técnica del marcaje
terminal indirecto, puesta a punto por Wu (1980) para la localizacién de

sitios hipersénsibles a la DNasa I y adaptada por Nedospasov y Georgiev



(1980) para la localizacibn de puntos de corte de la nucleasa de

micrococo.

Se han encontrado nucleosomas posicionados en muchos casos (Wor-
cel et al., 1983; Wu, 1980; Szent-Gydrgyi et al., 1987; Almer et al.,
1986) y también variacibnes en el posicionamiento dependientes del estado

de actividad del gen (Young y Carroll, 1983; Almer et al, 1986).

Respecto a las causas moleculares del posicionamiento de los nucleo-
'somas se han planteado varias ﬁpétesis (Simpson, 1986). En algunos ca-
sos se ha encontrado una localizacién de los nucleosomas dependiente de
la secuencia de DNA (Drew y Calladine, 1981; Mengeritsky y Trifonov,
1983) mientras que en otros, y de forma no excluyente, resulta de la .
existencia de proteinas especificas ‘que, de forma indirecta, obligan a los
nucleosomas a situarse fuera de ciertas regiones del DNA por un meca-
nismo estocistico (Kornberg y Stryer, 1988). Mis recientemente se ha
postu}ado un tercer mecanismo dependiente de la formacién de estructuras
de orden superior en ciertas regiones de la cromatina y no excluyenté

con los dos anteriores (Thoma y Zatchej, 1988).

Es ficil imaginar la importancia que la estructura de la cromatina
debe tener en zonas del genoma donde existe un continuo recambio de
factores proteicos unidos al DNA, como es el caso de los promotores. La
unién de estas proteinas no sélo depende de la estructura de la croma-
tina, como determinante de la accesibilidad del DNA, sino que ademis in-
fluye en dicha estructura. Esto conduce a una relacién entre la estruc-
tura y la funcién en la cromatina que ha sido y es ampliamente estudiada
gracias a la posibilidad de investigar dicha relacién en genes concretos.

Este tipo de estudios requiere la disponibilidad de sondas de esos ge-



nes, un buen conocimiento de los mismos y la eleccién de un sistema de
trabajo' facilmente manipulable. Desde este punto de vista, la levadura

Saccharomyces cerevisiae constituye, sin lugar a dudas, un organismo

idéneo debido al bt;en conocimiento de su genética y a la facilidad de
transformacién con DNAs exégenos (Pérez-Ortin et al, 1989). Ademss,
presenta una elevada tasa de transcripcién y su genoma se organiza en
una cromatina tipica, con nucleosomas de 160?165 pb de tamafio promedio
(Nelson et al., 1977), a pesar de estar, en general, menos condensada
que la de_eucariotas superiores (Franco y Lépez-Brafia, 1978; Lee et al.,
1982). Este hecho se ha relacionado con su elevada tasa de transcripcién
(Lohr y Ide, 1979) y también con la carencia de histona Hl y, por tanto,
de particulas tipo cromatosoma (Szent-Gyorgyi y Isenberg, 1983). Los
rasgos estructurales de la cromatina antes mencionados son también ca-
racteristicos de la cromatina de levadura que ademas presenta otras ca-
racteristicas tipicas de eucariotas a pesar de su lejania evolutiva con eu-
cariotas superiores. En este sentido es especialmente llamativa la similitud
en los mecanismos de regulacién de la transcripcién que se refleja en una
casi completa equivalencia de los elementos caracteristicos de los promoto-
res de levadura (Struhl, 1987) con los de eucariotas superiores (Stanway

et al., 1987; Guarente, 1988).

Una buena prueba de las ventajas que ofrece la levadura como mo-
delo de organismo eucariftico para el estudio de la relacién estruc-
tura/funcién en la cromatina es la enorme cantidad de datos obtenidos a
partir de trabajos realizados con muchos de sus genes. De especial inte-
rés son los realizados con genes de actividad transcripcional regulable
segin las caracteristicas del medio de cultivo, debido a la facilidad de

control del estado funcional y de correlacién con la estructura cromatinica



encontrada. Trabajos de este tipo han puesto de manifiesto que también
en la mayoria de los genes de levadura existen sitios hipersensibles a la
DNasa I asociados a las reg'ibnes de los promotores responsables de la
regulacién transcripcional. Estos sitios hipersensibles localizados en el
promotor de los genes suelen sufrir cambios estructurales durante el pro-
ceso de activacién (Lohr y Hopper, 1985; Almer et al., 1986; Pérez-Ortin
et al., 1986a) que normalmente van acompafiados de una alteracién en el
posicionamiento de los nucleosomas adyacentes que pueden incluso desa-
parecer, como se ha demostrado en los genes PHO5 (Almer et al., 1986)

y TDH3 (Paulovic y Hérz, 1988).

3. El gen SUC2 de Saccharomyces cerevisiae.

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

Pertenece a una familia de genes, denominados genes SUC, que codifican
la B-fructofuranosidasa o invertasa, enzima cuya actividad hidrolitica so-
bre la sacarosa permite a las levaduras utilizar dicho disacdrido como

fuente de carbono. Existen, en Saccharomyces, dos formas de invertasa.

Una de ellas, mayoritaria, es una manoproteina de secrecién cuya pro-
duccién estd regulada por la coﬁcentracién de glucosa de manera que a
altas concentraciones se reprime su sintesis (Gascén y Lampen, 1968). La
otra forma de la invertasa, minoritaria e intracelular, no estid controlada
por la concentracién de glucosa (Gascén y Lampen, 1968) y su funcién es
desconocida puesto que no existe sacarosa en el‘interior de las células de

levadura (De la Fuente y Sols, 1962).

Ambas formas de la invertasa son codificadas por todos los genes
de la familia SUC de la que se han descrito 6 loci distintos: SUC1-5 y

SUCT (Carlson et al, 1980). Diferentes cepas de levadura pueden poseer



cero, uno o varios alelos SUC*. Las cepas que no poseen alelos SUC*
en ninguno de los 6 loci son denominadas suc® (Carlson et al., 1985).
Sélo el alelo suc2® corresponde a un gen mutante mientras que los demés
alelos suc® carecen de secuencias de DNA homélogas a los alelos SUC
(Carlson y Botstein, 1983). Esto ultimo, junto con el hecho de que el
gen SUC2 es el tnico que nunca coexiste con alguno de los otros alelos,
ha llevado a proponer que la familia de genes SUC deriva de un gen
SUC2 original que, por reordenaciones cromosémicas, se ha desplazado a

otras localizaciones del genoma (Carlson et al., 1985).

Todos los genes SUC presentan alta homologia de secuencia en la
regién codificante y en sus flancos aunque en el gen SUC2 se limita a las
regiones codificante y reguladoras (Sarokin y Carlson, 1985; Carlson et
al., 1985; Hohmann y Gozalbo, 1988). A pésar de esta homologia, los ni-
veles transcripcionales de los 6 genes SUC muestran una clara variacién
siendo SUC1 el que presenta mayor grado de desrepresién de la sintesis
de invertasa a bajas concentraciones de glucosa (Del Castillo y Zimmer-

mann, 1987).

El gen SUC2 es el mids estudiado de la familia SUC. Con'10. se mues-
tra en la Figura 1, posee dos inicios de transcripcién alternativos que
permiten la transcripcién de dos mRNAs de 1.8 y 1.9 ’kb (Carlson y
Botstein, 1982).El mRNA de 1.8 kb codifica la invertasa intracelular y el
de 1.9 kb la invertasa de secrecién ya que posee una secuencia codifi-
cante para el péptido sefial (Carlson et al., 1983). Se han identificado
los elementos componentes del promotor. La caja TATA se localiza entre
-124 y -133 y existe una regién reguladora, situada entre -500 y -418,

responsable de la capacidad de desrepresion de la sintesis de invertasa a



¢ mRNA 1.9 Kb

* mRNA 1.8 Kb
proteln

Figura 1. Mapa esquematico del gen SUC2.

Con una linea delgada se representa esquematicamente el DNA
cuya direccién de transcripcién es de izquierda a derecha.
Las dianas de restriccidén méds significativas se representan
mediante barras verticales. E: EcoRI; H: HindlII; X: Xbal; K:
Kpnl. Las cajas rectangulares representan las secuencias
reguladoras y la linea mas gruesa representa la zona del gen
que se transcribe a RNA. En la parte inferior, las 3 lineas
representan los 2 posibles transcritos y 1la 2zona que se
traduce a proteina.



bajas concentraciones de glucosa (Sarokin y Carlson, 1984). Ambos ele-
mentos son imprescindibles para la sintesis regulada de la invertasa de
secrecién pero ninguno afecta a la sintesis del mRNA de 1.8 kb cuya re-
gulacién seria independiente de la del mRNA de 1.9 kb (Perlman et al.,
1984).

La sintesis de la invertasa de secrecién estd sujeta a una regula-
cién compleja gue resulta de la superposicién del mecanismo general de
represién por glucosa y un mecanismo especifico de desrepresién a bajas
concentraciones de glucosa (Enﬁan, 1986 3 Neigeborn y. Carlson, 1987).
Se han identificado mutantes constitutivos para la éintesis de invertasa
que parecen estar implicados en el primero de estos mecanismos (Entian y
Zimmermann, 1980). Mutaciones en los _genes @ll (también

denominado HXK2, GIR1), HEX2 (REG1l) y CATS80 impiden la represién

por glucosa y se ha sugerido que podrian tener una funcién informadora
de los niveles de glucosa para otros genes implicados en mecanismos

especificos de regulacién (Neigeborn y Carlson, 1987).

Respecto a la desrepresi6én especifica, se conocen dos familias de
genes implicadas en la regulacién del gen SUC2. Los genes SNF son ne-
cesarios para la desrepresién del gen SUC2 en ausencia de glucosa (Nei-
geborn y Carlson, 1984). Se han identificado los productos génicos de
varios de ellos y se ha encontrado que el gen SNF1 (CAT1, CCR1)
codifica una protein-quinasa (Celenza y Carlson, 19868) cuya expresién no
estd regulada por glucosa (Celenza y Carlson, 1984) mientras que SNF3 |
interviene en procesos de transporte de alta afinidad de la glucosa
(Bisson et al., 1987) y estd regulado por la concentracién de glucosa

(Neigeborn et al., 1986). Los genes SNF2 y SNF5 parecen ser factores




generales de transcripcién puesto que también son necesarios para la
expresién de otros genes no sujetos a regulacién por glucosa (Abrams et

al., 1986).

Los genes SSN estdn implicados en la regulacién negativa de la ex-
presién del gen SUC2 puesto que mutaciones en dichos genes suprimen
los efectos de mutaciones snf (Carlson et al., 1984). Aunque se conocen
varios miembros de la familia no se sabe con certeza cudl es su papel en
.la regulacién. Se ha postulado que el prodﬁcto del gen SSN6 podria ser
la diana de la protein-quinasa SNF1 o bien ser una fosfatasa de accién
antagénica (Schultz y Carlson, 1987). Las xﬂutaciones en el gen SSN20

suprimen los efectos de mutaciones snf2, snf5 y snf6 asi como de delecio-

nes en la regién reguladora presente en el promotor del gen SUC2 por lo
que se ha propuesto que debe codificar alguna proteina de papel general

en procesos de transcripcién (Neigeborn et al., 1987).

También se conoce la estructura cromatinica del gen SUC2 y de sus
flancos determinada mediante digestiones con DNasa I y MNasa (Pérez-
Ortin et_al., 1986a, 1987).El gen posee varios sitios hipersensibles a la
DNasa 1 localizados en la regién del promotor. Una zona hipersensible,
compuesta de 3 sitios, se localiza sobre la regién reguladora localizada
entre -418 y -500 y existen dos sitios hipersensibles flanqueando a la
caja TATA. Ademis hay un sitio hipersensible en el flanco 3', justo al
final de la zona transcribible, y otro més lejano a aproximadamente 4390

pb desde el inicio de la transcripcién (Pérez-Ortin et al., 1986a).

Respecto a la localizacién de los nucleosomas se han encontrado di-
ferentes grados de posicionamiento en las diferentes zonas del gen. En el

flanco 3', sobre una zona de aproximadamente 2 kb comprendida entre los

10



dos sitios hipersensibles a la DNasa I antes mencionados, se han encon-
trado nucleosomas perfectamente posicionados. También en el promotor
existen 4 nucleosomas en posiciones fijas mientras que en la regién codi-
ficante los 11 nucleosomas que la ocupan presentan unas posiciones pre-

ferentes aunque no totalmente estrictas (Pérez-Ortin et al., 1987).

La estructura gromatinica descrita sufre cambios, en algunos casos
muy significativos, cuando el gen se desreprime. La regién codificante
‘adopta una conformacién méis abierta que se traduce en una mayor sensi-
bilidad a la DNasa I (Pérez-Ortiﬁ et al., 1986a) y en una deslocalizacién
de los nucleosomas (Pérez-Ortin et al., 1987). En el promotor es donde
los cambios son mAs importantes observandose una redistribucién de la
hipersensibilidad a la DNasa I y una posible pérdida de nucleosomas
adyacentes. Estos cambios en el promotor deben ser consecuencia de va-
riaciones en la interaccién de las proteinas reguladoras (Pérez-Ortin et

al., 1987).

También se observan cambios importantes en ei flanco 3' del gen
qgue afectan a una pequefia zona central en el largo tramo de nucleosomas
posicionados. Estos cambios consisten en variaciones en el patrén de
proteccién del DNA frente al ataque por la MNasa que produce cortes con
un espaciado incompatible con el tamafio nucleosomal. La relaciéon de esta
zona de la cromatina con la actividad del gen no esti clara pero se ha
postulado su posible implicacién en procesos de regulacién por mecanismos
relacionados con la superestructura adoptada por la cromatina en la re-

gién del gen SUC2 (Pérez-Ortin et al., 1987).

La Figura 2 muestra un modelo de la organizacién cromatinica del

gen SUC2 y de los cambios dependientes del estado transcripcional que
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ha sérvido de base al presente trabajo por lo que la nomenclatura

empleada se mantendra a lo largo del mismo.
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Figura 2. Modelo de 1la organizacién cromatinica del gen SUC2 y

sus flancos.

Debajo de 1la escala (+1 indica el inicio de transcripcién) se
muestra el modelo propuesto para la organizacién del gen
reprimido. Los numeros aradbigos indican puntos de corte de 1la
MNasa en DNAs espaciadores y los numeros romanos designan
nucleosomas posicionados. Las puntas de flecha indican sitios
hipersensibles a 1la DNasa I y 1la linea gruesa horizontal
indica el mRNA. Los circulos representan nucleosomas
posicionados. Los circulos 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
triangulos y los rectangulos representan nucleosomas
alterados o factores no nucleosomales que conducen a la
proteccién del DNA. Las areas rayadas indican regiones
especialmente protegidas en el estados activo. (Tomado de
Pérez-Ortin et al., 1987).



OBJETIVOS

El punto de partida del presente trabajo es un modelo de la

organizacién cromatinica del gen SUC2 de S. cerevisiae obtenido a partir

de una serie de estudios previos mediante digestiones con nucleasas
(Pérez-Ortin et al., 1987). Se plantea, como objetivo general, mejorar
dicho modelo profundizando en el estudio de sus regiones reguladoras y
de las causas determinantes de las estructuras encontradas en relacién

con la actividad transcripcional del gen.

Para cumplir estos objetivos se llevard a cabo un andlisis de alta
resolucién de la estructura de la cromatina del promotor del gen SUC2

utilizando una cepa de S. cerevisiae portadora del gen SUC2 clonado en

un plismido de alto nimero de copias.

A continuacién se estudiard la estructura de la cromatina del
promotor y del flanco 3' en diferentes cepas de levadura con mutaciones
en genes reguladores del gen SUC2 lo que permitirA una mejor
correlacién entre las estruéturas encontradas y la actividad

transcripcional.

El significado de los cambios estructurales que ocurren en el flanco
3' del geﬁ SUC2 se analizard mediante el estudio del efecto de deleciones.
Para ello se contruiran plismidos con deleciones en la regién promotora o
en el flanco 3' del gen SUC2 y se analizard, en cada uno de ellos, la
sintesis de mRNA y la estructura cromatinica del resto del gen. La
comparacién de ambos resultados permitird establecer si existe relacién
entre la transcripcién del gen y los cambios estructurales de la cromatina

del flanco 3'. Dichas deleciones permitirdn, ademis, investigar las causas
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de la peculiar estructura nucleosomal que presenta esa zona del genoma

de levadura.



MATERIAT.ES
Y
METODOS



1. Matériales .

1.1. Productos de especial interés.

Agarosa (Tipo I) Sigma
Agarosa (bajo punto fusién) BRL
Ampibilina Boehringer
Bisbeniimidazol Boehringer
BSA Tipo V Sigma

BSA (libre de nucleasas) Boehringer
Cloramfenicol Boehringer
dATP (a-*2?P) (3000Ci/mmol) Amersham
DEPC Sigma
DNA Ligasa del Fago T4 (1 u/pl) Boehringer
DNA polimerasa I (5 u/l) Amersham
DNasa I (DPFF 2300 u/mg) " Worthington
Endonucleasas de restriccién Boehringer
Filtros de nylon (Hybond-N) Amersham
Fosfatasa alcalina de timo de ternera

(especial Biologia Molecular, 1 u/pl) Boehringer
Glucosa oxidasa (grado II, 267 u/mg) Boehringer
IPTG Boehringer
Lisozima Boehringer
MNasa (15000 u/mg) Boehringer
Peroxidasa (grado II, 175 u/mg) Boehring'er
Proteinasa K Boehringer

RNasa A

Boehringer



Trifosfa;tos de deoxirribonucleosidos Boehringer
X-Gal Boehringer
Zimoliasa 100T Miles

B8-Glucuronidasa-Arilsulfatasa Boehringer

1.2. Medios de cultivo.

- Medios de cultivo pgra E. coli.
LB: Medio de Luria-Bertani (Maniatis et al., 1982)
Triptona 1% (p/Vv)
NaCl 1% (p/v)
Extracto de levadura 0.5% (p/v)

pH 7.5

- Medios de cultivo para S. cerevisiae.

YPG: Medio completo (Sherman et al., 1979)
Extracto de levadura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)

Glucosa 2% (p/v)
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YPG-LGM: Medio completo con baja concentracién de glucosa
(Carlson et al., 1981)

Extracto de levadura 1% (p/v)

Peptona 2% (p/v)

Glucosa 0.05% (p/v)
YMM: Medio minimo (Sherman ﬂ., 1979)

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

Glucosa 2% (p/v)

. Los medios sélidos se prepararon adicionando agar hasta el 1%

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

(p/v).

Los antibi6ticos se afiadieron a las siguientes concentraciones: am-

picilina 50 pg/ml, cloramfenicol 170 pg/ml y tetraciclina 15 pg/ml.

Los requerimientos para el cultivo de levaduras en medio minimo se

afiadieron a una concentracién de 80 pg/ml.

La temperatura de cultivo fue de 28°C para levaduras y de 37°C

para E. coli y en ambos casos se utilizé agitacién orbital.

Para la desrepresiéon de la sintesis de invertasa en levaduras se si-
guié el procedimiento de Carlson et al. (1981). Las células en fase expo-
nencial, crecidas en YPG o YMM segin la cepa, se recogieron en condi-

ciones de esterilidad y se transfirieron a YPG (condiciones de represién)
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o YPG-LGM (condiciones de desrepresién) y se mantuvieron a 28°C, con

agitacién' orbital, durante 2.5 horas.

1.3. Cepas y pliasmidos.

Cepa

E. coli
FB1009

E. coli
JMS83

E. coli
DH1

E. coli
XL1-Blue

S. cerevisiae
- SEY2101

S. cerevisiae

X2180-1A

S. cerevisiae

MCY1484

S. cerevisiae
MCY1250

S. cerevisiae
MCY1371

S. cerevisiae
MCY1324

Caracteristicas genotipicas

rec A", F', Tn 10 (Tet®)

' lac-proAB, lacZ M15

recA”, hsdr~, F~

recA~, hsdr-, F',
Tn 10(Tet®), lacIlgZ M15

a, ura3-52, leu2-3,112,
ade2-101, suc2-49

a, SUC2, mal0

a, lys2-80lam, ade2-10loc,
snfl-13, SUC2

a, lys2-801, ura3-52,
snf2::HIS3

a, his4-539am, ade2-10loc,
ssn6-1, SUC2

a, lys2-80lam, ssn6::URA3,
snfl-28

Procedencia

D. Ramén

J.M. Pardo

D. Ramén

Stratagene

S. Emr

R. Sentandreu

‘M. Carlson

M. Carlson

M. Carlson

M. Carlson




Plasmido Marcadores Ori. Replicacién Procedencia
PBR322 Ap®, Tc® PBR322 D. Ramén
pUC18 Ap*® PBR322 Pharmacia
PRB58 Ap®™, URA3, SUC2 PBR322, 2um R. Sentandreu
PSEY304 Ap®, URA3,_SuUC2 PBR322, 2um S. Emr
pSUC243 Ap®, Tc®, SUC2 PBR322 J. E. Pérez
pSUC213 Ap®, Tc® pBR322 J. E. Pérez
pSUC207 Ap®, Tc® pBR322 J. E. Pérez
pSUC330 , Ap*® . pBR322 Este trabajo
pSUC180 - Ap® pBR322 Este trabajo
PSUCA325 Ap™, URA3, SUC2 pBR322, 2um Este trabajo
pSUCA327 Ap®™, URA3, SUC2 pBR322, 2um Este trabajo
pSUCAS21 Ap®, URA3, SUC2 pBR322, 2um Este trabajo

2. Preparacién del material biolégico.

2.1. Construccién de pliasmidos.

2.1.1. Defosforilacién de extremos 5'@).

La defosforilacién de los extremos del vector de clonacién se rea-
liz6, cuando fue necesario, mediante tratamiento con fosfatasa alcalina se-
gin se describe en Maniatis et al. (1982). La mezcla de reaccién contenia
MgCl, 100 mM, ZnCl, 10 mM, espermidina 100 mM, Tris-HCl 50 mM pH
9.0, el DNA a defosforilar y 0.01 unidades de fosfatasa alcalina por pmol
de extremos 5{), en un volumen total de 50 pl. Se incubé a 37°C durante
30 min y, transcurrido ese tiempo, se afiadi6 nuevamente enzima en igual
cantidad y se incubé durante 30 min mis. La reaccién se detuvo afia-

diendo 40 wl de H,O bidestilada esteril, 5 ul de SDS al 10% (p/v) y 10 Wl
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de tampén STE 10x (STE= NaCl 0.1 M, EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM pH
8.0) y calentando a 68°C durante 10 min. Para eliminar la fosfatasa alca-
lina se extrajo dos vecesb con un volumen de fenol (fenol bidestilado esta-
bilizado con 8-hidroxiquinoleina al 0.1% (p/v) y saturado en Tris-HCl 10
mM pH 7.5), una vez con un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoami-
lico (25:24:1, v/v/v) y una vez con un volumen de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1, v/v). Se precipité el DNA con dos volimenes de etanol

a -20°C durante, al menos, 2 horas. El precipitado se recogié por cen-
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trifugacién a 12000xg durante 15 min, se lavé con etanol 70% (v/v) y se

secé a vacio.

2.1.2. Rellenado de extremos por el fragmento Klenow de la DNA polime-

rasa I.

La transformacién de extremos cohesivos generados por corte con
enzimas de restriccion en extremos romos se llevé a cabo por rellenado
con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 segﬁn se describe en

Maniatis et al. (1982).

" La reaccién se llevé a cabo en un volumen total de 25 pul en tampén
NTB (Tris-HCl 50 mM pH 7.2, MgSO, 10 mM, DTT 0.1 mM, BSA (libre
de nucleasas) 50 pg/ml) utilizando como precursores trifosfatos de deoxi-
rribonucleésidos a una concentracién 20 uM para cada uno de ellos y 1

unidad del enzima por pg de DNA.

La reaccién se realiz6 a temperatura ambiente durante 30 min y se
detuvo afiadiendo 5 pl de EDTA 100 mM. Para eliminar el enzima se ex-

trajo una vez con un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico

(25:24:1, v/v/v) y se precipité el DNA con dos volimenes de etanol a -



20°C durante,A al menos, 2 horas. El precipitado se recogié, se lavé y se

sec6 como se describe en el apartado anterior.
2.1.3. Reaccién de ligamiento.

Las mezclas de ligamiento se prepararon con cantidades de los
DNAs a ligar dependientes de las caracteristicas concretas de los mismos
y en presencia de MgCl, 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1 mM, Tris-HCI 20 mM
pH 7.5. El volumen t;)tal de reaccién fue, como méximo, de 20 pl y se
usaron 1 unidad de DNA ligasa del fago T4 para ligamiento de extremos
cohesivos y 5 unidades para ligamiento de extremos romos. La reaccién se
llevé a cabo durante 2-4 horas a temperatura ambiente y se guardd a 4°C

hasta el momento de su utilizaciéon.

2.2. Transformacién de E. coli.

Se utilizé6 el método descrito por Hanahan (1983). Se inocularon 5
ml de un precultivo de la cepa seleccionada en medio LB realizado du-

rante la noche anterior en 100 ml de LB fresco.

Se cultivaron las células a 37°C hasta que la D.0O. a 550 nm del
medio de cultivo fue de aproximadamente 0.5. Se enfrié' el matraz sobre
hielo, se pas6é el medio a tubos estériles y se centrifugé en frio a 2500
rpm durante 5 min. Las células se resuspendieron en 30 ml de tampdén
TfBI (RbCl 100 mM, MnCl, 50 mM, acetato potisico 30 mM, CaCl; 10
mM, glicerol 15% (v/v) pH 5.8 ajustado con é&cido acético 0.2 M). Se
mantuvieron las células en dicho tampén a 4°C durante tiempos 6ptimos
previamente determinados para cada cepa y se volvieron a recoger en las
condiciones antes indicadas. Las células se resuspendieron en 4 ml de

tampén TfBII (MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl; 75 mM, glicerol 15%
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(v/v) pH 7.0 ajustado con NaOH) y se separaron 20 alicuotas de 200 pl.
Las células se congelaron a -80°C (en ese estado pueden conservarse du-

rante meses sin que pierdan su estado de competencia).

En el momento de realizar una transformacién, se descongelé una
de esas alicuotas a 4°C y se mantuvo sobre hielo durante 10 min. Se
afiadi6 el DNA plasmidico (normalmente una mezcla de ligamiento) y se
volvié a incubar en hielo durante 20 min. Se provocé entonces un choque
térmico incubando a 42°C durante 90 s y pasando nuevamente a hielo du-
rante 2 min. Se afiadieron 0.8 ml de medio LB y se incpbé 1h a 37°C sin

agitacién.

A continuacién se sembraron placas de LB sélido, suplementado con
los antibidticos adecuados para la seleccién, con 200 il del medio ligquido
mediante un asa de Digralsky. Las placas se incubaron a 37°C durante
una noche y se seleccionaron algunas colonias transformantes al azar para
la verificacién de la transformacién. Paralelamente se llevaron a cabo
controles de viabilidad y de reversién. Para conocer el nimero de viables
se sembraron placas de LB sélido sin antibi6ticos y para conocer el ni-
mero de revertienteé se sembraron placas de LB sélido mas antibiéticos
con células no transformadas. Ambos controles fueron habitualmente sa-
tisfactorios obteniendose una viabilidad del orden de 10° células/ml y

ausencia de revertientes.

2.3. Aislamiento de pliasmidos.

Se utilizaron dos procedimientos alternativos, el primero para el
aislamiento en pequefia escala con fines analiticos; y el segundo para el

aislamiento de plidsmidos en gran escala con fines preparativos. Ambos
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estin basados en el procedimiento descrito originalmente por Birnboim y

Doly (1979).

Para el aislamiento rdpido de pliasmidos en pequeifia escala se siguié
el procedimiento descrito en Silhavy et al. (1984) con ligeras modificacio-
nes (Pérez-Ortin et al., 1986). Se sembraron matraces de 100 ml con 10
ml de medio de cultivo LB suplementado con' los antibiéticos oportunos,
en funcién de las resistencias que llevara la cepa bacteriana utilizada.
Los cultivos se incubaron ‘a 37°C con agitacién durante la noche. Al dia
siguiente se recogieron las células por centrifugacién a 1500xg 10 min y
se resuspendieron en 0.4 ml de disolucién de lisozima (glucosa 50 mM,
EDTA 10 mM, Tris-HCl 25 mM, pH 8, lisozima 5 mg/ml). La suspensién
se pasé a dos tubos eppendorf de 1.5 ml y se incubé sobre hielo durante
5 min. Transcurrido este tiempo se adicionaron 0.4 ml de disolucién
NaOH-SDS (NaOH 0.2 N, SDS 1% (p/v)) por tubo y se agitaron en un
vortex hasta que la disolucién quedé translﬁcida,' incubdndolos a conti-
nuacién 5 min en hielo. Posteriormente se adicionaron 0.3 ml de acetato
potdsico 5 M pH 4.8 por tubo y se mantuvieron 10 min sobre hielo. El
precipitado resultante se eliminé por centrifugacién a 12000xg 10 min. De
cada sobrenadante se recogieron 0.75 ml que se pasaron a otro tubo
eppendorf de 1.5 ml, donde se precipité el DNA plasmidico con 0.6 voli-

menes de isopropanol por el procedimiento habitual .

Para el aislamiento preparativo de plismidos se utiliz6 un procedi-
miento ligerafnente distinto, similar al descrito en Maniatis et al. (1982).
Se réalizé un precultivo de la cepa de E. coli apropiada en medio LB
(suplementado con los antibi6ticos oportunos) durante la noche. Al dfa

sig;uiente se inocularon 2.5 ml de este precultivo en un matraz de 1 1 con
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500 ml del mismo medio y se incubdé a 37°C con agitacién hasta que la
D.O. a 600 nm fue de 0.4. En este momento se adicioné cloramfenicol
(2.5 ml de una disolucién 34 mg/ml en etanol) o espectinomicina (0.5 ml
de una suspensién 300 mg/ml en H,0), dependiendo de si el pldsmido
contenia, o no, respectivamente, resistencia al cloramfenicol, y se incubé
con agitacién a 37°C durante 12-16 h. Rutinariamente se comprobé que
durante este periodo no se producia un crecimiento del cultivo. Al cabo
de este tiempo se recogieron las éélulas por centrifugacién a 1500xg 10
min en botes estérile_s de 250 ml y se resuspendieron en 10 ml de disolu-
cién de lisozima.- Se incubaron en esta disolucién 5 min a temperatura
ambiente y se afiadieron 20 ml de la disolucién de NaOH-SDS. Después de
mezclar bien las disoluciones se incubaron 10 min a 0°C. A continuacién
se afiadieron 15 ml de acetato potasico 5 M pH 4.8 y se incubé 10 min a
0°C. El precipitado se eliminé por centrifugacién a 30000xg 30 min. El
sobrenadante se distribuyé en cuatro tubos de vidrio Corex de 30 ml sili-
conizados y se extrajo 2-3 veces con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1). La fase acuosa se precipité con 2 volimenes de etanol a -20°C
durante 1-2 horas. El precipitado se recogié y lavé como se ha descrito
;anteriormente. El sedimento seco se disolvié en 5 ml de tampén TE (Tris-
HCl1 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM) y se digiri6 con RNasa A (20 pg/ml)
durante 30 min a 37°C. Posteriormente se afiadi6 SDS hasta el 1% (p/v) ¥y
proteinasa K. hasta 100 pg/ml y se incubé otros 30 min a 37°C. Final-
mente se extrajo una vez con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1), una vez con cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se precipité
con alcohol. El precipitado se recogié, lavé y secé en las condiciones
descritas anteriormente y se disolvié en la caﬁtidad apropiada de tampén

TE. La cantidad de plidsmido obtenido se calculé a partir de su A.go-



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

(apartado 4.1).

2.4. Transformaciéon de levaduras.

Para la transformacién de S. cerevisiae se siguié el método descrito

por Ito et al. (1983).
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Un matraz de 500 ml con 200 ml de YPG se inocul6é con 1 ml de un ,

precultivo en fase estacionaria de crecimiento de la cepa a transformar y
se incubé a 28°C, con agitacién hasta una D.O. a 600 nm de aproximada-
mente 1 (1-2 x 107 células/ml). Se recogieron las células de 10 ml del
.cultivo centrifugando a 2500 rpm 5 min en un tubo estéril y se lavaron
una vez con 20 ml de agua destilada estéril y. una vez con 20 ml de tam-
pén TE-LiOAc (Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM, acetato de litio 0.1
M). Tras los lavados las- células se resuspendieron en 0.1 ml del mismo
tampén y se mantuvieron durante 1 h a 30°C con agitacién. A continua-
cién se afiadieron 50 ug de DNA de esperma de salmén y el DNA plasmi-
dico disuelto en 10 pl de tampén TE y se dejé en reposo a 30°C durante
30 min. Transcurrido ese tiempo se afiadieron 0.7 ml de tampén TE-
LiOAc+PEG 4000 40% (p/v) y se incubé 1h mas a 30°C. Se provocé enton-
ces un choque térmico, pasando las células a un bafioc a 42°C durante 5
min, tras el cual se recogieron a 2500 rpm 5 min. Finalmente se resus-
pendieron en 0.8 ml de H,O destilada estéril y se sembraron alicuotas de
0.2 ml mediante un asa Digralsky sobre placas de YMM sélido con los
reuqerimientos adecuados segin la cepa y el plismido utilizados en cada

caso.
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Las placés se incubaron a 28°C durante 3 a 5 difas hasta la apari-
cién de transformantes. Se hicieron controles de viabilidad y de rever-
sién con una muestra paralela de células no transformadas y ambos fue-

ron, habitualmente, satisfactorios.

De forma indistinta se utiliz6, en las primeras fases del trabajo, el
procedimiento descrito por Hinnen et al. (1978) para. la transformacién de
protoplastos de levadura pero la sencillez del método previamente descrito

llevé a su utilizacién en etapas posteriores.

2.5. Obtencién de protoplastos de levadura.

La obtencién de protoplastos a partir de células de levadura en
fase exponencial de crecimiento se realiz6 mediante el empleo del prepa-
rado enzimAtico Zimoliasa 100T. Las células se recogieron por centrifuga-
(;ién y se lavaron dos veces con H,O degtilada fria y una vez con medio
de pretratamiento: Tris-HCl 0.1 M, EDTA 5 mM, B-mercaptoetanol 75 mM,
pH 8.0. Posteriormente se resuspendieron en diez volimenes de este
mismo medio y se incubaron 30 min a 4°C. Al cabo de este “tiempo las
células se recogieron por centrifugaciéon y se lavaron una vez con medio
de incubacién: sorbitol 1.1 M, fosfato s6dico 24 mM, pH 65 Una vez la-
vadas se resuspendieron en este mismo medio a una concentracién de 0.2
g de ‘célulaslml y se adicionaron 0.5 mg de Zimoliasa 100T por gramo de
células, incubidndose a 37°C durante 30-60 min con agitacién suave. La
formacién de protoplastos se sigui6 mediante observacién microscépica y

por el descenso de Agoo en SDS 1% (p/v).




2.6. Obtencién de nicleos de levadura.

Se siguié un procedimiento basado en un método descrito por Win-
tersberger et al. (1973). Los protoplastos de levadura se lavaron dos ve-
ces con el medio de incubacién y se resuspendieron con ayuda de homo-
genizador Potter-Elvehjem en 5 volimenes de medio de lisis: Ficoll 400
18% (p/v), MgC-I2 0.5 mM, PMSF 0.7 mM, fosfato sédico 20 mM, pH 6.8.
Este medio no estabiliza osméticamente losb protoplastos que se lisan. El
lisado se centrifug6 a 3000xg 5 min y se descart6 el sedimento, que con-
tiene las células enteras. El sobrenadante se centrifugé a 30000xg 20 min
para sedimentar los nicleos. El sedimento se recogié y se lavé una vez
con glicerol 20% (v/v), PVP 5% (p/v), en las mismas condiciones de cen-
trifugacién. El sedimento constituye una fraccién nuclear cruda, util para

las siguientes experiencias.

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

Las digestiones con MNasa y con DNasa I se realizaron habitual-
mente sobre protoplastos obtenidos como se indica en el apartado 2.5
aunque en determinados casos fue necesario recurrir a la purificacién de
nicleos para obtener unas muestras de calidad adecuada. Tanto si se
partia de protoplastos como si se partia de nicleos, la muestra se resus-
pendi6 en medio de digestin RSB: CaCl, 1 mM, MgCl, 3 mM, NaCl 10
mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7.5, a una concentracién de 0.1-0.25 mg/ml (en
DNA). Las muestras se atemperaron a 37°C y se afiadi6 la nucleasa en
cantidades variables, de 0.2 a 100 u/mg de DNA para la DNasa I y de 10
a 2500 u/mg de DNA para la MNasa y se incubaron durante los tiempos

indicados a 37°C. La reacci6n se paré afiadiendo EDTA hasta 10 mM y
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sumergiendo las muestras en bafio de hielo. Posteriormente se aislé el

DNA de las muestras como se describird a continuacién.

La MNasa se disolvié en H,O destilada a 15 u/pl, se dividié en ali-
cuotas y se guardé a -20°C. La DNasa I se guardé en glicerol 50% (a 0.2
u/pl) también a -20°C. En ambos casos antes de ser utilizadas se ensaya-
ron mediante efecto hipercrémico para comprobar el mantenimiento de su

actividad original.

Las digestiones de DNA desnudo se realizaron en las mismas condi-
ciones pero con concentraciones menores de nucleasas: de 0.5 a 20 u/mg

de DNA para la MNasa y de 0.001 a 2 u/mg de DNA para la DNasa I.

Tras la digestién, las muestras de cromatina se hicieron 1% (p/v)
en SDS, se adicioné proteinasa K hasta 100 pg/ml y se digirieron a tem-
peratura ambiente durante la noche. Una vez digeridas se extrajeron con
1 volumen de fenol varias veces hasta que no se dbservé material en la
interfase, una vez con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1,

v/v/v) y una vez con cloroformo/alcohol isoamilico (24:1, v/v).

Para precipitar con alcohol el DNA, las muestras se hicieron, al
menos, 0.3 M en acetato sédico, si no contenian ya suficiente concentra-
cién de sales, y se precipitaron con 2 volimenes de etanol o 0.6 volime-
nes de isopropanol, a -20°C, durante al menos dos horas. Los precipita-
dos se recogieron por centrifugacién a 12000xg 15 min, se lavaron con
etanol 70% (v/v) y se secaron a vacio. Una vez secos se disolvieron en
tampén TE y se digirieron con RNasa A (tratada durante 15 min a 100°C

para inactivar las DNasas contaminantes) a 20 pg/ml, durante 1 h a
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37°C. El DNA se reprecipité con alcohol de la forma descrita anterior-

mente.

2.8. Extraccién de RNA total de levadura.

Para la extraccion de RNA total de levadura se siguié el procedi-
miento descrito por Sherman et al. (1986).Todo el material de vidrio y
plastico utilizado para la extraccién y almacenamiento dei RNA se esteri-
lizé en autoclave a 130°C durante 1 h. El H,O bidestilada y todas las di-
soluciones se tratarqn con DEPC al 0.1% y se esterilizaron en las mismas

condiciones.

Un matraz de 500 ml con 200 ml del medio de cultivo adecuado se

‘inoculé con 1 ml de un precultivo estacionario de la cepa escogida y se

incubé a 28°C con agitacién hasta una densidad de 2-4 x 107 células/ml.
El cultivo se pasé a botes de centrifuga previamente enfriados sobre hielo
y se centrifugé a 5000 rpm 5 min para recoger las células. Se resuspen-
dieron en 2.5 ml de tampén LETS (LiCl 0.1 M, EDTA 10 mM, SDS 0.2%
(p/v), Tris-HCl 10 mM pH 7.4) frio y se pasaron a un tubo Corex de 30
ml que contenia 11 g de perlas de vidrio de 0.4 mm de diametro y 3 ml
de fenol saturado en tampén LETS. Para romper las células, se agité du-
rante 6 periodos de 30 s alternados con periodos de 30 s en hielo y pos-
teriormente se centrifugé a 8000 rpm 5 min para separar las fases. La
fase acuosa se pasé a un nuevo tubo Corex de 30 ml y se extrajo dos
veces con 5 ml de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1, v/v/v) y
una vez con 5 ml de cloroformo/alcohol isoamﬂic§ (24:1, v/v). Final-
mente, la fase acuosa se precipité con 1 volumen de LiCl 5 M durante, al

menos, 3 h a -20°C.
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El RNA se recogié centrifugando a 12000 rpm 15 min, se lavé con
etanol 70% (v/v) y se secé a vacio. Se resuspendié en un volumen ade-
cuado de H;O estéril y se valoré espectrofotométricamente. El RNA se
precipité con 0.1 volimenes de acetato sédico 3 M pH 5.2 y 2 volimenes

de etanol a -20°C y se guardé precipitado.

3. Técnicas analiticas.

3.1. Valoracién de DNA y de proteinas.

El DNA se valoré en extractos crudos o una vez purificado me-
diante el método espectrofluorimétrico de Labarca y Paigen (1980). Este
método permite la cuantificacién del DNA en extractos crudos de levadura
.(Szent-Gyt'\rgyi y Isenberg, 1983) sin interferencias debidas al RNA. A
causa de la dependencia de la reaccién del i)isbenzimidazol con el DNA
con el porcentaje de A/T de éste, se debe utilizar DNA de levadura como
DNA patrén si se desean obtener valores absolutos de DNA. Sin em-
bargo, cuando lo que se desea es comparar la concentracién de DNA de
dos muestras, puede utilizarse como patrén DNA heterélogo, como el de
salmén. Los valores de concentracién de DNA asi obtenidos se refieren a

concentracion equivalente de DNA de salmén.

El ensayo se realiz6 mezclando 3 ml de tampén (NaCl 2 M, EDTA 2
mM, fosfato sédico 50 mM, pH 7.4) con 15 pl de una solucién 0.2 mg/ml
de bisbenzimidazol en H,O y hasta 20 pl de muestra. La fluorescencia se
midi6 con un espectrofluorimetro Perkin-Elmer MPH HHB a una longitud
de onda de exitacién de 356 nm y una longitud de onda de emisién de 458
nm. Los resultados de fluorescencia obtenidos se corrigieron restando el

valor de un blanco sin DNA, y se interpolaron en una curva patrén



construida con cantidades variables (entre 1 y 20 pg/ml) de DNA de sal-
mén. en algunos casos se determinaron cantidades de DNA entre 0.1 y 2
pg/ml utilizando el mismo ensayo pero con 2 ml de tampén y 1.5 pl de

solucién de bisbenzimidazol.

Las proteinas se valoraron con el método de Flores (1978). Los en-
sayos se realizaron mezclando 0.9 ml de reactivo (azul de bromofenol
0.0075% (p/v), etanol 15% (v/_v), écido acético 2.5% (v/v)), hasta 0.1 ml
de muestra y H,O en cantidad suficiente para completar 1 ml. El color
azul desarrollado por las muestras se ley6 a 610 nm, y los valores de ab-
sorbancia obtenidos se interpolaron en una curva patrén obtem'da con
BSA (entre 10 y 100 pg/ml). Los valores de cantidad de proteinas se re-

fieren pues a cantidad equivalente de BSA .

3.2. Valoraciéon de la actividad invertasa.

Se han empleado dos formas de valoracién de la actividad invertasa
en células de levadura: una a partir de extractos celulares crudos y otra

a partir de células enteras.

Cuando se siguié el primer procedimiento, la obtencién de extractos
crudos de células se realiz6 segiin el método descrito por Carlson et al.
(1981), con ligeras modificaciones. Las células de levadura en estado de
represiéon o de desrepresién de la sintesis de invertasa, se recogieron en
fase logaritimica de crecimiento y se lavaron con tampén fosfato sédico 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 vidrio de 10x150 mm. Las células se
descongelaron con 100 pl del mismo tampén a 4°C y se afiadieron perlas

de vidrio de 0.45-0.50 mm de didmetro hasta el menisco. Las células se
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rompieron por agitacién durante cinco periodos de 15 s a 4°C. Las célu-
las enteras y restos celulares se eliminaron por centrifugacién en estos

mismos tubos 5 min a 3000xg.

Los sobrenadantes se utilizaron para ensayar la actividad invertasa
segin se describe en Goldstein y Lampen (1975), con algunas modifica-
ciones (Celenza y Carlson, 1984). El ensayo consté de dos partes. En la
prjmera se llevé a cabo la reaccién de hidrélisis de la sacarosa, mez-
clando 50 ul de tampén acetato sédit_:o 0.2 M pH 5.1 con 25 ul de muestra
y 25 pl de sacarosa 0.5 M, e incubando 10 min a 37°C. La reaccién se

paré afiadiendo 100 pl de tampén fosfato potdsico 0.5 M, pH 7 y' calen-
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tando a 100°C durante 3 min para inactivar la invertasa.' La segunda

parte del ensayo consisti6 en una valoracién de la glucosa pﬁoducida por
hidréliéis de la sacarosa. Para ello una vez atemperados los tubos a 37°C
se adicion6 1 ml de una solucién que contenia 84. ug/ml de glucosa oxi-
dasa, 10 pg/ml de peroxidasa, 38% (v/v) de glicerol, 0.3 mg/ml de O-
dianisidina, en tampén fosfato potisico 10 mM, pH 7, y se incubaron 20

min a 37°C. La reaccién se paré afiadiendo 1.5 ml de HCl 6 N.

En todos los casos se incluyé un blanco con sacarosa pero sin ex-
tracto enzimdtico para poder sustraer el color debido a la hidrélisis no
enzimitica de la sacarosa. Asi mismo se incluyeron 5 tubos con diferentes
cantidades de glucosa, entre 0 y 8x10"2 umoles, para construir una
curva patrén donde interpolar los valores de las muestras. Se leyé Asao

utilizando como blanco el tubo sin extracto enzimitico.

Otras alicuotas del extracto se usaron para cuantificar proteinas

por el método descrito en el apartado 3.1.



Como unidad de actividad enzimitica se utilizé6 la definida por
Goldstein y Lampen (1975). Una unidad es la cantidad de enzima que hi-
droliza 1 pmol de sacarosa, o produce un pmol de glucosa, por minuto en
las condiciones del ensayo. La actividad especifica se expresé en unida-

des por mg de proteina.

Para el ensayo sobre células enteras se siguié el procedimiento des-
crito por Celenza y Carlson (1984). Tras recoger las células de los culti-
vos por centrifugacién se congelaron a -20°C y posteriormente se lavaron
2 veces con un volumen abundante de azida sédica 10 mM fria y se re-
suspendieron en H,O destilada a una concentracién de aproximadamente
100 mg/ml. A partir de este punto el ensayo de actividad enzimitica se
realiz6 de la misma manera que con extractos crudos y la actividad se
expres6, en este caso, en pmoles de sacarosa hidfolizada por min y por

100 mg de células.

El empleo de los dos métodos descritos se debi6 a la necesidad de
datos comparables con la bibliografia en la que se pueden encontrar am-
bos tipos de determinacién de actividad invertasa para diferentes cepas

de levadura.

3.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Se utilizé el método de electroforesis en gel de agarosa sumergido
descrito en Maniatis et al. (1982). Se utilizaron geles de diferentes con-
centraciones de agarosa (entre el 0.8 y el 2% (p/v)) en tampén TBE:
Tris 0.089 M, Acido bérico 0.089 M, EDTA 2 mM, pH 8.3. Las electrofo-
resis se realizaron en el mismo tampén a 4°C y 5 V/cm. Como disolvente

de las muestras se utilizé el mismo tampén suplementado 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 tifieron con bromuro de etidio (1 pg/ml en TBE) du-
rante 30 min y se destifieron en TBE durante otros 30 min. Una vez
destefiidos se fotografiaron utilizando un transiluminador ultravioleta a
360 nm y una cdémara Polaroid MP4, cargada con negativos Agfapan 200
profesional de 9x12 cm, a través de un filtro ultravi_oleta convencional y

un filtro Kodak Wratten n° 22.

3.4. Electroforesis- de RNA en geles de agarosa desnaturalizantes.

Las electroforesis de RNA se realizaron en geles de agarosa con
formaldehido segin se describe en Maniati.s et al. (1982). La agarosa se
fundié6 en H,O con DEPC al 0.1% (v/v) y se esterilizé6 en autoclave. Una
vez fundida y esterilizada se afiadieron los volimenes adecuados de tam-
pén de electroforesis 5x (MOPS 0.2 M pH 7.0, acetato s6dico 50 mM,
EDTA 5 mM pH 8.0) y de formaldehido para lograr concentraciones 1x y

2.2 M, respectivame:nte.

Las muestras se prepararon mezclando el RNA disuelto en H,O es-
téril (hasta 20 pg dle RNA en un volumen de 4.5 pl) con 2 wl del tampén
de electroforesis 5x:, 3.5 pl de formaldehido y 10 pl de formamida desio-
nizada. Se incubaron a 55°C durante 15 min y se afiadieron 2 pl de di-
solventes de muestras esteril (glicerol 50% (v/v), EDTA 1 mM, azul de
bromofenol 0.4% (p//v), xilen cianol 0.4% (p/v)). La preparacién de las
muestras se realizé :siempre inmediatamente antes de la electroforesis, que
se desarroll6 en tampén de electroforesis 1x, a 4°C y a 5 V/cm durante

6-8 h.
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Tras la electroforesis, los geles se tifieron con BrEt 1 ug/ml en

H,O y se destifieron con H,0, con agitacién y durante, al menos, 1 h.

3.5. Electroforesis en poliacrilamida.

Se sigui6 el método de electroforesis vertical descrito en Maniatis et
al. (1982). Se utilizaron geles de 12x12x0.1 cm de concentraciones va-
riables entre el 5% y 12% (p/v) de poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida,
29:1) en tampén TBE. El tampén de la cubeta, condiciones de electrofo-
resis, disolvente de muestras, tefilido y fotogra.t"ia de los geles fueron
idénticas a las descritas en el apartado anterior salvo que el voltaje a.p].i-'

cado fue de 10 V/cm.

3.6. Densitometrado y cédlculo de tamafio de los fragmentos.

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

COSs.

Se utilizaron condiciones de densitometrado e integracién apropiadas

para maximizar la relacién sefial/ruido de fondo en cada caso.

El tamafio de los fragmentos, tanto en los geles como en las auto-
rradiografias se calculé mediante el procedimiento descrito en Plikaytis et
al. (1986), que se basa en la interpolacién de los valores de migracién de
los fragmentos problema en una hipérbola robusta construida mediante un
ajuste realizado con un ordenador IBM PC a los datos de tamafio y migra-

cién de fragmentos patrén.
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4. Técnicas de manipulacién de dcidos nucleicos.

4.1. Digestién con endonucleasas de restriccién.

Para la digestion de muestras de DNA con endonucleasas de res-
triccién se utilizaron las condiciones recomendadas por el suministrador
(Boehringer-Mannheim). Se utilizaron 5 tampones diferentes de alta, me-
dia y baja concentracién salina: NaCl 100 mM, Mg'C’lzrld mM-, DTT 1 mM,
Tris-HC1 50 mM, pH 7.&'; (alta concentracién); NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM,
DTT 1 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 (media); y MgCl, 10 mM, DTT 1
mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 (baja),y otros dos tampones con composi-
cién intermedia que permiten la restriccién simultanea con enzimas menos
estrictos en sus requerimientos: Tris-acetato 33 mM pH 7.9, acetato mag-
nésico 10 mM, acetato potésico 66 mM, DTT 0.5 mM (tampén A) y Tris-
HC1 10 mM pH 8.0, MgCl, 5 mM, NaCl 100 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM
(tampén B). Para cada endonucleasa de restriccion se utilizé el tampén

indicado por el suministrador.

Las digestiones se realizaron en tubos eppendorf a 37°C durante
dos horas. La concentracién de DNA en la mezcla final fue inferior a 1
mg/ml. Dado que las muestras de DNA generalmente estab'an disueltas en
tampén TE que puede inhibir la reaccién por su contenido en EDTA, la
concentracién de este tampén en la mezcla final quedé diluida, al menos,
cinco veces. Asi mismo la presencia de glicerol en concentraciones supe-
riores al 5% inhibe parcialmente la actividad de las endonucleasas de res-
triccién (Maniatis et al., 1982) por lo que las endonucleasas, que se sir-
ven en un medio estabilizante con glicerol al 50%, se diluyeron diez ve-
ces, al menos, en la mezcla final. Las unidades de endonucleasa de res-

triccién necesarias para digerir completamente una muestra de DNA de
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tamafio y nimero de puntos de corte con ese enzima conocidos se calcula-

ron mediante la férmula (Boehringer-Mannheim, 1985):
PBuxCm / PBmx Cu =N

donde N es el nimero de unidades necesario para digerir 1 pg de
muestra, PBu es el nimero de pares de bases del patrén con el cual se
definen las unidades de actividad del enzima de restriccién V( generahhente
el fago o pBR322), PBm es el nimero de pares de bases de la muestra,
Cu és el nimero de puntos de corte de ese enzima de restriccién en el
patrén y Cm el nimero de cortes de ese enzima en la muestra. Como me-
dida de precaucién, para asegurar que la reaccién de digestién fuera
completa, se utilizaron el doble de unidades de actividad enzimitica de
las necesarias. En las digestiones con DNA genéinico, que tiene un ta-
mafio variable y desconocido y un nimero de cortes con el enzima de
restricci6én también desconocido, se utilizaron entre 3 y 4 unidades de

actividad enzimitica por ug de DNA.
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Para las digestiones dobles se siguié el siguiente procedimiento. Si-

ambos enzimas se utilizaban con el mismo tampén se siguié el protocolo
descrito anteriormente, conservando las proporciones adecuadas de los
distintos agentes que influyen en la digestién. En el caso de que los dos
enzimas se utilizaran con diferentes tampones se digiri6 en primer lugar
la muestra con el enzima que requeria el tampén de menor concentracién
salina y al cabo de 1.5 h de incubacién se afiadi6 un quinto de volumen
del tampén de conversién apropiado y del segundo enzima de resticcion y
se incubé la muestra durante 1.5 h mis. Los tampones de conversién uti-
lizados fueron los siguientes: NaCl 300 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM,
Tris-HC1 10 mM, pH 7.5 (baja/media); NaCl 350 mM, MgCl, 10 mM, DTT



1 mM, Tris-HCl 250 mM, pH 7.5 (media/alta); y NaCl 600 mM, MgCl, 10
mM, DTT 1 mM, Tris-HCl 250 mM, pH 7.5 (baja/alta)

Cuando la restriccién se llevé a cabo para el andlisis rdpido de
plasmidos en gel de agarosa, la reaccién se par6 afiadiendo la cantidad
apropiada de disolvente de muestras concentrado seis veces. En los de-
mas casos de electroforesis en agarosa y siempre en las electroforesis en
pqliacri]amida la reaccién se paré mediante precipitacién con alcohol y
posteriormente las muestras se ‘disolvieron en la cantidad apropiada de

disolvente de muestras de electroforesis.

4.2. Aislamiento de DNA a partir de geles.

Los fragmentos de DNA de tamafio superior a 600 pb se aislaron a
partir de agarosa de bajo punto de fusién segin el método descrito por

Burns y Beacham (1983).

La electroforesis se realizé en las condiciones descritas en el apar-
tado 3.3, salvo que se utiliz6 agarosa de bajo punto de fusién ultrapura
al 1%. Las bandas se localizaron mediante tincién con bromuro de etidio,
se recortaron y se introdujeron'en tubos eppendorf de 1.5 ml. Los tubos
se calentaron a 60°C unos minutos para fundir la agarosa y se les adicio-
naron 0.5 volimenes de TE y un volumen de fenol (ver apartado 2.1.1
para la composicién del fenol). Las dos fases se mezclaron por agitacién
en vortex y se separaron por centrifugacién. La fase acuosa se extrajo
otra vez con un volumen de fenol y una vez con cloroformo y se preci-

pité con etanol. Los rendimientos obtenidos oscilaron alrededor del 205%.

Los fragmentos de DNA de tamaifios entre 100 y 600 pb se aislaron
a partir de geles del 8% 6 del 12% de poliacrilamida segin el método des-
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crito por Maxam y Gilbert (1977). La electroforesis se realizé en las con-
diciones descritas en el apartado 3.5 salvo que se utilizaron geles de 2
mm de espesor y pocillos de 2 cm de ancho. Las bandas se localizaron
por tincién con brdmuro de etidio, se recortaron y el gel se dividi6 en
pequefios fragmentos. Los fragmentos se depositaron en tubos eppendorf
de 1.5 ml y se les afiadi6 un volumen de acetato aménico 0.5 M, EDTA
1mM, pH 8.0. Los tubos se mantuvieron en agitacién a 37°C durante la

noche. Los sobrenadantes se recuperaron por centrifugacién a 10000xg 10
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min y los sedimentos se reextrajeron con 0.5 volimenes del mismo tam--

pén. Se combinaron los dos sobrenadantes y se precipité el DNA con al-

cohol. Los rendimientos oscilaron alrededor del 70-80%.

De forma alternativa a estos dos prétocolos se utilizé el método de
electroelucién para el aislamiento de cualquier fragmento de DNA a partir
de geles tanto de agarosa como de poliacrilamida. Se utiliz6 una cubeta
de electroelucién basada en el modelo disefiado por Bio Rad y un tampén
de alta fuerza i6nica (Acetato aménico 3 M, glicerol 10% (v/v), azul de
bromofenol 0.05%, TBE1x) para la retencién del DNA. La electroelucién se
llevé a cabo a 100 V durante tiempos comprendidos entre 15 y 30 min de-
pendiendo del tamafio del fragmento a electroeluir. Una vez finalizada, se
recogié el tampén de retencién con una microjeringa y se precipité el

DNA de la forma habitual.

4.3. Marcaje radiactivo de DNA mediante "nick-translation".

Se siguié el método de Rigby et al. (1977) segin se describe en
Maniatis et al. (1982). La reaccién de "nick-translation" se llevé a cabo
en un volumen final de 50 ul en un tubo eppendorf de 0.5 ml. Cuando el

DNA era un plismido la mezcla de reaccién consistié en 1-2 ug de DNA,
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disuelto en un volumen de TE de hasta 10 ul, dNTPs no radiactivos
(dGTP, dTTP y dCTP) 20 uM de cada uno, DNasa I 2x10~7 mg/ml,
MgSO, 10 mM, DTT 0.1 mM, BSA (libre de nucleasas) 50 pg/ml, [a-
3'QP]dATP 50-100 puCi, DNA polimerasa I 5 unidades, y Tris-HCl 50 mM,
pPH 7.2. Esta mezcla se incub6 a 16°C durante dos horas. La reaccién se

pardé afiadiendo 50 pl de EDTA 100 mM y enfriando sobre hielo.

Previamente se habia determinado'la cantidad apropiada de DNasa I
a afiadir mediante la preparacién de ¢inco ensayos simultdneos en pequefia
escala (en 5 ul totales y con 2 uCi de [a-**P]dATP) con cantidades dife-,
rentes de DNasa I, entre 0 y 2x10~° mg/ml. La mixima incorporacién se
obtuvo con DNasa I a 2x10™7 mg/ml. Asimismo se comprobé mediante
_ électroforesis que la sonda obtenida tenia un tamafio entre 600 y 2000 pb,

- apropiado para ser utilizada en hibridaciones (Meinkoth y Wahl, 1984).

Cuando la sonda a marcar consistia en un fragmento de restriccién
aislado a partir de un gel, de menos de 1 kb de longitud se afiadi6
DNasa I 2x107® a la reaccién de nick-translation para evitar la produc-

ciéon de fragmentos demasiado pequefios durante la reaccién.

Para determinar el porcentaje de incorporacién de la radiactividad
afiadida al DNA marcado se compard la radiactividad total con la precipi-
table con TCA al 10% (plvj. Para ello se tomaron dos alicuotas de cada
muestra y se depositaron sobre filtros Whatman GF/F de fibra de vidrio
de 2.5 cm de didmetro. Una de ellas se dejé6 secar y se conté directa-
mente, dando la radiactividad total. La otra alicuota (suplementada con 50
il de DNA de salmén a 1 mg/ml, para favorecer la precipitacién) se pre-
cipité sumergiendo el filtro en TCA al 10%, se lav6é con etanol, se secé y

se conté. Para contar la radiactividad se utilizé6 un mezcla de centelleo
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consistente en PPO al 0.6% (p/v) y dimetil-POPOP al 0.0075 % (p/v) en
toluemo, y un contador de centelleo liquido Rackbeta (LKB). Cuando la
sonda a marcar fue un plasmido se obtuvieron rutinariamente incorpora-
ciones entre el 40 y el 60%, mientras que en el caso de fragmentos aisla-
dos a partir de geles, debido a la presencia de sustancias inhibidoras de
la DNA polimerasa I (Maniatis et al., 1982), las incorporaciones oscilaron
entre el 5 y el 15%. En ambos casos la radiactividad especifica de las

sondas obtenidas oscilé entre 0.5 y 7x107 cpm/pg de DNA.

Para eliminar los nucleétidos no incorporados se siguié un procedi-
miento descrito en Maniatis et al. (1982). Las muestras de 100 pl 'se pa-
saron a través de columnas de Sephadex G-50 mediante centrifugacién a
. 1600xg durante 4 min. Las columnas se construyeron en jeringuillas hipo-
dérmicas de 1 ml con Sephadex G-50 previamente autoclavado y equili-
bx;ado' en tampén STE (tampén TE suplementado con NaCl 0.1 M), que se
centrifugaron a 1600xg 4 min y se lavaron 5-6 veces con 100 pl de tam-
pén STE y una vez con 100 pl de DNA de salmén 0.2 pg/pl en STE. Las
muestras recuperadas de las columnas contenian entre el 80 y el 100% de
radiactividad precipitable con TCA 10%. Una cierta cantidad de radiacti-
vidad precipitable se perdi6 durante el paso por la columﬁa de Sephadex
G-50 (usualmente entre el 5 y el 30%). Este porcentaje se incrementé en
sondas preparadas a partir de fragmentos de pequefio tamafio o si se

omitié el lavado final con DNA heterélogo.

4.4. Transferencia de DNA yv de RNA a filtros.

Se utiliz6 el método descrito por Southern (1978) para la transfe-
rencia de DNA a partir de geles de agarosa. Se utilizaron filtros de ny-

lon para la transferencia. Se sigui6 el procedimiento recomendado por la
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casa comercial que suministré el papel de nylon (Amersham, 1985). Una
vez tefildo y fotografiado el .gel de agarosa se incubé 15 min con HCl
0.25 M para fragmentar el DNA de alto peso molecular. Posteriormente se
incubé 30 min con una solucién de NaOH 0.5M, NaCl 1.5M para desnatu-
ralizar el DNA, y 2x15 min con Tris-HCl 0.5 M, NaCl 1.5 M, EDTA 1
mM, pH 7.2 para neutralizar. Para la transferencia se deposité el gel so-
bre una hoja de papel Whatman n° 3 de su misma anchura aunque mis
iarga, formando asi dos mechas laterales de papel para absorber tampén
des&e dos cubetas situadas a los lados. Sobre la superficie del gel se
deposité una hoja de papel para transferencia de su mismo tamafio, ha-
ciendo coincidir el borde superior del papel con los pocillos del gel. So-
bre el papel de transferencia se coloc6 una hoja de papel Whatman n® 3
del mismo tamafio que el gel humedecida en tampén y 10 cm de toallas se-
cas que se comprimieron sobre el gel mediante un peso de 1-1.5 kg. La
transferencia se realizé durante 12-16 h a temperatura ambiente. El tam-
pén utilizado fue 6xSSC (1xSSC = NaCl 0.15 M, citrato sédico 15 mM, pH
7). Una vez realizada la transferencia se comprobé la desaparicién del
DNA del gel mediante tincién con bromuro de etidio. Los filtros de nylon
se lavaron con 2xSSC y se secaron entre papeles de filtro. Posterior-
mente se irradiaron con un transiluminador de luz ultravioleta durante 5
min y se guardaron el bolsas de plistico selladas y a 4°C hasta el mo-

mento de su uso.

La transferencia de RNA se realizé del mismo modo pero sin necesi-
dad de tratamientos prévios de los geles que fueron directamente transfe-
_ridos a nylon tras finalizar la electroforesis debido a las condiciones des-
naturalizantes de las mismas (ver apartado 3.4). La fijacién y conserva-

cién de los filtros se realizé6 de la misma forma que para filtros de DNA.
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Respecto a la transferencia de DNA a partir de geles de poliacrila-
mida, se utilizé una célula de electrotransferencia 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 My a continuacién se neutrali-
zaron con dos lavados de 10 min en 500 mi de tampon TAE 4x (TAE Ix=
Tris 10 mM, acetato sodico 5 mM, EDTA 0.5 mM, pH 7.8 ajustado con
acido acético concentrado) y uno de 10 min en 500 mi de tampon TAE Ix.
La transferencia se monté6 colocando sobre el lado negativo del soporte
una esponja y dos trozos de papel Whatman n2 3 empapados en tampon
TAE 1x y, sobre ellos, el gel. A continuaciéon, se extendido sobre el gel
un trozo de nylon de su mismo tamafio, sobre éste otras dos piezas de
papel Whatman n9 3 y otra esponja y se cerr6 con el lado positivo del
soporte. El montaje se introdujo en la cubeta de electrotransferencia y se
llené esta con tampon TAE Ix. La transferencia se realizo a 4°C y a 30 V
durante un minimo de 12 h. Una vez terminada la transferencia, se lavod
el filtro de nylon con TAE 1x, se dejoé secar al aire entre pareles de fil-

tro, se fij6 con luz UV y se guarddé a 40C, como en los casos anteriores.
4.5. Hibridacién de DNA y de RNA sobre filtros con sondas radiactivas.

Se utilizaron condiciones similares a las descritas en Maniatis et al.
(1982), Meinkoth y Wahl (1984) y Amersham (1985). Los filtros se incu-
baron con una solucion de prehibridacion consistente en 6xSSC, 5x diso-
lucion Denhardt (lx disolucién Denhardt = BSA 0.02% (p/v), PVP 0.02%
(p/v), Ficoll 400 0.02% (p/v)), DNA de salmén sonicado y desnaturali-
zado 100 p.g/ml durante 30-60 min a 42°C. Posteriormente se incubaron

con la disolucion de hibridacion dentro de tubos de vidrio y en una es-
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tufa de hibridacién Bachofer durante 16-20 h. La disolucién de hibrida-
- cién se componia de 6xSSC, 1xdisolucién Denhardt, formamida desionizada
- 50% (v/v), sulfato de dextrano 10% (p/v) y DNA de salmén sonicado y
desnaturalizado 100 pg/ml, ademids de la sonda radiactiva desnaturalizada.

La concentracién de la sonda en esta solucién oscilé entre 50-100 ng/ml y
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1-8x10° cpm/ml. Una vez hibridados, los filtros se lavaron dos veces du-’

rante 15 min con 2xSSC, una vez durante 30 min con 2xSSC, SDS 0.1%
(p/v) y una vez durante 10 min con 0.1xSSC, SDS 0.1% (p/v), en todos

los casos a 65°C con agitacién. Finalmente los filtros se secaron al aire.

Para eliminar la sonda, con el propdsito de reutilizar el filtro, se
utilizaron lavados con NaOH 0.5M (2x30 min) a 37°C para el papel DBM y
- con NaOH 0.4M (2x30 min) a 45°C para el' nylon. En ambos casos los fil-
tros se lavaron posteriormente con 0.1xSSC, SDS 0.1% (p/v), Tris-HCIl
0.2M, pH 7.5 para neutralizar. La eliminacién de la sonda se comprobd
con un contador Geiger. Los filtros lavados se rehibridaron en varias
ocasiones sin pérdida aparente de capacidad de hjbridacién. Asi mismo las
sondas se reutilizaron hasta cinco veces con diferentes filtros. En este
caso se guardaron a -20°C entre una hibridacién y la siguiente. Se ob-
servé una reduccién progresiva de la capacidad de hibridacién de las

sondas por lo que las reutilizaciones se limitaron a 3-5 generalmente.

Las condiciones de hibridacién para filtros de RNA fueron las mis-
mas pero se hicieron prehibridaciones mis largas (un minimo de 3h) y los
lavados posteriores a la hibridacién fueron diferentes: 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, un lavado de 15 min con 1xSSC a 55°C y un lavado de 15 min

con 0.1xSSC a temperatura ambiente.



También fueron diferentes las condiciones de eliminacion de sondas
para posterior rehibridacion de los filtros debido a la lisis del RNA que
puede producirse en presencia de NaOH. Dicho lavado se realiz6 sumer-
giendo los filtros en SDS al 0.1% (p/v) y llevando a ebullicion durante
30-60 min. A continuacién se dejaron secar y se comprobd la eliminacion

de la radiactividad.
4.6. Autorradiografia de los filtros hibridados.

Se utilizo pelicula Kodak X-Omat S y cassettes Kodak X-Omatic,
provistos de dos pantallas intensificadoras Kodak X-Omatic regular. Las
autorradiografias se desarrollaron a -80°C en la oscuridad durante tiem-
pos variables (entre 2 y 100 h), dependiendo de la radiactividad de los

filtros.

Las placas fotograficas se revelaron con revelador Kodak D-19 du-

rante 5 min a 20°C.
4.7. Prediccion tedrica de posicionamiento nucleosomal.

Para la prediccion tedrica de posicionamiento de nucleosomas sobre
zonas concretas de la cromatina, se elaboré un programa de ordenador
basado en un algoritmo propuesto por Kornberg y Stryer (1988) para la
determinacion de mecanismos estocasticos de posicionamiento dependiente
de posicionadores. El programa utiliza, como variables, el tamafio del
"core” nucleosomal (D), el tamafio del DNA espaciador (L), el tamafio del
fragmento sobre el que se localizan los nucleosomas (Z) y el numero de
posicionadores que afectan a la zona a analizar (uno o dos).Se utilizé un

ordenador personal IBM PC.
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1. Consideraciones generales sobre la metodologia.

En el presente trabajo se ha abordado un estudio de la estructura
de la cromatina del gen SUC2 basado en el empleo de digestiones con
nucleasa de micrococo para la determinacién de las posiciones de los
nucleosomas. La técnica empleada es una adaptacion del mareaje terminal
indirecto, inicialmente descrito por Wu (1980) para la deteccion de sitios
hipersensibles a la DNasa I, y adaptada por Nedospasov y Georgiev
(1980) para la deteccion de puntos de corte de la MNasa. Un esquema

general de dicha técnica se muestra en la Fig. 3.

Es necesario disponer del mapa de restricciéon de la zona a analizar
para poder seleccionar la sonda y el punto de referencia que permitirdn
determinar las posiciones de los puntos de corte de la nucleasa. La
técnica consiste en digerir la cromatina, a varias tasas, con la nucleasa
elegida (Mnasa en nuestro caso). El DNA se purifica y se digiere con el
enzima de restriccion adecuado, que debe cortar en un extremo de la
zona a analizar y coincidir con un extremo de la sonda. Las muestras se
someten a electroforesis, se transfieren a un filtro y éste se hibrida con
la sonda marcada radioactivamente. Las bandas que se ven en la
autorradiografia corresponden a fragmentos con un extremo comun, el
generado por el corte con el enzima de restriccion, y un extremo

generado por el corte de la nucleasa sobre la cromatina.

La inclusiéon en la electroforesis de un patron adecuado permite
calcular el tamafio de los diferentes fragmentos y, a partir de ¢él, puede
conocerse la posicion del punto de corte de la nucleasa que estard a una

distancia del punto de restriccion igual al tamafio del fragmento.
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Cromatina

NUCLEOS Digestion con MNasa
Aislamiento del DNA

sin corte
O diversos
cortes
Restriccion
CU O C=
I
oaa
Electroforesis
tincion BrEt Blotting+ hibridacion
pocilios-----
testigo DNA. testigo DNA
Figura 3. Método para la determinacién de 1las posiciones de

puntos de corte de la MNasa mediante mareaje terminal
indirecto.
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Un primer requerimiento de esta técnica es la necesidad de utilizar
sondas pequefias para minimizar la probabilidad de corte de la nucleasa
en la zona de apareamiento con la misma ya que esto ocasionaria la
aparicion de dos fragmentos en la autorradiografia, uno de los cuales no
tendria el extremo coincidente con el punto de restriccion. Para obviar
este potencial problema se usan tasas de  digestion bajas de formaque
haya, en promedio, un punto de corte de la MNasa por molécula, obien
la técnica puesta a punto en éste laboratorio y denominada "punto de

corte desplazado" (Pérez-Ortin et al, 1986b).

Otra precaucion que debe tomarse en este tipo de estudios es la
inclusion de testigos de DNA desnudo digerido con la nucleasa con el fin
de detectar puntos de corte debidos a laespecificidad de secuencia que
pueden presentar estos enzimas y no a la estructura dela cromatina.
Este problema debe ser tenido especialmente en cuenta cuando se digiere

la cromatina con MNasa (Hbrz y Altenburger, 1981; Dingwall et al.,
1981).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se ha establecido una
serie de criterios para la interpretacion de los resultados de wun

experimento de mareaje terminal indirecto con MNasa:

- las bandas presentes en las muestras de cromatina pero no en las
de DNA desnudo son consecuencia de la estructura 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 presentes en las muestras de DNA desnudo pero no
en las de cromatina corresponden a cortes en secuencias reconocidas
especificamente por la MNasa que quedan protegidas por la estructura de

la cromatina, generalmente por "cores" nucleosomales.

- las bandas mas dificiles de interpretar son las que aparecen tanto
en muestras de cromatina como en muestras de DNA desnudo ya que
pueden deberse a especificidad de secuencia pero quedar en un tramo de
DNA espaciador en la cromatina.” En estés casos se atiende a la
intensidad relativa de las bandas y a que su disposicién sea compatible

con el tamafio nucleosomal.

2. Anélisis fino de la estructura de la cromatina del promotor del gen

‘suc2.

Trabajos previos sobre estructura de la cromatina del gen SUC2
mostraron una completa equivalencia de dicha estructura para la copia

genémica del gen y para copias insertadas en pldsmidos de replicacién

auténoma de S. cerevisiae, tanto de bajo como de alto nimero dé copias
(Pérez-Ortin M., 1987). Por este motivo se utilizé, para este estudio,
la cepa de S. cerevisiae SEY2101, portadora de una delecién completa del
gen SUC2, transformada con el plidsmido de alto niimero de copias pRB58
(Carlson y Botstein, 1982). Como se muestra en la Fig. 4, el plasmido
PRB58 posee, ademds del origen de replicacién del pladsmido 2um y el gen
URA3 como marcador, un fragmento del genoma de levadura que incluye
al gen SUC2 y sus flancos. La presencia de un alto nimero de copias por
célula del gen SUC2 supone un importante aumento de sensibilidad en la

deteccién mediante sondas radioactivas.
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SUC2

Figura 4. Representacidén esquematica del plasmido pRB58.

La linea delgada representa el DNA bacteriano y la gruesa el
DNA de levadura. Las flechas indican 1la

direccién de
transcripcién de los genes.



Para estudiar con mayor detalle los cambios estructurales en el
promotor del gen SUC2 como consecuencia de la desrepresion, se
realizaron digestiones con MNasa de cromatina de células procedentes de
cultivos en alta y en baja concentracion de glucosa. Se aplico la técnica
del mareaje terminal indirecto, previamente descrita, y se utilizaron dos
estrategias que permitieron analizar el promotor desde ambos extremos

como se muestra en la Fig. 5.

A efectos de comparacién con resultados anteriores de este
laboratorio (Pérez-Ortin et al, 1987), la Fig. 6 muestra el resultado de
un analisis tipico en agarosa 1.8% utilizando restriccion HindIIl y Ia
sonda HE. La numeracién de las bandas coincide con la empleada en el
modelo mostrado en la Introduccion que se ha deducido de un analisis

idéntico a éste.

Es interesante observar las diferencias existentes entre las
muestras de cromatina procedentes de los dos estados transcripcionales
del gen. La primera diferencia a destacar es el importante incremento de
intensidad relativa de la banda 9 en el estado de desrepresion. Esta
banda estd presente también en el testigo de DNA desnudo lo que sugiere
que estaria parcialmente protegida en estado de represién pero

desprotegida en estado de desrepresion.

El proceso contrario puede observarse en la region comprendida
entre las bandas 8 y 9. Esa zona resulta especialmente atacada en el
estado reprimido originando una mancha continua que se extiende desde
la banda 8 hacia la banda 9. En el estado desreprimido, la extensiéon de
la zona atacada se reduce y aparece una zona protegida centrada entre

dichas bandas. A esta reduccién de la zona sensible se le suma una

'
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Figura 5. Sondas y estrategias utilizadas para la localizacién 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. Localizacién de puntos de corte de 1la MNasa en el
flanco 5' del gen SUC2.
Se utilizé restriccién con HindIII y la sonda HE. La

electroforesis se realizé 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 mas
significativos. Los numeros designan las bandas de acuerdo
con el modelo mostrado en la Fig. 2.



disminucién de la intensidad relativa de la banda 8 y un aumento de
intensidad de las dos bandas menores que se observan entre 8 y 7 en el

estado desreprimido.

Estos cambios permitieron elaborar el modelo del promotor del gen
SUC2 que ha servido de base al presente trabajo. Para mejorar y
confirmar dicho modelo se han llevado a cabo anilisis de las muestras en

geles de poliacrilamida 5% con el fin de aumentar la resolucién.

En primer lugar se siguié la misma estrategia del experimento
anterior (restricc-ién HindIIl y sonda HE) y se obtuvieron los resultados
mostrados en la Fig. 7. La mayor resolucién proporcionada por éste tipo
de electroforesis queda patente por el desdoblamiento en varias bandas
‘que se observa para casi todas las bandas localizadas en las
electroforesis en agarosa. Tanto la banda 7 como la banda 8 resultan ser
bandas multiples. En ambas se observa que no todas las bandas
observadas en acrilamida estan presentes en el testigo de DNA desnudo
lo que confirma su caracteristica de tipicas de cromatina como se habia

deducido previamente.

Este experimento aporta una serie dev detalles importantes sobre la
estructura de la cromatina del promotor del gen SUC2. La primera banda
por debajo del fragmento de restriccién es la banda 10 que es claramente
mis intensa en cromatina que en DNA y no sufre cambios dependientes
del estado transcripcional. Por debajo de ella se observa, en estado re-
primido, una zona de sensibilidad mds o menos uniforme mientras que se
ven dos bandas claras en el estado desreprimido. Respecto a la banda 9,
existen ligeras diferencias entre ambos estados observdndose, en el

estado desreprimido, una extensién hacia la banda 10 que hace que la
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Figura 7. Localizacién de puntos de corte de 1la MNasa en el

flanco 51 del gen SUC2.

Se wutilizé restriccidén con
electroforesis se realizé en
Otros simbolos como en la Fig. 6.

HindIII y la sonda HE. La
un gel depoliacrilamida 5%.



migracion no coincida exactamente con la de banda 9 del estado
reprimido. Esta circunstancia de doble banda justificaria el incremento de

intensidad que se observaba en los analisis en agarosa.

Los cambios que se producen desde la banda 9 hasta la 8 son
quizas los mas significativos. La region entre ambas bandas muestra una
zona muy atacada en estado reprimido que pasa a estar muy protegida en
estado desreprimido. El aspecto de las muestras de represion es muy
parecido al del DNA desnudo lo que sugiere que no deben existir
nucleosomas en esa zona y que la proteccion en estado desreprimido se
debe a la wunién de proteinas reguladoras. Esa regién coincide
aproximadamente con la region reguladora descrita por Sarokin y Carlson

(1984).

La banda 8 resulta estar formada por tres bandas en estado
reprimido y s6lo por dos en estado desreprimido. La banda que
desaparece es, ademas, tipica de cromatina puesto que no esta presente
en el testigo de DNA desnudo lo que hace pensar que seria la
correspondiente al DNA espaciador del nucleosoma situado entre las
bandas 7 y 8. Su desaparicion en el estado desreprimido podria indicar la
pérdida de dicho nucleosoma como consecuencia del proceso de activacion

transcripcional.

Los resultados de ¢éste andlisis se comprobaron mediante un
experimento complementario de mareaje terminal indirecto con restriccion
Hinfl y sonda HHi (ver Fig. 5). En la Fig. 8 se muestra el resultado que
es completamente coincidente con el anterior a pesar de la menor
resolucién obtenida en esta electroforesis. Cabe destacar la claridad con

la que se observa en el estado desreprimido la desproteccion de la zona
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Figura 8. Localizacién de puntos de corte de la MNasa en el
flanco 51 del gen SUC2.
Se utilizé restriccién con f£finfl y la sonda HHi. La
electroforesis se realizé en un gelde poliacrilamida 5%.

Otros simbolos como en la Fig. 6.



entre las bandas 7 y 8, la proteccion entre 8 y 9 y la mayor intensidad
de la banda 9 asi como de las existentes entre 9 y 10. Ademdas se
observa el incremento de intensidad de la banda 10 respecto al DNA
desnudo y la ausencia de cambios entre las bandas 10 y 11 lo que podria
indicar que el nucleosoma que ocupa la caja TATA no se pierde en

desrepresion.

A partir de estos detalles se puede reafirmar 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,
asi como la pérdida de algunos de ellos, concretamente los localizados
entre las bandas 7 y 8 y entre 9 y 10, debido al proceso de

desrepresion.

3. Estructura de la cromatina del promotor del gen SUC2 en cepas

mutantes en su regulacidn.

La organizacion cromatinica de los promotores de genes de
expresion 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 estructurales son
consecuencia de la interaccion de diferentes proteinas reguladoras con
sus secuencias de reconocimiento en dichos promotores pero sélo en algun
caso de regulacion especialmente bien conocida, como la de los genes GAL
de levadura (Johnston, 1987), se ha podido demostrar una perfecta
correlacion entre la uniéon de proteinas reguladoras y la adquisicion de
una estructura cromatinica determinada (Lohr, 1984; Lohr y Hopper,

1985; Fedor y Kornberg, 1989).



En el caso del gen SUC2 se conocen, como ya se ha comentado en
la Introduccién, dos familias de genes implicados en la desrepresion de
su transcripcion: los genes SNF (Neigeborny Carlson, 1984) y SSN
(Carlson et al., 1984). Sin embargo, y a pesar de haber sido
identificados los productos génicos de varios de ellos, no se sabe cuales
son los mecanismos moleculares que desencadenan la transcripcion del gen
SUC2 a bajas concentraciones de glucosa ni, por tanto, cuales son los
factores proteicos que interaccionan con el promotor aunque se piensa
que el mecanismo de regulaciondebe de ser bastante complejo debido,
ademas, a la superposicion conel mecanismo general de represion por

glucosa.

Con el fin de determinar la posible implicacion de los productos de
varios genes reguladores del gen SUC2 en los mecanismos moleculares a
nivel de su promotor, se abordé un estudio de la estructura de la
cromatina del promotor en cepas mutantes para dichos genes reguladores.

El estudio se llevé a cabo con cuatro cepas diferentes:

- la cepa MCY1484 posee una mutacion snfl que la hace incapaz de

desreprimir la sintesis de invertasa a baja concentracion de glucosa.

- la cepa MCYI250 posee una mutacion snf2 que le impide
desreprimir totalmente la sintesis de invertasa dando bajos niveles de

actividad a baja concentracion de glucosa.

- la cepa MCY1371 posee una mutaciéon ssn6 que la hace incapaz de
reprimir la sintesis de invertasa dando altos niveles de actividad tanto en

baja como en alta concentraciéon de glucosa.
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- la cepa MCY1324 posee una doble mutacion snfl ssn6 que la hace

fenotipicamente idéntica a la cepa MCY1371.

Para el andlisis del promotor del gen SUC2 en estas cuatro cepas
se utilizé restriccion con HindIll y la sonda HE segin la estrategia
mostrada en la Fig. 5. En todos los casos, las muestras control del gen
SUC2 normalmente regulado proceden de la cepa SEY2101 transformada
con el plasmido pRB58 con la que se habian realizado todos los estudios

previos.

Los resultados del analisis de la cepa MCY1484 (snfl) se muestran
en la Fig. 9. La primera caracteristica importante que se observa en la
autorradiografia es la ausencia de cambios apreciables en la cromatina del
promotor dependientes de las condiciones de concentracion de glucosa.
Este resultado es coherente con la incapacidad de ésta cepa para
desreprimir la sintesis de invertasa puesto que ademas la invariable es-
tructura que presenta coincide con la del gen reprimido en una cepa
salvaje. En las muestras de la cepa MCY1484 es todavia mas evidente la
debilidad, casi ausencia, de la banda 9 cuya intensificaciéon, como se ha
comentado en el apartado anterior, es tipica del estado desreprimido.
Tampoco se observa la reduccion de la zona fuertemente atacada por
encima de la banda 8, de manera que el promotor del gen SUC2 en la
cepa mutante snfl presenta un aspecto general de represion, si cabe mas

acentuado.

A pesar de la buena correlacion entre las caracteristicas fenotipicas
de la cepa MCY1484 y la estructura cromatinica encontrada, no resulta
facil interpretar las causas moleculares de la misma. Como ya se ha

comentado, el gen SNFI codifica una protein-quinasa cuyas dianas no han
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Figura 9. Analisis del promotor del gen SUC2 en una cepa mutante

snfl.
Las muestras seflaladas como wt corresponden a una cepa
salvaje (SEY210i/pRB58). Estrategia de mapeo y otros simbilos

como en la Fig. 6.



sido identificadas (Celenza y Carlson, 1986). Es probable que la fosfo-
rilacion de alguna o algunas proteinas sea un paso inicial en el
funcionamiento de las mismas como reguladores, positivos o negativos. Si
esto es asi, la ausencia de esa protein-quinasa funcional bloquearia,
desde el principio, el mecanismo de induccion de la transcripcion en
ausencia de glucosa. Parece logico pensar que en ausencia de esa sefial
inicial los procesos siguientes esten impedidos y el promotor del gen

SUC2 presente una estructura absolutamente reprimida.

La Fig. 10 muestra los resultados del analisis del promotor del gen
SUC2 en la cepa MCY1250 (snf2). Puede observarse como, en este caso,
el cambio de condiciones de represion a condiciones de desrepresidén si va
acompafiado por cambios en la estructura 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 superar en intensidad a las bandas 8 y 10
como ocurre en las muestras control de la cepa salvaje. Por otra parte,
no se produce la reduccion de la zona sensible por encima de la banda 8§
ni aparece la zona fuertemente protegida. Estos datos sugieren que Ila
mutacion snf2 impide la adquisicion de una estructura totalmente des-
reprimida y son coherentes con las caracteristicas fenotipicas de la cepa
que es capaz de desreprimir s6lo parcialmente la sintesis de invertasa,
dando niveles mas bajos de los normales en condiciones de desrepresion

(Abrams et al., 1986).

La informacién disponible sobre el producto del gen SNF2 sugiere
que actuaria como un factor general de transcripcién puesto que también
parece afectar a la expresion de otros genes no regulados por glucosa

(Abrams et al., 1986). Se ha sugerido que el producto génico de SNF2
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Figura 10. Analisis del promotor del gen SUC2 en una cepa mutante
snf2.

Estrategia de mapeo y otros simbolos como en las Fig. 6 y 9.



podria favorecer la formacion de un complejo de transcripcion estable,
potenciando un alto nivel de transcripcion. Si fuera esa su funcidén, su
ausencia afectaria tanto a la regulacion correcta del gen como a la
adquisicion de una estructura cromatinica tipica de desrepresion. Sin
embargo no tendria por qué impedir la unién a las secuencias del
promotor de otros factores proteicos reguladores, posibles responsables
de los cambios estructurales que sufre el promotor del gen SUC2 en Ia

cepa snf2.

Los resultados del andlisis del promotor del gen SUC2 en la cepa
MCY1373 (ssn6) se muestran en la Fig. 11. Como ocurria en el caso de la
cepa mutante snfl, el rasgo mas importante de la cromatina del promotor
es la ausencia de cambios estructurales dependientes de la concentracion
de glucosa. La estructura observada en la cepa ssn6 es, ademas,
coincidente con la mostrada por la cepa salvaje en condiciones de desre-
presion del gen SUC2, siendo atn mas evidentes los rasgos ca-
racteristicos del estado transcripcionalmente activo. Estos resultados son
totalmente equivalentes a los obtenidos en el andlisis de la cepa MCY1324

(snfl ssn6) como puede verse en la Fig. 12.

En ambas cepas, la mutacion ssn6 ocasiona una sintesis constitutiva
elevada de invertasa y esto se refleja en una estructura cromatinica del
promotor del gen SUC2 tipica del estado desreprimido. Como ya se ha
comentado en la Introduccion, el producto del gen SSN6 no ha sido
identificado pero la relacion epistatica de las mutaciones ssn6 sobre las
snfl (Neigeborn y Carlson, 1987) ha hecho que se le considere como
probable regulador negativo directo de la transcripcion del gen SUC2

(Schultz y Carlson, 1987). El hecho de que un doble mutante snfl ssn6
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Figura 11. Analisis del promotor del gen SUC2 en una cepa mutante
ssné6.
Estrategia de mapeo y otros simbolos como en las Fig. 6 y 9.
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snflssn6 Wi

Figura 12. Analisis del promotor del gen SUC2 en una cepa mutante
snfl ssné.
Estrategia de mapeo y otros simbolos como en las Fig. 6 y 9.



se comporte igual que un mutante ssn6 SNFI indica que, en ausencia del
producto génico funcional del gen SSN6, no es necesaria la intervencidon
de la protein-quinasa SNF1 para que se produzca la desrepresion de la
sintesis de invertasa. Quizas, la protein-quinasa SNFl conduzca a la
inactivacion del represor SSN6 via fosforilacion directa o indirecta a
través de alguna proteina intermediaria. Si esto fuera asi, en ausencia
del producto SSN6 funcional se produciria un estado desreprimido
constitutivo como el observado tanto en la cepa MCY1371 como en la cepa

MCY1324.

Dada la complejidad de los mecanismos de regulacién del gen SUC2
(Neigeborn y Carlson, 1987; Entian, 1986) resulta dificil establecer
relaciones directas entre las caracteristicas estructurales de la cromatina
de su promotor en las cepas mutantes analizadas y el producto génico
afuncional que estas poseen. Sin embargo resulta clara, a partir de éste
estudio, la perfecta correlacion entre las caracteristicas fenotipicas de
sintesis de invertasa y la estructura de la cromatina detectada en el
promotor del gen SUC2 para los diferentes mutantes. Los rasgos
caracteristicos 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 represiéon y la desrepresién son
absolutas debido a su constitutividad. Sin embargo en una cepa salvaje,
el estado reprimido no supone una ausencia total de transcripcidon, puesto
que el gen SUC2 es transcrito constitutivamente para producir el mRNA
de 1.8 kb, y esto significa que un porcentaje mas o menos representativo
de las moléculas esta siendo transcrito. De igual forma, el estado
desreprimido supone un incremento de la tasa de transcripcidon pero

nunca estaran siendo transcritas 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 es,

probablemente del 100%.

Reuniendo los datos obtenidos en el apartado anterior y los
obtenidos en el estudio de los mutantes, se puede elaborar un esquema,
ahora confirmado y detallado, de los cambios estructurales que sufre el
promotor del gen SUC2 como consecuenciade la desrepresion
transcripcional se muestra en la Fig. 13. En el modelo se reflejan los
puntos de hipersensibilidad a la DNasa I, previamente determinadas
(Pérez-Ortin et al., 1986a) y sefialadas con puntas de flecha, los puntos
de corte de la MNasa sefialados con flechas enteras, y el posicionamiento
de los nucleosomas deducido a partir de éstos. Los tres sitios
hipersensibles localizados  sobre la regidn reguladora localizada
aproximadamente a -500 coinciden con la zona fuertemente atacada por la
MNasa entre las bandas 8 y 9, en estado de represién. Esta zona queda
protegida en el estado desreprimido, probablemente por la interacciéon con

proteinas reguladoras.

La pérdida del nucleosoma II viene apoyada por la mayor intensidad
de las bandas entre 7 y 8, como se observa claramente en el anélisis
desde Hinfl, y por la desaparicion de una de las tres bandas que
componen la banda 8, probablemente la caracteristica de cromatina, como

se observa en el analisis desde HindIII.

Respecto al nucleosoma III, es evidente la aparicion en estado

desreprimido de bandas tipicas de DNA entre 9 y 10 en todos los analisis
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Figura 13. Modelo de la estructura de la cromatina del promotor
del gen SUC2.
Sobre 1la linea delgada, que representa el DNA, se han
sefialado con circuios 1los nucleosomas posicionados (I, 1II,
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 1la
MNasa y la caja rayada una zona especialmente protegida en el
estado desreprimido. La mitad superior de 1la figura se
refiere al estado reprimido (R) y la inferior al desreprimido

(D) .



realizados, lo que indica que esa zona deja de estar protegida por la

presencia de un nucleosoma.

No disponemos de datos que apoyen la desaparicion del nucleosoma
IV, localizado sobre la caja TATA y situado entre las bandas 10 y 11. El
espaciado entre esas dos bandas es compatible con el tamafio nucleosomal
pero, dada la region del gel donde migran esas bandas, tampoco resulta
facil observar cambios entre ambos estados. El mantenimiento de este
nucleosoma esta en discrepancia con los resultados de Lorch et al. (1987)
segin los cuales la RNA polimerasa no puede iniciar la transcripcién en
un nucleosoma. Sin embargo, también en otros trabajos se presentan
dudas acerca de la conservacion de los nucleosomas que ocupan la caja
TATA, como en el realizado por Almer et al. (1986) para el promotor del
gen PHQS5. Ademas, existe la posibilidad de que se produzca un
reconocimiento de secuencias ensambladas en un nucleosoma, como ha sido

revisado recientemente (Elgin, 1988).

Las caracteristicas 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 PHQS5 (Almer et al.,
1986) y el gen TDH3 (Paulovic y Hoérz, 1988). También en estos genes se
ha encontrado una organizacion cromatinica en el promotor definida por la
existencia de sitios hipersensibles a la DNasa I y de nucleosomas posicio-
nados. El posicionamiento de los nucleosomas permite, en todos ellos, la
accesibilidad de las zonas reguladoras y se ha detectado la pérdida de
nucleosomas en asociaciéon con el proceso de transcripcion. Esta similitud
de resultados sugiere que los procesos de activacion transcripcional en

S. cerevisiae, como en otros eucariotas, muestran una clara relacién con
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la organizacion cromatinica de los promotores. Dicha relacion se refiere
no solo a los cambios estructurales que la activacion puede originar, sino
también a la importancia que puede tener la existencia de wuna
organizacién previa concreta que permita el acceso de proteinas
reguladoras como ya se ha comentado en la Introducciéon. También Ia
pérdida de nucleosomas en el promotor es un hecho bastante generalizado
y parece asociado a la activacién transcripcional como han demostrado

Han y Grunstein (1988).

4. Estructura de la cromatina del flanco 3* del gen SUC2.

4.1. Consideraciones tedricas.

A partir de los trabajos previos sobre estructura de la cromatina
del gen SUC2 en estados reprimido y desreprimido (Pérez-Ortin et al.,
1987), el planteamiento general del presente trabajo fue un estudio mas
completo de las regiones implicadas en la regulacion transcripcional del
gen. Evidentemente, éste estudio debia centrarse sobre su promotor pero
sin olvidar otra regién cuyas caracteristicas estructurales merecen,
también, especial atencion. Ya se ha comentado en la Introduccion la
existencia, en el flanco 3’ del gen SUC2, de una amplia zona, de
aproximadamente 2.3 kb, con una organizacién cromatinica muy
caracteristica. Dicha regién estd delimitada por dos sitios hipersensibles a
nucleasas localizados a aproximadamente +1950 y +4350. Entre ellos
aparece una sucesion de 13 nucleosomas perfectamente posicionados y con
unos espaciados, en general, mas grandes de los 165 pb tipicos del
genoma de levadura. Dentro de la regularidad de ésta region de la
cromatina existe un tramo central donde alternan espaciados de cortes de

la MNasa grandes con otros pequefios, lo que sugiri6 que esa zona podria
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no estar ocupada por nucleosomas o, al menos, estarlo por nucleosomas
alterados. Esta idea se vid apoyada por la comprobaciéon de que esa zona
central del flanco 3’ experimentaba claros cambios estructurales asociados

al proceso de represion/desrepresion tal como se muestra en la Fig. 2

(ver Introduccion).

La estructura cromatinica del flanco 3' del gen presenta por si
misma un considerable interés puesto que no se trata de un caso aislado.
Una estructura totalmente equivalente ha sido detectada por Szent-
Gyorgyi et al. (1987) en los flancos 5’ y 3’ lejanos del gen HSP82 de
levadura. La extraordinaria similitud de estas dos regiones del genoma de
levadura sugiere que tal organizacion debe tener un significado, quizés

estructural, en el funcionamiento de la cromatina (Pérez-Ortin et al.,

1989).

Desde el punto de vista del planteamiento general de éste trabajo,
la existencia ademds de cambios estructurales asociados a la desrepresion
en ésta region nos llevd a plantearnos un estudio de los posibles
mecanismos que determinan la adquisicion de tal estructura y del

significado que pueden tener sus cambios en relacion con la expresion del

gen SUC2.

Respecto a los mecanismos determinantes del posicionamiento de los
nucleosomas en el flanco 3' del gen SUC2, cabe plantearse varias
posibilidades. Un primer mecanismo podria ser, como se comentd en la
Introduccidén, la dependencia de la secuencia de nucledtidos de DNA en
esa region (Drew y Travers, 1985; Mengeritsky y Trifonov, 1987). No se
conocen las secuencias de nucledtidos de esas zonas del genoma de leva-

dura (cercanas a los genes HSP82 y SUC2) pero no parece probable que

73



zonas alejadas y no relacionadas del mismo pueda poseer determinantes de

secuencia idénticos.

Dado que, en ambos casos, tal estructura estd delimitada por dos
sitios hipersensibles a nucleasas podria ocurrir que los nucleosomas
ocuparan posiciones estrictas debido al efecto posicionador de dichos
sitios hipersensibles. Tal mecanismo ha sido demostrado, mediante
construcciones especialmente disefiadas para ese tipo de estudios, por

Thoma (1986) y por Fedor et al. (1988).

Para analizar la posible actuacion como posicionaddres de los sitios
hipersensibles a nucleasas del flanco 3f del gen SUC2 se elaboré un
programa de ordenador basado en un algoritmo propuesto por Kornberg y
Stryer (1988) para predecir mecanismos estocasticos de posicionamiento de
los nucleosomas. Las variables utilizadas por el programa son: el tamafio
del "core” nucleosomal (D), el tamafio del DNA espaciador (L) y la
longitud, en pb, del fragmento de DNA sobre el que se localizan los
nucleosomas (Z). A partir de estos datos, el programa elabora un
grafico, como el mostrado en la Fig. 14, donde los maximos representan
maxima probabilidad de corte de la nucleasa, es decir, corresponden a
posiciones de DNA espaciadores, y los minimos representan las posiciones
sobre las que se centran los nucleosomas. Los valores de Dy de L, para
la prediccion de la Fig. 14, corresponden a las tipicas 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 numeros indican las posiciones tedricas de
los puntos de corte de la MNasa y los numeros entre paréntesis los

valores experimentales. Debe tenerse en cuenta una serie de factores pue

74



75

(2170) (nd)
2150
(2360) (nd)
2320 3950
(2510) (3935)
2480 3780
(2690) (3730)
2640 (2845) (3540) 3620
A 2810 (3060) (3200) (3*00) 3460 A
2970 3130 3300
]
Figura 14. Prediccién tedrica de posicionamiento estocastico de

los nucleosomas en el flanco 31 del gen SUC2 dependiente de
dos posicionadores.
D=146; L=20; Z=2300. indican
teéricas de 1los DNAs y los
paréntesis las posiciones experimentales.

posiciones
entre

las
nineros

Los numeros

espaciadores



pueden contribuir a aumentar la discrepancia entre los valores tedricos y

los experimentales:

- no se conoce exactamente la distancia entre los dos sitios

hipersensibles, con lo que el valor Z=2300 es sélo aproximado.

- los datos experimentales proceden de un experimento de marcaje
terminal indirecto desde un punto de restriccion Xbal localizado en la
regién codificante del gen SUC2, a aproximadamenfe 1100 pb del sitio
hipersensible en +1950. Esto hace qué la determinacién de los tamafios de
las bandas y, por lo tanto, 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 determinacién es menos exacta a medida que nos alejamos

en direccion 3'.

- existen datos que sugieren que los nucleosomas centrales en ésta
regién podrian estar alterados ya que en esa zona no existe una

regularidad completa en el espaciado de los cortes de la MNasa.

A pesar de estos factores, la prediccién tedrica presenta una buena
correlacién con los datos experimentales, salvo en el nimero de
nucleosomas gque sitia entre los dos posicionadores. La prediccién indica
14 nucleosomas mientras que experimentalmente se encuentran sélo 13.
Las posiciones de los espaciadores correspondientes a los tres primeros
nucleosomas son las que presentan una mejor correlacién y una mayor

probabilidad y son éstos los nucleosomas més estrictamente posicionados.

Las discrepancias aumentan a medida que nos alejamos en direccién
3' hasta llegar a incluir un nucleosoma mis. Un detalle a considerar es

Que, como ya se ha comentado, el tamafio promedio de los nucleosomas en
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esta region es algo mayor del tipico de levadura, aproximadamente 180 pb
de media. Puesto que el tamafio del "core” es constante, ese mayor
tamafio tiene que deberse a una mayor longitud del DNA espaciador. Por
este motivo se realiz6 una nueva prediccion tedrica considerando un valor
de =35 y se obtuvieron los resultados mostrados en la Fig. 15. Puede
observarse como, en este caso, se predicen 13 nucleosomas y, ademas, la
discrepancia entre los valores teodricos y los experimentales es

considerablemente menor que en la Fig. 14.

La buena correlacion existente entre las predicciones teoricas
(sobre todo la realizada para un valor de L=35) y los datos
experimentales sugiere que la adquisiciéon de la estructura cromatinica del
flanco 3* del gen SUC2 obedece, principalmente, a un mecanismo
estocastico de posicionamiento de nucleosomas dependiente de dos

posicionadores separados, aproximadamente, 2300 pb.

Para completar el estudio se realizd6 una prediccion tedrica de
posicionamiento dependiente de un sbélo posicionador considerando los dos
tamafios de DNA espaciador utilizados para las predicciones anteriores.
Los resultados de la prediccion se muestran en las Fig. 16 y 17 donde
puede obsevarse que si las posiciones de los nucleosomas en el flanco 31
del gen SUC2 dependieran unicamente del sitio hipersensible localizado al
final de la transcripcion, el posicionamiento se perderia a partir del
cuarto o quinto nucleosoma y no se extenderia a los largo de 2.3 kb como
ocurre realmente. Esto confirma la conclusion anterior acerca de Ia
existencia de dos posicionadores. Ademas se observa una clara diferencia
entre las predicciones obtenidas para los diferentes valores de L, como

ocurria en las predicciones para dos posicionadores. El valor de L[=35
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2163
(2360) (3935)
2342 3934
(2510) (3730)
(2690) (3540) 3735
2699 2345 5060) (32000 G400 3582
2873 3403
1 230
Figura 15. Prediccién tedrica de posicionamiento estocastico de

los nucleosomas en el flanco 3' del gen SUC2 dependiente de
dos posicionadores.
D=146; L=35; Z=2300. Simbolos como en la Fig. 14.
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(2170)
2150
(2360)
2320
(2510)
2480
Figura 16. Prediccién tedrica de posicionamiento estocastico de

los nucleosomas en el flanco 3' del gen SUC2 dependiente de
un posicionador.

D=146; L=20; 2Z=2300. Simbolos como en la Fig. 14.
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(2170)
2163
(2360)
2342
(2510)
2526
Figura 17. Prediccién tedrica de posicionamiento estocastico de

los nucleosomas en el flanco 3' del gen SUC2 dependiente de
un posicionador.
D=146; L=35; 2Z=2300. Simbolos como en la Fig. 14.



predice un menor nimero de nucleosomas posicionados que, como se vera
en el siguiente apartado muestra una mejor correlacion con los resultados

experimentales.

4.2. Efecto de los sitios hipersensibles a la DNasa 1 sobre el

posicionamiento de los nucleosomas en el flanco 3* del gen SUC2.

Con el objeto de comprobar experimentalmente los resultados de la
predicciéon tedrica sobre el posicionamiento de los nucleosomas se
construyeron dos plasmidos, derivados del pRB58, portadores de
deleciones del flanco 31 del gen SUC2. Las Fig. 18 y 19 muestran
esquemas de los procesos de construccion de ambos plasmidos que se

denominaron pSUCA325 y pSUCA327.

Tal como se ha comentado en el apartado anterior, la estructura de
la cromatina del flanco 3’ podria depender de la existencia de dos sitios
hipersensibles delimitantes que actuarian como posicionadores de los
nucleosomas localizados entre ellos. Los plasmidos pSUCA325 y pSUCA327

permiten comprobar esta hipotesis.

El plasmido pSUCA325 posee una delecidén que empieza en un sitio
HindIIl (aproximadamente en +2100), justo después del sitio hipersensible
localizado al final de la transcripcion. Este plasmido ha perdido el sitio
hipersensible lejano pero conserva el primero de ellos. Las secuencias de
DNA adyacentes al sitio hipersensible han resultado sustituidas con DNA
de pBR322 respecto a las originales, con lo que se puede estudiar si el
posicionamiento de los nucleosomas adyacentes a ese sitio hipersensible

dependen de ¢l o de la secuencia de DNA.
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Figura 18.
325.
B: BamHI; H: HindIII; E: BcoRI; S: Sali

PSUC213
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Esquema del proceso de construccién del plasmido pSUCA

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 construccidén del plasmido pSUCA
327.

B: BamHI; H: HindlII; E: FcoRI; P: PvuII; N: Ncil.
La linea gruesa representa el fragmento de DNA de levadura
que contiene al gen SUC2 o parte de él.



El plasmido pSUCA327 posee una delecion que empieza en un sitio
Ncil (+1930), justo dentro del sitio hipersensible localizado al final de la
transcripciéon. En  este plasmido se han perdido ambos sitios

hipersensibles.

Se transform6 con ambos plasmidos la cepa de S. cerevisiae
SEY2101 segun se describe en Materiales y Métodos. Los transformantes
se selecccionaron por su capacidad de crecimiento en placas de MM
carente de uracilo y se comprobaron mediante un analisis del plasmido

que portaban (Pérez-Ortin y Estruch, 1988).

El analisis de la estructura de la cromatina del flanco 3' del gen
SUC2 en las cepas portadoras de los plasmidos pSUCA325 y pSUCA327 se
realizd mediante restriccion con Xbal y la sonda XK segun la estrategia
mostrada en la Fig. 20. Las muestras se analizaron en geles de agarosa
1% de 24 cm de longitud con el fin de obtener una buena resolucion en la

zona de interés, que empieza a 1100 pb del punto Xbal.

La Fig. 21 muestra los resultados del analisis de las dos cepas
mencionadas. Puede observarse como en el plasmido pSUCA325, a pesar
de haber una secuencia de DNA diferente después del sitio hipersensible,
se mantienen las posiciones de las tres primeras bandas lo que indica que
los tres primeros nucleosomas ocupan las mismas posiciones que en el
flanco 3’ natural del gen. En el plasmido pSUCA327, el sitio hipersensible
ha desaparecido y el patron de puntos de corte de laMNasa es totalmente

diferente desde el punto de inicio de la delecion.

Estos resultados confirman la hipdtesis previa sobre las causas

determinantes de la estructura cromatinica del flanco 31 del gen SUC2 y
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SucC2

Figura 20. Sonda y estrategia wutilizada para la 1localizacién 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. Analisis del flanco 31 del gen SUC2 en mutantes de
delecién.
Se utilizéd restriccién con Xbal y la sonda XK. La
electroforesis se realizé 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 transcripcién. Las puntas de flecha indican las 3 bandas
que mantienen sus posiciones en la delecién A325. Las flechas
indican el punto de inicio de cada una de 1las deleciones.
Otros sémbolos como en las Fig. 6 y 9.



son totalmente compatibles con resultados obtenidos por otros autores
sobre posicionamiento de nucleosomas dependientes de posicionadores
(Fedor et al., 1988). Debe existir algun componente de secuencia en el
mecanismo de posicionamiento en esta region,puesto que la prediccion teo-
rica indica 5-6 nucleosomas posicionados y experimentalmente se observan
solo 3, pero éste no debe ser 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 anterior, la prediccidon
realizada para un valor de L=35 se aproxima mas a los datos
experimentales que la realizada con un valor de L=20, dando un menor
numero de nucleosomas posicionados y unas posiciones para los

espaciadores menos discrepantes con las experimentales.

4.3. Estructura de la cromatina del flanco 3° del gen SUC2 en cepas

mutantes en su regulacidn.

Como ya se ha comentado, los cambios estructurales asociados a la
desrepresion del gen SUC2 no se limitan a su promotor sino que también
afectan a una regién de su flanco 3’, cuya relacion con la regulacion no
resulta obvia (Pérez-Ortin et al., 1987). Dicha regiéon se extiende entre
las posiciones +2700 y +3400, aproximadamente, y se caracteriza por
presentar, en el estado reprimido, espaciados de corte de la MNasa
grandes y pequefios alternados. Ademas 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
entre +2700 y +3000 y resulta fuertemente protegida la zona entre +3000 y

+3400. Estos cambios dependientes de la concentracion de glucosa
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sugieren una posible relacion del flanco 3' del gen con su regulacion, a

pesar de la localizaciéon no habitual de esta region con respecto al gen.

Por estos motivos se decidi6 abordar un estudio de los cambios

estructurales del flanco 3’ del gen SUC2 en las cepas mutantes en su

regulacion que habian servido para el analisis del promotor, con el fin de
estudiar la relacion de dicha zona con los cambios de actividad

transcripcional.

Para el analisis del flanco 3’ se utilizé restriccion con Xbal y la
sonda XK segun la estrategia mostrada en la Fig. 20. Los resultados del
analisis en las cuatro cepas mutantes se muestran en las Fig. 22 y 23,
donde se ha sefalado la zona de interés sobre las muestras control de la

cepa salvaje.

La cepa MCY1484 (snfl, no desreprimible) presenta una estructura
cromatinica en su flanco 3’ independiente de la concentraciéon de glucosa

e idéntica a la del gen SUC2 reprimido en la cepa salvaje.

La cepa MCY1371 (ssn6, no reprimidle) también presenta una
estructura independiente de la concentracion de glucosa pero, en este
caso, idéntica a la del gen desreprimido. El mismo resultado puede

observarse para la cepa MCY1324 (snfl ssn6, no reprimidle).

Son menos claros los resultados obtenidos para la cepa MCY1250
(snf2, parcialmente desreprimible) en la que no se producen los cambios
tipicos de la cepa salvaje pero tampoco parece que la estructura sea
totalmente independiente de la concentraciéon de glucosa, observandose

ligeros diferencias entre los dos estados.
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Figura 22. Analisis del flanco 31 del gen SUC2 en las cepas
mutantes snfl y ssné6.
Se utilizé restricecidén con* Xbal y la sonda XK. La
electroforesis se realizébéen un gel de agarosa 1% de 24 cm de
longitud. Los asteriscospequeiios indican 1las dos bandas

constituyentes del sitio hipersensible localizado al final de
la transcripcién. El asterisco grande indica la zona donde se
producen 1los cambios estructurales dependientes de glucosa.
Otros simbolos como en las Fig. 6, 9 y 21.
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Figura 23. Analisis del flanco 3'
mutantes snf2 y snfl ssné6.
Se utilizé

del gen SUC2 en 1® cepas
restriccién con Xbal y la sonda XK. La
electroforesis se realizé en un gel de agarosa 1% de 24 cm de
longitud. Otros simbolos como en las Fig.

6, 9y 22.
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En las cuatro cepas, el flanco 3’ del gen  SUC2 presenta
caracteristicas coincidentes con las desu promotor, es decir, una
estructura cromatinica tipica del estado activo o del estado inactivo de
forma coherente con sus caracteristicas fenotipicas en cuanto a
produccion de invertasa. Esta correlacion entre los cambios estructurales
del promotor y los del flanco 3’ parece apoyar la hipotesis de wuna

relacion del flanco 3' con los procesos de transcripcion del gen SUC?2.

Respecto a la naturaleza de esarelacion cabe plantearse dos
posibilidades. En primer lugar el flanco 3’del gen  podria estar implicado
en los procesos de regulacion transcripcional a través de algin mecanismo
de acciéon a distancia (Wang y Giaever, 1988) que relacionara esa region
con el promotor mediante la formaciéon de superestructuras de la
cromatina. Una segunda posibilidad es que los cambios que sufre el
flanco 3” del gen SUC2 asociados a su desrepresiéon sean simplemente una
consecuencia, y no una causa, del proceso de transcripcion de su region

codificante.

Una tercera hipdtesis sobre el significado funcional de los cambios
estructurales del flanco 3’ es que dicha region no esté relacionada con el
gen SUC2 sino que sea el promotor de otro gen, localizado en posicion 3*
respecto del gen SUC2. En este caso, ese supuesto gen estaria también
regulado por glucosa y por un mecanismo relacionado con el que opera
para el gen SUC2 puesto que la estructura de la cromatina de su
supuesto promotor sufre cambios dependientes de la concentracion de

glucosa y se vé afectada por las mutaciones snf y ssn.



Con el fin de discernir entre estas tres posibilidades, se abordd un
estudio del efecto de las deleciones del flanco 3’ del gen SUC2 sobre su

expresion cuyos resultados se describen en el siguiente apartado.

4.4. Estudio del efecto de deleciones del flanco 3* del gen SUC2 sobre su

expresion.

El objetivo se este apartado del trabajo era comprobar una de las
tres hipotesis planteadas en el apartado anterior sobre el significado
funcional de los cambios estructurales que experimenta el flanco 3’ del

gen SUC2 en funciéon de la concentracion de glucosa.

Segun dicha hipdtesis, el flanco 31 del gen podria estar implicado
en la regulaciéon del gen. Si esto fuera asi, la eliminacién del flanco 3'
del gen afectaria a la produccion normal de invertasa. Ademads, como se
ha demostrado en éste y en otros trabajos, la actividad transcripcional de
un gen es un estado funcional que queda reflejado estructuralmente en la
organizacién cromatinica de su promotor por lo que la eliminacion del
flanco 3' podria reflejarse, en ese caso, en alteraciones de Ila
organizacion cromatinica caracteristica del promotor en los estados

reprimido y desreprimido.

Para comprobar esta hipotesis se utilizaron las cepas SEY2101/pSUCA
325 y SEY2101/pSUCA327 ya descritas en el apartado 4.2. En ambos
plasmidos ha sido totalmente eliminado el flanco 3' del gen y, por tanto,
la zona que sufre los cambios, pero ambos conservan intactas las

regiones codificante y promotora.

En ambas cepas se Illevaron a cabo tres tipos de estudios:

determinacion de la actividad invertasa, analisis de mRNAs y analisis de



la estructura de la cromatina del promotor, en los tres casos en

condiciones de represion y de desrepresiéon del gen SUC2.

Respecto a la wvaloracion de actividad invertasa se obtuvieron
niveles de actividad enzimadatica dentro del rango normal para cepas con
alto namero de copias por célula del gen SUC2: del orden de 15-20 veces
mas actividad invertasa que una cepa con la copia genomica del gen vy
un incremento de 20-50 veces de actividad al pasar de condiciones de

represion a condiciones de desrepresion del gen. .

El analisis de mRNA didé 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 desrepresidén que en
condiciones de represion del gen. Estos datos confirman, junto con la
determinacion de actividad invertasa, la regulacion normal de la

transcripcién del gen SUC2 en las cepas portadoras del gen carente de

su flanco 3’.

El analisis de la estructura cromatinica del promotor del gen SUC2
en ambas cepas se llevd a cabo mediante restriccion con HindIll y Ia
sonda HE segun la estrategia mostrada en la Fig. 5. Las muestras control
de la cepa salvaje correspondena la cepa SEY2101/pRB58, como en
experimentos anteriores. Los resultados de este estudio se muestran en la
Fig. 25, donde puede verse que, en ambas cepas, el promotor del gen
SUC2 presenta una organizaciéon cromatinica idéntica a la observada en la
cepa salvaje. Ademas, los cambios estructurales asociados al proceso de
desrepresion se producen exactamente igual que en las muestras control,

lo que indica que el promotorresulta normalmente afectado por el
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Figura 24. Deteccién del mRNA del gen SUC2 en los mutantes de

delecién.

La electroforesis se realizé en un gel de agarosa 1.5% y en
presencia de formaldehido con muestras de RNA total de 1las
cepas X2180-1A, SEY2101/pSuUC 325, SEY2101/pSuUC 327

y
SEY2101/pSUC 521. Se utilizdé la sonda XK.
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Figura 25. Analisis del promotor del gen SUC2 en los mutantes de
deleciédn.
A325: muestras de la cepa SEY2101/pSUC 325
A327: muestras de la cepa SEY2101/pSUC 327
Estrategia Y otros simbolos como en las Fig. 6 y 9.



descenso de concentracién de glucosa y sugiere una independencia de su

organizacion respecto del flanco 3° del gen.

Los resultados de los tres estudios realizados son coherentes entre
si y permiten descartar la hipdtesis sobre la implicacion del flanco 3' en
los mecanismos de regulacion transcripcional del gen SUC2. Desde todos
los enfoques, el proceso de desrepresion se produce con normalidad vy,
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 organizacién cromatinica del gen refleja el estado

transcripcionalmente activo del mismo.

4.5. Dependencia de los cambios estructurales del flanco 3* del gen SUC2

respecto al proceso de transcripciodn.

Una vez descartada la hipotesis sobre la implicacion del flanco 3'
del gen SUC2 en los procesos de regulacion transcripcional, se abordd un
estudio encaminado a comprobar la dependencia de los cambios
estructurales de dicha regiéon con el proceso de transcripcion. Dicha
relacion parece obvia a partirde los experimentos del apartado 4.3. en
los que se observa una buena correlacion entre los niveles de expresion
del gen SUC2 y la organizacién cromatinica de su flanco 3°, tanto en una

cepa salvaje como en los distintos mutantes reguladores.

Con el objeto de comprobar si los cambios estructurales del flanco
3> del gen SUC2 son o no una consecuenciade la transcripcion del
mismo, se construyd un plasmido portador del gen SUC2 al que se le
habia eliminado la region promotora. El plasmido se construyo segun el

proceso mostrado en la Fig. 26 y se denomindé pSUC&S521. Con dicho
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Figura 26. Esquema del proceso de construccién del plasmido pSUCA
521.
K: Kpnl; P: Pvull.

H: HindlII; E: FcoRI;
La linea gruesa representa el fragmento de DNA de levadura

que contiene al gen SUC2 o parte de él.



plasmido se transformdé la cepa de S. cerevisiae SEY2101 segun se
describe en Materiales y Métodos. Los transformantes se seleccionaron
por su capacidad de crecimiento en medio minimo carente de uracilo y se
comprobaron por andlisis del plasmido que portaban (Pérez-Ortin vy
Estruch, 1988). Debido a la carencia de promotor, el gen SUC2 presente
en el plasmido pSUCAS21 fio se transcribe y, como consecuencia, la cepa
transformada no presenta actividad invertasa. Estas dos caracteristicas se
comprobaron mediante analisis de mRNA y determinacion de la actividad
invertasa en la cepa transformada cultivada en condiciones de represidén y
de desrepresion del gen SUC2. Los resultados del andlisis de mRNA se
muestran en la Fig. 24 donde puede observarse que la cepa
SEY2101/pSUCAS521 no transcribe el mRNA del gen SUC2 ni en alta ni en

baja concentraciéon de glucosa.

Una vez comprobada la ausencia de actividad transcripcional del
gen SUC2 en la cepa SEY2101/pSUCAS21, se llevd a cabo un estudio de la
estructura de la cromatina del flanco 3° del gen SUC2 carente de
promotor en condiciones de represion y de desrepresion. Se utilizo
restriccion Xbal y la sonda XK segin la estrategia 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 plasmido pSUCAS521 experimenta
los cambios habituales dependientes de la concentracion de glucosa atn

cuando en ese plasmido el gen no puede transcribirse.

Estos resultados descartan la posibilidad de que los cambios que
sufre la regiéon 3' del gen SUC2 sean consecuencia del proceso de
transcripcidén puesto que ocurren también cuando el gen no puede

transcribirse por carecer de promotor.
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Figura 27. Analisis del flanco 3' del gen SUC2 carente
promotor.
A521: muestras de la cepa SEY2101/pSUCA521.
Estrategia y simbolos como en la Fig. 22.



Sin embargo, los cambios estructurales del flanco 3° dependen de la
concentracion de glucosa y muestran una relacién con las mutaciones snf
y ssn. Descartadas las dos hipotesis que relacionan dicha regién con el
gen SUC2, ya sea como causa o como consecuencia de su transcripcion,
cabe plantearse la tercera hipotesis segin la cual, la region central del
flanco 3’ del gen donde se localizan los cambios dependientes de glucosa
podria ser el promotor de otro gen localizadoen posicion 3* respecto del
gen SUC2. Como ya se ha comentado, ese genestaria sujeto a regulacion
por glucosa por algin mecanismo en el que, probablemente, intervendrian
los genes SNF y SSN. Su localizacién seria muy proxima al telomero del
cromosoma IX, regiéon enla que noha sido descrito, hasta la fecha,
ningin gen siendo considerado el gen SUC2 el mas proximo al extremo de

dicho cromosoma.



CONCLUSIONES
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El estudio de la estructura de la cromatina del promotor del gen
SUC2 a diferentes niveles de resolucién y en cepas con mutaciones en
genes reguladores del mismo ha permitido mejorar el modelo previo sobre
la organizacion cromatinica de dicha region. Los nucleosomas ocupan, en
el estado reprimido, unas posiciones fijas que permiten la accesibilidad a
las regiones reguladoras. El proceso de desrepresion transcripcional
supone importantes cambios en el patrén de proteccion del DNA que se
interpretan como consecuencia de los cambios en la unién de diferentes
factores reguladores. Esos cambios en la unién de proteinas reguladoras
van acompafiados de la pérdida de nucleosomas adyacentes, lo cual esta
de acuerdo con las teorias actuales sobre el proceso de transcripcion de

genes eucarioticos.

En lascepas mutantes en genes reguladores del gen SUC2 se
observauna buena correlacion entre lascaracteristicas fenotipicas
(relativas a la produccion de invertasa) y la organizacion cromatinica del
promotor del gen SUC2. Asi, el promotor del gen SUC2 en la cepa snfl
(no desreprimible) presenta una estructura similar a la del gen SUC2

reprimido en una cepa salvaje aunque con caracteristicas mas acentuadas.

En la cepa snf2 (parcialmente desreprimible), el promotor presenta
unaestructura dependiente de glucosa pero los cambios no son tan

evidentes como en una cepa salvaje.

En lascepas ssn6 y snfl ssn6 (no  reprimibles), el promotor
presenta los rasgos caracteristicos del gen SUC2 desreprimido mas

acentuados que en una cepa salvaje en dicho estado.



Estos resultados corroboran la relacion entre los mecanismos de

activacion transcripcional y la organizacion cromatinica del promotor del

gen SUC2.

Los estudios tedricos realizados sobre la organizacion cromatinica
del flanco 3' del gen SUC2 permiten postular que una localizacion
estocastica de los nucleosomas dependiente de dos posicionadores es la
causa principal del posicionamiento de nucleosomas en dicha regidén. Este
mecanismo ha resultado confirmado mediante la construcciéon 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 entre ellos. La eliminacion del sitio
hipersensible lejano conduce a una estructura muy similar a la obtenida
con la predicciéon teorica para un soélo posicinador, manteniéndose el
posicionamiento de los nucleosomas adyacentes a ¢él. La eliminacion de
ambos sitios hipersensibles conduce a la pérdida completa del posiciona-

miento .

Respecto a los cambios estructurales que ocurren en el flanco 3’
del gen SUC2, se ha comprobado, mediante el estudio de los mutantes
reguladores, su dependencia no sélo de la concentraciéon de glucosa sino

también de los genes SNF y SSN.

La estructura de la cromatina del flanco 3’ del gen SUC2 en el
mutante snfl coincide con la del gen SUC2 en estado reprimido, en los
mutantes ssn6 y snfl ssn6 coincide con la del gen desreprimido y en el

mutante snf2 muestra cambios no tan evidentes como en una cepa salvaje.
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La posible relacion de la zona 3' del gen SUC2 con la transcripcion
del mismo sugerida por los resultados anteriores, ha sido descartada
mediante el analisis del efecto de deleciones. La eliminacion del flanco 3'
del gen SUC2 no tiene efecto ni sobre la expresion del mismo ni sobre la
organizaciéon cromatinica de su promotor lo que descarta su implicacion en

los procesos de regulacidén transcripcional.

La eliminacion del promotor del gen SUC2 impide su transcripcion
pero no impide que el flanco 3’ del gen sufra los cambios estructurales
habituales dependiendo de la concentracién de glucosa. Este resultado
descarta que los cambios estructurales en el flanco 3* sean consecuencia

de la transcripcion del gen SUC2.

Descartada la relacion de los cambios estructurales del flanco 3’ del
gen SUC2 con su proceso de transcripcién se plantea, como hipoétesis,
que dicha regién del flanco 31 constituya el promotor de un gen no
descrito, localizado en posiciéon 3' respecto al gen SUC2, y regulado por
glucosa mediante algiin mecanismo en el que probablemente intervendrian

los genes SNF y SSN.
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