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. INTRODUCCION

Los genomios de todos los organismos estan constituidos por un numero
variable de secuencias repetidas, que pueden llegar a suponer el 50% del DNA
total. Los fragmentos de DNA repetido pueden interactuar entre si de muy diversas
formas dando lugar a reordenaciones genémicas, mediante procesos que en un
sentido amplio denominamos recombinaciéon. Aunque estas modificaciones
pueden tener aspectos positivos desde el punto de vista evolutivo al generar
diversidad, son en general deletéreas.

Es importante dividir las secuencias repetidas en cortas (<10 pb) y largas
(>100 pb) en funcién del tamafio de la repeticién, ya que cada grupo esta sujeto a
modificaciones producidas por mecanismos claramente diferentes. Las
repeticiones cortas (bien invertidas o bien directas formando el DNA repetitivo
simple, muy abundante en el genomio de eucariotas superiores) son el sustrato de
reordenaciones asociadas principalmente a errores de la maquinaria de
replicacién/reparacion del DNA, y son numerosas las enfermedades asociadas a
inestabilidad de este tipo de DNA, como el sindrome X-fragil (Fu et al. 1991), el
sindrome de Hungtinton (The Huntington's disease collaborative research group
1993) o diversas formas de cancer colorectal (lonov et al. 1993; Thibodeau et al.
1993). Las secuencias repetidas largas son el sustrato de la recombinacion
homéloga, cuyo estudio ha constituido el objetivo principal de esta tesis.

La recombinacién homdéloga tiene lugar entre secuencias homoélogas
localizadas tanto en cromosomas homélogos (recombinacién alélica) como en
regiones y cromosomas no homdélogos (recombinacién ectépica). Se produce
tanto en mitosis, donde estad implicada fundamentalmente en la reparacién de
dafios producidos en el DNA (Friedberg et al. 1991), como en meiosis, donde es
esencial para la divisién reduccional de los cromosomas homélogos, asi como
para la generacién de diversidad genética (Roeder 1990). La importancia de la
recombinacién se manifiesta en numerosos procesos celulares, que van desde los
diferentes mecanismos de intercambio de DNA en procariotas (Dunderdale y West
1994) o el cambio de sexo en levaduras (Klar et al. 1984) a la produccién de
inmunoglobulinas en eucariotas superiores (Schwedler et al. 1990) o el
mantenimiento de la homogeneidad de las secuencias de familias génicas
(Baltimore 1981; Egel 1981). La recombinacién homéloga puede ser una fuente de
inestabilidad muy importante, generando deleciones, inversiones, translocaciones
y otras aberraciones cromosémicas. Enfermedades como el sindrome de Werner
(Fukuchi et al. 1989), la Ataxia telangectaxia (Meyn 1993) y ciertos tipos de
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neoplasia, tales como leucemias, linfomas y sarcomas (Lanfrancone et al. 1994)
confirman la importancia del control genético de la recombinacién en eucariotas
superiores.

En esta introduccién abordaremos los aspectos mas generales de la
recombinacién homéloga en levaduras, con algunos datos complementarios de
bacterias, antes de profundizar en el conocimiento actual sobre la recombinacion
entre secuencias repetidas y los factores implicados en el control genético de la
estabilidad de las secuencias repetidas. En este punto, nos centraremos en el
papel concreto que la transcripcion juega en el control de la recombinacién y
cudles son los datos que sugieren una participacion de la estructura de la
cromatina en dicha relaciéon. Finalmente nos referiremos a algunos aspectos
generales de la recombinacion especifica de sitio necesarios para el desarrollo de
esta tesis.

. 1. Mecanismos y enzimologia de la re,“ ,

Dos son los sucesos de recombinacién hd :‘oga mas importantes que se
producen en la célula: la conversidén génica y el entrecruzamiento. La conversion
génica es la transferencia no reciproca de informacién desde una molécula a otra,
mientras que el sobrecruzamiento es el intercambio reciproco de informacién entre
dos moléculas de DNA (Hansting y Rosemberg 1992). Tanto en recombinacion
mitética como meidtica la conversién génica y el entrecruzamiento estan
fuertemente asociados, lo que sugiere que son dos productos de un mismo suceso
de recombinacién (Esposito y Wagstaff 1981; Fogel et al. 1981; Orr-Weaver y
Szostak 1983). Esta asociacién ha sido introducida en todos los modelos de
recombinacioén.

Los principales modelos de recombinaciéon derivan del estudio de la
recombinacién genética en hongos y levaduras. Los elementos basicos fueron
definidos por Holliday en el modelo que lleva su nombre (Holliday 1964):
intercambio de cadenas entre secuencias homoélogas, formacién y reparacion de
heteroduplices y migracién y resolucion de la estructura cruciforme o de Holliday.

. 1. 1. Modelo de reparacion de DSBs

El modelo méas aceptado actualmente es el de reparacion de cortes de doble
cadena (Szostak et al. 1983), adaptado por Sun et al. (1991) (FIGURA 1). Segun
este modelo el suceso de recombinacion se inicia con un corte de doble cadena
(DSB) en una de las moléculas homélogas (a); los extremos son degradados en
sentido 5'->3' por una exonucleasa, lo que genera colas de DNA de una sola
cadena con el extremo 3' libre (b); la invasion de la molécula homéloga por uno de
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los extremos 3' genera una estructura cruciforme y dos regiones de heteroduplice
asimétrico, y los extremos 3°'de ambas cadenas sirven de cebadores para la
sintesis de DNA usando las cadenas de la molécula homdloga como molde (d); las
cadenas se cierran con la formacion de una segunda estructura cruciforme (e); las
estructuras cruciformes son finalmente resueltas dando lugar a intercambio no
reciproco (f) o reciproco (g) entre las moléculas parentales dependiendo del tipo

de resolucion.
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FIGURA 1. Modelo de reparacion de cortes de doble cadena
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Desde el punto de vista genético, este modelo predice que la molécula
receptora de la informacién es la molécula donde se produce el DSB que inicia el
suceso de recombinacién. Esta es una caracteristica importante respecto de los
modelos que proponen que la recombinacién se inicia por un corte de cadena
sencilla, en los que la molécula donde se produce el corte es la donadora de la
informacién. A nivel bioquimico, tres son las principales diferencias con otros
modelos de recombinacién: 1) la iniciacion por un DSB, 2) la degradacién
exonucleolitica de los extremos 5' generados por el DSB, y 3) la formacion de dos
estructuras de Holliday.

La mayoria de los estudios sugieren que la recombinacién mitética y
meidtica se inicia por un DSB: 1) En bacterias, levaduras y células animales la
mayoria de los genes necesarios para la reparacion de dafios en el DNA
producidos por agentes que causan DSBs (rayos X, rayos gamma o el agente
radio mimético metil metano sulfonato (MMS)) estén implicados en recombinacién
(Friedberg et al. 1991; Kowalckzykowski et al. 1994; Jeggo et al. 1995); 2) la
reparacién de DSBs producidos in vivo por nucleasas especificas de secuencia
(endonucleasa HO, nucleasa mitocondrial /-Scel), asi como la reparacién de DNA
linearizado in vitro por enzimas de restriccién e introducido por transformacién en
la levadura se producen principalmente por recombinacién con secuencias
homélogas intactas (Rudin y Haber 1988; Orr-Weaver et al. 1981); 3) existe una
fuerte correlacién entre los puntos calientes de recombinacién meiética definidos
genéticamente y la aparicion de DSBs (Sun et al. 1989; Nicolas et al. 1989; Cao et
al. 1990). En este sentido es interesante la observacion de que la expresion del
sistema cre-loxP del fago f1, que produce cortes de cadena sencilla en el DNA,
estimula la recombinacién. Sin embargo, en este caso la molécula receptora de la
informacién es la cortada, lo que sugiere que el corte de cadena sencilla es
procesado a un DSB (Strathern et al. 1991).

En células eucariotas no se conocen secuencias iniciadoras especificas de
la recombinacién homéloga en mitosis, a excepciéon de algunos ejemplos de
recombinacion especifica, como la diana HO en el cambio de sexo en levadura
(Klar et al. 1984). A diferencia de mitosis, en meiosis parece haber sitios preferidos
para iniciar la recombinacién. Esta conclusién viene apoyada por resultados
genéticos y bioquimicos. Por un lado, estudios genéticos en levaduras, hongos y
D. melanogaster han mostrado la existencia de gradientes de polaridad en la
conversion génica a lo largo de los genes, que sugieren puntos concretos de
iniciacién, de forma que mientras mdas cerca estd el marcador del suceso de
iniciacién mayor es la probabilidad de que sea convertido (Whitehouse 1982). Por
otro lado, se ha realizado en levaduras un extensivo analisis bioquimico para
mapear la acumulaciéon de DSBs en mutantes rad50S, que son incapaces de
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procesar los DSBs y los bloquean, lo que permite visualizarlos en electroforesis de
campo pulsante. Mientras que en células vegetativas sélo aparece el patron
esperado de cromosomas, en meiosis se han observado bandas discretas
indicativas de sitios de acumulacién de DSBs (Zenvirth ef al. 1992; Game 1993).

Tras el DSB, el modelo propone la degradacién exonucleolitica de los
extremos 5', lo que genera dos extremos 3' que pueden iniciar el intercambio de
cadenas. Esta prediccion ha sido confirmada en meiosis por Sun et al. (1991) en el
sitio de iniciacién de la conversion génica del gen de levaduras ARG4 y en mitosis
por Haber et al. en la recombinacién inducida por DSB con la endonucleasa HO,
tanto en el locus MAT como en construcciones de repeticiones artificiales (White y
Haber 1990; Sugawara y Haber 1992).

Por altimo, se han identificado en levaduras dobles uniones de Holliday en
puntos calientes de recombinacién meidtica asociados a DSBs (Schwacha y
Kleckner 1995).

. 1. 2 . Enzimologia de la recombinacion

La enzimologia de la recombinacién se ha definido fundamentalmente en
bacterias, por lo que repasaremos brevemente las funciones mas importantes
implicadas en el proceso, antes de centrarnos en las funciones conocidas de la
recombinacién en levaduras.

. 1. 2 . 1. Enzimologia de la recombinacién en bacterias.

Numerosos procesos asociados con recombinacién en bacterias
(conjugacién, transformacion, reparacion de DSBs) comienzan con una molécula
lineal de doble cadena que es procesada para generar DNA de cadena sencilla.
Este procesamiento es catalizado por el complejo RecBCD (complejo con
actividades helicasa y nucleasa de cadena sencilla y doble), que se une al
extremo de cadena doble y avanza separando las cadenas gracias a la actividad
helicasa. Durante este proceso la actividad endonucleasa del complejo genera
cortes en la dos cadenas, con una mayor frecuencia en la cadena del extremo 3'.
Cuando el complejo encuentra la secuencia iniciadora Chi (5'GCTGGTGGS3') en la
orientaciéon adecuada se para momentaneamente, lo que favorece el corte a un
lado de Chi. Esta interaccion con Chi provoca la pérdida de la actividad
endonucleasa especifica de la cadena 3', probablemente por inactivacion o
pérdida de la subunidad RecD. Tras la pausa el complejo RecBC continua
desenrollando las dos cadenas lo que genera un extremo 3' recombinogénico
(FIGURA 2A) (Eggleston y West 1996).
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FIGURA 2.

A.- Modelo de iniciacién de la recombinacion catalizado por RecBCD.

B.- Intercambio de cadenas catalizado por RecA y formacién y migracién de la estructura de Holliday.
El sentido de la migracién se indica con una flecha.Tanto el intercambio de cadenas como la migracién
de la estructura de Holliday generan heteroduplice (cada cadena procede de un parental).

C.- Resolucién de la estructura de Holliday. Las flechas representan los posible puntos de corte y
posterior ligacion.

Las cadenas sencillas con extremos 3' son el sustrato necesario para el
emparejamiento de secuencias homoélogas y el intercambio de cadenas. Este
proceso central en la recombinacién es realizado en bacterias por RecA, que se
une a DNA de cadena sencilla (ssDNA) y forma filamentos nucleoproteicos
helicoidales en direccién 5'->3, lo que asegura que el extremo 3' quede cubierto y
tenga mayor capacidad de invasién. Este complejo presindptico RecA-ssDNA-3'
cataliza la busqueda de homélogia y el intercambio de cadenas (Kowalczykowski
et al. 1994) (FIGURA 2B). RecA es esencial en recombinacién y reparacién en E.
coli, hasta tal punto que los procesos de recombinacién se definen en funcién de
su dependencia de RecA. El intercambio y emparejamiento de cadenas
homdlogas genera regiones de heterodlplice, donde cada cadena procede de un
parental diferente, y estructuras cruciformes que unen los dos duplices parentales.
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La estructura de Holliday puede migrar a lo largo del DNA gracias a la
homologia de las moléculas (FIGURA 2B). La migracién es catalizada tanto por el
complejo RuvAB como por la proteina RecG (Eggleston y West 1996). La migracion
y resolucion de la estructura de Holliday son elementos esenciales en los modelos
de recombinacién para poder explicar la asociacién entre conversién génica e
intercambio reciproco. La resolucién consiste en un corte simétrico y posterior
unién con los extremos opuestos de la estructura cruciforme (FIGURA 2C). En E.
coli la resolucién es catalizada por la proteina RuvC (Connoli et al. 1991), requiere
la presencia de homologia y ocurre preferentemente en secuencias 5'A/T TT G/C3,,
lo que sugiere que la estructura debe migrar hasta esos puntos, donde la eficiencia
del corte es maxima (Shah et al. 1994). Los datos genéticos sugieren la existencia
de al menos otra resolvasa en E. coli, dado que en el mutante ruvC aun se dan
niveles considerables de recombinacion. o

. 1.3. Enzimologia de la recombinacién en Ievaduras

En levaduras la proteina que define los procesos de recomblnamon por su
importancia tanto en mitosis como en meiosis es Rad52p, amquefuncnonalmente
no tiene ninguna relacién con RecA. De hecho, poco se conoce sobre su funcion
en recombinacién. No tiene homologia con ninguna otra proteina conocida, y sélo
se sabe que interactua fisicamente con Rad51p (Ogawa et al. 1993). Sin embargo,
en mutantes rad52 las células son incapaces de hacer meiosis, de acuerdo con el
fenotipo esperado para una proteina de recombinacion, y en mitosis los niveles de
recombinacién pueden llegar a ser hasta 1000 veces inferiores a los niveles
silvestres (Petes et al. 1991).

En levaduras no se han identificado aln las proteinas responsables del
DSB. El complejo de reparacion por escision Rad1/Rad10 es necesario en
aquellos sucesos que se inician en regiones de DNA heterélogo; tras el DSB y la
degradacion exonucleolitica de los extremos 5', la cola 3' de DNA heter6logo que
no puede participar en el heteroduplice formado entre secuencias homdlogas es
eliminada por la endonucleasa Rad1/Rad10 (Fishman Lovell y Haber 1992).

Poco se conoce acerca de las proteinas implicadas en la busqueda de
homologia y el intercambio de cadenas. La proteina Rad51p es homéloga a RecA
de E. coliy forma filamentos nucleoproteicos sobre DNA de doble cadena (Ogawa
et al. 1993). Ademéas se ha observado que posee actividad de intercambio de
cadenas in vitro (Sung 1994). La proteina Dmc1p, especifica de meiosis, es
homéloga a RecA y Rad51p (Bishop et al. 1992). Tanto Rad51p como Dmc1p son
necesarios en recombinacién meiética y se han inmunolocalizado en las mismas
regiones que los complejos sinaptonémicos tempranos de la divisién reduccional,
lo que sugiere que actdan en la primeras fases de la recombinacién (Bishop 1994).
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Otros genes que presentan homologia a RecA son Rad55p y Rad57p (Kans 1991,
Lovett 1994). A diferencia de RecA en bacterias, el andlisis genético ha mostrado
que estos genes no son esenciales para la recombinacion, lo que sugiere que
existen funciones redundantes implicadas en el emparejamiento de homologos e
intercambio de cadenas.

No se han identificado adn las funciones implicadas en la resolucién de la
estructura de Holliday. La proteina Endo X3, codificada por el gen nuclear CCE1
corta estructuras cruciformes in vitro, pero parece ser necesaria solo en
recombinacién mitocondrial (Esposito et al. 1994). La proteina Rad1p tambien es
capaz de cortar estructuras de Holliday in vitro (Bardwell et al. 1994), pero los
mutantes rad? no estan afectados en recombinacion entre cromosomas
homdélogos. Un candidato interesante para la resolucién en levaduras es la
proteina Msh4p. MSH4 es homdlogo al gen de reparacién de emparejamientos
erroneos MutS de E. coli, se expresa s6lo en meiosis y no participa en reparacion.
Los mutantes msh4A presentan niveles silvestres de conversién génica y de
segregacion post-meidtica, pero la mitad de entrecruzamientos que la estirpes
silvestres. Ademds se ha immunolocalizado en el complejo sinaptinémico maduro
en los estadios finales de la primera profase meiédtica, y en una densidad que
correlaciona con el nimero de quiasmas esperado por célula (Ross-Macdonald y
Roeder 1994).

. 2. Recombinacién intramolecular entre secuencias repetidas

El estudio de la recombinacién intramolecular entre secuencias repetidas es
importante no sélo por las implicaciones que este tipo de sucesos tienen en la
biologia de la célula sino por ser un sustrato idéneo para el analisis de la
recombinacién homdloga. Las secuencias repetidas se dividen en invertidas y
directas. En ambos casos la recombinacién puede dar lugar a conversién génica
(el suceso se puede seguir si las repeticiones son dos marcadores heteroalélicos
de un gen de prototrofia). Sin embargo, la recombinacién reciproca genera
diferentes productos en cada caso (FIGURA 3). En un sistema de repeticiones
invertidas produce una inversién de la secuencia intermedia (se puede seguir con
marcadores de restriccién adecuados), mientras que en un sistema de repeticiones
directas produce una delecién de una de las repeticiones y de la secuencia
intermedia (que se puede seguir por la pérdida de un marcador situado entre las
repeticiones). El segundo producto de la recombinaciéon reciproca entre las
secuencias directas (la circularizacién de las secuencias delecionadas) no se
puede observar, por lo que existe la posibilidad de que el recombinante se
produzca por otros mecanismos que sélo den lugar a la delecién. Estos posibles
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mecanismos son no conservativos, porque sélo permanece uno de los productos
recombinantes, a diferencia de la conversién génica o la recombinacién reciproca
donde las dos moléculas que interactiian permanecen tras la recombinacion, por
lo que son considerados procesos conservativos.

delecion
—

inversion
__I>

FIGURA 3. Recombinacién reciproca entre repeticiones directas y repeticiones invertidas. El
intercambio reciproco entre repeticiones directas produce una delecién de la secuencia intermedia y
de una de las repeticiones, mientras que entre repeticiones invertidas produce una inversién de la
secuencia intermedia.

. 2. 1. Recombinacién entre repeticiones invertidas.

Hay numerosas razones para creer que la recombinacion entre repeticiones
invertidas se produce por los mismos mecanismos que la recombinacién alélica.
Ambos procesos requieren funciones comunes (Wagstaff et al. 1985) y ambos son
fuertemente dependientes de la proteina de reparacién Rad52p (Malone y
Esposito 1980; Jackson y Fink 1981; Willis y Klein 1987). Los trabajos iniciales con
repeticiones invertidas mostraban que tanto en mitosis como en meiosis la
conversion génica se daba preferentemente sin estar asociada a recombinacion
reciproca (Jackson y Fink 1981; Klein y Petes 1981; Klein 1984), aunque los
sucesos de recombinacién reciproca analizados si estaban asociados a
conversion génica (Willis y Klein 1987), de acuerdo con los modelos de
recombinacion. La falta de asociacién entre conversiéon génica y recombinacion
reciproca puede deberse a que el tamafio de la regiéon de homologia usado sea
insuficiente para permitir la isomerizacién de la estructura de Holliday. En este
sentido, se ha observado que la recombinacién reciproca es méas sensible al
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tamafio de la homologia que la conversién génica (Jinks-Robertson et al. 1993), y
que existe una mayor asociaciéon de la recombinacién reciproca con los sucesos
de conversién que cubren fragmentos largos de DNA (Ahn y Livingston 1986;
Aguilera y Klein 1989). En estudios posteriores con repeticiones de mayor tamafo
se ha observado una clara asociacién entre conversién génica y recombinacion
reciproca, y viceversa, de acuerdo con lo que predicen los modelos (Aguilera y
Klein 1989; Petes et al. 1991; Dornfeld y Livinstong 1992).

Estudios genéticos recientes han mostrado que los niveles de conversion
génica/recombinacién reciproca en mutantes rad51, rad54, rad55 y rad57 son 2-10
veces inferiores a los niveles silvestres dependiendo del sistema de repeticiones
invertidas usado. En todos los casos la mutacién rad52 es epistatica sobre el resto
de mutaciones rad, con frecuencias de recombinacién 100 veces inferiores a la
estirpes silvestre. Estos datos sugieren la existencia de funciones redundantes o
rutas separadas dentro del mecanismo general de conversion
génica/recombinacién reciproca dependiente de RAD52 (Aguilera 1995, Rattray y
Symington 1995, Liefshitz et al. 1995).

. 2. 2. Recombinacién entre repeticiones directas.

La conversién génica entre repeticiones directas presenta las mismas
caracteristicas que entre repeticiones invertidas o entre cromosomas homélogos
(Malone y Esposito 1980; Jackson y Fink 1981; Willis y Klein 1987; Aguilera y Klein
1989; Petes et al. 1991; Dornfeld y Livingston 1992; Aguilera 1995, Rattray y
Symington 1995, Liefshitz et al. 1995).

El andlisis de la recombinacion reciproca entre repeticiones directas es mas
complejo, ya que sélo es posible observar uno de los productos recombinantes: la
delecién. Por tanto, existe la posibilidad de que las deleciones entre repeticiones
directas se produzcan por mecanismos adicionales no conservativos. Si las
deleciones ocurrieran mayoritariamente por un mecanismo de recombinacion
reciproca asociada a conversién génica, deberian tener las mismas caracteristicas
que la recombinacién entre repeticiones invertidas. Sin embargo, hay una serie de
resultados que indican lo contrario:

1.- El producto reciproco de una delecién, que es un plasmido episémico, se
detecta a una frecuencia inferior al 5% del total de las deleciones observadas en
dos sistemas intracromosémicos analizados (Schiestl et al. 1988; Santos-Rosa y
Aguilera 1994).

2.- La frecuencia con la que ocurren las deleciones es independiente de la
longitud de homologia entre las secuencias repetidas (Yuan y Keil 1990; Jink-
Robertson et al. 1993) a diferencia de la recombinaciéon reciproca entre
cromosomas homdlogos (Petes et al. 1991), o entre repeticiones invertidas, donde
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disminuye fuertemente y de forma lineal a medida que se reduce el tamafo de
homologia (Jinks-Robertson et al. 1993). En E. coli se ha visto un comportamiento
similar con las deleciones dependientes e independientes de RecA; los sucesos
independientes de RecA presentan poca dependencia de la longitud de la
homologia, mientras que los dependientes de RecA son mas frecuentes cuanto
mayor es la repeticiéon (Bi y Liu 1994). Ademas se ha observado que las
deleciones independientes de RecA disminuyen a medida que aumenta la
distancia entre las repeticiones, llegando a alcanzar niveles 100 veces inferiores al
pasar de O (repeticiones adyacentes) a 7 kb (Bi y Liu 1994; Lovett et al. 1994). En
levaduras no hay datos al respecto en estudios de recombinacién espontanea. En
recombinacion inducida por corte con HO en una de las repeticiones se ha
observado que a medida que aumenta la distancia entre las repeticiones aumenta
la conversién génica y disminuyen las deleciones (Fishman-Lovell et al. 1992). Por
tanto las deleciones son independientes del tamano de la secuencia homologa y
dependientes de la distancia entre las repeticiones, viéndose favorecidas por
secuencias repetidas préximas.

3.- Los requerimientos genéticos de ambos procesos son claramente
diferentes. Las deleciones no son estrictamente dependientes de RAD52, mientras
que si lo son la conversién génica (Jackson y Fink 1981) y la recombinacién
reciproca (Aguilera y Klein 1989; Petes et al. 1991); mutaciones en los genes de
reparacion rad51, rad54, rad55 y rad57 estimulan las deleciones, mientras que
disminuyen la recombinacién reciproca entre repeticiones invertidas (Aguilera
1995, Liefshitz et al. 1995; Liefshitz et al. 1995); mutaciones en los genes de
reparacion por excision RAD71 y RAD10 y en los genes de reparaciéon de
emparejamientos erroneos MSH2 y MSH3 disminuyen los niveles de deleciones,
sin afectar a la conversién génica (Schiestl y Prakash 1988; 1990; Saparbaev et al.
1996); mutaciones en los genes de las topoisomerasas Topip, Top2p y Top3p,
estimulan las deleciones y no afectan a otros tipos de recombinacién (Aguilera y
Klein 1994).

La existencia de mas de una ruta de recombinacién responsable de las
deleciones es apoyada por estudios genéticos que muestran que el efecto del
doble mutante rad7 rad52 en deleciones es sinergistico respecto al efecto de las
mutaciones simples (Schiestl y Prakash 1988; 1990; Thomas y Rothstein 1989;
Petes et al. 1991). El andlisis epistatico de las mutaciones nulas msh24 y msh3A
con rad1y rad52 muestra que estos dos genes participan en la ruta dependiente
de RAD1 (Saparbaev et al. 1996).

El analisis de las recombinacion entre repeticiones directas inducida por
DSBs producidos con las endonucleasas HO y I-Scel ha contribuido enormemente
a conocer los mecanismos responsables de las deleciones. Hay una serie de
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resultados que no se pueden explicar con un modelo de conversion
génica/recombinacién reciproca: 1) un DSB en la regién de DNA situada entre las
dos repeticiones directas estimula fuertemente las deleciones (Rudin y Haber
1988); 2) las deleciones inducidas por un DSB en una de las repeticiones con la
endonucleasa HO aparecen antes que la conversiones génicas en repeticiones
directas contiguas, y después en repeticiones directas separadas por 4.4 kb
(Fishman-Lovell et al. 1992); y 3) las deleciones en la regién del DNA ribosémico
(rDNA) iniciadas por un DSB inducido por HO son independientes de RAD52
(Ozemberger y Roeder 1991).

De acuerdo con los datos de recombinacién espontdnea, las deleciones
inducidas por DSB son parcialmente dependientes de RAD52 (Rudin y Haber
1988; Sugawara y Haber 1992; Mezard y Nicolas 1994), y de RAD1y RAD10
(lvanov y Haber 1995), e independientes de RAD51, RAD54, RAD55y RAD57
(lvanov et al. 1996).

I. 2. 3. Posibles mecanismos de formaciéon de deleciones entre
repeticiones directas

Todos los resultados mostrados sobre la formaciéon de deleciones, tanto
espontdneas como inducidas por un DSB, sugieren que pueden darse por
diferentes mecanismos de recombinacién. Se han propuesto tres posibles
mecanismos. En primer lugar, las deleciones pueden generarse por
recombinacion reciproca asociada a conversiéon génica, probablemente segun el
modelo de reparaciéon de DSBs (FIGURA 4A). Esta ruta de recombinacion es
fuertemente dependiente de RAD52 en levaduras. Las deleciones se pueden
originar también por intercambio desigual entre cromatidas hermanas, que
produce una delecién en una cromatida y una duplicacién en la cromatida
hermana (FIGURA 4B), y por conversiéon génica desigual entre cromatidas
hermanas, que produce una delecién en una cromatida y mantiene el sistema de
repeticiones en la cromatida hermana (Figuras 4C) (Maloney y Fogel 1987;
Rothstein et al. 1987). No obstante, estos son sucesos de recombinacion que
ocurren por el mismo mecanismo molecular de conversién génica y recombinacién
reciproca descrito previamente, y que probablemente sélo se diferencian en la
forma en que se emparejan las secuencias repetidas.

Este mecanismo se inicia con un DSB (a), que puede darse tanto en la
secuencia intermedia como en una de las repeticiones, y degradacién
exonucleolitica en sentido 5'->3', lo que genera colas de cadena sencilla con el
extremo 3' libre (b), que pueden realinearse (c); tras la degradacién de las colas de



13

FIGURA 4. Mecanismos de formacién de deleciones por intercambio reciproco entre secuencias
repetidas directas. Intercambio reciproco intramolecular (A); intercambio desigual entre cromatidas
hermanas (B); conversion génica desigual entre cromatidas hermanas (C). Las secuencias repetidas
se representan como cajas sombreadas.

Las deleciones se pueden producir ademas por el mecanismo no
conservativo de realineamiento de cadenas sencillas (Lin et al. 1984; Ozemberger
y Roeder 1991; Fishman-Lovell et al. 1992) (FIGURA 5).

b) Degradacién
v exonucleolitica

a CTTTTTTTT LLLLLL LTI
KLc) realineamiento

3 '

Q [ LTI 2

3 47 d) delecién

FIGURA 5. Modelo de formacién de deleciones por realineamiento de cadenas sencillas.
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cadena sencilla que no hibridan y posterior ligacion se produciria la delecion de la
secuencia intermedia y de una de las repeticiones (d). No se sabe si este
mecanismo es o no dependiente de RAD52.

También se ha sugerido que las deleciones entre repeticiones largas
pueden producirse por mecanismos asociados a la replicacién, como el
deslizamiento de la polimerasa de DNA responsable fundamentalmente de la
estabilidad del DNA repetitivo simple (Streisinger et al. 1966; Kunkel 1973), segin
el cual la polimerasa de DNA "resbala" de una repeticién a la otra durante el
proceso de replicacién, lo que genera una delecién de una de las repeticiones.
Este tipo de mecanismo es independiente de RAD52. Por otro lado, se ha sugerido
que las deleciones independientes de RecA en E. coli se producen por
desplazamiento e intercambio desigual de las cadenas complementarias que se
generan en la horquilla de replicacién. Este tipo de intercambio no requeriria RecA,
ya que no hay invasién de cadenas, y seria sensible a la distancia entre las
repeticiones al aumentar la probabilidad de que las cadenas estén fuera del
mismo replicon (Lovett et al. 1993; Biu y Liu 1994).

I. 3. Control genético de la recombinacién entre secuencias repetidas

La recombinacién ectdpica en mitosis entre repeticiones introducidas
artificialmente ocurre a la misma frecuencia que la recombinacién alélica (Lichten y
Haber 1989). En meiosis, aunque algo inferior que los correspondientes sucesos
alélicos, es también muy elevada (Jinks-Robertson y Petes 1986; Lichten et al.
1987). Estos estudios han planteado la paradoja de como las células mantienen la
integridad del genomio con niveles tan altos de recombinacién ectépica, sobre
todo en eucariotas superiores donde el DNA repetido es muy abundante.

E!l analisis de la recombinacién entre secuencias naturales muestra que la
recombinacién ectépica es baja. Asi, la recombinacién entre elementos Ty
dispersos por el genomio, que constituyen el 1-2% del DNA total de la levadura,
es claramente inferior a la recombinacién alélica, y ademas los sucesos de
recombinaciéon son fundamentalmente conversiones génicas no asociados a
recombinacién reciproca (Melamed et al. 1992). El estudio de la dependencia de
diferentes genes RAD en la recombinacién intracromosOmica (tanto conversion
génica como deleciones entre repeticiones directas) entre los elementos naturales
Ty y secuencias repetidas introducidas artificialmente no muestra ningun
comportamiento diferencial entre los sistemas, lo que sugiere que ambos sucesos
de recombinacién se producen por los mismos mecanismos en los dos tipos de
repeticiones. En ambos casos mutaciones en los genes RAD51, RAD54, RAD55 'y
RADS57 disminuyen parcialmente la conversién génica e estimulan las deleciones
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entre repeticiones directas (Liefshitz et al. 1995). Otro ejemplo de regulacion de la
recombinacion de secuencias naturales es el cambio de sexo en levaduras. Este
proceso se produce por reparacion de un DSB introducido por la endonucleasa
HO en el locus MAT mediante conversién génica. La molécula donadora de la
informacion es una copia transcripcionalmente silenciada situada en otro loci
(HMR o HML) (Strathern et al. 1982). A diferencia de otros sucesos de conversién
génica, donde la recombinacion reciproca esta asociada a la conversion génica en
un porcentaje que puede llegar al 50% (Aguilera y Klein 1989; Petes et al. 1991,
Dornfeld y Livinstong 1992), la conversiéon génica en el cambio de sexo en
levaduras se produce sin apenas asociacion a la recombinacién reciproca (Haber
1983; Klar et al. 1984). |

Como se ha indicado anteriormente, la recombinacién reciproca es mas
sensible al tamafo de la repeticion que la conversién génica (Jinks-Robertson et
al. 1993), lo que explicaria en parte la menor tasa de recombinacién reciproca en
secuencias naturales como el RNA transferente (tRNA) o las secuencias & de los
elementos Ty. Por otro lado, la célula parece haber desarrollado mecanismos
activos para mantener estable el DNA repetido natural.

I. 3. 1. Mutaciones que aumentan la inestabilidad de secuencias
repetidas

Una de las formas de conocer los factores implicados en la recombinacién y
estabilidad de secuencias repetidas es mediante el analisis de mutaciones que
producen una mayor frecuencia de recombinacién entre secuencias repetidas. La
hiper-recombinaciéon puede resultar de un incremento en el sustrato de
recombinacién (por ejemplo, un mayor nimero de DSBs), o de la eliminacién de
posibles mecanismos de control negativo de la recombinacién entre secuencias
repetidas.

La busqueda de mutantes hiper-recombinantes ha mostrado que
mutaciones en genes de replicacién y reparacién acumulan lesiones que son
recombinogénicas, y por tanto afectan a todo tipo de recombinacién mitética, ya
sea entre cromosomas homdlogos o entre secuencias repetidas. En E. colj,
mutaciones en el gen de la ligasa (Lig), de la polimerasa de DNA (PolA), de la
helicasa Il de DNA (UvrD), de los genes de reparaciéon de emparejamientos
erréneos (MutH, MutL y MutS) son hiper-recombinantes tanto en recombinacion
entre repeticiones directas como invertidas (Zieg et al. 1978; Schofield et al. 1992;
Konrad 1977; Feinstein y Low 1986). En S. cerevisiae se ha observado que
mutaciones en los genes estructurales de las polimerasa | y Il de DNA (POL1y
POL2), en el gen de la ligasa (CDC9), en las helicasas de DNA codificadas por los
genes RAD3y HPR5/SRS2, y en otros genes de ciclo celular de funcién adn
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desconocida (CDC5, CDC6, CDC13, etc) producen hiper-recombinacion tanto en
repeticiones directas como en repeticiones invertidas y cromosomas homdlogos
(Hartwell ySmith 1985; Aguilera y Klein 1994).

Existe un segundo grupo de genes en levadura cuyas mutaciones estimulan
de forma especifica las deleciones entre repeticiones directas, con incrementos
que pueden llegar a ser de hasta 1000 veces respecto a los niveles silvestres.
Entre estos genes destacan los genes de las topoisomeras |, Il y lll (TOP1, TOP2y
TOPS3, respectivamente), el gen regulador de la transcripcion S/R2, implicado en
silenciamiento del locus MAT, los genes RRM3 y HPR1 (ver mas adelante), los
genes de reparaciéon RAD51, RAD54, RAD55y RAD57 (Aguilera 1995, Rattray y
Symington 1995, Liefshitz et al. 1995) y los genes de regulacién de la transcripcion
SPT4y SPT5 (Malagén y Aguilera 1996). El efecto de las mutaciones en estos
genes es especifico de los sistemas de repeticiones usados. Asi, top1y top2
afectan sélo a las repeticiones del rDNA (Christman et al.. 1988), top3 a
repeticiones & (Wallis et al. 1989), rrmr3 a rDNA y al conjunto natural de
repeticiones del gen CUP1 (Keil y McWilliams 1993) y sir2 sélo a rDNA en meiosis
(Gottlieb y Esposito 1989).

Tanto por el fuerte incremento en la frecuencia de deleciones (>1000 veces
sobre los niveles silvestres) como por su especificidad (sélo afecta a las
deleciones entre repeticiones directas), la mutacién hpr1 es idénea para conocer
los mecanismos de recombinacién responsables de la estabilidad de las
repeticiones directas en el DNA.

. 3. 2. Recombinacién entre repeticiones directas en mutantes hpr1

La mutacién hiper-recombinante hpr1 es particularmente util para el analisis
de la deleciones entre repsticiones directas. La mutacién nula hpriA produce un
incremento de hasta 2000 veces en la frecuencia de deleciones, medidas en
diferentes sistemas cromosémicos de repeticiones directas (Aguilera y Klein 1989;
1990; Santos-Rosa y Aguilera 1994; Fan y Klein 1994). Sin embargo, no afecta a la
recombinacién entre las repeticiones directas del rDNA (Aguilera y klein 1990), a la
recombinacion desigual entre cromatidas hermanas, a la recombinacién plasmido-
cromosoma, a la recombinacion reciproca y a la conversién génica (Aguilera y
Klein 1989; Santos-Rosa y Aguilera 1994). Por otro lado, la hiper-recombinacion
no se debe a un defecto en reparacién, ya que la estirpe mutante presenta niveles
silvestres de sensibilidad a MMS y a radiacion ultravioleta, o replicacién, pues los
mutantes hiper-recombinantes de replicaciéon suelen ser condicionales o presentar
sensibilidad a MMS (Aguilera y klein 1990).

La proteina Hprip presenta homologia (48.8% de homologia; 24.8 de
identidad) en el extremo carboxi-terminal con Top1p, aunque no contiene la
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tirosina activa de Top1p ni homologia con la topoisomerasa de humanos, por lo
que es improbable que sea una topoisomerasa. Sin embargo, dado que los dobles
mutantes hpr1 top1, hpr1 top2 y hpr1 top3 crecen bastante mal, y que las
topoisomerasas presentan también fenotipos de hiper-recombinacion en diferentes
sistemas de repeticiones directas (apartado I. 3. 1), no se descarta que la proteina
Hprip pueda estar relacionada funcionalmente con las topoisomerasas (Aguilera y
Klein 1990).

Las deleciones estimuladas por la mutacién hpri, al igual que las
deleciones producidas en estirpes silvestres, son parcialmente dependientes de
RADS52 y parcialmente dependientes de RAD1, siendo el efecto de recombinacion
del doble mutante rad52 rad1 sinergistico sobre el de los mutantes simples
(Santos-Rosa y Aguilera 1994). La dependencia parcial de RAD52y RAD1 Yy la
especificidad del fenotipo de recombinacién sugieren que las deleciones
estimuladas por hpr1 se producen por los mismos mecanismos de recombinacion
que generan las deleciones en estirpes silvestres. De acuerdo con esta idea,
Santos-Rosa y Aguilera han detectado el producto reciproco de la delecion
(plasmido episémico) en menos del 2% de las deleciones (Santos-Rosa y Aguilera
1994), de acuerdo con los datos obtenidos en estirpes silvestres (Schiestl et al.
1989; Santos-Rosa y Aguilera 1994).

El fenotipo de hiper-recombinacién de hpr1 parece producirse por un fuerte
incremento en el nimero de lesiones o dafios en el DNA, de forma que cuando se
producen en regiones flanqueadas por repeticiones directas se reparan
eficientemente por mecanismos no conservativos que producen una delecién.
Cuando el dafio se produce en otra posiciéon sélo es posible la reparacion por
recombinacioén con un cromosoma homélogo. Al ser menos eficiente este segundo
mecanismo se produciria un incremento en la pérdida de cromosomas. Se ha
observado que hpr1 produce un incremento en la frecuencia de pérdida de
cromosomas de 100 veces respecto a los niveles silvetres. Dado que el nivel de
recombinacién en un sistema de 14 kb es del 2%, este resultado sugiere que el
efecto de hpr1 debe ser especifico de secuencias o regiones del DNA. En caso
contrario el nimero de lesiones acumuladas seria tan elevado que produciria
letalidad (Santos-Rosa y Aguilera 1994).

I. 3. 2. 1. Papel de HPR1 en transcripcién

La proteina Hprip es necesaria para la activacion de numerosos genes no
relacionados (GAL1, HO, ADH1y SUC2), por lo que se considera un regulador
positivo de la transcripciéon (Fan y Klein 1994; Zhu et al. 1995). Se ha observado
una supresion parcial del fenotipo de activacién de hpr1 por la mutacion sin2, que
afecta a una proteina tipo HMG1p relacionada con la cromatina. Este dato, junto
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con una mayor sensibilidad a metilacién por Dam de dos promotores de genes
dependientes de HPR1, han llevado a Zhu et al. (1995) a sugerir que los fenotipos
de transcripcion y recombinacion de hpr1 estén mediados por un efecto general de
la proteina Hprip en la estructura de la cromatina.

Con objeto de comprender el efecto de HPR1 en recombinacién, dos grupos
independientes han buscado mutantes supresores de hpri. Santos-Rosa y
Aguilera (1995) han buscado supresores del fenotipo de hiper-recombinacion,
mientras que Fan y Klein (1994) han buscado supresores del fenotipo de falta de
crecimiento a 37°C. En ambos casos los supresores son componentes del
holoenzima de la polimerasa Il (Fan et al. 1996; Piruat y Aguilera en prensa) o
reguladores de la transcripcion (Santos-Rosa et al. 1996; Piruat et al. datos sin
publicar).

Los supresores del fenotipo de termosensibilidad de hpr1 (soh) son
mutaciones en el factor de transcripcion general TFIIB (soh4) y en RPB2 (soh2),
que codifica la segunda subunidad mas grande de polll. Ambos suprimen
parcialmente el fenotipo de hiper-recombinacién de hpr1 (Fan et al. 1996). Entre
los supresores del fenotipo de hiper-recombinacién (hrs) destacan hrs1y hrs2, que
suprimen totalmente la recombinacién estimulada por hpr1. La mutaciéon hrs1
mapea en el gen HRS1/PGD1, que es un factor de transcripcién general (Santos-
Rosa et al. 1996; Piruat et al. datos sin publicar). La mutacién hrs2 mapea en el
gen SRB2, que codifica una de las proteinas del complejo mediador del
holoenzima (Koleske et al. 1992; Piruat y Aguilera en prensa). Ademés de suprimir
totalmente las deleciones estimuladas por hpri1, srb2-101 (hrs2-1) es sensible a
MMS, lo que conecta los fenotipos de transcripcion, recombinacién y reparacion
(Piruat y Aguilera en prensa).

l. 4. Control de la recombinacién por la transcripcion

Uno de los aspectos mas interesantes del control de la recombinacion en
general y entre secuencias repetidas en concreto, es su conexién con la
transcripcion, por lo que hemos decidido introducir este factor como un punto
independiente. Antes de analizar la relacién entre ambos procesos
consideraremos los aspectos mds generales de la transcripcién en levaduras y el
papel que juega en la regulacién transcripcional la estructura de la cromatina.

l. 4. 1. Transcripciéon en levaduras

La transcripcién de los genes eucariotas es llevada a cabo por la polimerasa
Il de RNA (polll), en un proceso altamente regulado en el que intervienen
numerosos factores que interactian entre si y con secuencias en el DNA. Para la
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transcripciéon basal se necesitan, ademas de las diferentes subunidades de polll,
los factores generales de la transcripcién TFIID (que contiene la proteina de union
a la secuencia TATA (TBP) y las proteinas asociadas a TBP (TAFs)), TFIIA, TFIIB,
TFIE y TFIIH (Zawell y Reimberg 1995). La regulacién de la transcripciéon requiere
la participacion de activadores y represores, que reconocen secuencias
especificas situadas normalmente en la regién 5' de los genes y que interactian
con diferentes componentes de la maquinaria basal, como las TAFs o algunas
proteinas del llamado mediador de la regulacién transcripcional (SRB/SSN)
(Koleske y Young 1995; Song et al. 1996), que actian como dianas de los
reguladores transcripcionales. Esta interaccion esta mediada en numerosos casos
por proteinas que reciben el nombre de cofactores, tanto positivos como negativos,
y que actuan como puente entre los reguladores transcripcionales y la maquinaria
basal (Zawell y Reimberg 1995). Los factores de transcripcion estimularian la
iniciacion catalizando los diferentes pasos en el proceso de ensamblaje del
complejo de transcripcion.

Los diferentes componentes de la maquinaria basal de transcripciéon forman
parte de un macrocomplejo que recibe el nombre de holoenzima (Koleske y Young
1994; 1995), y que en levaduras esta constituido por la polll, los factores TFIIF,
TFIIB y TFlIH, el lamado mediador de la regulacién transcripcional, formado por las
proteinas Srb/Ssn (Koleske y Young 1994), un subcomplejo del mediador formado
por los reguladores transcripcionales Sindp, Gal11p, Rgrip y una proteina de 50
kDa (Li et al. 1995), y el complejo de transcripcién SWI/SNF (Wilson et al. 1996).

Una vez que el holoenzima se une al promotor, require la accién de TFIIH y
TFIIE para que comienze la elongacién, probablemente catalizando algin cambio
estructural en el complejo ternario de iniciacion DNA-polll. En el proceso de
elongacién parece tener un papel importante la fosforilacion del extremo carboxi-
terminal de la subunidad més grande de la polll (CTD) (Zawell y Reimberg 1995).
Durante el proceso de elongacién y fundamentalmente en las zonas préximas al
promotor, el complejo de elongacién hace una pausa en sitios concretos. En
diferentes genes se ha observado que el CTD del complejo de transcripcion antes
y en el sitio de pausa esta en la forma no fosforilada, y tras la pausa en la forma
fosforilada (O'Brien et al. 1994). Para completar la transcripcion la polimerasa tiene
que leer esos sitios de pausa, en un proceso que cataliza el factor de elongacién
TFIIS, y que requiere corte del extremo 3' de la cadena de RNA que se esta
sintetizando (Kassavatis y Geiduschek 1993).

l. 4. 2. Papel de la cromatina en la regulacién transcripcional
El sustrato natural de la transcripcion no es el DNA desnudo sino la
cromatina. La organizacioén en nucleosomas del DNA supone un obstéculo para la
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unién tanto de los reguladores como de la maquinaria basal de transcripcién, que
la célula tiene que eliminar durante el proceso de activacion transcripcional (Wolffe
1994). Ademas de esta funcién de represién de la transcripcion, se ha propuesto
recientemente un papel activo de los nucleosomas en el proceso de activacion,
permitiedo una correcta interaccién de los factores de transcripcién entre si y con el
DNA (Candau et al. 1996; Chavez y Beato datos sin publicar).

El complejo SWI/SNF, necesario para la activacién de numerosos genes no
relacionados fisiolégicamente, estimula in vitro la unién de factores de
transcripcién y de TBP a sus dianas en el DNA, a la vez que produce una
remodelacién de la estructura de la cromatina (Cute et al. 1994; Kwon et al. 1994,
Imbalzano et al. 1994), por lo que se cree que es necesario en activacion para
eliminar el aspecto represor de la cromatina y favorecer la unién de los diferentes
factores de transcripcién (Winston y Carlson1992). Por otro lado estéan los genes
SIN/SPT, que cuando mutados eliminan la falta de activacién de los mutantes
swi/snf. Algunos de estos genes codifican histonas o proteinas relacionadas con la
estructura de la cromatina, lo que sugiere que las mutaciones en estos genes
eliminan la necesidad de reclutar el complejo SWI/SNF suprimiendo el estado
represivo de la cromatina (Winston y Carlson1992).

De acuerdo con esta vision dinamica de la cromatina en la regulacién
transcripcional, se ha observado que el proceso de activacién de la transcripcion
esta asociado a cambios estructurales de las regiones reguladoras que se
detectan por una modificacién en el perfil de sensibilidad a nucleasas,
pricipalmente a nucleasa micrococal (MNasa) y a DNasal. Estas modificaciones
dependen de la union de los activadores a las regiones promotoras, que junto con
factores de remodelaciéon del DNA favorecerian la unién de nuevos factores y de la
magquinaria de transcripcién general (Beato et al. 1996).

El promotor de MMTV es uno de los sistemas mejor caracterizados en el
analisis del efecto de la estructura de la cromatina sobre la regulacién
transcripcional en células animales. Se activa ante la presencia de hormonas
esteroides, estando mediada la respuesta por el receptor de hormona (GR). La
activacion requiere ademas el factor nuclear | (NFI) (Beato et al. 1996).
Recientemente se ha caracterizado en S. cerevisiae y presenta el mismo
comportamiento funcional y estructural que en células animales (Chavez et al.
1995). Tras la administracién con la hormona hay un cambio en la regién de DNA
que cubre el nucleosoma B (que engloba los sistios de unién a hormona y a NF-I)
que se manifiesta por la aparicién de sitios de hipersensibilidad a DNasal
dependientes de hormona (Zaret y Yamamoto 1984). Otro promotor ampliamente
usado en estudios de estructura en levadura es el del gen GALT. El gen GAL1 se
activa en presencia de galactosa como fuente de carbono, y se reprime en
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presencia de glucosa. La activacién del promotor va acompafada de ligeros
cambios en el patron de sensibilidad a MNasa (Fedor y Komberg:19,

Ve

I. 4. 3. Relacién entre recombinacién y transcripcid

La estimulacién de la recombinacién por transcrif
descrito tanto en procariotas como eucariotas. Los primeros dntdd By
conexion provienen del aislamiento en levaduras del fragmento HOT1 como una
secuencia estimuladora de la recombinacion (entre 25 y 100 veces) (Keil y Roeder
1984). HOT1 contiene el promotor y un potenciador de la transcripcion
dependiente de la polimerasa | de RNA de los genes ribosémicos (Voelker-
Meiman et al. 1987). La estimulacién de la recombinacién depende de la
transcripcion a partir del promotor de HOT1 y de la elongacién a lo largo del
sistema de recombinacién (Stewart y Roeder 1989). También se ha demostrado
que la estimulacion de la transcripcion desde el promotor GAL7-10 en un sistema
de repeticiones directas incrementa de forma especifica las deleciones entre las
repeticiones (15 veces), sin afectar a conversién génica (Thomas y Rothstein
1989a). Las deleciones estimuladas en este sistema son dependientes de RAD1y
RADS52 (Thomas y Rothstein 1989b). En células animales la transcripcién también
estimula la recombinacién intracromosémica entre repeticiones directas e
invertidas (Nickoloff 1992), y la recombinacién especifica que genera las cadenas
pesadas de las immunoglobulinas en las células B (Lutzker et al. 1988). En E. coali,
la transcripcion estimula la producciéon de deleciones por recombinacién no
homodloga en plasmidos derivados de pBR322 (Vilette et al. 1995), asi como
diversos procesos de recombinacion especifica (Dul y Drexler 1988).

Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar la recombinacién
estimulada por transcripcién. En primer lugar, la maquinaria de transcripcién
puede tener un papel directo en la estimulacion de la recombinacién reclutando
las proteinas de recombinacion. Asi, se ha observado que la unién de los factores
de transcripcién Bas1p, Bas2p y Rap1p a sus dianas en el DNA es necesaria para
la recombinacion (White et al. 1991). En este sentido es interesante indicar que la
proteina de recombinacién hRad51p es un componente estructural del holoenzima
de células humanas, asi como las proteinas Ku y DNA-PKcs, implicadas en
reparacion de cortes de doble cadena y recombinacién especifica V(D)J
(Maldonado et al. 1996). Este acoplamiento entre diferentes maquinarias ha sido
ya descrito entre transcripcién y reparacién por excisién, donde se ha observado
que las proteinas de reparacion Rad3p, Rad25p (Drapkin et al. 1994), Radip y
Rad10p (Maldonado et al. 1996) son componentes estructurales del holoenzima.

La estimulacién de la recombinacién puede ser también consecuencia de
un efecto indirecto de la transcripcién sobre la estructura de la cromatina. En
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principio, la apertura de las cadenas en el proceso de elongacion podria favorecer
el emparejamiento de las secuencias homdlogas (lkeda y Matsumoto 1979). Otra
alternativa es que los dominios de superenrollamiento generados durante la
transcripcién regulen otros procesos metabdlicos del DNA como la expresion
génica o la recombinacién (Drége 1994), bien acercando las secuencias
homdlogas o bien generando un grado de superenrollamiento adecuado para que
actue la maquinaria de recombinacién. En levaduras se ha observado que la falta
simultdnea de las topoisomerasas Topip y Top2p incrementa las deleciones por
recombinacion reciproca de las repeticiones del rDNA y que estas secuencias se
mantienen como circulos auténomos (Kim y Wang 1989). Por dultimo, la
transcripcion de las secuencias homélogas podria aumentar la accesibilidad de la
maquinaria de recombinacién, en concreto de las endonucleasas que inician el
proceso. De acuerdo con esta hipétesis se ha observado que las secuencias
donadoras en el proceso de conversion génica del locus MAT son cortadas por la
endonucleasa HO cuando son transcritas activamente (Nasmyth et al. 1980; Klar et
al 1984).

Esta ultima hipétesis supone un papel represor de la cromatina en el
proceso de recombinacién similar al que se ha descrito en transcripcion, y sugiere
una atractivo modelo segun el cual la transcripcién estimularia la recombinacién
eliminando el aspecto represor de la cromatina. De acuerdo con este modelo se ha
observado que mutaciones en los genes SPT4y SPT6, que codifican los
componentes de un complejo que controla negativamente la transcripcidn
probablemente estabilizando una estructura represora de la cromatina (Carlson y
Winston 1992), estimulan la recombinacion tanto en repeticiones invertidas como
directas (Malagén y Aguilera 1996). Ademas, se ha observado que el intercambio
de cadenas catalizado por RecA in vitro se inhibe por la cromatina (Ramdas et al.
1991), y que la transcripcidon del fragmento de DNA nucleosomizado activa el
emparejamiento e intercambio de cadenas en un proceso que requiere sintesis de
RNA y homologia (Kotani y Kmiec 1994).

Otros resultados que conectan transcripcion y recombinacién a través de la
estructura de la cromatina son la descripcidon de sitios de hipersensibilidad a
DNasal y a MNasa asociados a los puntos calientes de recombinacién meidtica de
levaduras HIS4y ARG4 (Ohta et al. 1994; Wu y Lichten 1994; Fan y Petes 1996), y
de hipersensibilidad a DNasal en el punto caliente de recombinacién del gen E
beta (Shenkar et al. 1991).
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. 5. Recombinacién especifica de sitio

A diferencia de la recombinacion homéloga, que ocurre a lo largo de
cualquier par de secuencias homdlogas por una maquinaria general de
recombinacién, la recombinacién especifica de sitio ocurre sélo en secuencias y
por recombinasas especificas de cada sistema.

El sistema de recombinacién especifica de sitio mejor conocido en
eucariotas, y el que nos interesa para el desarrollo de esta tesis, es el sistema de
inversion del circulo de 2 p de S. cerevisiae. El circulo de 2 p es un plasmido con
dos repeticiones invertidas de aproximadamente 600 pb. Un intercambio reciproco
catalizado por la recombinasa flipasa (producto del gen FLP) entre dos sitios
especificos (FRT) dentro de las repeticiones invertidas, produce una inversién de la
secuencia intermedia que parece estar implicada en la amplificacién del nimero
de copias del plasmido (Broach y Wolkert 1991 CSH; Futcher 1986). La diana FRT
consiste en un segmento central de 8 pb (espaciador) flanqueado por dos
repeticiones directas de 13 pb, a cada una de las cuales se une la flipasa
cooperativamente. Tras la unién la enzima corta en trans una de las cadenas de la
molécula opuesta cerca del espaciador, formandose un enlace covalente entre la
flipasa y el extremo 3. El extremo 5' libre ataca el enlace DNA-flipasa de la
molécula opuesta, lo rompe y la enzima termina el proceso ligando los extremos y
formando una cadena recombinante. El proceso reciproco en la otra cadena
genera una estructura de Holliday que se resuelve finalmente por la flipasa (Stark
et al. 1992). Estudios de recombinacioén inter e intramolecular con las repeticiones
invertidas del circulo de 2 p han mostrado que la naturaleza de los productos de la
reaccion depende exclusivamente de la orientacion relativa y de la localizacién de
los sitios FRT que interactian (Broach y Wolkert 1991 CSH).

. 6. Objetivos

El objetivo principal de esta tesis ha sido estudiar los mecanismos y factores
implicados en la recombinacién homéloga y la estabilidad de secuencias
repetidas. Para ello nos hemos centrado en la recombinacién entre repeticiones
situadas tanto en orientacion directa como invertida, por la importancia que tienen
en el mantenimiento de la integridad del genomio y por las facilidades que ofrecen
para el andlisis de los diferentes factores que pueden afectar a la recombinacién
homdloga (Klein 1995).

Los aspectos concretos que hemos intentado resolver son: 1) qué
mecanismos son responsables de las deleciones entre repeticiones directas y qué
funciones estan implicadas; 2) cémo se inician las deleciones a nivel espontaneo y
qué papel tiene la iniciacion en la determinacion de las rutas que catalizan las
delecidnes; y 3) cual es el papel de la transcripcién en la regulacién de la
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recombinacion, y si la estructura de la cromatina media de alguna forma en esta
relacion.

El estudio de los mecanismos responsables de las deleciones lo hemos
abordado mediante el andlisis genético de la recombinacién entre repeticiones
directas e invertidas a nivel espontaneo, tanto en estirpes silvestres como mutantes
en diferentes genes RAD. Para ello hemos construido una serie de sistemas
plasmidicos basados en la misma repeticién, que se diferencian Gnicamente en la
orientacion de las repeticiones (directa o invertida) y en el tamafo y origen de la
secuencia intermedia. Para complementar el andlisis de la recombinacién a nivel
espontaneo hemos buscado mutantes deficientes en recombinacion.

Para comprender el papel de la iniciacion hemos analizado los mismos
sistemas de repeticiones directas e invertidas induciendo la recombinacién con
DSBs en diferentes posiciones de los sistemas de repeticiones y con un sistema’
de recombinacién especifica de sitio que hemos encontrado en una busqueda de
secuencias iniciadoras de la recombinacion.

El estudio de papel de la transcripcién en recombinacién y su relacién con la
estructura de la cromatina lo hemos abordado en el mutante hiper-recombinante
hpri.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Il. 1. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Medio rico YEPD: 1% de extracto de levadura; 2% de bacto-peptona; 2%
de glucosa; suplementado con 20 mg/l de adenina.

Medios minimos SD y SG: 0.17% de bases nitrogenadas (YNB) sin
aminoacidos ni sulfato amoénico; 0.5% de sulfato amoénico; 2% de glucosa (SD) 6
2% de galactosa (SG). La galactosa se filtré y afadié al resto de los componentes
una vez autoclavados.

Medio completo SC: Consiste en el medio SD suplementado con los
aminodcidos leucina, triptéfano, histidina, lisina y metionina y las bases adenina y
uracilo a las concentraciones finales descritas por Sherman et al.. (1986). En todos
los medios utilizados en esta tesis se ha detallado la ausencia de cada
requerimiento; p.ej. SC-Leu indica que el medio minimo esta suplementado con los
aminoacidos y bases indicados previamente, menos leucina.

Medio de esporulacion (SPO): 1% de acetato potasico; 0.1% de extracto
de levadura; 0.005% de glucosa. Este medio se suplementé con los aminoacidos
leucina, triptéfano, histidina, lisina y metionina y las bases adenina y uracilo a la
mitad de la concentracién descrita para el medio SC por Sherman et al.. (1986).

Medios suplementados con MMS: Consisten en los medios SC o YEPD
suplementados con 0.015-0.02% de metil-metano sulfonato (MMS). El MMS se
afadié al medio autoclavado y enfriado hasta 60°C.

Medios sin fosfato: Se prepararon siguiendo el protocolo inicial de Rubin
(1973) con las modificaciones descritas por Han et al.. (1988). El extracto de
levadura y la peptona en el caso de YEPD, y el YNB y el sulfato amoénico en el caso
de SC, se disolvieron en 300 ml de H2O. El fosfato inorganico se precipité
afiadiendo 10 ml de MgS0O4 1 My 10 ml de NH4OH concentrado. El precipitado se
eliminé por filtracién y la solucién se diluy6 3 veces, se le ajusté el pH y se le afiadié
el azucar y los requerimientos.

Medio SC+Can: Consiste en el medio SC suplementado con L-sulfato de
canavanina a la concentraciéon de 100 mg/l 6 65 mg/l seguin fuese para estirpes
diploides o haploides, respectivamente. La canavanina se ahadié al medio
autoclavado.

Medio SC+FOA: 0.17% de bases nitrogenadas (YNB) sin aminodcidos ni
sulfato aménico; 0.1% de L- prolina; 2% de glucosa; 500 mg/l de acido 5-fluoro-
orético (FOA). El medio se suplementd con los aminoacidos y bases indicados para
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el medio SC, con el uracilo a una concentracion de 10 mg/l. El FOA se afiadi6 al
resto de los componentes una vez autoclavados.

Medio LB: 0.5% de extracto de levadura; 1% de bacto-triptona; 1% de NaCl.
Para la selecciéon de bacterias portadoras de plasmidos basados en pBR322
se afnadié al medio ampicilina sédica a una concentracion final de 65-100 mg/I
(medio LB-amp).
Medio SOB: 0.5% de extracto de levadura; 2% de bacto-triptona; 0.005%
de NaCl; KCl 250 mM ; MgSO420 mM. El MgSO4 se afadi6 justo antes de usar el

medio.

Los medios sélidos se prepararon afiadiendo 2% de agar a los medios
liquidos antes de autoclavarlos.

Todas las estirpes de levadura se incubaron a 30°C salvo que se indique
otra temperatura. Para los cultivos liquidos se emplearon agitadores horizontales u
orbitales. Las cepas de bacterias se incubaron a 37°C salvo que se indique otra
temperatura. En el caso de cultivos liquidos se empleé agitacion horizontal.

Il. 2. ESTIRPES

Las estirpes de levaduras utilizadas en esta tesis se detallan en la TABLA 1.
La unica estirpe de bacteria empleada fué DH50. de E. coli.
TABLA 1. Estirpes de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en esta

tesis.

Nombre Genotipo Procedencia
W303-1A MATa leu2-3, 112 trp1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 R. Rothstein
W303-1B MATa leu2-3, 112 trp1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 R. Rothstein
AWI-1B MATa leu2-3, 112 trp1 can1-100 ura3 ade2 his3 A. Aguilera
315-9C MATa leu2A68 trp1 ura3-52 ade2-101 his3A200 H. Klein
X260-3A MATa ura3-52 rad52-1 G. Fink
AWX-1C MATa trp1 leu2 ade2 ura3 rad52-1 Este estudio
FX315-5B MATowra3-52 trp1 leu2A68 his3A200 rad52-1 Este estudio
FX315-2D MATa ura3-52 trp1 leu2468 his3A200 rad52-1 Este estudio
FX315-4D MATa ura3-52 trp1 leu2A468 his3A200 rad52-1 Este estudio
356-11A MATa Jeu2-3, 112 trp1 ura3-52 rad1-1 H. Klein
AWF-2D MATa leu2-3, 112 trp1 ura3-52 rad1-1 Este estudio
AFWS8-1A MATa ade2 ura3 leu2 trp1 his3 rad51A A. Aguilera
UWA-4A MATa leu2-3, 112 his3 ade2 trp1 rad10A::URA3 Este estudio
UWA-3C MATa leu2-3, 112 his3 ade2 trp1 rad10A::URA3 Este estudio
VW-YH5 MATo his3A200 lys2-801 ade2-101 ura3-52 rad10A::URA3 YGSCa



DBYW-1A
DBYW-3C
DBYW-1D
DBYW-3D
DBYW-4C
DBYFX-1A
DBYFX-2D
DBYFX-1B
U678-4C
AYW3-4D
AYW3-5D
AAW19-4B
FWY-3B
FWY-4B
FWY-6B
FWY-6A
FWY-3A
W303-L
W303-LU
W303-SU
AAW19-L
AAW19-LU
AAW19-SU
FXL-6A
FXL-6D
FXL-1C
FXL-5B
FXL-1A
FXL-5C
FXL-4A
FXL-7B
FXLU-1A
FXLU-10B
FXLU-2B
FXLU-13C
FXLU-2A
FXLU-4C
FXLU-1D
FXLU-10A

MATa ade2 ura3 his3 leu2A3"::URA3::leu2A5'

MATa ade2 ura3 his3 leu2A3'::URA3::leu2A5’

MATo ade2 ura3 his3 leu2A3'::URA3::leu2A5’ hpr1A3::HIS3
MATa ade2 ura3 his3 leu2A3::URA3::leu2A5' hpr1A3::HIS3
MATo ade2 ura3 his3 leu2A3::URAS3::leu2A5' hpr1A3::HIS3
MATo ade2 ura3 tro1 his3 leu2A3"::URA3::leu2A5' rad52-1
MATa ade2 ura3 trp1 his3 leu243'::URA3::leu2A5' rad52-1
MATa ade2 ura3 trp1 his3 leu2A3'::URAS3::leu2A5’

MATa hpr1A3::HIS3 Isogénica a W303-1A

MATa ade2-1 leu2-3, 112 ura3 trp1 his3 can1-100 hpr1A3::HIS3
MATa ade2-1 leu2-3, 112 ura3 trp1 his3 can1-100 hpr1A3::HIS3
MATo ade2 leu2-3, 112 ura3 trp1 his3 can1-100 hpr1A4::TRP1
MATa ade2 ura3 trp1 leu2-3,112

MATo ade2 ura3 trp1 leu2-3,112 hpr1A3::HIS3

MATo ade2 ura3 trp1 leu2-3,112 rad52-1

MATa ade2 ura3 trp1 leu2-3,112 hpr1A3::HIS3 rad52-1

MATa ade2 ura3 trp1 leu2-3,112 hpr1A3::HIS3 rad52-1

MATa leu2-3, 112 trp1 can1-100 ura3-1 ade2-1 HIS3::L

MATa leu2-3, 112 trp1 can1-100 ura3-1 ade2-1 HIS3::LU

MATa leu2-3, 112 trp1 can1-100 ura3-1 ade2-1 HIS3::SU

MATa ade2 leu2-3, 112 ura3 trp1 can1-100 hpr1A4::TRP1 HIS3::L
MATo ade2 leu2-3, 112 ura3 trp1 can1-100 hpr1A4::TRP1 HIS3::LU
MAToa ade2 leu2-3, 112 ura3 trp1 can1-100 hpr1A4::TRP1 HIS3::SU
MATa leu2-3, 112 ura3 trp1 HIS3::L

MATa /eu2A68 ura3 trp1 ade2-1 HIS3::L

MATa leu2-3,112 ura3 trp1 ade2-1 HIS3::L rad52-1

MATo leu2-3,112 ura3 trp1 ade2-1 HIS3::L rad52-1

MATa leu2A68 ura3 hpr1A3::HIS3 HIS3::L

MATa leu2A68 ura3 hpr1A3::HIS3 HIS3::L

MATo leu2-3,112 ura3 ade2-1 rad52-1 hpr1A3::HIS3 HIS3::L
MATa leu2-A68 ura3 rad52-1 hpr1A3::HIS3 HIS3::L

MATa leu2A68 ura3 trp1 ade2 HIS3::LU

MATa leu2468 ura3 trp1 HIS3::LU

MATo leu2-3, 112 ura3 trp1 HIS3::LU rad52-1

MATa leu2-3, 112 ura3 trp1 HIS3::LU rad52-1

MATa /eu2A68 ura3 ade2 rad52-1 hpr1A3::HIS3 HIS3::L U
MATa /eu2A68 ura3 ade2 rad52-1 hpr1A3::HIS3 HIS3::L U
MATa leu2A68 ura3 rad52-1 hpriA3::HIS3 HIS3::L U

MATa leu2-3,112 ura3 ade2-1 rad52-1 hpr1A3::HIS3 HIS3::LU
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FXSU-3B MATa /euA68 ura3 trp1 ade2-1 HIS3::SU Este estudio
FXSU-10C MATa leu2-3, 112 ura3 trp1 ade2-1 HIS3::SU Este estudio
FXSU-4C MATa leuA68 ura3 trp1 ade2-1 HIS3::SU rad52-1 Este estudio
FXSU-11A MATa /euA68 ura3 trp1 ade2-1 HIS3::SU rad52-1 Este estudio
FXSU-7A MATo leu2-3,112 ura3 hpr1A3::HIS3 HIS3::SU Este estudio
FXSU-2C MATa leu2A68 ura3 ade2 hpr1A3::HIS3 HIS3::SU Este estudio
FXSU-3D MATa leu2-3,112 ura3 ade2-1 rad52-1 hpr1A3::HIS3 HIS3::LU Este estudio
FXSU-4D MATo leu2-3,112 ura3 rad52-1 hpr1A3::HIS3 HIS3::LU Este estudio

a8Yeast Genetic Stock Center (Berkeley, CA)

II. 3. PLASMIDOS

pRS314: Plasmido centromérico basado en el vector pBluescript SK+.
Consta de un fragmento de 518 pb que contiene el centrémero CEN6 vy el origen de
replicacion ARSH4 de S. cerevisiae, del fragmento Sall-Xhol de 2.2 kb portador del
gen LEUZ y de la regién de clonacién multiple (MCS) de pBluescript KS+ (Sikorski
y Hieter 1989).

pRS316: Igual que pRS314 pero con el gen URA3 en vez de LEUZ2 (Sikorski
y Hieter, 1989).

pRS416: Igual que pRS316 pero con la region MCS en la orientacién
contraria (Sikorski y Hieter 1989).

PRS426: Plasmido episémico basado en el vector pBluescript SK+. Consta
de un fragmento de 518 pb que contiene el centrémero CEN6 y el origen de
replicacién ARSH4 de S. cerevisiae, el fragmentoSall-Xhol de 2.2 kb portador del
gen URA3Yy de la regién MCS de pBluescript KS+ (Christianson et al. 1992).

pRS425: Igual que pRS426 pero con el marcador LEUZ2 en lugar de URA3
(Christianson et al. 1992).

pG1: Plasmido episémico con el marcador TRP1 (Schena et al. 1991).

pGN795: Plasmido episémico con el gen del receptor de glucocorticoides
clonado en el sitio de clonacién multiple de pG1 (Yoshinaga et al. 1992).

PAAHS5: Plasmido replicativo con el marcador LEU2 (Ammmerer 1994).

PAA-CTF2: Plasmido replicativo con el gen CTF2, que codifica el factor
nuclear NFI, clonado en pAAH5 (Altmann et al. 1994).

pPPZ: Plasmido centromérico con el marcador TRP1y el promotor de PHO5
fusionado a /acZ (Cedido gentilmente por Hortz).

PRS303: Plasmido integrativo basado en el vector pBluescript SK+. Consta
del fragmento Sall-Xhol de 2.2 kb portador del gen LEU2 y de la regién MCS de
pBluescript KS+ (Sikorski y Hieter 1989).
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YCp70: Plasmido centromérico reaislado de una genoteca de DNA
gendémico construida por Spencer y Hieter en la diana Sau3A de pBS32. Es
idéntico a pBS32 y contiene secuencias de pBR322, CEN4, ARS1 y el marcador
LEU2 (Aguilera y Klein 1990).

pBS32: Idéntico a YCp70 (Aguilera y Klein 1990)

YCpA13: Plasmido centromérico original aislado de una genoteca de DNA
genémico construida por Spencer y Hieter en la diana Sau3A de pBS32. Contiene
un inserto de 11 Kb con el gen HPR1 (Aguilera y Klein 1990).

YIP5: Plasmido integrativo constituido por un fragmento de 1.1 kb que
contiene el gen URA3 clonado en el sitio Aval de pBR322 (Struhl el al. 1979).

pTZ18U: Plasmido basado en el vector pUC18. Contiene el promotor del
bacteriéfago T7 y la regién MCS de pUC18 en fase con el gen JacZ' de E. coli
(Mead et al.1986).

pBluescriptll SK-: Plasmido derivado de pUC19. (Stratagene).

pJHH170: Plasmido que contiene un fragmento Xhol que comienza en el
ATG del gen PFK1 de S. cerevisiae y acaba 300 pb detras del codon de terminacién
de la traduccién (Cedido gentilmente por J. H. Jlrgen).

pPYA301: Plasmido pBR322 con el fragmento BamHI-EcoRl, que contiene el
gen ACT1, insertado en las dianas BamHI-EcoRl (Gallwitz and Sures 1980).

PFV17: Plasmido basado en el vector episémico YEp51-FLP. Contiene el
gen LEUZ2 como marcador y el gen FLP bajo control del promotor GAL1 (Volkert and
Broach 1986).

p236: Plasmido integrativo que contiene los genes URA3y SUP11, asi como
secuencias teloméricas de S. cerevisiae (Cedido gentiimente por P. Hiether).

p425 TEF: Plasmido episémico basado en pRS425 que contiene el origen
de replicacién del circulo de 2 u, el gen LEU2y la region MCS de pBluescript KS*
situada entre el promotor del gen TEF y el terminador del gen CYC1 (Mumberg et al.
1995).

p426 GAL: Plasmido episémico pRS426 con el origen de replicacion del
circulo de 2 p, el gen URA3 y la region MCS de pBluescript KS+ situada entre el
promotor del gen GAL1 y el terminador del gen CYC1 (Mumberg et al. 1994).

p416GAL1lacZ: Plasmido centromérico basado en pRS416 que contiene
el gen URA3y lacZ insertado en la regién MCS de pBluescript KS+ situada entre el
promotor del gen GAL1 y el terminador del gen CYC1 (Mumberg et al. 1995).

PRS416MMTVLTR: Plasmido pRS416 con el fragmento de 1.33 kb que
contiene la repeticion terminal larga (LTR) de MMTV desde -1226 a +111 (Plasmido
cedido gentilmente por René Gross).

pRS314-1L3: Plasmido pRS314 con el fragmento Clal-Sall de 1.4 kb del
gen LEU2 insertado en las dianas Clal-Xhol (este estudio).
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pRS314-1L3N: Plasmido pRS314-1L3 cortado en Clal, hechos romos los
extremos (se genera la diana Nrul) y religado (este estudio).

pRS314-L: Plasmido pRS314-1L3N con el fragmento EcoRV-Bgl/ll de 1.9 kb
del gen LEUZ insertado en las dianas Smal-BamHI (este estudio).

pRS314-1LU2: Plasmido pRS314-1L3N con el fragmento Clal-Smal de 2.5
kb del vector YIP5 insertado en las dianas Clal-Smal (este estudio).

pRS314-LU: Plasmido pRS314-1LU2 con el fragmento Bglll-EcoRV de 1.9
kb del gen LEUZ insertado en las dianas BamHI (de la region MCS)-Smal (este
estudio).

pRS314-SU: Plasmido pRS314-1LU2 con el fragmentoBglll-EcoRV de 1.9
kb del gen LEUZ insertado en las dianas BamHlI (del gen tet)-Smal (este estudio).

PTEL1-2: Plasmido pRS316 con el fragmento BamHI-Xbal de 2.55 kb del
vector YCpA13 insertado en las dianas BamHI-Xbal (este estudio).

PTEL2-1: Plasmido pTEL1-2 con el fragmento Hindlll-BamHI de 2.5 kb del
vector p236, que contiene secuencias teloméricas, insertado en las dianas Hindlll-
BamHI (este estudio).

PTEL-LU: Plasmido pRS314-LU con el fragmento Xhol-Sall de 2.6 kb de
pTEL2-1 insertado en la diana Xhol (este estudio).

pRS314-1L3B: Plasmido pRS314-1L3N con el adaptador portador de la
diana Bglll (dCAGATCTG) insertado en la diana Nrul (este estudio).

pRS314-LB: Plasmido pRS314-1L3B con el fragmento EcoRV-Bglll de 1.9
kb del gen LEUZ insertado en las dianas Smal-BamHI (este estudio).

PRS314-LY: Plasmido pRS314-LB con el vector YIP5 abierto en el sitio
BamHI insertado en la diana Bglll (este estudio).

pPRS314-LA: Plasmido pRS314-LB con el fragmento BamHI-BamHI| de 3.6
kb, que contiene el gen ADE2, insertado en la diana Bglll (este estudio).

pRS314-LYAP: Plasmido pRS314-LY con el fragmento Pstl-Pstl de 4.15 kb
delecionado (este estudio).

pRS314-LPA: Plasmido pRS314-L con el fragmento BamHI-Sspl de 568 pb
de pBR322 insertado en la diana Nrul. Previamente se hizo romo el extremo de
BamHI. La diana Clal (producto de la ligaciéon Sspl/Nrul) queda préxima al
fragmento EcoRV-Bgll del gen LEUZ2 (este estudio).

PRS314-LPB: Plasmido idéntico a pRS314-LPA pero con la diana Sspl
distal al fragmento EcoRV-Bglll del gen LEUZ (este estudio).

pRS314-LYANS: Plasmido pRS314-LY con el fragmento Sphl-Nsil de 1.92
kb delecionado (este estudio).

pRS303-SU: Plasmido pRS303 con el sistema de repeticiones SU de
pRS314-SU insertado en la regién MCS mediante la técnica de clonacion in vivo
descrita en la FIGURA 6 (este estudio).
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FIGURA 6. Diagrama con la estrategia de clonacién realizada para los plasmidos pRS303-L, pRS303-
LU y pRS303-SU. La estirpe de levaduras W303-1A se transform6 con el plasmido centromérico
pRS314-SU (que contiene el sistema SU en la region MCS representado como una caja abierta) y con
el plasmido integrativo pRS303 abierto en las dianas Xhol y Xbal. El plasmido pRS303 se repara con la
informacién del plasmido pRS314-SU, formandose por recombinacion reciproca un dimero con los dos
plasmidos que lleva duplicado el sistema SU (pRSdimer-SU). Este plasmido se puede resolver tanto in
vivo como in vitro. Por recombinacién reciproca in vivo en la regién 2 se forman el pldsmido integrativo
pRS304-SU y el plasmido centromérico pRS313-SU. Por recombinacién in vivo en las regiones 1, 3, 4
6 5 o por corte con Scal o Nael y posterior ligacién se forman el plasmido inicial pRS314-SU vy el
plasmido integrativo pRS303-SU. Cuando la resolucién del cointegrado se produce in vivo por
recombinacion reciproca, sélo se recuperan los derivados centroméricos, ya que los replicativos no
pueden propagarse en la levadura. Por tanto, los plasmidos pRS303-L, pRS303-LU y pRS303-SU por
corte y religacion. El tridngulo negro representa la diana Scal y el circulo negro la diana Nael. Esta
estrategia permite la clonacién de secuencias desde un plasmido de propagacién auténoma
(centromérico o replicativo) a un plasmido integrativo mediante recombinaciéon in vivo,
independientemente de las dianas de restriccién que flanquean el inserto y de que éste presente o no
un fenotipo detectable en la levadura.

PRS303-L: Igual que el plasmido pRS303-SU pero con el sistema L del
plasmido pRS314-L (ver FIGURA 6) (este estudio).

pPRS303-LU: Igual que el plasmido pRS303-SU pero con el sistema LU del
plasmido pRS314-LU (ver FIGURA 6) (este estudio).

YCp70-LU: Plasmido YCp70 con el sistema de repeticiones de pRS314-LU
insertado en la regién de LEUZ2 mediante la técnica de clonacién in vivo descrita por
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Ito et al.. (1983). Para su construccion se cotransformé la estirpe AAW19-4B con los
vectores pRS314-LU cortado conSacll fuera del sistema de repeticiones, y YCp70
cortado con BstEll en el gen LEU2, y se seleccioné el marcador URAS situado entre
las repeticiones del sistema LU. En principio, los transformantes Urat pueden
producirse reparando el corte en la diana Sacl del plasmido pRS314-LU por
recombinaciéon no homéloga (el gen URAS3 esta entre las repeticiones /leu2 del
sistema) o reparando el corte en las dianas BstEll del gen LEU2 del plasmido
YCp70 por conversion génica con el sistema de repeticiones leu2 de pRS314-LU.
Este ultimo caso genera el plasmido YCp70-LU (este estudio).

pRS314-LS: Plasmido pRS314-L con el fragmento Smal-Sspl de 2.81 kb
de pBR322 insertado en la diana Nrul. La diana Smal queda préxima al fragmento
EcoRV-Bgll del gen LEUZ2 (este estudio).

pRS314-LR: Plasmido pRS314-L con el fragmento Smal-Sspl de 2.73 kb
de pBR322 insertado en la diana Nrul. La diana Smal queda distal al fragmento
EcoRV-Bgll del gen LEUZ (este estudio).

pRS314-LQ: Plasmido pRS314-L con el fragmento BamHI -Sspl de 4.975
kb de pBR322 insertado en la diana Nrul. Previamente se hizo romo el extremo de
BamHI. La diana Sspl queda préxima al fragmento EcoRV-Bglll del gen LEUZ (este
estudio).

pRS314-NA: Plasmido pRS314-L con el fragmento BamHI -Smal de 2.16
kb de pBR322 insertado en la diana Nrul. Previamente se hizo romo el extremo de
BamHl. La diana Smal queda distal al fragmento EcoRV-Bglll del gen LEUZ2 (este
estudio).

pRS314-NB: Plasmido idéntico a pRS314-LNA pero con la diana Smal
proxima al fragmento EcoRV-Bglll del gen LEUZ2 (este estudio).

pBS-CYCT: Plasmido pBluescriptll SK- con el fragmento Kpnl -Pstl de 300
pb de p425 TEF insertado en las dianas EcoRV-Pstl. Previamente se hizo romo el
extremo Kpnl (este estudio).

pRS314-LNAT: Plasmido pRS314-LNA con el fragmento Hindlll-Hindlll de
0.3 kb del vector pBS-CYCT, que contiene el terminador del gen CYC1, insertado
mediante restriccién parcial en la diana Hindlll situada entre las dos repeticiones de
leu2A (este estudio).

pBS-FLP: Plasmido pBluescriptll SK- con el fragmento Pstl-Sspl de 2.4 kb
del vector pFV17 insertado en las dianas Pstl-EcoRV (este estudio).

pRS316-FLP: Plasmido pRS316 con el fragmento BamHI-Xhol de 2.4 kb del
vector pBS-FLP, que contiene el gen FLP1 bajo control del promotor del gen
GAL10, insertado en las dianas BamHI-Xhol del vector pRS316 (este estudio).
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PTZSXH: Plasmido pTZ18U con el fragmento Xbal-Hindlll de SEC1, que
contiene parte de la repeticién invertida del circulo de 2 p, insertado en la diana
Xbal-Hindlll (este estudio).

pRS314-LPHOS5: Plasmido pRS314-LB con el fragmento BamHI| de 550 pb
del vector pPZ, que contiene el promotor del gen PHOS5, insertado en la diana Bglll
del vector pRS314-LB (este estudio).

pRS314-LGAL1-1: Plasmido pRS314-L con el fragmento Sacl -Smal de
479 pb del vector p426 GAL1, que contiene el promotor del gen GAL1, insertado en
la diana Nrul. Previamente se hizo romo el extremo de Sacl. El promotor del gen
GALT1 tiene el mismo sentido que el del promotor del gen LEUZ2 (este estudio).

pRS314-LGAL1-5: Plasmido idéntico a pRS314-LGAL1-1 pero con el
promotor del gen GAL17 con el sentido contrario al del promotor del gen LEUZ (este
estudio).

PBKGAL1: Plasmido pBluescriptll SK- con el fragmento EcoRIl de 2.023 kb
de la region 5' del gen GAL1 insertado en la diana EcoRl. El inserto EcoRI se obtuvo
amplificando mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) una region de
DNA gendémico que cubria ese fragmento. El producto de la reaccion se aislé en un
gel de agarosa y corté con EcoRl. Los oligos que se usaron para la reaccion de
PCR fueron: 5' TGG TCA AGA CCT CTA ACC TGG C 3' (upper primer) y 5' TCG
GCA GTA AAG CTC GCT GTA G 3' (lower primer).

pBSRS: Plasmido pBluescriptll SK- con el fragmento Sspl-EcoRl de 1.46 kb
del gen LEUZ insertado en las dianas EcoRV-EcoRl (este estudio).

Il. 4. ANALISIS GENETICO EN LEVADURAS

Las estirpes de levadura se generaron mediante cruces genéticos. Los
diploides se esporularon en medio sélido SPO durante 2 6 3 dias a 30°C. Para el
andlisis de tétradas se resuspendié biomasa en una solucién de 2 mg/ml zimoliasa
20-T Sorbitol 1M durante 3 minutos y posteriormente se diseccionaron las esporas
en YEPD sdélido e incubaron a 30°C.

El andlisis fenotipico de los productos meiéticos se realizé mediante réplicas
a placas de medio SC carentes de los requerimientos oportunos. El sexo se
determiné analizando la capacidad de las esporas de formar diploides con una
estirpe de sexo a y otra de sexo «.

Il. 5. MUTAGENESIS EN LEVADURAS
Se realiz6 segun Calderén y Cerda-Olmedo (1983). Las células
transformadas con el sistema de recombinacién plasmidico correspondiente se
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cultivaron en medio liquido SC-Trp a 30°C con agitacién hasta fase exponencial
tardia (D.O.geonm:0.9-1). Se recogieron por centrifugacion, lavaron con H20 y
resuspendieron en tampén Tris-maleato 0.1 M pH 7.5 a una concentracién de 108
células/ml. Tras incubar las células durante 10 minutos a 37°C se afadieron a la
suspension 20 mg/l de N-metil-N'-nitro-nitrosoguanidina (NG) y se incubaron de
nuevo a 37°C durante 15 minutos. Tras tres lavados con tampén Tris-maleato se
cultivaron en medio liquido SC-Trp durante ocho horas a 30°C para permitir la
segregacion de las mutaciones. Finalmente, las células se sembraron en medio
sé6lido SC-Trp a una densidad de 100-300 colonias por placa. La viabilidad de las
células tras el tratamiento con NG fue del 20-35%.

Il. 6. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A RADIACION U.V.

Las células se cultivaron en YEPD liquido hasta una D.O.gg0 nm: 0.6. Tras las
diluciones oportunas se sembraron en YEPD sélido unas 100-200 colonias por
caja. Estas cajas se irradiaron durante 0, 10, 20, 30 y 45 minutos con una lampara
de ultravioleta de 1.5 W/m2 vy se cubrieron inmediatamente con papel de aluminio
para evitar la reparacion por la enzima fotoreactivante. Tras tres dias de incubacion
a 30°C se determiné el numero de colonias por caja.

Il. 7. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A MMS

Se realiz6 segun Prakash y Prakash (1977). Las células se cultivaron en
YEPD liquido hasta una D.Oggonm:0.65, se recogieron por centrifugacion, se lavaron
con Hz0 y se resuspendieron en un volumen de tampén fosfato 0.05 M pH 7.0. Tras
incubar 5 minutos a 30°C, se anadid metil-metano sulfonato (MMS) a una
concentracion final del 0.5%. Se tomaron muestras a los 0, 5, 10, 15, 20 y 25
minutos y se sembraron en YEPD sdlido entre 100-200 colonias por caja.

Il. 8. DETERMINACION DE LAS FRECUENCIAS DE RECOMBINACION

Se realizé6 segun Aguilera y Klein (1988). Se aislaron colonias
independientes en YEPD o en los oportunos medios minimos segun se tratara de
sistemas cromosdmicos o plasmidicos. Cada test de fluctuacién se realiz6 con 6
colonias independientes. Estas se resuspendieron en H2O, sembrandose las
diluciones oportunas en los medios adecuados para seleccionar los recombinantes
y para calcular las células viables totales. La frecuencia se calcul6é dividiendo la
mediana de los valores de los recombinantes entre la media del nimero total de
células.
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Para determinar las frecuencias de recombinacién de los sistemas basados
en el plasmido centromérico pRS314 tras transformar con los plasmidos sin cortar o
cortados en secuencias Unicas se seleccionaron los transformantes en SC-Trp y se
hicieron réplicas a placas de SC-Leu. De esta forma se determiné el porcentaje de
colonias derivadas de un suceso de recombinaciéon durante el proceso de
transformacién, antes de la primera divisién mitética.

Il. 9. ENSAYO DE ACTIVIDAD -GALACTOSIDASA

Se realizé siguiendo el protocolo de células permeabilizadas (Methods in
Yeast Genetics., CSH., Kaiser et al..). A partir de un pre-inéculo en fase exponencial
se inocularon 15 ml de medio selectivo para el plasmido correspondiente a una
D.O.s60nm inicial de 0.1-0.2. Este cultivo se incub6 a 30°C durante 8 horas, tras las
cuales las células se recogieron por centrifugaciéon y se lavaron con H2O. En el
caso del ensayo realizado con el promotor de MMTYV fusionado a /acZ se indujo la
activacion afadiendo al medio Deazilcortivazol (DAC) a una concentraciéon 106 M
(para el control de no activacién sin DAC se usé un volumen equivalente de etanol).

Tras lavar con H2O las células se resuspendieron en 1 ml de tampon Z
(NagHPO4 60 mM, NaHoPO4 40 mM, KCI 10 mM, MgS0O4 1 mM, B-mercaptoetanol
50 mM). El ensayo se realizé afiadiendo a U ml de la suspensién con las células
tampén Z hasta un volumen final de ensayo de 1 ml, 30 pl de cloroformo y 20 pl de
SDS 0.1%. Las células se rompieron agitando en Vortex a velocidad maxima
durante 10 segundos. El lisado se preincubé durante 5 minutos a 30°C, tras los que
se afiadi6 el sustrato de la reaccién, 0.2 ml de o-nitrosofenil-B-D-galactosidasa
(ONPG; 4 mg/ml de tampdn Z) . Las reacciones se pararon al adquirir color amarillo
(tras t minutos) anadiendo 0.5 ml de NaCO3 1M. Los restos celulares se
precipitaron por centrifugacion y se determiné la D.O.420nm del sobrenadante. Por
otro lado se determiné la D.O. ggonm de una dilucién d de la suspensién inicial de
células en tampén Z. Las unidades de actividad B-galactosidasa se determinaron
aplicando la férmula: D.O.420nm X103 /D.O.goonm X d x t x 1

II. 9. TRANSFORMACIONES
Il. 9. 1. Transformacién de E. coli.

Se realizé siguiendo el método descrito por Hanahan (1983) y modificado
por Inoue et al.. (1990). Para obtener células competentes se partié de un cultivo de
250 ml de medio SOB de la estirpe DH5a crecido a 22°C hasta D.O.ggonm:0.5. Las
células competentes se congelaron con N2 liquido y se guardaron a -70°C. Las
transformaciones se realizaron afiadiendo 50-100 ng de DNA plasmidico a 100 pl



36

de células competentes recién descongeladas e incubandolas en hielo durante 30
minutos, tras los cuales se di6 un choque térmico a 42°C durante 35 s. Para
regenerar las células se incubaron en medio LB o SOB durante 45 minutos a 37°C
con agitacion.

Il. 9. 2. Transformacién de S. cerevisiae.

Se realiz6 siguiendo el método de Ito et al.. (1983) con las modificaciones de
Schiesl y Gietz (1989). Se partié6 de un cultivo a D.O.ggonm: 0.5. Las células se
recogieron por centrifugacién y se lavaron primero con H20 y luego con una
solucion de LiAc-TE 1X (preparada en el momento a partir de TE 10X: Tris-HCI 0.1
M-EDTA 0.01 M pH7.5 y LiAc 10X: LiAc 1M pH 7.5), para resuspenderse finalmente
en solucién LiAc-TE 1X a una concentracién de 2x109 células/ml. La transformacién
se realizé anadiendo 5 pul de DNA de esperma de salmén 10 mg/ml (previamente
sonicado, fenolizado y desnaturalizado) y 50-100 ng de DNA plasmidico a 50 pl de
células competentes. A esta mezcla se le afadieron 0.3 ml de PEG 40 % en LiAc-TE
(preparada en el momento a partir de PEG 4000 50 % en H20, TE 10X y LiAc 10X).
Tras incubar 30 minutos a 30°C con agitacién se dié un choque térmico a 42°C
durante 15 minutos. Finalmente las células se lavaron dos veces con H2O y
sembraron en medio selectivo.

II. 10. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Il. 10. 1. Extracciéon de DNA de E. coli

ll. 10. 1. 1. Extraccién a pequefa escala (minipreps). Se realizé siguiendo
el protocolo descrito por Bolivar y Backman (1979). Se parti6 de 1.5 mi de cultivo de
la bacteria portadora del plasmido. Las células se recogieron por centrifugacion y
resuspendieron en 100 pl de Solucién | ( Glucosa 50 mM, Tris 25 mM pH8.0 y EDTA
10 mM pH 8.0) con 2 mg/ml de lisozima. Tras 5 minutos a temperatura ambiente se
anadieron 200 pl de Solucién 1l ( NaOH 0.2 M, SDS 1 %) y la mezcla se incubé
durante 5 minutos en hielo para la lisis. Seguidamente se ahadieron 150 pl de
Solucién Il (KAc 3 M, acido acético glacial 11.5 %) y se mantuvo la mezcla durante
5 minutos en hielo para permitir la precipitacién de los restos celulares. Tras
centrifugar se mezclé el sobrenadante con un volumen de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1). El DNA se precipité a partir de la fase acuosa
con NaCl 0.3 M y dos volumenes de etanol 96%.

IIl. 10. 1. 2. Extraccidn a gran escala. Se realizé por centrifugacién en
gradiente de CsCl siguiendo el protocolo descrito por Clewell y Helinski (1970). Se
parti6 de un cultivo de 400 ml de la bacteria portadora del plasmido. A
D.0O.660nm:0.7-0.8 se afiadieron 200 pug/ml de cloranfenicol y se incubé durante 16
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horas. Las células se recogieron por centrifugacién, se lavaron con 20 ml Tris 10
mM-EDTA 1 mM pH 7.4 y se resuspendieron en 2 ml de solucién A (Sacarosa 25%,
EDTA 50 mM pH 8.0, Tris 50 mM pH 8.0). Se afadieron 0.2 ml de lisozima 10
mg/ml y 0.2 ml de ribonucleasa 1 mg/ml y se incubaron 5 minutos en hielo, tras los
cuales se afadieron 0.4 ml EDTA 0.5 M pH 8.0 y se incubaron de nuevo en hielo
durante 10 minutos. Se afiadieron 4 ml de solucién de rotura (Tritén X100 0.3 %,
Tris 50 mM pH 7.4, EDTA 50 mM pH 8.0) y se incubaron en hielo durante 15
minutos. La mezcla se centrifugd y se recogio el sobrenadante (solucién de lisado).
El DNA plasmidico se purificé por centrifugacién en gradiente de CsCl, para lo que
se mezclaron 4 g CsCl, 4.1 ml solucién de lisado, 0.2 ml EDTA 0.5 M pH 8.0y 0.2 mi
EtBr 10 mg/ml. La mezcla se centrigugé y el sobrenadante se pasé a tubos VTi65,
que se centrifugaron a 50.000 r.p.m. durante 12-16 horas a 20°C en una
ultracentrifuga. La banda correspondiente al DNA plasmidico se extrajo con una
jeringa. El EtBr se eliminé afiadiendo un volumen de alcohol isoamilico, mezclando,
centrifugando y tomando la fase inferior. El proceso se repitié hasta que la solucion
quedoé totalmente transparente. El DNA se precipité con 0.1 volimenes de NaAc 3
My 2 volumenes de etanol 96%.

Il. 10. 2. Extraccion de DNA de levaduras

Il. 10. 2. 1. Extraccién por rotura mecénica. Se siguié el protocolo descrito
por Hoffman y Winston (1987). Se parti6 de un cultivo en fase estacionaria
temprana. Las células se recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en
solucién de rotura (Triton X100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-Cl 10 mM pH 8.0,
EDTA 1 mM pH 8.0). Se afadié un volumen de perlas de vidrio de 0.45 mm de
diametro y se agité fuertemente en Vortex durante 2 minutos. Se mezclé con un
volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), se centrifugd y se extrajo el DNA
de la fase acuosa precipitando con NaAc 3M y etanol 96%.

Il. 10. 2. 2. Extraccion por lisis enzimatica. Se siguié el protocolo descrito
por Sherman et al.. (1986). Se parti6 de 5 ml de un cultivo en fase estacionaria
temprana. Las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron con H2O y se
resuspendieron en 0.32 ml de solucién A (Sorbitol 0.9 M, EDTA 0.1 M pH 8.0). Se
afadieron 3.2 ul de B-mercaptoetanol (dilucién 1/10) y 10 pul de zimoliasa 20-T 15
mg/ml, y se incubd durante 60 minutos a 37°C. La mezcla se centrifugbé 20 s y el
precipitado se resuspendié en 0.37 ml de solucién B (Sorbitol 0.9 M, EDTA 0.1 M
pH 8.0). Se afiadieron 16 ul de SDS 10 % y 1 ul de dietil pirocarbonato (DEPC) y
se incubd durante 30 minutos a 65°C. Los restos celulares se precipitaron en hielo
durante al menos 1 hora con 85 pl de solucion Il (2. 10. 1. 1). EI DNA se extrajo por
precipitacion del sobrenadante y se traté en pasos posteriores con ribonucleasa y
con fenol:cloroformo:isoamilico (24:24:1) para eliminar el RNA y las proteinas.
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Para la extracion de DNA de protoplastos (ver apartado Il. 18. 1 para
obtencién de protoplastos) se siguié una modificacién de este protocolo (Philippsen
et al. 1991). Los protoplastos se recogieron por centrifugacioén y resuspendieron en
5 ml Tris-HCI 50 mM, EDTA 50 mM por gramo de peso humedo. Se afiadieron 0.1
volumenes de SDS 10% y se incubd durante 30 minutos a 65°C, tras los cuales se
anadieron 0.33 volumenes de Sol. Il (2. 10. 1. 1) y se incubd al menos una hora en
hielo. Se centrifugd y el DNA (sobrenadante) se precipité con 0.75 volumenes de
isopropanol, se resuspendié en 400 pul de Tris 1ImM-EDTA 10mM, se traté con 15
ug de ribonucleasa durante 30 minutos y dos veces con fenol:cloroformo:isoamilico
(24:24:1). El DNA de la fase acuosa se precipitd, se lavé con etanol 70% y se
resuspendi6é en H2O o TE 1X.

ll. 10. 3. Extracciéon de RNA de levaduras.

Se utilizé6 el método de extraccién con fenol acido (Current Protocols In
Molecular Biology., Ausubel et al..). Se parti6 de 10 ml de un cultivo en fase
exponencial. Todo el protocolo se llevé a cabo en hielo y sélo se usaron soluciones
tratadas con dietil pirocarbonato (DEPC) y posteriormente autoclavadas, asi como
puntas y tubos eppendorf manipulados siempre con guantes. Las células se
recogieron por centrifugacién, se lavaron con H2O y o bien se congelaron -70°C
para su posterior procesamiento o directamente se inicié el protocolo de extraccién.
Para ello se resuspendieron en 400 pl de solucién TES (Tris-HCI 10 mM pH7.5,
EDTA 10mM pH 8.0, SDS 0.5 %), se afadieron 400 ul de fenol acido (fenol
saturado con H20) y se agité fuertemente durante 10 s en Vortex. La mezcla se
incubé durante 45 minutos a 65°C. Tras 5 minutos en hielo se centrigugé y se
transfirié la fase acuosa a un tubo eppendorf. Tras una nueva extraccién con fenol
acido y otra con cloroformo el RNA se precipité con 0.1 volimenes de NaAc 3M pH
5.3 y 2 volimenes de etanol 96 %, se lavé con etanol 70% y se resuspendié el RNA
en H20.

Il. 12. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS
Il. 12. 1. Geles de agarosa.

Los fragmentos de DNA de diferente tamafo o conformacién topolégica se
separaron mediante electroforesis en geles de agarosa en tampén TAE 1X (TAE
50X: Tris-acetato 2 M, EDTA 0.05 M; pH 8.0) o en tampén TBE 0.5X (TBE 5X: Tris-
borato 0.45 M, EDTA 0.01 M; pH 8.0). El porcentaje de agarosa vari6 entre 0.7 y
1.5% dependiendo del tamafio de los fragmentos que se querian resolver.

La separaracion de los distintos topoisdémeros de un plasmido se realizé en
geles de agarosa 0.7 % en tampén TPE 1X (Tris-acetato 0.09 M, EDTA 0.002 M) y 4-
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12 ug/ml de cloroquina dependiendo del grado de resolucién deseado. La
electroforesis se llevé a cabo con 20 ug de DNA en tampén TPE 1X con cloroquina
a la misma concentracién que en el gel (48 horas a 30 voltios en geles de 15x18
cm?),

El RNA de levaduras (las muestras se prepararon con 10 ug de RNA, 1.25 pl
de tampén MOPS 0.664 M, 2.25 pul de formaldehido 12.3 M y 6.25 nl de formamida
desionizada) se desnaturalizé durante 15 minutos a 65°C y se separé en geles de
agarosa 1% en tampén MOPS 0.04 M, formaldehido 0.664 M. El RNA se someti6 a
un campo electrico de 5 V/cm y se us6 MOPS 0.04 M como tampén de
electroforesis.

Para la visualizacién de los &acidos nucleicos los geles se tifieron con
bromuro de etidio (EtBr) 0.5 ug/ml, segun Sharp et al.. (1973).

II. 12. 2. Geles de acrilamida.

La separaciéon de fragmentos de DNA de pequeiio tamafno (0.1-1kb) se
realizé en geles no desnaturalizantes (acrilamida:bis acrilamida (29:1) 5-12 % en
tampén TBE 0.5X). La separacion de los hibridos RNA-RNA se realizé en geles
desnaturalizantes (acrilamida:bis acrilamida (19:1) 4-6% con urea 50% en tampon
TBE 0.5X). La polimerizacién de los geles se llevé a cabo afadiendo persulfato
aménico (APS) al 0.025% y TEMED al 0.001%.

Il. 13. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR DE GELES
GELES
Il. 13. 1.Geles de agarosa

Geneclean'. La banda del gel de agarosa con el fragmento de DNA
correspondiente se incubé a 55°C con 3 volimenes de solucién Nal 45% (w/v)
(saturada con NaxSO3) hasta que se fundié el gel. Se anadieron 5 pl de solucion
"glassmilk" (Papel Whatman GF/F machacado (1g/ml H20)) y se mantuvo en hielo 5
minutos para favorecer la unién del DNA. La mezcla se centrifugé y el precipitado
se lavd tres veces con tampén New (Tris-HCI 20 mM pH 7.2, NaCl 0.2 M, EDTA 2
mM pH 8.0, etanol 53%), se resuspendié en H20 y se incubd 3 minutos a 55°C, tras
los que se precipité el DNA presente en el sobrenadante.

Extraccion con PEG. Se cort6 una banda de gel justo delante del fragmento
que se queria aislar. Este hueco se llené con PEG 8000 15 % en TAE 1X y se
prosiguié con la electroforesis. Cuando el fragmento de interés entrd en el hueco se
recogié la solucién, se traté con un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (24:24:1)
para eliminar los restos de agarosa, se centrifugé y se precipité finalmente el DNA
del sobrenadante.
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Extraccién con fenol. La banda del gel de agarosa con el fragmento de
interés se machacé y se mezclé con un volumen de fenol. Se mantuvo durante 15
minutos en N2 liquido, se separé la fase acuosa por centrifugacion y se precipito el
DNA.

2. 13. 2. Geles de acrilamida.

La banda del gel de acrilamida con el fragmento de DNA correspondiente se
troced e incub6 en 150 pl de tampon de elucién (NHg4Ac 0.5 M, EDTA 1mM pH.8.0)
durante 12 horas a 37°C. La agarosa se eliminé centrifugando la solucién a través
de una columna de Sephadex G50 sobre fibra de vidrio siliconizada. Tras repetirse
el paso de centrifugacién con un nuevo volumen de elucién el DNA presente en el
eluido se precipité con 0.1 volimenes de NHjAc 2.5 M y 2.5 volumenes de etanol
96%.

Il. 14. TRATAMIENTO ENZIMATICO DEL DNA
Il. 14. 1. Restriccion de fragmentos de DNA.

El DNA plasmidico se corté con las enzimas de restriccién adecuadas
durante 2-3 horas en un volumen de 20-30 ul a las temperaturas y con los
tampones indicados por las correspondientes casas comerciales. EI DNA genémico
se cortd durante 8-10 horas en las mismas condiciones. Las dobles digestiones se
realizaron en sucesivos pasos de restriccién y precipitaciéon o en un Unico paso de
restriccion usando tampén general (Tris-acetato 10 mM pH 7.5, Mg-acetato 100 mM,
K-acetato 500 mM).

Il. 14. 2. Obtenciéon de extremos romos.

Los extremos cohesivos se hicieron romos con la polimerasa de DNA del
bacteriéfago T4. La reaccién se llevé a cabo mezclando en un volumen final de 20-
50 wl los 4 ANTP a una concentracién final 100 uM, 1-2 unidades de la polimerasa
de DNA de T4 y 0.2-2 mg de DNA. La solucién se incubé durante 15 minutos a
120C. En algunos casos los extremos cohesivos con la cadena 5' saliente se
hicieron romos con el fragmento klenow de la polimerasa | de DNA. Para ello se
anadieron en la mezcla de reaccion los 4 dNTP a una concentracién final de 25 uM,
1-5 unidades del fragmento klenow de la polimerasa | y 0.2-2 ng de DNA. La
reaccién se incubé durante 30 minutos a 30°C. En todos los casos las reacciones
se pararon con EDTA 0.01 M pH8.0 y un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico
24:24:1.
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Para la construccién de deleciones seriadas (ll. 14. 5) los extremos de
cadena sencilla generados con la Exonucleasa lll se hicieron romos digiriendo el
DNA con nucleasa S1 (7.5 U/ug DNA) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Il. 14. 3. Desfosforilacion de extremos 5' de DNA.

Para desfosforilar los extremos 5' se incubaron 5-10 pg de DNA con
fosfatasa alcalina de intestino de vaca (CIP). Cuando el extremos saliente era el 5'
se afadié una unidad de CIP por cada 100 pmoles de extremos 5'-P y la reaccién
se incubd 1 hora a 37°C. Cuando el extremo saliente era el 3' o era un extremo
romo se afnadié una unidad de CIP por cada 2 pmoles de extremos 5'-P y la
reaccién se incubé 30 minutos a 37°C, tras los cuales se anadié otra aliquota de
CIP y se incubé durante otros 30 minutos a 55°C. Las reacciones se pararon
afiadiendo EDTA 0.01 M pH8.0 y un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico
(24:24:1).

Il. 14. 4. Ligacion de DNA.

Las reacciones de ligaciéon se llevaron a cabo con la ligasa de DNA del
bacteriéfago T4. La ligacién de extremos cohesivos se realizé incubando durante 8-
12 horas a 14°C. Para la ligacién de extremos romos se incubé bien a 4°C o bien a
120C afiadiendo a la mezcla de reaccion PEG a una concentracion final del 5 %.

2. 14. 5. Construciéon de deleciones unidireccionales seriadas.

Las deleciones seriadas de DNA de corte de doble cadena se realizaron con
Exonucleasa lll de E. coli mediante el sistema "Double-stranded Nested Deletion
Kit" de Pharmacia LKB Biotechnology siguiendo el procedimiento descrito por la
casa comercial. El plasmido pRS314-LY se digirié con las enzimas de restriccién
Nsil y Smal. La digestiéon con Exonucleasa Ill (50 U/ug DNA) se realizé a 30°C
tomando muestras cada 2 minutos. Las muestras se trataron con nucleasa S1 (7.5
U/ug DNA) para eliminar el DNA de cadena sencilla y generar extremos romos. El
tamano de las deleciones se determiné en un gel de agarosa 0.7%. EI DNA con el
tamano adecuado se ligé y se usé para transformar E. coli .

2. 14. 6. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

En un volumen final de 100 pl se amplificaron 0.5 ng de DNA gendémico 6 20
ng de DNA plasmidico con 100 ng de cada oligonucleétido y dNTP a una
concentracion 0.2 mM. Para fragmentos inferiores a 2 kb se usé tanto la Taq
polimerasa Stoeffel (Perkin-Elmer) como la Goldstar (USB), mientras que para
fragmentos mayores de 2 kb se usé la Taq polimerasa Goldstar.
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Il. 15. MARCAJE DE ACIDOS NUCLEICOS
Il. 15. 1. Marcaje de DNA a partir de hexanucleétidos

Con digoxigenina. EI DNA se marc6 con digoxigenina (nucleésido DIG-
11dUTP) (Boheringer Mannheim, S.A.) de acuerdo con las directrices de la casa
comercial derivadas del método de Feimberg y Vogelstein (1984). La reaccién de
marcaje se realizé con 0.2-2 ng de DNA previamente desnaturalizado,
hexanucledétidos no marcados 1 mM, una mezcla de: dATP 1mM, dGTP 1 mM, dCTP
1 mM, dTTP 0.65 mM y DIG-dUTP 0.35 mM, y 2 unidades del fragmento klenow de
la polimerasa | de DNA. La reaccion se incubé a 37°C durante 12-16 horas y se
par6 con EDTA 0.02 M pH 8.0. El DNA se precipité con 0.4 M LiAc y 3 volumenes de
etanol 96 %.

Con o32P-dCTP. Se sigui6 el protocolo basico descrito en el punto anterior.
En este caso la reaccién de marcaje se realizé incubando a 37°C durante una hora
una mezcla de reacciéon que contenia 100-200 ng de DNA previamente
desnaturalizado, la mezcla de hexanucleétidos descrita en el punto anterior, una
mezcla de dGTP, dATP y dTTP 0.05 mM, 0.025 mCi a32P-dCTP y 2 unidades del
fragmento klenow. Para eliminar los nucleétidos radiactivos no incorporados en la
reaccién de polimerizacién se pasé el volumen de reaccién por una columna de
Sephadex G50-TE ( 5 g Sephadex G50 en 75 ml Tris-EDTA 10 mM-1 mM).

Il. 15. 3. Marcaje de DNA con o32P-dCTP por PCR.

Se realizé siguiendo el protocolo descrito en el apartado Il. 14. 6. con dGTP,
dATP y dTTP 0.2 mM, dCTP 2 uM y 100 uCi de a32P-dCTP. La sonda marcada
radiactivamente se limpié de nucleétidos no incorporados pasando la reaccién por
una columna de sephadex G50-TE. La incorporaciéon de a32P-dCTP se determiné
en un contador de centelleo.

Il. 15. 4. Marcaje de RNA con 032P-CTP por transcripciéon in vitro
(ribosondas).

Las ribosondas se prepararon por transcripciéon in vitro a partir de los
promotores de los bacteriéfagos de T3 y de T7 situados en el vector pBSRS. Para la
transcripcion dependiente de la RNA polimerasa de T3 se cort6 el vector en la diana
Hindlll y para la transcripcién dependiente de la RNA polimerasa de T7 se corté en
la diana EcoRl. El DNA cortado se fenolizé dos veces, se precipitdé y se lavé con
etanol 70%, resuspendiéndose finalmente en H20. La reaccién de transcripcion in
vitro se llevé a cabo durante 1 hora a 37°C en un volumen final de 20 ul. Se
anadieron 0.6 ug de DNA, 10 U de RNA polimerasa (Boehringer), ATP, GTP y UTP
0.5 mM, CTP 10 uM, 25 uCi de a32P-CTP, Ditioetritol (DTT) 1 mM, 30 U de RNA
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guard (Pharmacia) y Tampén de transcripciéon 10X (Boehringer). A continuacién se
anadieron 10 U de DNasa | RNase-free (Boehringer) y se incubé durante 30
minutos a 37°C. La reaccién se par6é con EDTA 50 mM pH 8.0 y 77 ul de TEN (Tris-
HCl 10 mM pH 7.0, EDTA 1 mM pH 8.0, NaCl 0.1 M). Los nucleétidos no
incorporados se eliminaron pasando la reaccién por una columna de Sephadex
G50-TEN (5 g G50 en 75 ml TEN). La incorporacion de o32P-dCTP se determiné en
un contador de centelleo. La ribosonda se precipité con 2 pl tRNA de levaduras 10
pg/pl, 10 pl NaAc 3 M pH 7.6 y 200 pl etanol 96%. Tras centrifugar el precipitado se
resuspendié en 30 pl de tampén de carga desnaturalizante (Formamida
desionizada 97%, SDS 0.1%, Tris-HCI 10 mM pH 7.0, 10 pul azul de bromofenol). La
ribosonda se desnaturalizé incubandola durante 5 minutos a 85°C y se corrié
posteriormente en un gel desnaturalizante de acrilamida al 6%. La banda del gel de
acrilamida con la ribosonda se visualizé por impresién de una autoradiografia. Para
extraer la ribosonda se troceé la banda del gel y se incubé a 37°C durante 12-16
horas en 380 pl de tampén de elucién (380 ul NH4Ac 2 M, SDS 0.1%) con
agitacion fuerte. Los restos de agarosa se eliminaron por centrifugaciéon y el RNA en
el sobrenadante se precipité con 3 pl de tRNA 10 pg/ul y 0.9 ml de etanol 96%. Tras
centrifugar y lavar el precipitado con etanol 70% se resuspendié la ribosonda en 40
ul de tampén de hibridacion (Formamida desionizada 80%, NaCl 0.4 M, EDTA 1
mM pH 8.0, PIPES 40 mM pH 6.7) y se cuantificé la eficiencia del proceso de
elucion determinando la incorporacién de a:32P-dCTP en un contador de centelleo.

Il. 16. TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS
Il. 16. 1. Transferencia de DNA

Se emplearon membranas Hybond™-N de Amersham International (sin
cargar) o membranas Quiabrane nylon-plus cargadas positivamente. Tras la
electroforesis el gel de agarosa se incubé en una solucién de HCI 0.25 M durante
10 minutos a temperatura (T) ambiente. Este paso se eliminé cuando los fragmentos
de DNA eran de tamafio inferior a 1 kb. A continuacién el protocolo varié
dependiendo del tipo de membrana.

Membranas no cargadas positivamente. El gel se incubé en solucién de
desnaturalizacién ( NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) durante 30 minutos a T ambiente, se
lavé con H20 y se incubé durante dos intervalos de 15 minutos minutos en solucién
de neutralizacién (NaCl 1.5 M, Tris-HCI 0.5 M pH 7.2, EDTA 1 mM) a T ambiente.
Todas las incubaciones se hicieron con agitacién. La transferencia de DNA se
realizé por capilaridad en tampén SSC 20X (NaCl 3 M, Na-citrato 0.4 M; pH 7.0 con
NaOH) durante 12-16 horas a T ambiente (Southern 1975). El filtro de nylon se lavé
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con SSC 2X y el DNA se fijé a la membrana irradiandola con radiacién ultravioleta
(70000 pJd/cm?2) por ambos lados.

Membranas cargadas positivamente. El gel se incub6é con NaOH 0.4 M
durante 30 minutos a T ambiente con agitacién suave. La transferencia y fijacion del
DNA se realizé por capilaridad en soluciéon NaOH 0.4 M durante 12-16 horas a T
ambiente. El filtro se lavé con SSPE 2X (SSPE 20X: NaCl 3 M, NaH2PO4 0.2 M,
EDTA 0.02 M; pH 7.4 con NaOH).

Il. 16. 2. Transferencia de RNA

Se emplearon membranas Hybond™-N de Amersham International. Tras la
electroforesis el gel de agarosa se incubé por tres intervalos de 5 minutos en H20 a
659C para eliminar el formaldehido. A continuacién el gel se incubé durante 20
minutos en solucién A (NaOH 50 mM, NaCl 10 mM), durante 20 minutos en solucién
B (Tris-HCl 10 mM pH 7.5) y durante 30 minutos en solucién SSC 20X. La
transferencia de DNA se realizé por capilaridad en tampén SSC 20X durante 12-16
horas a T ambiente. El filtro de nylon se lavé con SSC 2X y el DNA se fij6 a la
membrana irradidndola con radiacién ultravioleta (70000 pJ/cm2) por ambos lados.

Il. 17. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS
Il. 17. 1. Hibridacidn con sonda marcada con digoxigenina

Hibridacién de DNA. Los filtros se pre-hibridaron durante 2-6 horas a 42°C
en solucién de hibridacién (Formamida desionizada 50%, SSC 5X, reactivo de
bloqueo de Boehringer 2%, N-lauroylsarcosina 0.1%, SDS 0.02%) con 25 ug/ml de
DNA de esperma de salmén desnaturalizado. Después se hibridaron durante 12-16
horas a 42°C afiadiendo a la solucién anterior la sonda marcada con digoxigenina
previamente desnaturalizada. Tras la hibridacién, se hicieron dos lavados de 5
minutos a T ambiente con SSC 2X, SDS 0.1% y dos lavados de 15 minutos a 65°C
con SSC 0.1X, SDS 0.1%. :

La deteccién de las bandas se realizé siguiendo el método de
quimioluminiscencia de Boehringer Mannhein. Los filtros se lavaron con solucién
de lavado (Tween-20 0.3% (w/v) en tampén 1: Acido maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M;
pH 7.5) durante 5 minutos, se incubaron en tampén 2 (Reactivo de bloqueo de
Boehringer 1% en tampdn 1) durante 30 minutos y se incubaron con el anticuerpo
anti-digoxigenina AP-FAB (anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina) diluido
1:500 veces en tampén 2 durante 30 minutos . El conjugado no ligado se eliminé
haciendo tres lavados de 15 minutos con solucién de lavado. Tras equilibrar los
filtros con tampén 3 (NaCl 2.5 M, MgCls 1 M, Tris-HCI 1 M pH 9.5), se incubaron
durante 5 minutos con 0.1mg/ml de AMPPD en tampén 3. Los filtros se envolvieron
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en plastico para evitar que se secaran e incubaron 15 minutos a 37°C. Para la
exposicién se emplearon peliculas de autorradiografia Kodak X-OMAT K100.

Hibridacion de RNA. Se siguié el mismo protocolo que para la hibridacién de
DNA, pero prehibridando e hibridando a 50°C en una solucién de hibridacién
diferente (Formamida desionizada 50%, SDS 7%, 5XSSC, reactivo de bloqueo de
Boehringer 2%, N-lauroylsarcosina 0.1%, NaPO4 50 mM pH 7.0).

Il. 17. 2. Hibridacién con sonda marcada con o32P-dCTP

Hibridacion de DNA. Los filtros se pre-hibridaron durante 2-6 horas a 42°C
en solucién de hibridacién (Formamida desionizada 50%, SSC 6X, Denhardt’s 5X,
SDS 0.5%, NaPO4 25 mM pH 6.5) con 100 ug/ml de DNA de esperma de salmén
desnaturalizado y se hibridaron durante 12-16 horas a 42°C afadiendo a la
solucion anterior la sonda marcada con a32P-dCTP previamente desnaturalizada y
1.25% de Dextran-sulfato. Tras la hibridacion, se hicieron dos lavados de 5 minutos
con SSC 2X, SDS 0.5% a T ambiente, dos lavados de 5 minutos con SSC 2X, SDS
0.1% a T ambiente, un lavado de 30 minutos con SSC 2X, SDS 0.1% a 50°C y un
lavado de 30 minutos con SSC 2X, SDS 0.1% a 65°C. Finalmente los filtros se
envolvieron en pléstico y se expusieron a peliculas de autorradiografia.

Hibridacion de RNA. Se siguié el mismo protocolo que para la hibridacién de
DNA pero con una solucién de hibridacién diferente (Formamida desionizada 50%,
SSPE 5X, Denhardt’s 1X, SDS 1%) y diferentes condiciones de lavado: un lavado
de 5 minutos con SSPE 2X, SDS 1% a T ambiente, un lavado durante 30 minutos
con SSPE 2X, SDS 1% a 65°C y un lavado durante 30 minutos con SSPE 0.2X,
SDS 0.1% a 65°C.

La rehibridacién de filtros se llevé a cabo eliminando la sonda anterior
mediante 2 incubaciones de 20 minutos en SDS 0.1%, SSPE 0.1X hirviendo.

Il. 18. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LA CROMATIRNA S}
Il. 18. 1. Obtencién de protoplastos Y é}

Los protoplastos se obtuvieron siguiendo una™r fificacién del protocolo
descrito por Fedor y Kornberg (1989). Se parti6 de un cultivo de 500 ml
D.0.660nm:0.7-0.9 (aprox. 109 células). Para el andlisis del promotor de MMTV dicho
cultivo se incubé con deacylcortivazol 1uM (DAC) durante 120 minutos o con un
volumen similar de etanol (tanto el etanol como el DAC se afadieron a la
concentracion de 1pM a todos los tampones usados durante la preparacion de
protoplastos y los lavados). Las células se recogieron por centrifugacion, se
resuspendieron en 50 ml de HoO y se determiné el peso himedo del precipitado
(entre 1y 4g). A continuacién se resuspendieron en 2 volimenes de solucién de
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pre-incubacién (2.5 ml f-mercaptoetanol, 277.6 ul EDTA 0.5 M pH. 8.0 hasta 50 ml
H20), se incubaron 30 minutos a 30°C con agitacion suave, se resuspendieron en
50 ml de sorbitol 1M, se centrifugaron y se resuspendieron en 5 mil de sorbitol/-
mercaptoetanol (17.5 pl B-mercaptoetanol en 50 ml sorbitol 1 M) por gramo de peso
himedo. Se afiadieron 0.4 mg/ml de zimoliasa 100-T (Seikagaku Co., Tokyo,
Japén) y se incubé a 30°C durante 1 hora con agitacion suave. La eficiencia de la
digestién se determiné midiendo la D.O.gg0 nm de una muestra resuspendida en H2O
antes y despues del tratamiento con zimoliasa (debe ser el 10-30% del valor inicial).

Tras la lisis con zimoliasa se cogieron los protoplastos y se lavaron
cuidadosamente primero con 50 ml de solucién de lavado | (Sorbitol 1M, Tris-HCI
20 mM pH. 8.0, EDTA 1mM, NaCl 150 mM) y después con 50 ml de solucién |,
PMSF (Fenilmetilsulfonil fluorido) 1 mM. Finalmente se centrifugaron y se
resuspendieron en 2 ml de solucién 1l (Tris-HCI 20 mM pH. 8.0, EDTA 1mM, NaCl
150 mM), PMSF 1 mM, Tritén X-100 0.2% por gramo de peso hiimedo (lisado).

Il. 18. 2. Preparacion de DNA tratado con DNasa | o nucleasa
micrococal (MNasa).

Los lisados obtenidos en el apartado 2. 18. 1. se digirieron inmediatamente
en un volumen final de 3 ml bien con DNasa | (Boehringer, Inc.) o bien con MNasa a
diferentes concentraciones. La digestion con DNasal se realizé en tampén de
digestion de DNasa | (Tris-HCI 0.015 M pH. 7.5, NaCl 0.075 M, MgCl2 3 mM, CaCl
0.5 mM, B-mercaptoetanol 0.007%) durante 2 minutos a 37°C con concentraciones
de DNasal desde 0 a 270 U con diferencias de 30 U cada par de puntos. La
digestion con MNasa se realizé en tampoén de digestion de MNasa (Tris-HCI 0.015
M pH. 8.0, NaCl 0.05 M, CaCl> 1.4 mM, EGTA 0.2 mM, EDTA 0.2 mM, B-
mercaptoetanol 0.0035%) durante 20 minutos a 37°C con concentraciones de
MNasa desde 6.25 a 800 mU, duplicindose la concentracién en cada muestra. Las
reacciones se pararon primero con 40 ul Tris-HCI 1M, 60 pl EDTA 0.5 My 150 ul
SDS 10% durante 30 minutos a 37°C, y después con 150 ul de proteinasa K 10
mg/ml durante otros 30 minutos. Para los controles con DNA desnudo se el mismo
protolcolo de digestién pero reduciendo todos los volimenes 10 veces y con un
intervalo de concentraciones de MNasa entre 0.003 y 1.6 mU.

Después de la digestién con proteinasa K el lisado se incubé durante 30
minutos a 65°C (la mezcla ya contiene SDS) y se continué a partir de este punto
con el protocolo descrito en el apartado Il. 10. 2. 2 para protoplastos (A las
digestiones de DNA desnudo se les afiadié 0.1 volimenes de SDS 10%). Las
muestras se resuspendieron en un volumen final de 50 pl de H>O. La calidad de las
digestiones con DNasal o con MNasa se determind corriendo una alicuota en un
gel de agarosa 0.7% en TAE 1X.
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Il. 18. 4. Mapeo de sitios de resistencia a MNasa y de hipersensibilidad
a DNasa |

Las muestras de DNA genémico tratadas con DNasa | o con MNasa con los
grados de digestion adecuados se cortaron con Scal (MMTV-/acZ), con EcoRl
(GAL1 endégeno) o con Clal (GAL1-lac2), se precipitaron, se lavaron con etanol
70% y se resuspendieron en H2O. Las diferentes bandas se resolvieron en un gel
de agarosa 1.5 % en TBE 0.5X, se transfirieron a una membrana de nylon y se
hibridaron con las sondas correspondientes para cada sistema marcadas a32P-
dCTP por PCR. Las sondas fueron: un fragmento de 200 pb justo corriente abajo de
de la diana Scal de la regién reguladora amplificado a partir del plasmido
pRS416MMTVLTR con los oligos 5'ACT ATT TTT ACT CAA ATT CAG AAG TTA
GAS3' (5') y 5'GGG ACC TTA CAT CTA CAG ACC AAC3' (3) (MMTV-/acZ); un
fragmento de 196 pb justo corriente abajo de la diana EcoRl de la regioén reguladora
amplificado a partir del plasmido pBKGAL1 con los oligos 5'ATT CGA CAG GTT
ATC AGC AAC3' (5') y 5'TTA AAC TTC TTT GCG TCC ATC3' (3') (GAL1 enddgeno);
un fragmento de 202 pb pb justo corriente arriba de la diana Clal de lacZ
amplificado a partir del plasmido p416GAL1lacZ con Ilos oligos
5'TCGTTGCTGCATAAACCGS3' (5') y 5'TCGATAATTTCACCGCCG3' (3'). Como
controles internos se usé DNA sin tratar con nucleasas (DNasal o MNasa) y
digerido con Sacl o Dral (MMTV-/acZ), Dral (GAL1 endégeno) y Sacl o Xbal (GAL1-

lac2).

ll. 19. MAPEO DE LOS SITIOS DE INICIACION Y TERMINACION DE LA
TRANSCRIPCION MEDIANTE PROTECCION A RNasa A

Se realizé siguiendo el protocolo descrito por Forester et al.. (1987) con las
modificaciones descritas por Almoguera et al.. (1995). Todas las soluciones
empleadas se trataron con dietil pirocarbonato (DEPC) al 0.1% durante 12 horas y
se autoclavaron posteriormente. Las puntas y tubos eppendorf se usaron
directamente de las bolsas y se emplearon guantes durante todo el protocolo.

Para mapear los extremos del RNA se hibridaron en tampén de hibridacién
(11. 15. 4) 30 pg de RNA (Il. 10. 3) con 5x10° cuentas por millén (c.p.m.) de ribosonda
(1. 15. 4) en un volumen final de 60 ul durante 12-16 horas a 48°C. Para ello las
muestras se desnaturalizaron durante 5 minutos a 85°C e immediatamente se
pasaron a un bafio a 48°C.

Los hibridos de RNA-RNA se trataron con RNasa A para eliminar el RNA de
cadena sencilla. Para ello se incubaron las muestras con 600 ul de tampén de
digestién (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 5 mM pH 8.0, NaCl 0.3 M, 1.15 mg Rnasa
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A; preparado en el momento) durante 30 6 60 minutos a 30°C. Las reaciones de
digestion se pararon con 20 pl SDS 10% y 3 ul proteinasa K 10 mg/ml durante 15
minutos a 37°C. Las muestras se fenolizaron, se precipitaron con 3 ul de tRNA de
levadura 10 pg/ul y etanol 96%, se centrifugaron, se lavaron con etanol 70% y se
resuspendieron en 30 ul de tampén de carga desnaturalizante (Il. 15. 4.).

Para determinar la orientacién y extremos de los transcritos se corrieron las
muestras en un gel de acrilamida desnaturalizante al 4% (ll. 12. 2). Tras la
electroforesis el gel se secé y se puso a exponer una autorradiografia.

Il. 20. CONSTRUCCION DE LA GENOTECA DE pRS314-LB

Para obtener el inserto se digiri6 con Sau3A DNA gendémico de la estirpe
W303-1A, los fragmentos se separararon electroforéticamente en un gel de agarosa
1% y el DNA entre 100-500 pb se extrajo por el protocolo de fenol (ll. 13. 1). Para
obtener el vector se construyé el plasmido pRS314-LB, se corté con Bglll entre las
repeticiones de leu24 y se desfosforilaron los extremos con CIP. Tanto el DNA del
vector como del inserto se limpiaron pasandolos por una columna de Sephadex
G50. La ligacion se hizo a 14°C. Se transformé E. coli con la ligacion, se recogieron
las ceélulas de las transformaciones y se extrajo el DNA mediante CsCl. El
porcentaje de inserto se determiné analizando 70 transformantes independientes.

Il. 21. INTEGRACION EN EL CROMOSOMA Y COMPROBACION
MOLECULAR DE LOS SISTEMAS DE RECOMBINACION L, LU y SU

Para integrar los sistemas L, LU y SU en el locus HIS3 del cromosoma XV
transformamos las estirpes W303-1A y AAW19-4D con los plasmidos pRS303-L,
pRS303-LU y pRS303-SU, respectivamente, linearizados con Bglll, que corta
dentro de HIS3.. Los transformantes se seleccionaron en SC-His, y se comprobaron
mediante Southern 2-3 candidatos por estirpe y sistema (FIGURA 7).

ll. 22. COMPROBACION MOLECULAR DE LA ESTRUCTURA LINEAL Y
CIRCULAR DE pTEL-LU

Tras transformar las estirpes 315-9C, AYW3-4D y FX315-5B con el plasmido
pTEL-LU circular o linearizado con Bglll, que corta en las secuencias teloméricas,

se comprobé la estructura de los plasmidos en los transformantes mediante
Southern (FIGURA 8).
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FIGURA 7. (A) Comprobacién molecular por Southern de la integracion de los sistemas L, LU y SU en
el locus HIS3 de las estirpes W303-1A (silvestre) y AAW19-4D (hpriA). EI DNA total de los
transformantes se digiri6 con EcoRIl y se hibrid6 con pBR322. (B) Representacion gréfica de la
integracion de los sistemas con los puntos de corte de EcoRl (R) y los tamafios de las bandas
esperadas (kb). La integracién de los plasmidos da lugar a la duplicacion del marcador HIS3. R* sélo
corta entre las repeticiones del sistema L. Los rectangulos representan DNA de levaduras y la linea
continua fina DNA de pBR322. Las lineas continuas gruesas situadas en la parte inferior del mapa
representan los fragmentos obtenidos en el Southern en cada sistema y los tamafios estan indicados
en kb.

sitv. hpr1A rad52-1
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FIGURA 8. Comprobacion molecular por Southern del plasmido pTEL-LU circular (C) y lineal (L) en las
estirpes silvestre (315-9C), hpr1A (AYW3-4D) y rad52-1 (FX315-5B). El DNA total de los transformantes
sin digerir se separ6 por electroforesis y se hibridé con pBR322 marcado con digoxigenina. Como
control se usé el plasmido pTEL-LU extraido por mini-preps (P); la estructura de cada banda se indica
en cada caso: r, molécula circular relajada; s, molécula circular superenrollada negativamente; |,
molécula lineal. La molécula lineal (l) del minicromosoma (L) es de mayor tamafio que la deriva del
plasmido circular (C). Probablemente es consecuencia de la incorporacién de secuencias teloméricas
en la célula. Este proceso puede estar afectado por la mutacién rad52, que genera un barrido de
bandas considerablemente mayor (ver carril correspondiente a rad52)
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lll. RESULTADOS

. 1. ESTUDIO DE LA RECOMBINACION ESPONTANEA ENTRE
SECUENCIAS REPETIDAS

El estudio comparativo de la recombinacién en sistemas de repeticiones
directas e invertidas ha tenido como objetivo definir los mecanismos responsables
de las deleciones. Para ello hemos analizado los sucesos de recombinacién que
ocurren de forma espontanea en la célula tanto en estirpes silvestres como
mutadas en diferentes genes RAD.

lll. 1. 1. Anadlisis de la recombinaciéon espontanea entre repeticiones
directas e invertidas localizadas en plasmidos centroméricos.

Analisis genético. Con objeto de comprender los mecanismos y funciones
implicados en la recombinacién entre secuencias repetidas, en particular entre
repeticiones directas, hemos construido una serie de sistemas de repeticiones
basados en el plasmido centromérico pRS314 (FIGURA 9B). Todos los sistemas
presentan la misma secuencia repetida (598 pb de la regién codificante del gen
LEU2) tanto en orientacion directa como invertida, y difieren Gnicamente en el
tamano y origen de la secuencia intermedia. Los sistemas L, LU y LY son sistemas
de repeticiones directas separados por fragmentos de 31 pb (L), 2.51 kb (LU) y
5.57 kb (LY) (FIGURA 9A). La secuencia intermedia es diferente en cada sistema.
En el sistema L es un pequefo fragmento del polilinker KS+, en el sistema LU es
un fragmento de 1.4 kb de pBR322 mas el gen URA3, y en el sistema LY es el
vector pBR322 completo més el gen URA3. Las inversiones se han estudiado en el
sistema de repeticiones invertidas SU, que presenta la misma repeticion de 598 pb
separada por una secuencia de 1.66 kb. Esta secuencia es DNA de levadura mas
un pequeio fragmento del gen tet de pBR322 ( FIGURA 9).

Todos los sistema de recombinacion estan formados por dos copias
truncadas del gen LEU2; una de ellas presenta una delecién del extremo 3'
(leu2A3') y la otra una delecién del extremo 5' (leu2A5’). Por recombinacion
homoéloga entre las repeticiones se genera una copia correcta del gen LEU2, lo
que permite seleccionar positivamente los recombinantes en medio SC-Leu
(FIGURA 10). En el caso de repeticiones directas el suceso de recombinacion va
acompanado de la pérdida de la secuencia intermedia y una de las repeticiones,
mientras que en el caso de recombinacién entre secuencias invertidas se produce



A Sistema L Pstl

5 3
AT GGG TGCAlGGAA'I'I’CGATATCAAGC'ITATCG
31pb 7|3 CCC&TCGT CCTTAAGCTATAGTTCGAATAGC 5

1eu2A3'  leu245'

Pstl Apal
Dentro Fuera
Sistema LU

Sistema LY
e 557kb
lou2A3’ ot S amp R URA3 tot S leuzas’
- : T @Z;ﬁaﬂ’— m —
¢ 3.38kb N I
Hpd ¢ s — N
Dentro Dentro
Sistema SU
1kb
—166 kb — —
tet S lgu2A5'
— Je—"
I 11kb ——
BamHI Hpd
Fuera Dentro
B CENG6-ARSH4
amp / \TRPI
ori !
SISTEMA
pTELLU (7.4kb)
TELg ori CEN6-ARSH4  TAP1 TELg
b ﬁ =
Bgh \‘ amp BgM
SISTEMA
Cromosoma XV
HIS3 ori HIS3
— .
’.“\ AY amp
Bght Bghl RN Bghl Bgll
SISEMA

FIGURA 9. (A) Sistemas de repeticiones construidos para este estudio. Los rectangulos indican
DNA de levadura, mientras que la linea negra indica DNA de pBR322. Las repeticiones de 598 pb
(leu2A3'y leu2A5") corresponden a la zona sombreada de la caja que representa el marcador Leu2.
Las dianas de restriccion indicadas son las usadas en los experimentos de recombinacion inducida por
DSB. (B) Moléculas de DNA en las que estan situados los sistemas de la FIGURA 1A. El plasmido

pTEL-LU se representa linearizado tras el corte con Bglll. Entre paréntesis se indica el tamario de los
vectores sin sistema.
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una inversiéon de la secuencia intermedia, sin pérdida de material genético
(FIGURA 3). Ademas, en el caso del sistema LU la delecién da lugar a la pérdida
del marcador URAS situado entre las repeticiones, por lo que los recombinantes
Leut son a la vez Ura".

leu2A5'

LEU2

FIGURA 10. Formacién de una copia silvestre del gen LEU2 por recombinacién entre los
marcadores leu2A5'y leu2A3'. Dependiendo de que las repeticiones sean directas o invertidas el
suceso ird acompanado de un delecién o de una inversion, respectivamente (ver FIGURA 3).

Hemos partido de dos premisas:

1.- Las inversiones entre repeticiones invertidas se producen unicamente
por intercambio reciproco intramolecular, mientras que las deleciones entre
repeticiones directas pueden, en principio, producirse por otros sucesos de
recombinacién, tales como intercambio desigual entre cromatidas hermanas
(SCE), conversién génica desigual o recombinacién no conservativa (ver
INTRODUCCION). Las deleciones o las inversiones no pueden generarse por
conversién génica, al tener cada copia del sistema una delecién diferente del gen
LEU2. Por tanto, si las deleciones espontdneas se produjeran exclusivamente por
intercambio reciproco, la frecuencia de recombinantes Leut en los sistemas de
repeticiones directas LU y LY deberia ser igual a la frecuencia de recombinantes
Leut en el sistema de repeticiones invertidas SU.

2.- La separacién de sélo 31 pb entre las repeticiones en el sistema L debe
imponer limitaciones estéricas al emparejamiento de las secuencias homologas en
comparacién con los sistemas LU y LY, donde las secuencias intermedias son
cuatro y nueve veces el tamafio de la repeticion, respectivamente. Segun este
criterio, las distancias muy cortas entre las repeticiones pueden limitar la
frecuencia de recombinacién. Por tanto, cabria esperar que la frecuencia de
deleciones en L fuera inferior a la de LU y LY.
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En la FIGURA 11 se muestra que la frecuencia de recombinantes Leut es
similar en los sistemas de repeticiones directas L, LU y LY, y significativamente
superior (10 veces) a la frecuencia de recombinantes Leut en el sistema de
repeticiones invertidas SU. Estos resultados sugieren que las deleciones entre
repeticiones directas se producen por mecanismos adicionales a la recombinacion
reciproca responsable de las inversiones entre repeticiones invertidas. Por otro
lado, la falta de efecto de la distancia entre las repeticiones directas en los niveles
de recombinacién espontanea sugiere que no hay limitaciones estéricas en el
emparejamiento de las secuencias homdélogas.

silvestre rad52-1

LY SuU LY SU

directo invertido directo invertido directo invertido

FIGURA 11. Frecuencia de recombinantes Leu* (x106) en los sistemas de repeticiones directas L,
LU y LY y en el sistema de repeticiones invertidas SU situados en el plasmido centromérico pRS314
en diferentes estirpes rad. Los valores corresponden a la mediana de 2-5 tests de fluctuacion de las
estirpes W303-1A (silvestre), FX315-5B (rad52-1) y 356-11A (rad1-1). Resultados similares se
obtuvieron en las estirpes W303-1B (silvestre) y FX315-2D (rad52-1) (Para mas detalles ver
APENDICE). ND indica no determinado. Los tests de fluctuacién se realizaron como se indica en
MATERIALES Y METODOS, a partir de colonias crecidas en medio minimo selectivo para los
diferentes plasmidos (SC-Trp). Los recombinantes se determinaron en SC-Leu y las células totales en
SC-Trp.

Con objeto de definir las posibles rutas de recombinacién responsables de
las deleciones entre repeticiones directas hemos analizado el efecto de
mutaciones en los genes RAD1y RAD52, previamente implicados en
recombinacion intramolecular (Klein 1988, Schiestl and Prakash 1988, Aguilera
and Klein 1989). Hemos usado los alelos rad7-1 y rad52-1 por conveniencia y
porque el efecto de estas mutaciones descrito en recombinacion es tan fuerte
como el de las mutaciones nulas (Jackson and Fink 1981, Klein 1988, Schiestl and
Prakash 1988, Aguilera and Klein 1989).

En la FIGURA 11 se muestra que mientras la mutacién rad7-1 no tiene efecto
sobre la frecuencia de recombinantes Leu*t, la mutacién rad52-1 reduce
fuertemente los niveles de recombinacién tanto en los sistemas de repeticiones
directas como invertidas (50-200 veces). Los niveles de deleciones entre
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repeticiones directas son aln significativos en estipes rad52-1 (10-%), y se
mantienen un orden de magnitud por encima de los niveles de inversiones en el
sistema de repeticiones SU (FIGURA 11).

El comportamiento en recombinacién de los sistemas no es consecuencia
de las caracteristicas especificas del plasmido pRS314. Las deleciones del sistema
LU en el plasmido YCp70 (vector YCp70-LU) se producen a la misma frecuencia
que en el plasmido pRS314 (comparar FIGURAS 11y 12).

10000 4

10

siv. rad52 rad? hprt

FIGURA 12. Frecuencia de recombinantes Leu* (x106) del sistema de repeticiones directas LU
localizado en el plasmido centromérico YCp70 (plasmido YCp70-LU). Cada valor corresponde a un test
de fluctuacion realizado en las estirpes W303-1A (silvestre), FX315-4D (rad52-1), 356-11A (rad1-1) y
AYW3-4D (hpr14). Resultados similares se obtuvieron en las estirpes W303-1B (silvestre), FX315-5D
(rad52-1) y AYW3-5D (hpr14) (para mas detalles ver APENDICE). Los tests de fluctuacion se realizaron
como se indica en MATERIALES Y METODOS, a partir de colonias crecidas en medio minimo
selectivo (SC-Ura). Los recombinantes se determinaron en SC-Leu, y las células totales en SC-Ura. Al
igual que en el plasmido pRS314-LU, las deleciones en el plasmido YCp70-LU son fuertemente
dependientes de RAD52 e independientes de RAD1.

Anadlisis molecular de los sucesos de recombinacion. Hemos estudiado
mediante Southern los productos recombinantes de los sucesos seleccionados en
las estirpes silvestre y rad52-1. En la estirpe silvestre los 14 recombinantes Leu*
del sistema de repeticiones directas LU y los 15 del sistema de repeticiones
invertidas SU presentan el patréon esperado de una delecién o de una inversion,
respectivamente (FIGURA 13A y 13B). Ademas se han comprobado los patrones
de otros 7 recombinantes Leut del sistema LU y 7 Leut del sistema SU mediante
andlisis de restricciéon de los plasmidos recombinantes purificados de levadura y
propagados en E. coli. Los 14 plasmidos tenian el patron esperado (dato no
mostrado).

El anadlisis genético de los recombinantes Leu* del sistema LU muestra que
el 70% son Urat, lo que sugiere la presencia de dos plasmidos, uno con el sistema
recombinante y otro con el sistema parental. Este resultado se ha confirmado
mediante andlisis por Southern, donde se observa que tanto en el sistema LU (8
de los 14) como en el sistema SU (7 de los 15) ademas del plasmido con el
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FIGURA 13. Comprobacién molecular por Southern de las deleciones e inversiones en los sistemas
LU y SU en estirpes silvestre y rad52-1. (A) Analisis con EcoRl de las deleciones del sistema LU en
estirpes silvestre y rad52-1, (B) con Hindlll de las inversiones del sistema SU en una estirpe silvestre, y
(C) con Scal de las deleciones del sistema LU y de las inversiones del sistema SU en estirpes silvestre
y rad52-1. Se usaron las estirpes W303-1A (silvestre) y FX315-4D (rad52-1). El DNA total de los

transformantes parentales (LeuP) y recombinantes (Leu?) se digiri6 con la enzima correspondiente y
se hibridé con pBR322 marcado con digoxigenina. Se analizaron 1 6 2 LeuP y 14-15 Leu* en (A) y (B)

y s6lo se analizaron Leu* (3 6 4 por sistema y estirpe) en (C). Como control negativo se us6 DNA de
las estirpes sin transformar (-). Debajo de cada Southern se representan graficamente los sistemas

parentales (LeuP) y recombinantes (Leut) de los sistemas LU y SU con los puntos de corte de las
dianas analizadas. Los dibujos no estan a escala. Los fragmentos esperados para el sistema LU

parental (LeuP) son de 7.2'y 3.1 kb tras cortar con EcoRl, y de 5.15 y 5.05 kb tras cortar con Scal; tras
la delecién el fragmento esperado para el sistema LU recombinante (Leut) es de 7.2 kb tanto con

EcoRI como con Scal. Los fragmentos esperados para el sistema SU parental (LeuP) son de 5.2y 3 kb
tras cortar con Hindlll, y de 8.2 kb tras cortar con Scal; tras la inversion los fragmentos esperados son
de 7.3y 0.9 kb con Hindlll (el fragmento de 0.9 kb no hibrida con pBR322) y de 8.2 kb con Scal.

sistema recombinante aparece el plasmido con el sistema parental (FIGURA 13Ay
13B). La presencia de dos pldsmidos puede deberse a segregacién mitdtica
incorrecta de plasmidos CEN (Murray and Szostak 1983).

En estirpes rad52-1 los 14 recombinantes Leut analizados del sistema LU
presentan tanto el patrén esperado para una delecién como la presencia de dos
plasmidos en una alta proporcién (65% LeutUrat) (8 de los 14 analizados por
Southern14) (FIGURA 13A), lo que sugiere que hay una ruta independiente de
RADS52 capaz de producir deleciones. Sin embargo, los recombinantes Leu* del
sistema SU presentan un patrén aberrante y no repetitivo (FIGURA 13C), lo que
concuerda con el hecho de que las inversiones se producen uUnicamente por
recombinacién reciproca, mecanismo dependiente de RAD52.

Ill. 1. 2. Andlisis genético de la recombinacion espontdnea entre
repeticiones localizadas en cromosomas.

Con objeto de averiguar si la localizacién cromosémica de los sistemas de
repeticiones puede modificar las caracteristicas de recombinacién observadas en
los plasmidos centroméricos, hemos integrado los sistemas de repeticiones
directas L y LU y el sistema de repeticiones invertidas SU en el locus HI/S3 del
cromosoma XV (FIGURA 7B).

El andlisis de los recombinantes Leut en los sistemas cromosémicos
muestra que no hay diferencias significativas con los sistemas plasmidicos
(FIGURA 14). Las deleciones ocurren 5-7 veces con mas frecuencia que las
inversiones, y tanto las deleciones como las inversiones siguen dependiendo
fuertemente de Rad52p.
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FIGURA 14. Frecuencia de recombinantes Leu* (x106) de los sistemas de repeticiones directas L y
LU y de repeticiones invertidas SU integrados en el locus HIS3 del cromosoma XV en las estirpes
silvestre, rad52, hpr1y rad52 hpr1. El valor indicado para cada genotipo corresponde a la mediana de
varios test de fluctuacion realizados sobre varias estirpes (para mas detalles ver APENDICE). Los tests
de fluctuacién se realizaron como se indica en MATERIALES Y METODOS, a partir de colonias
crecidas en YEPD. Los recombinantes se determinaron en SC-Leu y las células totales en YEPD.

lll. 1. 3. Andlisis genético de la recombinacién espontianea entre
repeticiones localizadas en minicromosomas.

Existe la posibilidad de que los sucesos de recombinacién que estamos
estudiando dependan de factores estructurales tales como el superenrrollamiento.
Con objeto de determinar si la frecuencia de deleciones varia dependiendo de que
el sistema de repeticiones se encuentre localizado en un plasmido circular o en
una molécula linearizada hemos puesto el sistema de repeticiones LU en un
minicromosoma. Para ello se han afadido secuencias teloméricas al vector
pRS314-LU, dando lugar al plasmido pTEL-LU. El plasmido pTEL-LU cortado con
Bglll genera un minicromosoma (FIGURA 9B). La estructura lineal o circular de los
plasmidos en los diferentes transformantes se ha comprobado mediante Southern
(MATERIALES Y METODOS; FIGURA 8).

La frecuencia de deleciones entre repeticiones directas es la misma
independientemente de que el sistema LU se encuentre en un plasmido circular o
en una molécula lineal. Ademas, en ambos casos los sucesos dependen
fuertemente de Rad52 (FIGURA 15).
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FIGURA 15. Frecuencia de recombinantes Leu* (x106) del sistema de repeticiones directas LU
localizado en el minicromosoma pTEL-LU. Cada valor corresponde a un test de fluctuacion realizado
en las estirpes W303-1A (silvestre), FX315-5B (rad52-1) y AYW3-4D (hpr14). Resultados similares se
obtuvieron en las estirpes 315-9C (silvestre) y AYW3-5D (hpr14) (Para més detalles ver APENDICE).
Los tests de fluctuacion se realizaron como se indica en la leyenda de la FIGURA 5.

Ill. 1. 4. Busqueda de mutantes defectivos en recombinacién entre
secuencias repetidas

Con objeto de definir genéticamente nuevas funciones necesarias tanto
para la recombinacion homdloga en general como para los mecanismos
especificos responsables de las deleciones e inversiones, hemos llevado a cabo
una busqueda de mutantes deficientes en recombinacién intramolecular. Para ello
hemos transformado la estirpe silvestre 315-9C con los plasmidos centroméricos
pRS314-LU y pRS314-SU independientemente, con la esperanza de aislar
mutaciones especificas de cada sistema.

Tras mutagenizar con nitrosoguanidina y permitir la segregacién de las
mutaciones, se han buscado aquellos transformantes con niveles de
recombinacion inferiores a los de la estirpe parental. Los niveles de recombinacion
se han seguido mediante réplica de los trasformantes a medio selectivo SC-Leu.
En este medio los recombinantes forman colonias sobre la huella de la réplica
(papilas). Se han escrutado 11787 colonias transformadas con el sistema SU y
9277 colonias transformadas con el sistema LU, obteniéndose 3 y 7 candidatos
iniciales, respectivamente. Los 10 mutantes fueron curados y retransformados con
los plasmidos pRS314-LU y -SU, para eliminar la posibilidad de que el fenotipo
observado se debiera a una alteracion del sistema de recombinacion tras la
mutagénesis. Tras determinar los niveles de recombinacién mediante tests de
fluctuacién y comprobar por analisis genético qué mutantes eran monogénicos,
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nos quedamos finalmente con 5 mutantes con niveles de recombinacién al menos
10 veces inferiores a los de la estirpe silvestre (2 con el sistema SU y 3 con el
sistema LU) (TABLA 2).

TABLA 2. Frecuencia de recombinantes Leu* (x106) de los sistemas
de repeticiones LU y SU en cinco nuevas estirpes rad52.

Genotipo2 LUb SuU
Silvestre 430 (x1) 61 (x1)
rad52-11 12 (x0.03) 2 (x0.03)
rad52-12 NDc¢ 4 (x0.07)
rad52-13 11 (x0.03) ND
rad52-14 30 (x0.07) ND
rad52-15 69 (x0.16) ND

8La estirpe silvestre usada fue la parental 315-9C a partir de la cual se obtuvieron los
mutantes.

bcada valor corresponde a un test de fluctuacion independiente. Los tests de fluctuacién se
realizaron como se indica en MATERIALES Y METODOS, a partir de colonias crecidas en medio
minimo selectivo para los diferentes plasmidos (SC-Trp). Los recombinantes se determinaron en SC-
Leu y las células totales en SC-Trp. Entre paréntesis se indica la reduccién en los niveles de
recombinacion respecto al nivel silvestre

CND indica no determinado

Dada la relacién entre recombinacién y reparacién, hemos analizado la
capacidad de reparar cortes de doble cadena de los mutantes. Todos son
sensibles a MMS al 0.02% en medio YEPD sélido, por lo que hemos comprobado
mediante cruces genéticos si son mutaciones en genes conocidos de
recombinacion (Friedberg 1988). Las 5 mutaciones eran alelos de RAD52. Por
tanto, esta mutagénesis sugiere que hay pocos genes en levadura que al ser
mutados produzcan una reduccién importante en los niveles de recombinacion
intramolecular espontanea. Ademas, confirma la importancia de la funciéon Rad52
en nuestros sistemas de recombinacion.
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lll. 2. ESTUDIO DE LA RECOMBINACION INDUCIDA POR UN CORTE
DE DOBLE CADENA (DSB)

Con objeto de entender el posible papel de la iniciacién en las diferencias
de recombinacién entre repeticiones directas e invertidas, hemos analizado los
sucesos de recombinacion iniciados por DSB tanto en estirpes silvestres como en
estirpes mutantes en los genes RAD1, RAD10y RAD52.

lll. 2. 1. Andlisis genético de la recombinacién en los sistemas de
repeticiones directas e invertidas en estirpes silvestres

Para estudiar el efecto de un DSB en la recombinacién de los sistemas de
repeticiones, hemos determinado la capacidad de las estirpes silvestres de reparar
un DSB hecho in vitro con diferentes enzimas de restriccion en secuencias Unicas
de los sistemas L, LU, LY y SU. Para ello hemos transformado en medio selectivo
(SC-Trp) con los plasmidos cortados. En cada caso se ha determinado la
frecuencia de recombinantes Leu*, que representan los sucesos reparados
mediante una delecién. El corte se ha realizado bien en la secuencia intermedia
(DENTRO) o fuera del sistema de repeticiones (FUERA) (FIGURA 9A). Como
control hemos analizado primero las caracteristicas de recombinacion tras la
transformacién de los plasmidos sin cortar.

Analisis de los pldsmidos sin cortar. La frecuencia de deleciones en los
sistemas L, LU y LY es de 8-10 x10-2 (8-10%) tras la transformacién (TABLA 3),
frente a una frecuencia 100 veces menor (8.1-11 x 10-4) obtenida anteriormente
(apartado 1ll. 1. 1) una vez que el plasmido se ha propagado de forma estable
durante varias generaciones (ver FIGURA 11). Esta diferencia de dos érdenes de
magnitud se da también para el sistema de repeticiones invertidas SU (3 x 10-3
frente a 6.8 x 10"4). En cualquier caso, se mantiene la diferencia de 10 veces entre
la frecuencia de deleciones e inversiones (TABLA 3). Los niveles mas elevados de
recombinacién obtenidos al transformar sugieren que el DNA en el momento de
entrar en la célula es mas recombinogénico, probablemente porque se encuentra
libre de proteinas o porque, inevitablemente, una proporcién presente mellas como
consecuencia del proceso de extracciéon. Por el contrario, el DNA propagado de
forma estable en la célula estd intacto y con una estructura cromatinica adecuada.
De acuerdo con esta interpretacién hemos obtenido una gran variaciéon en las
frecuencias de recombinantes Leut en experimentos de transformacion
independientes, en funcién del método de extraccién de plasmidos usado y por
tanto de la integridad del DNA obtenido (centrifugacién por gradiente en CsCl,
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"mini-preps", DNA purificado de geles de agarosa). Larionov et al. (1994) han
llegado recientemente a las mismas conclusiones.

TABLA 3. Frecuencia de recombinantes Leu* producidos durante la
transformacion de estirpes silvestres con los plasmidos pRS314-L,
pRS314-LU, pRS314-LY y pRS314-SU sin cortar y con un corte (DSB)
dentro y fuera de las repeticiones.

Cortea Sistema@ Transf./ug DNAP Leut:LeuP ¢ Leut/ug DNA
Sin cortar L 72245 67:810 (8) 5519
LU 48420 153:1403 (10) 4761
LY 11165 4:40  (9) 1015
Su 76080 8:2527 (0.3) 240
DENTRO L (Pst) 43040 494:40  (92) 39816
LU (Pst)) 19200 546:86  (86) 16587
LY (Smal) 41220 798:13  (98) 40559
LY (Sah) 18815 471:18  (96) 18122
SU (Hpal) 6260 13:230 (5) 335
FUERA L (Apal) 2860 5:163 (3) 85
LU (Hpal) 1734 19:144 (12) 202
SU (BamHl) 6525 13:345 (4) 237

8l as estirpes usadas fueron AWI-1B, W303-1A y 315-9C. DENTRO indica un DSB entre las
dos repeticiones; FUERA indica un DSB fuera tanto de la secuencia intermedia como de las
repeticiones. La enzima de restriccién usada en cada caso se indica entre paréntesis. La posicién de
los sitios de corte esta indicada en la FIGURA 4.

PLos valores indicados corresponden a 3-5 transformaciones independientes realizadas en
las estirpes AWI-1B, W303-1A y 315-9C.

CCada valor corresponde a la suma de las relaciones de Leu*:LeuP de 3-5 transformaciones
independientes. La variacién estandar fue del 20%. Entre paréntesis se indica el porcentaje de
recombinantes Leu™.

Anédlisis de los pldsmidos cortados. Los sistemas de repeticiones directas
con un DSB en la secuencia intermedia (DENTRO) presentan la misma frecuencia
de transformacioén que los plasmidos sin cortar. Sin embargo, méas del 90% de los
transformantes han sufrido una delecién (86-96% recombinantes Leu*) frente al 8-
10% en los plasmidos sin cortar (TABLA 3). Esta fuerte estimulacién de las
deleciones por un DSB entre las secuencias repetidas directas resulta evidente al
comparar el numero de recombinantes Leut/ug DNA entre los plasmidos cortados
y sin cortar (TABLA 3). Este resultado es independiente tanto del tamafio de la
secuencia intermedia como de la distancia entre el corte y las repeticiones.

Cuando el corte Unico se hace en la secuencia intermedia del sistema de
repeticiones invertidas SU (DENTRO) la frecuencia de transformacién es mas de
10 veces inferior a la frecuencia de transformacién con el plasmido sin cortar. En
este caso la frecuencia de recombinantes Leut es de tan sélo el 5% (TABLA 3).
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Los plasmidos cortados fuera de las repeticiones (FUERA), tanto con
sistemas de repeticiones directas como invertidas, muestran un comportamiento en
recombinacién similar al del sistema invertido SU cortado entre las repeticiones.
Las frecuencias de transformacién son mas de 10 veces inferiores a la de los
respectivos plasmidos sin cortar y las frecuencias de recombinacion del 3-12%
(TABLA 3).

Estos resultados sugieren claramente que un corte realizado en un
fragmento de DNA localizado entre dos secuencias repetidas directas es reparado
de una forma muy eficiente mediante la produccién de deleciones (la frecuencia de
transformacion es similar para los plasmidos cortados y sin cortar y mas del 90%
de los transformantes han sufrido una delecién generando un recombinante Leut).
Por el contrario, los cortes realizados en fragmentos de DNA que no estan
flanqueados por repeticiones directas (DENTRO en el sistema de repeticiones
invertidas y FUERA en los sistemas tanto de repeticiones directas como invertidas)
son reparados de forma muy ineficiente y por mecanismos que no producen una
molécula recombinante viable. Estos datos sugieren una explicacién al hecho de
que las deleciones ocurran a una frecuencia superior a las inversiones, tanto las
que se producen de forma espontanea (FIGURA 11) como las que se producen
durante la transformacioén con plasmidos sin cortar (TABLA 3). Mientras que las
inversiones se generan sélo por sucesos de intercambio reciproco, que tienen que
iniciarse en secuencias homdlogas, las deleciones pueden producirse ademas por
mecanismos no conservativos que se inicien tanto en las repeticiones (homologas)
como en la secuencia intermedia (no homdloga).

lll. 2. 2. Andlisis genético de las mutaciones rad1, rad10 y rad52 en la
formaciéon de deleciones entre secuencias repetidas

El estudio de la recombinacién inducida por DSB sugiere que existen
mecanismos de recombinacién especificos de deleciones que se inician en la
secuencia intermedia. Con objeto de conocer qué funciones son necesarias en
este proceso, hemos analizado la eficiencia de transformacion y las frecuencias de
recombinacion de los sistemas de repeticiones directas L, LU y LY sin cortar o con
un DSB en la secuencia intermedia (DENTRO) en estirpes rad1-1, rad10A , rad52-
1y rad52-1 rad1-1 (TABLA 4).
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TABLA 4. Frecuencia de recombinantes Leu+ producidos durante la
transformacién de las estirpes rad1, rad10, rad52 y rad1 rad52 con los
plasmidos pRS314-L, pRS314-LU y pRS314-LY sin cortar y con un
corte (DSB) dentro y fuera de las repeticiones.

radi1-1a
Corteb Sistema Transf./ug DNAC Leu+:Leupd Leu+/ug DNA
Sin cortar L 19640 7:1322 (0.5) 98
LU 16920 1:562 (0.2) 677
LY 7744 3121 (2) 155
DENTRO L (Pstl) 56315 1237:78  (94) 52936
LU (Pstl) 16120 181:238 (43) 6931
LY (Smal) 4768 56:156 (26) 1240
LY (Sah) 2016 92:123  (43) 867
rad1042
Corteb Sistema Transf./ug DNAC Leu+:Leurd Leu+/ug DNA
Sin cortar L 18760 3:582 (0.5) 94
LU 21160 1:528 (0.2) 42
LY 7520 1:42 (2 451
DENTRO L (Pstl) 20960 255:8  (97) 20331
LU (Pst) 4720 208:298 (41) 1935
LY (Smal) 1748 100:99 (50 874
LY (Saf) 616 129:83  (61) 370
rad52-12
Corteb Sistema Transf./ug DNAC Leu+:Leurd Leu+/ug DNA
Sin cortar L 10040 0:1462 (<0.07) <10
LU - 5160 2:379 (0.5) <26
LY 13648 0:1028 (<0.09) <7
DENTRO L (Pst) 3680 546:108 (83) 3128
LU (Pst)) 3720 300:74  (80) 3125
LY (Smal) 1460 371:35  (91) 1314
LY (Sal) 688 76:247 (23) 179
rad1-1 rad52-12
Corteb Sistema Transf./jug DNAC Leu+:Leuprd Leu+/ug DNA
Sin cortar L 3586 0:246 (<0.4) <14
LU 4526 0:259 (<0.4) <18
DENTRO L (Pstl) 2453 160:41 (80) 1962
LU (Pstl) 1690 4:65 (6) 101
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ab| ¢ estirpes usadas fueron: rad7-1, AWF-2D y 356-11A; rad104, UWA-4A y UWA-3C;
rad52-1, FX315-4D, FX315-5B y AWFX-6B; rad1-1 rad52-1, AWFX-4B y AWFX-5B. DENTRO indica un
DSB entre las dos repeticiones. La enzima de restriccién usada en cada caso se indica entre
paréntesis. La posicién de los sitios de corte esta indicada en la FIGURA 4.

ClLos valores indicados corresponden a la media de 3 transformaciones independientes.

dcada valor corresponde a la suma de las relaciones de Leut:LeuP de 3-5 transfprmaciones
independientes. La variacion estandar fue del 20%. Entre paréntesis se indica el porcentaje.

Andlisis de los pldsmidos sin cortar. El andlisis genético de los plasmidos
sin cortar muestra que las mutaciones rad1, rad10 y rad52 afectan tanto a la
eficiencia de la transformacién (2-4 veces en el caso de rad1-1y rad104, 4-10
veces en el caso de rad52-1, y 10-20 veces en el caso del doble mutante rad7-1
rad524) (FIGURA 16A) como a la frecuencia de recombinacién (20-40 veces en el
caso de rad7-1y rad104, 100 veces en el caso de rad52-1y 100 veces en el caso
del doble mutante rad71-1 rad524) (FIGURA 16B) (comparar TABLAS 3 y 4). Esta
reduccion es similar en los tres plasmidos.
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FIGURA 16. Representacion gréfica de los valores obtenidos con los plasmidos sin cortar de la
TABLA 4. (A) Eficiencia de transformacidn (transformantes/ug DNA), (B) frecuencia de recombinacion

(% Leu*), y (C) eficiencia de reparacién por delecién (Leu+/ng DNA) de los sistemas de repeticiones
directas L, LU y LY en diferentes estirpes rad en funcién de la distancia entre las repeticiones. Los
numeros bajo los sistemas indican el tamafio de la secuencia intermedia (pb).

Estos resultados corroboran la fuerte dependencia de nuestros sistemas de
la funcién Rad52 descrita previamente en el estudio de recombinacién
espontanea. Ademas demuestran que las funciones Rad1 y Rad10 son también
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necesarias para la formacién de deleciones en nuestros sistemas, como ya se ha
descrito para Rad1 en otras repeticiones (Klein 1988, Schiestl and Prakash 1990).

Andlisis de los pldsmidos cortados. El comportamiento en las frecuencias de
transformaciéon y de recombinacién en los mutantes rad?y rad10 es idéntico Esto
es consistente con los datos bioquimicos que indican que las proteinas Radip y
Rad10p funcionan como un complejo in vitro (Bardwell et al. 1992). En estirpes
rad1-1y rad10A se observa una reduccién en la eficiencia de transformacion con
DNA cortado en la secuencia intermedia que depende de la distancia entre el corte
y las repeticiones. Asi, la frecuencia de transformacién del sistema L cortado a 8 y
27 bases del extremo 3' de cada repeticion es la misma en estirpes rad1-1, rad10A
y silvestre (TABLA 4 y FIGURA 17A). Sin embargo, en las estirpes rad1y rad10 la
frecuencia de transformacion con los sistemas LU y LY disminuye en relacion
directa con la distancia, llegando a ser 25 veces inferior al nivel silvestre a una
distancia de 3.38 kb (LY-Sall) (TABLA 4 y FIGURA 17A).

El andlisis de las frecuencias de recombinacién en estirpes rad1-1y rad10A
muestra que mas del 90% de los transformantes obtenidos con el sistema L
cortado a 8 y 27 bases de los extremos 3' de las repeticiones son deleciones Leu*
(L-Pstl) (TABLA 4). Sin embargo, la frecuencia de deleciones en ambas estirpes se
reduce al 26-60 % cuando el corte esta a 0.77 y 1.74 kb (LU-Pstl), 3.38 y 2.19 kb
(LY-Smal) 6 5.27 y 0.3 kb (LY-Sall) de las repeticiones (TABLA4 y FIGURA 17B).
Estos datos son consistentes con los datos de transformabilidad. Por tanto, en
estirpes rad1y rad10 los cortes muy préximos a una de las repeticiones son
eficientemente reparados mediante una delecién. No ocurre asi cuando el corte
esta alejado de las repeticiones flanqueantes. Este efecto se manifiesta claramente
al representar el nimero de recombinantes Leu*/ug DNA, parametro que expresa
la capacidad de los diferentes mutantes de reparar un corte mediante una delecién
(FIGURA 17C).

La eficiencia de transformacién también sufre una fuerte reduccion en
estirpes rad52-1 (10-30 veces por debajo del valor silvestre), pero apenas hay
diferencias como consecuencia de la distancia entre el corte y las repeticiones
(TABLA 4 y FIGURA 17A). El 84-90% de estos transformantes presenta una
delecién cuando el corte es aproximadamente simétrico respecto a las
repeticiones (L-Pstl; LU-Pstl; LY-Smal). Sin embargo, la frecuencia de deleciones
se reduce al 26% cuando el corte es asimétrico respecto a las repeticiones (LY-
Sall; 0.3 y 5.27 kb) (TABLA 4 y FIGURA 17B). Estos resultados indican que las
deleciones entre repseticiones directas se pueden dar por sucesos tanto
dependientes como independientes de RADS52, siendo los primeros
predominantes cuando el corte es asimétrico respecto a las repeticiones.
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FIGURA 17. Representacion gréfica de los valores obtenidos con los plasmidos cortados entre las
repeticiones directas de la TABLA 4. (A) Eficiencia de transformacion (transformantes/ug DNA), (B)

frecuencia de recombinacion (% Leu), y (C) eficiencia de reparacién por delecién (Leu+/ug DNA) de
los sistemas de repeticiones directas L, LU y LY en diferentes estirpes rad en funcién de la distancia
entre las repeticiones. Entre paréntesis se indica la enzima de restriccién usada en cada caso. Los
valores debajo de cada enzima de restriccion indican la distancia del corte a las repeticiones (kb).

El analisis del doble mutante rad7-1 rad52-1 muestra que rad52 es
epistatico sobre rad? cuando el corte se hace muy préximo a una de las
repeticiones (sistema L-Pstl) y que hay un efecto sinergistico de ambas mutaciones
cuando el corte se hace alejado de las repeticiones. El sistema L presenta las
mismas frecuencias de transformacion y recombinacién en el doble mutante que
en rad52 (20 veces menos transformantes que el silvestre y un 80% de
deleciones). Este resultado es coherente con los datos obtenidos en los mutantes
simples, dado que rad7-1 no tiene efecto en este sistema (TABLA 4), y confirma
que cuando el corte se produce a menos de 8 pares de bases de la repeticién méas
cercana la proteina Rad1p no es necesaria para la formacién de la delecién. La
frecuencia de deleciones inducidas por DSB en el sistema LU en el doble mutante
rad1 rad52 es del 6% frente al 43% y 80% en los mutantes simples rad1y rad52,
respectivamente (TABLA 4 y FIGURA 17B). Este efecto sinergistico sugiere
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claramente la existencia de dos rutas de recombinacién diferentes capaces de
iniciar en la secuencia intermedia y especificas de deleciones.

Andlisis genético y molecular de las deleciones en estirpes silvestre, rad1 y
rad52. Los sucesos de recombinacion de los sistemas LU y LY sin cortar y cortados
(DSB) se analizaron genéticamente en las estirpes silvestre, rad1-1y rad52-1
(TABLA 5). En todos los casos mas del 95% de los recombinantes Leu* eran Ura-,
indicando que eran deleciones reales. Por tanto, estos recombinantes no albergan
dos tipos de plasmidos, uno recombinante y otro parental, como se observa en las
deleciones espontaneas (ver apartado ll. 1. 1).

Las deleciones del sistema LU se han analizado ademas a nivel molecular
mediante Southern (FIGURA 18). Los 14 recombinantes Leu+ analizados en rad1-
1y los 15 analizados en rad52-1 presentan el patrén esperado para una delecion.

TABLA 5. Andlisis genético de los recombinantes Leut
inducidos por corte de doble cadena

Corte Genotipo? Sistema Ura:Ura+b %Ura"
Sin corte Silvestre LU 75:1 99
radi1-1 LU 31.2 94
Con corte Silvestre LU-Pst 525:21 96
LY-Smal 568:0 100
LY-Sall 471:0 100
rad1-1 LU-Psti 131:10 93
LY-Smal 52:1 98
LY-Sall 63:0 100
rad52-1 LU-Pst 84:0 100

4| as estirpes usadas fueron: silvestre, AWI-1B Y W303-1A; rad1-1, AWF-2D y 356-
11A; rad52-1, FX315-4D.

dcada valor corresponde a la suma de las relaciones de Ura™:Ura* de los recombinantes
Leu™ de 3-5 transformaciones independientes.
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FIGURA 18. Andlisis de Southern de las deleciones estimuladas por corte con Pstl en la secuencia
intermedia del sistema LU en las estirpes rad52-1 (FX315-4D) y rad1-1 (AWF-2D). Se analizaron un
total de 17 transformantes (2 parentales y 15 recombinantes) de la estirpe rad52 y de 16
transformantes (2 parentales y 14 recombinantes) de la estirpe rad7. El DNA total de los
transformantes parentales (LeuP) y recombinantes (Leut) se digiri6 con EcoRl y se hibrid6 con
pBR322 marcado con digoxigenina. Como controles se usé plasmido extraido por CsCl (P) y DNA de
la estirpe sin transformar (-). Los niimeros en los margenes corresponden al tamafio de las bandas en
kb. Tras la digestion con EcoRl los tamafios de los fragmentos esperados son 7.2 y 3.1 kb para el
plasmido parental, y 7.2 kb para el plasmido recombinante (Para mas detalles ver la gréfica de la
delecidn del sistema LU en la FIGURA 7A).
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ili. 3. ANALISIS DE LAS DELECIONES INDUCIDAS POR
RECOMBINACION ESPECIFICA DE SITIO

Para comprender los mecanismos de recombinacion mitética entre
secuencias repetidas es necesario conocer como se inician. En este sentido
hemos intentado identificar iniciadores naturales de la recombinaciéon que nos
permitan definir la naturaleza molecular del suceso de iniciacién y su relacién con
los diferentes rutas de recombinacion.

lll. 3. 1. Aislamiento y caracterizacion de fragmentos de DNA
iniciadores de la recombinacién.

Para la busqueda de secuencias iniciadoras de la recombinacion hemos
construido una genoteca de DNA de levadura basada en el sistema de
recombinacion pRS314-LB (igual que el plasmido pRS314-L pero con una diana
Bgll entre las repeticiones) (ver MATERIALES Y METODOS). El tamafio medio de
los fragmentos clonados entre las repeticiones directas es de 100-500 pb. Hemos
buscado secuencias del genomio de levaduras que estimulen las deleciones entre
las dos repeticiones directas.

El escrutinio se ha realizado transformando una estirpe de levadura con la
genoteca y seleccionando para el marcador TRP1 del plasmido. Los niveles de
recombinacion se han seguido mediante réplica de los trasformantes a medio SC-
Leu. Hemos seleccionado aquellos transformantes que presentan niveles de
recombinantes Leu* superiores a los del sistema LB. Como la frecuencia de
recombinacion del sistema LB en estirpes silvestres (5x10-4) es demasiado alta
para buscar clones hiper-recombinantes por el método de réplica descrito
previamente, hemos realizado el escrutinio en una estirpe rad52-1 (AWX-1C),
donde la frecuencia de recombinacién es mas de 20 veces inferior. En este fondo
genetico hemos seleccionado aquellas secuencias que estimulan las deleciones
producidas por mecanismos independientes de RAD52, que sabemos que pueden
llegar a ser mayoritarios en la produccion de deleciones (ver INTRODUCCION).

Se han escrutado un total de 11700 transformantes (equivalente a unos
7000 si consideramos el porcentaje de vector con inserto de la genoteca), que
constituyen un total de 1400 kb de DNA escrutado (aproximadamente 1/10 del
genomio haploide de la levadura). Hemos eliminado los falsos positivos
producidos por la fluctuaciéon y nos hemos quedado finalmente con dos
transformantes, SEC1 y SEC30. Tras extraer los plasmidos de la levadura y
propagarlos por E. coli hemos comprobado que ambos plasmidos mantienen su
capacidad hiper-recombinadora al volver a transformar las levaduras.
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En la FIGURA 19 se muestran las frecuencias de recombinantes Leut de
estirpes silvestre, rad52-1y hpriA transformadas con los plasmidos SEC1 y
SEC30. Ambas secuencias producen un incremento en la frecuencia de
deleciones de 50 veces en la estirpe rad52-1 y de 10 veces en la estirpe silvestre.
Por tanto, estas secuencias estimulan las deleciones entre repeticiones directas
tanto dependientes como independientes de RAD52, lo que sugiere que el tipo de
sucesos que inician puede ser resuelto por diferentes mecanismos de
recombinacién. La mutacién hpr14 no tiene efecto en ninguno de los plasmidos.
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FIGURA 19. Frecuencia de recombinantes Leut (x106) de los sistemas de repeticiones directas LB,
SEC1 y SEC30 en estirpes silvestre (AWI-1B), rad52-1 (AWX-1C) y hpr1A (AYW3-4D). Los valores
indicados corresponden a la media de 2 tests de fluctuacion. Los tests de fluctuacién se realizaron
como se indica en la FIGURA 5.

Por anaélisis de Southern hemos comprobado que los sucesos de
recombinacion estimulados por SEC1 y SEC30 son deleciones correctas, tanto en
estirpes silvestres (FIGURA 20A) como rad52 (FIGURA 20B). A diferencia de las
deleciones de los sistemas L (FIGURA 20C) y LU (lll. 1. 1. 1), donde mas del 65%
de los recombinantes presentan tanto el plasmido parental como el recombinante,
las deleciones estimuladas por SEC1 y SEC30 presentan Unicamente el plasmido
recombinante.
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FIGURA 20. Comprobacion molecular por Southern de las deleciones en los sistemas L y LSEC en
estirpes silvestre y rad52-1. (A) Analisis con Apal de las deleciones de los sistemas SEC1 y SEC30 en
estirpes silvestre y (B) rad52-1, y (C) y con Clal mas Scal de las deleciones de los sistemas L y LB en
una estirpe silvestre. Se usaron las estirpes W303-1A (silvestre) y AWX-1C (rad52-1). El DNA total de

los transformantes parentales (LeuP) y recombinantes (Leut) se digiri6 con la enzima correspondiente

y se hibridé con pBR322 marcado con digoxigenina. Se analizaron 1 LeuP y 7 Leu* por sistema y
estirpe. Como control negativo se usé DNA de las estirpes sin transformar (-). (D) Representacion

gréfica de los sistemas parentales (LeuP) y recombinantes (Leut) de los sistemas L y SEC con las
dianas analizadas. El dibujo no est4 a escala. Los fragmentos esperados para los sistemas SEC

parentales (LeuP) tras cortar con Apal son de 8.65 (SEC1) y 8.85 kb (SEC30). Los fragmentos
esperados para el sistema L (y para el LB) parental (LeuP) tras cortar con Clal mas Scal son de 4y 3.9
kb. Tras la delecién todos los sistemas generan el mismo plasmido recombinante (Leu*). Los
fragmentos esperados para Leut son de 7.3 kb con Apal y de 4 y 3.3 kb con Clal mas Scal.
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El tamafio de las secuencias clonadas es de aproximadamente 750 (SEC1)
y 950 pb (SEC30). Mediante andlisis de restriccion y estudio del crecimiento en
medio con MMS hemos descartado que alguno de los clones fuese RAD52. Ambos
plasmidos contienen una misma secuencia solapante de aproximadamente 600 pb
(FIGURA 15). Mediante clonacién del fragmento Xbal-Hindlll de SEC1 en pTZSXH
y posterior secuenciacion hemos comprobado que la secuencia SEC es parte de
una de las secuencias invertidas del circulo de 2 p que participan en la
recombinacién especifica de sitio que tiene lugar en este plasmido y que contienen
la diana especifia de la flipasa, la secuencia FRT.

100 pb
Sa/Bg H X Sa/Bg
SEC1 o | | |
H 180 310 260
Sa/Bg N H X Bg
SEC30 i i | i i
H 140 280 310 220
| i |
FRT

FIGURA 21. Mapa de restriccion de los clones SEC1 y SEC30. Los nimeros indican el tamafio en
pb de los diferentes fragmentos de restriccién (determinado en geles de acrilamida). La diana FRT se
representa como una caja sombreada dentro de la caja abierta que representa la repeticion invertida
del circulo de 2 p. Las dianas de restriccién que se muestran son: Sa, Sau3A; Bg, Bgill; H, Hindlll; X,
Xbal; N, Ndel.

lll. 3. 2. Analisis de la recombinacién inducida por el sitio FRT

El fenotipo de hiper-recombinacion depende de la presencia del circulo de 2
u. Antes de conocer la identidad de la secuencia iniciadora de la recombinacién
de los clones SEC hemos observado que algunos de los transformantes de la
estirpe AWC-1C (rad52-1) pierden espontaneamente el fenotipo de hiper-
recombinacion, ya que segregan colonias con niveles de recombinacion similares
a los del control pRS314-LB. Hemos comprobado por analisis de restriccion que
esta pérdida del fenotipo de hiper-recombinacion no se debe a una delecién
interna en la secuencia SEC. Por otro lado, esta pérdida del fenotipo de hiper-
recombinacién no se debe a ninguna modificacién epigenética del plasmido, ya
que al retransformar las estirpes silvestre y rad52-1 con plasmidos derivados de
estirpes que habian perdido el fenotipo de hiper-recombinacion se recupera dicho
fenotipo.

Una vez conocida la identidad de las secuencias clonadas hemos
comprobado si el fenotipo de hiper-recombinacién de los clones SEC depende de
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la presencia del circulo de 2 u. En ese caso aquellos transformantes que han
perdido el fenotipo de hiper-recombinacion resultarian de la pérdida del circulo de
2 u. Para ello hemos analizado por Southern la presencia del circulo de 2 u en
varios transformantes SEC de la estirpe AWX-1C, con y sin el fenotipo de hiper-
recombinacién (FIGURA 22). Los seis transformantes hiper-recombinantes son cir*
(presentan circulo de 2 ), mientras que los cinco que han perdido el fenotipo de
hiper-recombinacién son cir® (han perdido el circulo de 2 ). Este resultado explica
que al retransformar una estirpe cirt con un plasmido procedente de una estirpe
cir%, donde no se expresa el fenotipo hiper-recombinante, se recuperen los niveles
altos de recombinacién asociados a las secuencias SEC.

SEC1 SEC30
Hiper silv. Hiper silv.
2 1

FIGURA 22. Comprobacién molecular mediante Southern de la asociacién entre el fenotipo de
hiper-recombinacion de los sistemas SEC1 y SEC30 y la presencia del circulo de 2 u en diferentes
transformantes de la estirpe AWX-1C (rad52-1). El DNA total de 6 transformantes SEC con fenotipo
hiper-recombinante (Hiper) y 5 transformantes SEC con fenotipo no hiper-recombinante (silv.) se
separo por electroforesis sin digerir previamente y se hibridé con un fragmento interno del circulo de 2

u Pstli-Hindlll obtenido a partir de YEp13 y marcado con digoxigenina. Como control positivo (cirt) se
usé DNA de la estirpe AWX-1C sin transformar (-). r indica plasmido relajado; | indica plasmido lineal; r
indica plasmido superenrollado negativamente.

El fenotipo de hiper-recombinacion depende exclusivamente de la
expresion de la flipasa (FLP). La recombinacién especifica del circulo de 2 u es un
proceso conservativo en el que una recombinasa codificada por el gen FLP, la
flipasa, produce primero un corte en posiciones especificas de dos dianas de la
molécula circular (sitios FRT) y luego une los extremos en un intercambio reciproco
que no requiere sintesis o degradacion de DNA y que produce una inversién de la
secuencia situada entre las repeticiones FRT (Broach y Volkert, 1991). Dado que la
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estimulacion de la recombinacion por la secuencia SEC, que contiene el sitio FRT,
depende de la presencia del circulo del 2 p, hemos decidido comprobar si esta
dependencia viene determinada exclusivamente por la funcién flipasa. Para ello
hemos clonado el gen FLP bajo control del promotor GAL1 en el plasmido
centromérico pRS316 y hemos estudiado el comportamiento en recombinacién de
los clones SEC en estirpes cir® en condiciones de inducciéon y represién del
promotor GALT7. En la FIGURA 23 se muestra que el fenotipo de hiper-
recombinacién de los sistemas SEC depende de la funcion flipasa, observandose
niveles de recombinacién en condiciones de induccién del gen FLP superiores en
dos 6rdenes de magnitud a los niveles en condiciones de represion.

Todos estos datos sugieren que el incremento en la frecuencia de
deleciones estimulado por la secuencia SEC se produce por un corte especifico
producido por la flipasa en el sitio FRT. Este corte es entonces reparado por
recombinacién no conservativa tanto dependiente como independiente de RAD52.

100
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1 30 1 30 1. 30 1 30

Gluc. Galact. Gluc. Galact.
316-FLP 316

FIGURA 23. Frecuencia de recombinantes Leut (x1 06) de los sistemas de repeticiones directas
SEC1 y SEC30 en presencia y ausencia de la flipasa. Transformantes SEC de la estirpe AWX-1C
(rad52-1) con niveles silvestres de recombinacién (sin circulo de 2 ) se transformaron con el
plasmido pRS316-FLP (316-FLP), que lleva el gen FLP1 bajo control del promotor de GAL1, o con el
plasmido pRS316 (316) como control. La expresion de la flipasa se controlé creciendo los
transformantes en medio minimo selectivo con galactosa o con glucosa como fuente de carbono,
respectivamente. Cada valor corresponde a un test de fluctuacién. Los tests de fluctuacién se
realizaon como se indica en MATERIALES Y METODOS, a partir de colonias crecidas en medio
minimo selectivo para los diferentes plasmidos, con glucosa o galactosa (SC-Trp-Ura y SG-Trp-Ura).
Los recombinantes se determinaron en SC-Leu y las células totales en SC-Trp.

Como se observa en la FIGURA 24 la estirpe rad52-1 transformada con los
plasmidos pRS316-FLP y pRS314-SEC crece considerablemente peor en medio
con galactosa que con glucosa. Una posible explicacion es que la alta frecuencia
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de cortes producidos por la flipasa en el sistema SEC afecte a la viabilidad de las
células en condiciones de expresién del gen FLP. Eso explicaria la alta frecuencia
de segregantes cir® entre los transformantes rad52-1 en medio selectivo SC-Leu.
La sobreexpresion de la flipasa afecta negativamente al crecimiento de la estirpe
rad52. Este efecto es mayor si las células llevan el plasmido con la diana FRT
(FIGURA 24).

Glucosa

SEC teu®
316-FLP 316 316-FLP 316

Galactosa

SEC Leut
318-FLP 316 316-FLP 316

FIGURA 24. Crecimiento de la estirpe AWX-1C (rad52) llevando el plasmido pRS314-SEC o el

plasmido recombinante pRS314-Leut en condiciones de represion (glucosa) y expresion (galactosa)
de la flipasa

El efecto de la alta expresién de la flipasa sobre el crecimiento de la estirpe
rad52-1 se observa de forma indirecta en la frecuencia de curacién del plasmido
pRS316-FLP. Para ello hemos aislado colonias de los diferentes transformantes
dobles (pRS316 o pRS316-FLP y SEC o delecién Leut) en medio rico con glucosa
o con galactosa. La frecuencia de pérdida de los plasmidos se ha determinado por
réplica a medios SC-Trp (SEC y delecién Leut) y SC-Ura (pRS316 y
pRS316-FLP). El porcentaje de colonias que mantienen el plasmido pRS316-FLP
en condiciones de induccién de la flipasa (galactosa) es tan sélo del 5%, frente a
un 70% en condicionés de represion (glticosa) (TABLA 6).




76

TABLA 6. Frecuencia de pérdida de los plasmidos pRS316 o pRS316-

FLP y PpRS314-SEC o pRS314-Leut en la estirpe rad52-1 en
condiciones de induccién (galactosa) y represion (glucosa) de GALT-
FLP.

% de pérdida de:

SEC o Leu* FLP 0 316

GLUCOSA GALACTOSA GLUCOSA GALACTOSA
de los trpt+:trp-b trp*:trp- urat:ura” urat:ura
transformantes:
FLP + SEC{ 65:38 (63) 53:46 (54) 69:31 (69) 8:99 (8)
FLP + SEC30 37:35 (51) 47:28 (63) 51:22 (70) 1:72  (2)
FLP + Leut 92:40 (70) 70:10 (88) 84:49 (63) 6:76 (79)
FLP + Leut 52:29 (64) 110:17 (87) 58:25 (70) 1:144 (1)
316 + SECt1 45:29 (61) 123:15 (89) 49:22 (69) 81:53 (61)
316 + SEC30 58:27 (68) 113:24 (83) 59:29 (67) 115:24 (83)
316 + Leut 72:25 (74) 90:41 (69) 46:51 (48) 74:57 (57)
316 + Leut 36:27 (57) 106:4 (96) 44:29 (60) 72:36 (67)

) a estirpe rad52-1 usada es la AWX-1C

bLos valores indicados corresponden a la media de 2 experimentos independientes. Los
transformantes se incubaron en medio liquido rico no selectivo (YED) y tras diluir se extendieron en

YED solido. Mediante réplica a SC-Trp (plasmidos pRS314-SEC y pRS314-Leut) y SC-Ura (plasmidos
pRS316 y pRS316-FLP) se determiné el porcentaje de pérdida (entre paréntesis) de los diferentes
plasmidos. FLP y 316 indican plasmidos pRS316-FLP y pRS316, respectivamente; SEC1 (SEC30) y

Leut indican pRS314-SEC1 (pRS314-SEC30) y pRS314-Leut, respectivamente.

El mal crecimiento de los transformantes Leut en galactosa, que carecen de
la secuencia SEC, sugiere que la alta expresién de la flipasa produce cortes no
especificos en el DNA que son reparados con dificultad en la estirpe rad52-1. Con
objeto de determinar qué proporcion del fenotipo de hiper-recombinacién de los
clones SEC depende de este efecto inespecifico producido por la alta expresion
de la flipasa, hemos determinado los niveles de recombinacién del sistema de
repeticiones directas pRS314-LU, que no presenta la secuencia SEC como
secuencia intermedia, en condiciones de induccion y represiéon de GAL1-FLP
(FIGURA 25)
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FIGURA 25. Frecuencia de recombinantes Leu* (x106) del sistema de repeticiones directas LU en
presencia y ausencia de la flipasa. La estirpe AWX-1C (rad52-1) con el plasmido pRS314-LU se
transformé con el plasmido pRS316-FLP (316-FLP), que lleva el gen FLPT bajo control del promotor
de GAL1, o con el plasmido pRS316 (316) como control. La expresién de la flipasa se controlé
creciendo los transformantes en medio minimo selectivo con galactosa o con glucosa como fuente de
carbono, respectivamente. Cada valor corresponde a un test de fluctuacion. Los tests de fluctuacion
se realizaon como se indica en MATERIALES Y METODOS, a partir de colonias crecidas en medio
minimo selectivo para los diferentes plasmidos, con glucosa o galactosa (SC-Trp-Ura y SG-Trp-Ura).
Los recombinantes se determinaron en SC-Leu y las células totales en SC-Trp.
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lll. 4. RECOMBINACION INDUCIDA POR LA MUTACION hprt:
ASOCIACION CON LA TRANSCRIPCION

lll. 4. 1. Analisis genético de las deleciones estimuladas por la
mutacién hpri1

El andlisis de la recombinacién espontdnea e inducida entre repeticiones
directas nos ha permitido definir algunas de las funciones y genes implicados asi
como posibles mecanismos responsables de las deleciones. Con objeto de
entender el mecanismo de formacién de deleciones entre secuencias repetidas
hemos analizado a nivel genético y molecular la formacién de deleciones
inducidas por la mutaciéon de hiper-recombinacién hpri1A. Estudios genéticos
recientes sugieren que el incremento en la frecuencia de recombinacién en
estirpes hpr1 se debe a un incremento en la frecuencia de iniciacién de los
sucesos de recombinacién (Aguilera y Klein 1990; Santos-Rosa y Aguilera 1994).

lll. 4. 1. 1. El fenotipo de hiper-recombinacion de hpr1A no es general
a todos los sistemas de repeticiones

Hemos analizado el efecto de la mutaciéon hpr1A en los tres sistemas de
repeticiones directas L, LU y LY y en el sistema de repeticiones invertidas SU,
basados todos en la misma repeticién de 598 pb (FIGURA 9). Como se observa en
la FIGURA 26 los sistemas de repeticiones L y LU sélo presentan un incremento de
3 veces en los niveles de deleciones en estirpes hpr1A respecto a la estirpe
silvestre. Por el contrario el sistema LY recombina en estirpes hpr1 a una
frecuencia 30 veces superior a la observada en estirpes silvestres. Estos
resultados indican claramente que el fenotipo de hiper-recombinacién de hpriA
no es general, sino especifico del sistema de repeticiones.

El fenotipo de recombinacién de los sistemas L y LU en células hpr1 es por
tanto claramente distinto al descrito previamente en otros sistemas de repeticiones
directas (Aguilera y Klein 1989a,1989b, 1990, Santos-Rasa y Aguilera, 1994,
1995), asi como al del sistema LY y al de un sistema cromosémico usado como
control interno donde los niveles de deleciones en la estirpe hpr1 son 20 veces
superiores a los niveles silvestres (FIGURA 27) (Chan y Botstein, 1993). Ademas,
al igual que en estirpes silvestres, este comportamiento es independiente de que
el sistema de recombinacién se encuentre en un plasmido diferente de pRS314
(FIGURA 12), en un minicromosoma (FIGURA 14) o en un cromosoma (FIGURA
15). Para simplificar, llamaremos sistemas hiper-recombinantes a aquellos con un
incremento en recombinacion en estirpes hpr1 superior a 20 veces, y no hiper-
recombinantes a aquellos con un incremento de 2-5 veces. |
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FIGURA 26. Frecuencia de recombinantes Leu* (x106) en los sistemas de repeticiones directas L,
LU y LY y en el sistema de repeticiones invertidas SU situados en el plasmido centromérico pRS314
en estirpes silvestre, hpr1A, rad52-1y hpriA rad52-1. Los valores corresponden a la mediana de 2-5
tests de fluctuacion en las estirpes W303-1A (silvestre), AYW3-4D (hpr14), FWY-6B (rad52-1) y FWY-
6A (hpriA rad52-1). Resultados similares se obtuvieron en las estirpes W303-1B y AWI-1B (silvestre),
AYWS3-5D (hpr14), y FWY-3A (hpr14 rad52-1) (para méas detalles ver APENDICE). ND indica no
determinado. Los tests de fluctuacién se han realizado como se indica en la FIGURA 5.

La frecuencia de inversiones en el sistema SU en células hpr1 es 8 veces
superior a la frecuencia en células silvestres (FIGURA 26). Este resultado es
importante ya que indica que el fenotipo de hiper-recombinacién de hpr? no es
exclusivo de repeticiones directas.

Al igual que ocurre en los sucesos que se producen espontdneamente, las
deleciones inducidas por la mutacién hpr1 en nuestros sistemas son fuertemente
dependientes de la funcién Rad52. La estirpe hpr1 rad52 presenta niveles de
deleciones 400 veces por debajo de la estirpe hpr1 (FIGURA 26, sistema LY). No
obstante también se observan deleciones estimuladas por la mutacion hpr1A que
ocurren por un mecanismo independiente de RAD52 (FIGURA 13; 19 x1076 frente a
88 x10-6). Por el contrario, las inversiones estimuladas por hpr1 dependen
totalmente de RAD52. Estos datos sugieren que las deleciones estimuladas por la
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mutacién hpr1 se producen por mecanismos de recombinacion, posiblemente
similares a los que producen las deleciones en estirpes silvestres.

A B
1000 ¢ 4180

URA3 -A102

silv. rad52 hprt

FIGURA 27. (A) Frecuencia de recombinantes Leu* (x106) en el sistema cromosémico de
repeticiones directas leu2-A101::URA3:: leu2-A102 descrito por Chan y Botstein (1993). Los valores
corresponden a la mediana de varias estirpes (Para mas detalles ver apéndice TABLA 19). Los tests
de fluctuacion se realizaron como se indica en la leyenda de la FIGURA 8. (B) Representacion gréfica
del sistema cromosémico leu2-A101::URA3::leu2-A102. leu2-A101 es una delecién del extremo 3'y
leu2-A102 es una delecién del extremo 5', por lo que la recombinacion entre las repeticiones directas

no puede generar Leu™ por conversién génica. Al igual que en los sistemas LU y LY la recombinacion
entre las repeticiones (cajas sombreadas) produce una delecién de una de las repeticiones y de la
secuencia intermedia, [0 que genera una copia silvestre del marcador LEUZ2 vy la pérdida del marcador

URAS (caja blanca). Por tanto, los recombinantes se pueden seleccionar como Leut y como Ura™.

lll. 4. 1. 2. El fenotipo de hiper-recombinacién de hpr1 no depende de
la secuencia per se o del tamafo del fragmento de DNA situado entre
las repeticiones.

Como se observa en la FIGURA 28, la tnica diferencia entre los sistemas de
repeticiones directas LY (hiper-recombinante en células hpr1) y LU (no hiper-
recombinante) es un fragmento de 3.03 kb de pBR322 presente en la secuencia
intermedia de LY y ausente en LU. Por tanto, es posible que este fragmento de
DNA contenga algun elemento en cis responsable de los sucesos de
recombinacion inducidos por hpri1. En principio, este elemento podria ser un sitio
de iniciaciéon de los sucesos estimulados en fondo hpr1. Para comprobar esta
hipdtesis hemos construido una serie de sistemas de repeticiones directas que
llevan diferentes deleciones de la secuencia intermedia de LY. De esta forma
pretendemos definir el fragmento minimo capaz de producir el fenotipo de hiper-

recombinacién de hpr1. El andlisis de recombinacién de estos sistemas se muestra
en la FIGURA 28.
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FIGURA 28. Frecuencia de recombinantes Leut (x104) en estirpes silvestre (AWI-1B) y hpr1A
(AYW3-4D) y representacion gréfica a escala de todos los sistemas de repeticiones directas usados en
este estudio. Los valores indicados corresponden a la mediana de 3-4 tests de fluctuacion. Los
resultados se han corroborado en la estirpe AYW3-5D (hpr14). En todos los sistemas la frecuencia de
recombinacion en esta estirpe es 10 veces superior a la observada en la estirpe AYW3-4D (esta
diferencia puede al fondo genético). Los tests de fluctuacién se realizaron como se indica en la
FIGURA 5. Todos los sistemas estan basados en las mismas repeticiones de leu2 (cajas sombreadas).
La caja blanca representa el gen URA3. Las lineas representan DNA de pBR322. Los tamafios en kb
indican la longitud de la secuencia intermedia. En cada sistema se indican las enzimas de restriccién
mas relevantes. C, Clal; Ss, Sspl; P, Psfl; S, Smal; N, Nsil; Sp, Sphl.
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En primer lugar hemos confirmado que el fragmento de 3.03 kb especifico
de LY es por si sélo (sistema LYANS) capaz de dar lugar al fenotipo de hiper-
recombinacion del sistema LY (46 frente a 57 veces). De hecho, hemos restringido
la region responsable del fenotipo hiper-recombinante de hpr1 a 2.84 kb
(comparar sistemas LR y LP).

En contra de lo esperado, el andlisis de un total de 12 sistemas de
repeticiones con deleciones seriadas de la region de 3.4 kb del sistema LY entre el
marcador URA3 vy la repeticion leu243' (serie A) muestra que las 3.4 kb pueden
ser eliminadas totalmente sin perderse el fenotipo de hiper-recombinacion. Las
frecuencias de los 12 sistemas A (sélo se muestran 6) oscilan entre 20.2 y 61.5
veces por encima del valor silvestre. Los datos de las deleciones seriadas (serie A)
se podrian explicar si existe un segundo elemento en cis situado en la region de
2.2 kb presente en todos los sistemas de la serie A capaz de inducir recombinacién
en células hpr1. De hecho, la delecién de 0.8 kb del marcador URA3 es esencial
para el fenotipo de hiper-recombinacion (comparar sistemas A21 y LYAP). Sin
embargo, las 2.2 kb que se mantienen en todas las deleciones seriadas estan
presentes en el sistema LU, por lo que este deberia ser hiper-recombinante.

Una posible explicacion de la falta de fenotipo hiper-recombinante en el
sistema LU puede ser la existencia en su secuencia intermedia de un elemento en
cis con un efecto dominante negativo sobre el iniciador contenido en la region de
2.2 kb. Un candidato es el fragmento Smal-Nsil de 54 pb situado en el extremo 3'
del marcador URA3. De hecho el sistema LNB, que es igual al sistema A21 mas
esos 54 pb, no es hiper-recombinante en células hpr1 (x20.2 en A21 frente a x2.3
en LNB). Sin embargo, el sistema LNA, idéntico a LNB pero con la secuencia
intermedia en direccién opuesta, es hiper-recombinante (x48.3). Por tanto el
fenotipo de hiper-recombinacién no se puede explicar por la presencia de
secuencias especificas, dado que ambos sistemas son exactamente iguales a
nivel de secuencia.

Otro factor que podemos excluir como responsable del fenotipo de hiper-
recombinacion de hpr1 es la distancia entre las repeticiones directas. Por un lado,
la longitud de la secuencia intermedia varia en las repeticiones hiper-
recombinantes entre 2.2 y 5.57 kb, y en las repeticiones no hiper-recombinantes
entre 0.6 y 2.54 kb. Asi, el sistema LA, que lleva un fragmento de 3.6 kb de DNA de
levadura con el marcador ADE2, muestra un fenotipo no hiper-recombinante
(FIGURA 28). Por otro lado, los sistemas LNA, LNB y A21, que presentan la misma

longitud en la secuencia intermedia, muestran fenotipos diferentes de
recombinacion.
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lll. 4. 1. 3. Los sistemas LNA y LNB con fenotipos de recombinacién
diferentes poseen grados de superenrollamiento distintos.

Estudios previos han mostrado que Hprip presenta homologia en la regién
carboxi-terminal con Top1p (Aguilera y Klein 1990). Este dato, junto con el mal
crecimiento observado en los dobles mutantes hpr1 con top1, top2 o top3, nos ha
llevado a estudiar los niveles de superenrrollamiento de los plasmidos con los
sistemas LNA y LNB en estirpes silvestre y hpr1A. Hemos escogido el sistema
hiper-recombinante LNA y el sistema no hiper-recombinante LNB porque la Unica
diferencia estructural que presentan es la orientacién de la secuencia intermedia
(FIGURA 28).

En la FIGURA 29 se observa que tanto en estirpes silvestres como hpr1 el
plasmido con el sistema LNA presenta una mayor densidad de DNA
superenrollado negativamente que el plasmido con el sistema LNB. Esta diferencia
en superenrollamiento no parece depender de HPR1. Por tanto, el grado de
superhelicidad debe ser consecuencia de caracteristicas funcionales o
estructurales especificas de cada plasmido, no relacionadas con la secuencia
primaria del DNA.

Ya que el grado de superhelicidad de los plasmidos depende de la
transcripcion y que HPR1 esta implicado en activacién de la transcripcion (Zhu et
al. 1995) hemos analizado la transcripcién en los sistemas usados en este estudio.

silv. hpria

LNA LNB LNA LNB FIGURA 29. Estudio del

grado de superhelicidad de los
plasmidos pRS314-LNA vy
pRS314-LNB en las estirpes
AWI-1B (silvestre) y AYW3-4D
-~ (hpr14). Resultados similares
.. se han obtenido en las estirpes
- W303-1A (silvestre) y AYW3-5D
“{hpr14) (dato no mostrado).
Los topoisomeros se
- resolvieron en geles de
i’agarosa con 4 mg/l de
~ cloroquina.

= relajado
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lll. 4. 1. 4. Andlisis de la transcripcidn en los sistemas de repeticiones.

Con objeto de determinar una posible relacién entre la transcripcién y los
sucesos de recombinacién estimulados por hpr7 hemos mapeado y cuantificado
mediante Northern los transcritos producidos en 9 sistemas de repsticiones
diferentes (5 no hiper-recombinantes y 4 hiper-recombinantes) y en un plasmido
recombinante Leu* como control. (Es importante indicar que todos los plasmidos
recombinantes Leu+ son idénticos, dado que la delecién elimina la secuencia
intermedia.)

Para identificar los diferentes transcritos hemos usado sondas de pBR322,
de URA3Yy de LEU2. Con la excepcion de los transcritos especificos de URAS3,
todos los demas hibridan con una sonda de LEUZ2 que cubre exactamente la
repeticion (fragmento EcoRV-Clal de 598 pb) (FIGURAS 31 y 32). Esto sugiere que
los transcritos inician en el promotor de leu243’, fuera de las repeticiones. Para
confirmarlo hemos determinado mediante un ensayo de proteccion a RNasa A el
sitio de iniciacién y la orientacién de los transcritos de los sistemas LY, NA y NB
(FIGURA 30). Como ribosonda hemos empleado fragmentos de RNA especificos
de la regién 5' del marcador leu2A3', Todos los transcritos analizados por Northern
inician en el promotor del marcador leu2A43..

En las FIGURAS 31 y 32 se muestra el andlisis de Northern de los sistemas
no hiper-recombinantes y hiper-recombinantes en las estirpes silvestre y hpr1.

El analisis de los sistemas de repeticiones que no presentan fenotipo hiper-
recombinante se muestra en la FIGURA 31. Podemos observar que los principales
transcritos acaban justo después de entrar en la secuencia intermedia (en el
terminador de URA3 en LU y NB y en un terminador débil situado en la regién 5'
de URA3 en LYAP) o en el terminador de LEU2 situado en leu2A5’, tras cubrir las
dos repeticiones y la secuencia intermedia (sélo en el caso del sistema LP se
observa un débil transcrito adicional que acaba entre la secuencia intermedia y la
repeticion de leu245"). Ademas, los niveles de todos los transcritos de cada
sistema de repeticiones son los mismos en estirpes silvestre y hpri.

El andlisis de los sistemas con fenotipo hiper-recombinante se muestra en la
FIGURA 32. Podemos observar que todos los transcritos terminan en la secuencia
intermedia en regiones bacterianas o de levaduras que no son terminadores
naturales de la transcripcion en levaduras. El hecho de que una proporcién de los
transcritos sea capaz de atravesar algunas de estas regiones implica que son
terminadores débiles. También se observa que los niveles de todos los transcritos
de cada sistema de repeticiones en la estirpe hpr1 son 2-3 veces inferiores a los
niveles de los mismos transcritos en la estirpe silvestre.
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FIGURA 30. Determinacion de la orientacién y el sitio de iniciacién de los mRNA de los sistemas LY,
LNA y LNB mediante ensayo de protecciéon a RNAsa A. Debajo se muestra un esquema de la
repeticion /eu2A3' de los sistemas de repeticiones y las sondas usadas en el ensayo. La caja
sombreada representa la secuencia homéloga. Para las sondas de RNA se empleé un fragmento de
768 pb Sspl-EcoRlI del gen LEUZ transcrito en los dos sentidos a partir de los promotores T3 0 T7 en
el plasmido pBSRS. Las bandas de 400 y 250 pb corresponden al mRNA del marcador leu2-k
enddgeno, que presenta una delecién de 6 pb en la diana Kpnl, a 0.4 kb de EcoRlI. Esta mutacién
genera un emparejamiento erréneo en el hibrido mMRNA-sonda RNA accesible a la RNAsa A. El sitio de
iniciacién de la transcripcién de LEU2 (P) est4 a 652 pb de EcoRl (Andreadis et al. 1984), y
corresponde con la banda observada en los transformantes LY, LNA y LNB. En el control sin
transformar (-) no aparece la banda de 650 pb al proceder todo el transcrito del marcador leu2-k
endogeno. La estirpe usada fue AWI-1B (silvestre). Como control negativo se us6 tRNA de levaduras.
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FIGURA 31:SISTEMAS NO HIPER-RECOMBINANTES
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FIGURA 31. (A) Andlisis de Northern y representacion grafica de los sistemas de repeticiones directas no hiper-
recombinantes en estirpes silvestre (AWI-1B) y hpr1A (AYW3-4D). Resultados similares se han obtenido en las
estirpes W303-1A (silvestre) y AYW3-5D (hpr14). Las sonda empleadas fueron el fragmento de DNA Clal-EcoRV
de 598 pb de LEUZ2, que coincide con la repeticion, y un fragmento interno Clal de 581 pb del gen ACT1. El
mismo filtro se hibridé primero con la sonda de LEUZ, y tras eliminar esta sefial se rehibrid6 con la sonda de ACT1.
Los sistemas no estan representados a escala (ver FIGURA 20 para representacion a escala). El tamafio y
localizacion de los transcritos procedentes del promotor de /eu2A43' se ha representado con una flecha de forma
que el extremo 3' de cada transcrito coincida con la posicién de la banda correspondiente en el gel. Las cajas
sombreadas representan las repeticiones de DNA. Prm y Ter indican promotor y terminador de LEUZ,
respectivamente. (B) Cantidad relativa de los transcritos de cada sistema. Cada valor representa la suma de todos
los transcritos procedentes del promotor de Leu2A3’ (representados como flechas en los esquemas). Todos los
valores estan normalizados con los valores de los mRNAs de los marcadores endégenos leu2-k y ACT1. Como
valor 1 se tomo el del transcrito de 1.05 kb del sistema LU. ND indica no determinado. (Para los valores de cada
uno de los transcritos de cada sistema ver APENDICE).
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FIGURA 31:SISTEMAS HIPER-RECOMBINANTES
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FIGURA 32. (A) Analisis de Northern y representacién grafica de los sistemas de repeticiones directas hiper-

recobinantes y de un recombinante Leut en estirpes silvestre (AWI-1B) y hpr1A (AYW3-4D). (B) Cantidad relativa
de los transcritos de cada sistema. Para detalles ver FIGURA 31.
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El estudio global de todos los sistemas, tanto hiper-recombinantes como no
hiper-recombinantes, muestra que no hay transcritos especificos de la estirpe
silvestre o de la estirpe hpr1. Para cada sistema los transcritos que se observan
son los mismos en ambos fondos genéticos, empezando todos en el promotor de
leu2A3' y acabando en diferentes terminadores, dependiendo de la estructura de
cada sistema. También se observa que el nivel total de transcritos es claramente
mayor en aquellos sistemas donde acaban en terminadores naturales de
levaduras (de URA3y de LEUZ2) (LU, NB, L) que en los sistemas donde acaban en
secuencias de bacteria o levaduras que no funcionan naturalmente como
terminadores de transcripcion (LYAP, LY, A20, NA, LR). Este comportamiento
probablemente refleje diferencias de estabilidad de mensajero asociadas a la
terminacién. Sin embargo, es interesante notar que en muchos sistemas el nivel
total de transcritos es muy superior al observado en el sistema recombinante Leu*,
donde el transcrito acaba en su terminador natural. Este dato sugiere que las
regiones intermedias puedan estar regulando de alguna forma la actividad del
promotor leu243".

Todas las observaciones referidas se ilustran perfectamente en el sistema
no hiper-recombinante LNB (FIGURA 31) y en el hiper-recombinante LNA (FIGURA
32), que sdlo difieren en la orientacion de la secuencia intermedia. (1) En el
sistema LNB el transcrito termina justo después de la primera repeticién, en el
terminador de URAS. Por el contrario, en el sistema LNA el terminador de URA3
esta en el lado opuesto junto a la repeticion leu2A5'. Como consecuencia, los
transcritos entran en la regién intermedia y terminan mayoritariamente en el
terminador situado en la regién 5' de URA3 (Thomas and Rothstein 1989). Una
pequena proporcién de los transcritos pasa este terminador débil, terminando en el
terminador de URA3. (2) Mientras que en el sistema LNB los transcritos son
igualmente abundantes en estirpes silvestre y hpr1, en el sistema LNA todos los
transcritos son 3 veces menos abundantes en la estirpe hpr1. (3) El nivel total de
transcrito en el sistema LNA es 8 (estirpes silvestres) y 25 (hpr1) veces menos
abundante que en el sistema LNB.

Nuestros resultados excluyen la posibilidad de que la caida en los niveles
de transcrito observada en los sistemas hiper-recombinnates en estirpes hpr1, asi
como el fenotipo de hiper-recombinacion, sean consecuencia de diferencias en la
terminacion de la trancripcion asociadas a la mutacién hpr1. En las FIGURAS 31y
32 se observa que que la transcripcién termina en la misma regién 5' del gen
URA3 en el sistema hiper-recombinante LNA y en el sistema no hiper-
recombinante LYAP.
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Por tanto, podemos concluir que los sucesos de recombinacién inducidos
por hpr1 estan asociados a la presencia de transcritos que entran en la secuencia
intermedia y cuyos niveles dependen de HPR1. Sin embargo, nuestros resultados
también muestran que la elongacién a través de la secuencia intermedia no es
suficiente para producir el fenotipo de hiper-recombinacion en estirpes hpr1, como
se observa en los sistemas L, LP y LYAP (FIGURA 31). El andlisis de todos los
Northerns muestra que en los sistemas hiper-recombinantes la transcripcion
elonga en el sentido de los genes bacterianos Amp (LR y LY) o Tet (LNA), o en
sentido contrario a la transcripcion del gen de levaduras URAS3 (A20), mientras que
esto nunca ocurre en los sistemas no hiper-recombinantes. Estos resultados
sugieren que la recombinacién inducida por hpr1 requiere que la transcripcion
progrese a través de determinadas secuencias de DNA.

lll. 4. 1. 5. Dependencia de los fenotipos de hiper-recombinaciéon y de
regulacion de la transcripcion de hpr1 de la transcripcién de
determinadas regiones de la secuencia intermedia.

El analisis de los transcritos de los diferentes sistemas de recombinacion
sugiere que los fenotipos de hiper-recombinacién y de disminucién de los niveles
de expresion de hpr1 dependen de que los transcritos progresen a través de
determinadas secuencias en la regién intermedia. Con objeto de comprobar esta
hipétesis hemos puesto un terminador fuerte de la transcripcién (CYCTter) justo
después de la primera repeticién de /leu2 del sistema hiper-recombinante LNA,
generando el sistema LNAT (FIGURA 33). Mediante andlisis de Northern hemos
comprobado que el patrén de transcripciéon del sistema LNAT es diferente del
patron del sistema LNA. La presencia del terminador termina eficientemente la
transcripcion justo después de la primera repeticion, dando lugar a un transcrito de
1.15 kb (frente a los transcritos de 2.25 y 3.2 kb del sistema LNA).

Como se observa en la FIGURA 33 y de acuerdo con nuestra hipétesis, (1) el
nuevo transcrito es ahora igualmente abundante en estirpes silvestre y hprt; (2) el
nivel total de transcritos en el sistema LNAT es 8 (estirpe silvestre) y 25 veces
(estirpe hpr1) superior al nivel total de transcritos en el sistema LNA; y (3) se
elimina completamente el fenotipo de hiper-recombinacion dependiente de hpr1
del sistema LNA (FIGURA 33).

Por tanto, el fenotipo de hiper-recombinacién de hpr1 depende de la
transcripcion de la regién intermedia, y esta asociado a una disminucién de los
niveles de esos transcritos.
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FIGURA 33. (A) Analisis de Northern y representacién grafica de los sistemas de repeticiones LNA y
LNAT en estirpes silvestre (AWI-1B) y hpr1A (AYW3-4D). (B) Cantidad relativa de los transcritos de
cada sistema. Para mas detalles de (A) y (B) ver la leyenda de la FIGURA 31. (C) Frecuencia de

recombinantes Leut (x104) de los sistemas LNA y LNAT. Los valores corresponden a la mediana de 3
tests de fluctuacion. Los tests de fluctuacién se realizaron como se indica en la FIGURA 5.

lll. 4. 1. 6. El fenotipo hiper-recombinante de hpr1 no depende de la
presencia de promotores de genes regulados por Hprip.

Recientemente se ha descrito que Hprip es un regulador positivo de la
transcripcién, necesario para la activacion de una serie de genes no relacionados
(Fan y Klein 1994; Zhu et al. 1995). Por otro lado, mutaciones en genes que
suprimen completamente el fenotipo de hiper-recombinacién de hpr1 mapean en
genes de dos factores de transcripciéon, HRS1/PGD1y SRB2 (Santos-Rosa et al.
1996; Piruat y Aguilera, en prensa). Ambas observaciones sugieren una conexion
entre los fenotipos de transcripcién y recombinacién de hpri. Si Hprip es un
activador de la transcripcién esperariamos que actuase en las secuencias
promotoras. Si existiera una conexién directa entre el posible papel de Hprip en
activaciéon de la transcripcion y el fenotipo de hiper-recombinacién de algunos
sistemas de repeticiones directas, cabria la posibilidad de que las regiones
reguladas por HPR1 actuaran de iniciadores de la recombinacién. Hemos decidido
comprobar directamente esta hipétesis clonando entre las dos repeticiones del
sistema pRS314-L las regiones promotoras de dos genes regulados por Hprip:
GAL1 (Fan y Klein 1995; Zhu et al. 1996) y PHO5 (apartado Ill. 2. 2. 2.). Si los
fenotipos de falta de activacion de la transcripcién y de hiper-recombinacién son
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causados por la misma funcién de Hprip sobre la regiéon promotora, estos
sistemas deben ser hiper-recombinantes en condiciones de activacion de la
transcripcién (galactosa y -Pi, respectivamente) y silvestres en condiciones de
represion de la transcripcion (glucosa y +Pi, respectivamente) en estirpes hpr1.

Como se observa en la FIGURA 26 ninguno de los tres sistemas (LPHO5 y
LGAL1 con el promotor en las dos orientaciones: LGAL1-1 y LGAL1-5) muestra un
fuerte fenotipo de hiper-recombinacién en fondo hpri. En los tres sistemas
analizados hay un ligero incremento en estirpes hpr1A de 2.0-3.6 veces en
condiciones de represion respecto a los niveles silvestres que pasa a ser de 7.3
(promotor de GALT) 6 9.1 veces (promotor de PHO5) en condiciones de activacion
de la transcripcién. Por tanto, la recombinacién inducida por hpr1 no estd mediada
por secuencias promotoras de genes regulados por Hprip.

LGAL1

silvestre hpriA

Glu_Gal
L LGAL1-1  LGALt-S L LGAL1-1 LGAL1-S

p ; ‘a s a4
Glu Gal Glu Gal Glu_ Gal Glu Gal Glu Gal

silvestre

FIGURA 34. Frecuencia de recombinantes Leu* (x106) en los sistemas de repeticiones directas L,
LGAL1 y LGALS5 (A) y en los sistemas L y LPHOS5 (B) en las estirpes isogénicas W303-1A (silvestre) y
U678-4C (hpri1A). Resultados similares de los sistema L, LGAL1 y LGALS se obtuvieron en las
estirpes W303-1B y FWY-3B (silvestre) y AYW3-4D y FWY-4B (hpr14) (Para mas detalles ver apéndice
TABLA 286). Los valores indicados corresponden a la mediana de 3-4 tests de fluctuacién. Los tests
de fluctuacién se realizaron como se indica en MATERIALES Y METODOQS, a partir de colonias
crecidas en medio minimo selectivo con glucosa 2% (Glu) o con galactosa 2% (Gal) en el caso de los
sistemas LGAL1-1 y LGAL1-5, y de medio minimo selectivo con Fosfato 7.5 M (+Pi) 6 0.5 M (-Pi) en el
caso del sistema LPHOS. Para el sistema L se siguieron las mismas condiciones en cada caso.
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lll. 4. 2. Andlisis estructural de la cromatina en estirpes hpri1

Zhu y et al. (1995) han descrito recientemente cambios en el patron de
sensibilidad a metilacién asociados a la mutacién hpr1 en genes cuya
transcripcion depende de Hprip, sugiriendo que tanto el fenotipo de transcripcion
como el de recombinacion puedan ser consecuencia de un efecto general de
Hprip sobre la cromatina. Con objeto de estudiar este posible papel hemos
analizado el efecto de hpr14 por un lado en la estructura general de la cromatina, y
por otro en la estructura de los promotores de GAL1 y del virus del tumor de mama
de ratéon (MMTV).

. 4. 2. 1. Sensibilidad a nucleasa micrococal (MNasa) de la
cromatina en estirpes hpriA

Hemos analizado, en primer lugar, la estructura general de la cromatina en
estirpes silvestre y hpr1A con MNasa, que corta el DNA preferentemente en las
regiones internucleosémicas. Si los fenotipos de hpr1A son consecuencia de un
papel de la proteina Hprip sobre la estructura general de la cromatina
esperariamos observar una desestabilizacién de la organizacién nucleosémica del
DNA. En la FIGURA 35 se muestra que la digestion con MNasa de la cromatina en
estirpes silvestre y hpr1A da lugar a un patrén de nucleosomas bién definido,
sugiriendo que los fenotipos de recombinacién y transcripcién no son
consecuencia de un efecto general sobre la estructura de la cromatina, con las
limitaciones propias de la técnica usada.

silvestre hpriA

ININ

FIGURA 35. Analisis con nucleasa micrococal (MNasa) de la estructura general de la cromatina en
estirpes silvestre (W303-1A) y hpr14 (AYW3-4D). El DNA se digirié in vivo incubando protoplastos de
cada una de las estirpes con concentraciones decrecientes de MNasa, se extrajo y los fragmentos se
separaron mediante electroforesis en agarosa 1%. La MNasa corta preferentemente el DNA
internucleosémico, por lo que se obtiene un patron de bandas discretas que corresponden a
fragmentos multiplos del tamafio minimo protegido por un nucleosoma.
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lll. 4. 2. 2. Analisis de la estructura de los promotores dependientes
de hpr1 GAL1 y MMTV

Dado que HPR1 es necesario para la activacién de la transcripcion, cabria
esperar que si tuviera un efecto sobre la estructura de la cromatina este fuera
especifico de las regiones reguladoras de la transcripcion de los genes
dependientes de HPR1. Para examinar esta hipdtesis hemos analizado la
estructura de la cromatina del promotor endégeno GALT y del promotor exégeno
de MMTYV en estirpes silvestre y hpr1, ya que ambos promotores presentan un
claro posicionamiento de los nucleosomas y cambios estructurales asociados a la
activacion de la transcripcién.

La dependencia de HPR1 en la activacién transcripcional de GAL1 ha sido
previamente caracterizada en fusiones GAL 1-lacZ por diferentes grupos (Fan y
Klein, 1994; Zhu et al.., 1995; Santos-Rosa y Aguilera, 1995). Adicionalmente
hemos analizado el efecto de hpriA en la activacién del promotor de MMTV, para
lo que hemos utilizado una fusién MMTV-/acZ que comprende toda la regién
reguladora del promotor de MMTV (Chavez et al.., 1995). En la FIGURA 36 se
observa que la mutacién hpriA elimina completamente la activacion de MMTV
mediada por hormona.

MMTV-lacZ

0.06 0.07 0.06 0.05

-DAC +DAC -DAC +DAC -DAC -DAC

silv. hpri silv. hpri
GR+NFI -

FIGURA 36. Actividad $-gal de la fusiéon MMTV-/acZ en estirpes silvestre (W303-1A) y hpr1A (AYW3-
4D) en condiciones de represion (-DAC) y de activacion (+DAC) de la transcripcion. Las estirpes
transformadas con los plasmidos pRS416MMTVLTR (lleva la fusion MMTV-/acZ), pGN795 (codifica el
GR) y pAA-CTF2 (codifica el factor de transcripcion NF-I) (transformantes GR+NFI) se ensayaron en
condiciones de activacioén (deazylcortivazol (DAC) 1 uM) y de represién (etanol). Como control
negativo se ensayaron las estirpes transformadas con los plasmidos pRS416MMTVLTR,
pG1(plasmido control -GR) y pAAH5 (plasmido control -NF1) (transformantes -) en condiciones de
represion. Los valores indicados corresponden a la media de 2 ensayos. Resultados similares se
obtuvieron en las estirpes AYW3-3A (silvestre) y AYW3-5D (hpri4).
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Andlisis del posicionamiento de los nucleososmas en las regiones
reguladoras de GAL1 y de MMTV en estirpes hpri. Para comprobar si hpr1
modifica el posicionamiento de los nucleosomas hemos analizado la sensibilidad
de las regiones reguladoras del promotor GAL7 endégeno del cromosoma y del
promotor MMTV en una fusiéon MMTV-/acZ en condiciones de represion de la
transcripcién.En las FIGURAS 37 y 38 se observa que en ambos casos el perfil de
bandas en estirpes silvestre y hpr1A es similar. Por tanto, la mutacién hpr1 no
modifica el posicionamiento de los nucleosomas en los promotores GAL 1
endégeno y MMTV exégeno.

DNA desnudo

FIGURA 37. Analisis con MNasa de la region reguladora del gen GAL1 end6geno en estirpes
silvestre (W303-1A) y hpr1A (AYW3-4D). El DNA se digiri6 in vivo incubando protoplastos de cada una
de las estirpes con concentraciones decrecientes de MNasa, se extrajo, se corté con EcoRl y los
fragmentos se separaron mediante electroforesis en agarosa 1%. Para determinar la especificidad de
secuencia de la MNasa se trat6 DNA desnudo extraido de la estirpe W303-1A con concentraciones
decrecientes de MNasa. Como control negativo (-MNasa) se usé DNA desnudo digerido con Dral y
EcoRl. Como sonda se utilizé un fragmento de DNA de 196 pb justo corriente abajo del sitio de corte
de EcoRI marcado por PCR con a32P-dCTP (S). A la derecha del Southern se representa
graficamente el posicionamiento de los nucleosomas asi como los elementos de la transcripcion mas
relevantes. La region UASG contiene las secuencias de unién del activador transcripcional Gal4p. La

flecha en el nucleosoma +2 representa el sitio de iniciacién de la transcripcién. Los nimeros indican la
distancia en pb desde cada sitio de corte de la MNasa a la diana EcoRl.
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FIGURA 38. Analisis con MNasa de la regién reguladora de MMTV en estirpes silvestre (W303-1A) y
hpriA (AYW3-4D) transformadas con el plasmido pRS416MMTVLTR, que contiene la fusion MMTV-
lacZ. El DNA de los transformantes se digiri6é in vivo incubando protoplastos de cada una de las
estirpes con concentraciones decrecientes de MNasa, se extrajo, se corté con Scal y los fragmentos
se separaron mediante electroforesis en agarosa 1%. Para determinar la especificidad de secuencia
de la MNasa se traté DNA desnudo extraido de la estirpe W303-1A con concentraciones decrecientes
de MNasa. Como control negativo -MNasa se usé DNA desnudo digerido con Dral o Sacl mas Scal.
Como sonda se utiliz6 un fragmento de DNA de 200 pb justo corriente abajo del sitio de corte de Scal

marcado por PCR con a32P-dCTP (S). A la derecha del Southern se representa gréficamente la
regién analizada asi como la posicién del nucleosoma B, que engloba los sitios de unién de GR y de
NFI. Los nimeros indican la distancia en pb de los sitios de corte de la MNasa que flanquean el
nucleososma B a la diana Scal.

Andlisis de los cambios estructurales asociados a la activacion de la
transcripcion en estirpes hpriA. Hemos analizado si la mutacién hpr1 afecta a las
modificaciones estructurales de las regiones reguladoras asociadas a la activacion
de la transcripcion.

1.- En el caso del promotor de GAL1, la activacién va acompanada de
ligeros cambios en el patrén de sensibilidad a MNasa (Fedor y Kornberg 1989).
Estos estudios han sido realizados en fusiones GAL7 en plasmidos. Hemos
analizado el perfil de sensibilidad a MNasa del promotor de GAL17 en el
cromosoma en condiciones de activacién y de represion en estirpes silvestre y
hpriA (FIGURA 39).
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Glucosa Galactosa

Glucosa Galactosa
silv. hpriA silv. hpriA
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FIGURA 39. Andlisis con MNasa de la regién reguladora del gen GAL1 endégeno en estirpes
silvestre (W303-1A) y hpr1A (AYW3-4D) en condiciones de represion (crecimiento en glucosa) y
activacién de la transcripcion (crecimiento en galactosa). Para detalles ver leyenda de FIGURA 37. A la
izquierda se indican los sitios de hipersensibilidad a MNasa de la cromatina asociados a la activacion de
la transcripcion (flechas). A la derecha se representa el perfil de intensidades.

La activacion de la transcripcién da lugar a dos sitios de hipersensibilidad
en las regiones internucleosémicas que flanquean el nucleosoma +1. Como se
observa en la FIGURA 39 esos cambios son independientes de la mutacion hpriA.
Previamente se ha descrito que la activacién de la transcripcion del gen GAL1
genera una desestabilizacion de la organizacién nucleosémica de la region
transcrita (Cavalli y Thoma, 1993). Es interesante observar que esa pérdida parcial
del posicionamiento nucleosémico también se da en estirpes hpr1A , sugiriendo
que el gen esta siendo transcrito (FIGURA 39). Este hecho lo hemos confirmado
mediante Northern (FIGURA 40), donde se observa que Hprip no es necesario
para la activacion del promotor GAL1 enddégeno.
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FIGURA 40. Analisis de Northern de la expresion del gen GAL1 enddgeno en estirpes silvestre y
hpr1A en condiciones de represion (glucosa) y de activacion (galactosa) de la transcripcién. Las
estirpes empleadas han sido W303-1A y AWI-1B (silvestres) y AYW3-4D y U678-4C (hpr14). Como
sonda se utilizé un fragmento interno de GAL7 Aval-Pvull de 750 pb obtenido del plasmido
pBKGAL1. El tamafio de los transcritos de GAL1 se indica en kb. La cantidad de RNA esta normalizada
respecto al mRNA del gen ACT1 end6geno. Para ello se rehibridé el filtro con un fragmento Clal de
581 pb del gen ACT1.

Dado que la dependencia de HPR1 del promotor GAL1 en fusiones
GAL1/10-lacZ ha sido ampliamente confirmada por diferentes grupos (Fan y Klein,
1994; Zhu et al.., 1995; Santos-Rosa y Aguilera,1995), hemos analizado la
sensibilidad a MNasa del promotor de GAL7 en una fusién GAL1-lacZ, cuya
transcripcion es dependiente de hpr1 (dato no mostrado). En la FIGURA 41 se
muestra el andlisis de sensibilidad a MNasa. Tanto en estipes silvestres como hpr1
el nucleosoma +1 de GAL1 clonado en la fusién esta claramente posicionado
(comparar perfiles B, C, D y E con el perfil A de DNA desnudo), lo que confirma que
hpr1 no altera la estructura de la cromatina de las regiones reguladoras. Tras la
induccién de la transcripcién hay un ligero aumento de la sensibilidad a MNasa en
la region internucleosémica 3' que flanquea el ncleosoma +1 y que contiene la
caja TATA en comparacion con la regién internucleosémica 5' (comparar perfiles B
y C con D y E). Este cambio es el mismo que el descrito en el gen endégeno (ver
FIGURA 39) (no es posible determinar si ha habido aumento en al sensibilidad de
la regidn internucleosémica 5' al no poderla comparar con la banda
correspondiente a la regién internucleosémica que flanquea el nucleosoma -1 en
posicion 3'). Este cambio en la sensibilidad a MNasa asociado a la activaion de la
transcripcion se da tanto en estirpes silvestre como hpr1. Por tanto, hpr1 no afecta
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a los cambios de sensibilidad a MNasa asociados con la activacién de la
transcripcion.

2.- En el caso de MMTV la activacién hormonal produce un cambio en el
patrén de sensibilidad a DNasal y no afecta al patrén de sensibilidad a MNasa
(Chavez et al.., 1995). Tras la administracién de la hormona el DNA
internucleosémico que esta corriente arriba del nucleosoma B se hace
hipersensible a DNasal, y aumenta la proteccién en la regién correspondiente al
nucleosoma B, que comprende los sitios de unién del receptor y de NFI (FIGURA
42). Este cambio estructural dependiente de hormona desaparece en fondo hpriA.

FIGURA 41. Andlisis con MNasa de la regién reguladora del gen GAL1 en la fusién GAL1-lacZ en el
plasmido pRS416GAL1lacZ en estirpes silvestre (W303-1A) y hpr1A (AYW3-4D) en condiciones de
represién (crecimiento en glucosa) y activacién de la transcripcién (crecimiento en galactosa). Para
detalles ver leyenda de FIGURA 37. Como marcadores internos de tamafo se usé DNA de la estirpe
W303-1A con Clal més Sacl o mas Xbal. A la izquierda se representa graficamente la regién analizada
de la fusién GAL1-lacZ. La caja abierta representa el fragmento Sacl-Xbal del promotor de GAL1
fusionado a lacZ (linea continua); La flecha en /acZ indica el sentido de la transcripcién. A la izquierda
de la caja abierta se representan los nucleosomas y elementos de la transcripcion mas relevantes de
GAL1 presentes en la construccién. Las flechas indican los sitios de hipersensibilidad asociados a la
activacion de la transcripcion descritos en el gen endégeno (ver FIGURA 39), que corresponden con
los bordes del nucleosoma +1 claramente posicionado en esta construccién. La localizacion en
plasmido y las regiones de DNA bacteriano que flanquean la regién de GAL1 hacen que el
posicionamiento sea méas difuso en el resto de la construccion. A la derecha se muestrael perfil de
intensidades de la zona analizada, donde los dos picos corresponden con los bordes del nucleosoma
B.

FIGURA 42. Andlisis de los sitios de hipersensibilidad a DNasal de la regién reguladora del promotor
de MMTV en las estirpes silvestre (W303-1A) y hpr1A (AYW3-4D) en condiciones de induccion
(+DAC) y represién (-DAC) de la transcripcion. Para el andlisis se transformaron las estirpes con los
plasmidos pRS416MMTVLTR (contiene la fusién MMTV-/acZ), pGN795 (codifica GR) y pAA-CTF2
(codifica NFI1). Para detalles ver leyenda de FIGURA 38; el tratamiento fue igual pero la cromatina se
digirié con concentraciones decrecientes de DNasal. A la izquierda se indican las regiones de
hipersensibilidad (flechas) y de proteccién a DNasal (lineas perpendiculares) de la cromatina de la
estirpe silvestre asociadas a la activacién de la transcripcién (+DAC). A la derecha del Southern se
representa el perfil de intensidades de la zona de interés.
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IV. DISCUSION

Con objeto de comprender qué funciones y mecanismos estan implicados
en la formaciéon de deleciones, hemos construido una serie de sistemas de
repeticiones directas que sélo difieren en el tamafio y origen de la secuencia
intermedia. Como control hemos construido el mismo sistema con las repeticiones
en orientacién invertida. Todos los sistemas estan basados en la misma secuencia
repetida, un fragmento interno de 0.6 kb del gen LEUZ2. Por recombinacién entre
las secuencias repetidas se forma una copia silvestre del gen LEU2 que nos
permite seleccionar los recombinantes como Leut. Dado que cada copia de la
repeticion lleva una delecién diferente del gen LEU2, los recombinantes sélo se
pueden generar mediante una delecién o una inversién, segun sea el sistema de
repeticiones directas o invertidas, respectivamente, y nunca por conversién génica.
Este estudio nos ha permitido conocer con mayor detalle los mecanismos y
funciones responsables de las deleciones y el papel de la mutacién hpr1 en el
control de la estabilidad de las repeticiones directas.

IV. 1. FORMACION DE DELECIONES ENTRE REPETICIONES
DIRECTAS
IV. 1. 1. Mecanismos de formacién de las deleciones

En nuestros sistemas las deleciones espontaneas ocurren a una frecuencia
6-10 veces superior a las inversiones entre las mismas repeticiones de 0.6 kb.
Dado que las inversiones sélo pueden generarse por recombinacién reciproca,
creemos que el incremento en la frecuencia de deleciones se debe a la existencia
de sucesos de recombinacién adicionales especificos de los sistemas de
repeticiones directas. Nuestros datos concuerdan con los publicados previamente
por Jinks-Robertson et al. (1993), quienes han observado un incremento en la
frecuencia de deleciones de 3-11 veces respecto a los niveles de inversiones en
diferentes repeticiones cromosémicas de mas de 200 pb. Dornfeld y Livingston
(1992) no ven diferencias entre repeticiones directas e invertidas entre dos
heteroalelos de his3, pero en estos sistemas los recombinantes se pueden
producir también por conversién génica, por lo que los datos no son comparables.

El estudio comparativo de la recombinacién estimulada por DSB en
sistemas de repeticiones directas e invertidas sugiere que el incremento en la
frecuencia de deleciones espontaneas respecto a la inversiones puede deberse a
que las deleciones, a diferencia de las inversiones, pueden iniciarse por un DSB
en la secuencia intermedia. Nuestros resultados indican que un DSB producido
entre dos repeticiones directas es reparado de una forma muy eficiente (la
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frecuencia de transformacion es similar con el plasmido cortado y sin cortar), y que
la reparacién del corte se produce mediante una deleciéon (en mas del 90% de los
casos). Por el contrario, cuando el DSB no esta flanqueado por repeticiones
directas (en la secuencia intermedia del sistema de repeticiones invertidas o fuera
de las repeticiones, tanto directas como invertidas), el corte se repara de forma
muy poco eficiente y no induce la recombinacion. Por tanto, un DSB se repara de
forma muy eficiente en S. cerevisiae cuando esta flanqueado por una repeticion
directa y no cuando lo esta por una repeticién invertida, sugiriendo que las
deleciones pueden ocurrir de forma espontdnea por iniciacién tanto en la
secuencia intermedia (no homdéloga) como en la secuencia repetida (homéloga).

Las deleciones espontaneas en los sistemas L, LU y LY, que difieren
exclusivamente en el tamano de la secuencia intermedia (31 pb, 2.51 kb y 5.57 kb,
respectivamente), ocurren a la misma frecuencia, lo que sugiere que la distancia
entre las repeticiones no supone ninguna limitacion de tipo estérico al
emparejamiento entre las repeticiones. Sin embargo, es posible que las
deleciones se produzcan por un DSB que ocurre antes que el emparejamiento de
las repeticiones.

En nuestros sistemas de repeticiones tanto las deleciones como las
inversiones son fuertemente dependientes de RAD52, con niveles 50-200 veces
por debajo de los niveles silvestres. Este comportamiento de los sistemas de
repeticiones directas es una caracteristica especifica de estos sistemas en relacién
a otros previamente publicados. Tanto la recombinacién reciproca entre
repeticiones invertidas (Willis y Kein 1987; Aguilera y Klein 1989; Dornfeld y
Livingston 1992) como la conversién génica (Jackson y Finck 1981; Klein 1988;
Aguilera y Klein 1989) dependen fuertemente de RAD52, con descensos de mas
de un orden de magnitud. Sin embargo, los niveles de deleciones previamente
descritos muestran descensos entre 0-10 veces por debajo de los niveles
silvestres (Jackson y Finck 1981; Klein 1988; Ronne y Rothstein 1988; Aguilera y
Klein 1989; Thomas y Rothstein 1989; Dornfeld y Livingston 1992; Santos-Rosa y
Aguilera 1994). Estos datos sugieren que las deleciones pueden producirse por
mecanismos tanto dependientes como independientes de RAD52, mientras que
las inversiones sélo por mecanismos dependientes de RAD52. Esta ruta de
formaciéon de deleciones independiente de RAD52 también esta presente en
nuestros sistemas (la frecuencia de deleciones es de 0.6-2x10-5, frente a una
frecuencia de inversiones de 0.2x10-9), pero a diferencia de otros previamente
publicados, en nuestros sistemas de repeticiones directas las deleciones ocurren
preferentemente por la ruta dependiente de RAD52. Esta dependencia de RAD52
la hemos corroborado en la blusqueda de mutantes deficientes en recombinacién,
donde s6lo hemos encontrado alelos de RAD52. Resultados similares los hemos
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obtenido en el estudio de las deleciones justo después de transformar con los
plasmidos sin cortar; donde de nuevo la frecuencia de deleciones en estirpes
rad52 es dos 6rdenes de magnitud inferior a la frecuencia en estirpes silvestres
(>10-3 frente a 8-10x102). Por tanto, creemos que en nuestros sistemas las
deleciones producidas por mecanismos dependientes de RAD52 se ven
favorecidas por algun tipo de caracteristicas estructurales.

El andlisis de las deleciones estimuladas tanto por un DSB en la secuencia
intermedia, como por la recombinasa especifica de sitio flipasa como por la
mutacién hpr1 muestra que las deleciones se producen tanto por rutas
dependientes como independientes de RAD52. Hemos observado un descenso en
la frecuencia de transformacién con los plasmidos cortados mediante enzimas de
restriccion en la secuencia intermedia en estirpes rad52, que indican que las
deleciones estimuladas por un DSB se reparan tanto por rutas dependientes como
independientes de RAD52. Ademas, las deleciones estimuladas por la expresion
de la flipasa en el circulo de 2 u y bajo control del promotor GAL1 ocurren a una
frecuencia 10 y 100 veces inferior en estirpes rad52 que en estirpes silvestres,
respectivamente. De acuerdo con los datos de recombinacién espontanea, las
deleciones estimuladas por la mutacién hpr1 ocurren por mecanismos tanto
dependientes como independientes de RAD52 (Aguilera y Klein 1989; Santos-
Rosa y Aguilera 1994; Fan y Klein 1994). En nuestros sistemas, al igual que hemos
descrito a nivel espontaneo, las deleciones estimuladas por hpr7 son mucho mas
dependientes de RAD52 que en los sistemas previamente 25T C'? QS, aunque las
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enzimas de restriccion y con la flipasa) sugieren que las deteeeties se pueden
producir por dos mecanismos de recombinaciéon no conservativos. El primero es el
mecanismo de realineamiento de cadena sencilla (SSA) propuesto en células
animales por Lin et al. (1984) (ver INTRODUCCION). Se ha observado en
levaduras que un DSB inducido por la endonucleasa HO entre dos repeticiones
directas induce las deleciones (Rudin y Haber 1988; Nickoloff et al.1989) y éstas
son independientes de RAD52 (Ozenberger y Roeder 1991; Fishman-Lovell et al.
1992; Sugawara y Haber 1992; Mezard y Nicolas 1994). Se ha sugerido que en
levaduras el mecanismo de SSA es el responsable de las deleciones entre
repeticiones directas (Ozenberger y Roeder 1991; Fishman-Lovell et al. 1992). De
acuerdo con esta hipétesis, hemos observado que un DSB producido in vitro entre
las repeticiones (hasta un 85% del total de los transformantes), un corte producido
por la flipasa (50 veces) y la mutacién hpr1 (3- 5 veces) estimulan las deleciones
en estirpes rad52.
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Nosotros proponemos que un segundo mecanismo no conservativo
responsable de las deleciones es la invasién de cadena sencilla (FIGURA 43).
Este mecanismo probablemente ocurre de acuerdo con el modelo de reparacion
de DSBs (Szostak et al. 1983). Un DSB producido en la secuencia intermedia
induce un entrecruzamiento por invasion de una cadena sencilla que no puede
reparar el corte, pero lo elimina en uno de los productos recombinantes. El
producto de este proceso es equivalente a medio entrecruzamiento, como se ha
propuesto en E. coli (Takahashi et al. 1992), aunque mecanisticamente puede
ocurrir mediante un entrecruzamiento completo, como se ilustra en la FIGURA 43.
Este proceso sélo genera productos viables cuando el DSB esta flanqueado por
repeticiones directas (genera la delecién); cuando esta flanqueado por
repeticiones invertidas el corte sin reparar no se elimina y la molécula es inviable
(FIGURA 44).
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FIGURA 43. Representacion grafica del mecanismo de invasién de cadena sencilla.
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FIGURA 44. Productos de recombinacién producidos por invasién de cadena sencilla.

Aunque no podemos saber cual de estos mecanismos, SSA o invasién de
cadena sencilla, corresponde a la ruta dependiente y cual a la independiente de
RADS52, creemos que el mecanismo de SSA es el responsable de las deleciones
observadas en estirpes rad52, de acuerdo con la interpretacidn original propuesta
por Ozenberger y Roeder (1991) para explicar las deleciones independientes de
RAD52 que ocurren en el rRNA y por Fishman-Lovell y Haber (1992) para explicar
las deleciones estimuladas por un corte producido por la endonucleasa HO. El
mecanismo de SSA seria responsable de las deleciones independientes de
RADS52 que se producen de forma espontanea en estirpes silvestres y hpr1 o
inducidas por corte in vitro (DSB) o in vivo (mediado por la flipasa) en nuestros
sistemas.

Las deleciones dependientes de RAD52 observadas por esos autores y por
nosotros se pueden explicar por invasién de cadena sencilla. De acuerdo con esta
idea, hemos observado que tanto las las deleciones espontaneas como las
inducidas por DSB en nuestros sistemas (fuertemente dependientes de 'I‘-?AD52)
son independientes de la distancia, entre las repeticiones, mientras que las
deleciones inducidas por corte con HO (independientes de RAD52) disminuyen
con la distancia entre las repeticiones (Fishman-Lovell y Haber 1992). De acuerdo
con nuestra hipétesis el mecanismo de invasién de cadena sencilla corresponde
mecanisticamente al modelo de recombinacién de DSBs, dependiente de RAD52.
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Como mecanismos responsables de las deleciones hemos descartado tanto
el intercambio desigual entre cromatidas hermanas (USCE) como la conversion
génica desigual entre cromatidas hermanas (USGC) (ver INTRODUCCION), ya que
ambos procesos deberian producir frecuencias similares de deleciones y de
inversiones en recombinaciéon espontanea; ademads, el USCE produciran un
plasmido dicéntrico por intercambio reciproco que seria inestable Por otro lado
hemos descartado la formacién deleciones por desplazamiento e intercambio
desigual de las cadenas complementarias que se generan en la horquilla de
replicacion, propuesto en E. coli para explicar las deleciones independientes de
RecA, ya que este proceso genera, ademas de la delecion, bien una duplicacién o
bien un triplicacién (Lovett et al. 1993; Biu y Liu 1994).

En conclusién, nuestros datos sugieren que las deleciones entre
repeticiones directas se pueden producir por tres procesos de recombinacion
diferentes: intercambio reciproco, invasién de cadena sencilla y SSA. El
intercambio reciproco genera tanto deleciones entre repeticiones directas como
inversiones entre repeticiones invertidas. Los sucesos pueden iniciarse sélo en la
secuencia de homologia y se producen mecanisticamente segin el modelo de
recombinacion conservativa de reparacién de DSB, dependiente de RADS52. La
invasion de cadena sencilla y el SSA son procesos no conservativos que generan
exclusivamente deleciones y que pueden iniciarse tanto en la repeticién (region
homdloga) como en la secuencia intermedia (regiéon no homéloga). La mayor
frecuencia de deleciones frente a inversiones puede explicarse por un incremento
en el sustrato de recombinacién; los sucesos pueden iniciarse tanbién en la
secuencia intermedia y resolverse por invasion de cadena sencilla o por SSA.

Por dltimo, hemos observado que el comportamiento en recombinacién de
nuestros sistemas, tanto en estirpes silvestres como hpri1, es independiente de la
localizacién de los sistemas de repeticiones (plasmidos centroméricos,
minicromosomas o cromosomas). En este sentido Kaitor y Livingston (1994) han
observado que la frecuencia de recombinacién entre repeticiones invertidas
cromosomicas basadas en marcadores his3 ocurren a una frecuencia dos érdenes
de magnitud inferior a la frecuencia que presentan cuando estén localizadas en
plasmidos centroméricos, lo que sugiere que el locus donde se integre el sistema
puede determiar su compotamiento en recombinacion.

IV. 1. 2. La endonucleasa Rad1/Rad10 es necesaria para la invasién
de cadena sencilla y el SSA.

Hemos observado que el nivel espontaneo de deleciones e inversiones es
similar en estirpes silvestres y rad1. Sin embargo, la frecuencia de deleciones justo
tras transformar con los plasmidos sin cortar es 5-10 veces inferior en estirpes rad1



107

a la frecuencia obtenida en estirpes silvestres. Es posible que esta diferencia sea
consecuencia del estado del DNA al entrar en la célula (p. ej., falta de una
estructura cromatinica adecuada). En general nuestros resultados concuerdan con
dato publicado previamente en los que no hay o es muy ligero el efecto de las
mutaciones rad?y rad10 (Klein 1988; Ronne y Rothstein 1988; Schiestl y Prakash
1988; Thomas y Rothstein 1989).

Nuestros datos indican que tanto Rad1p como Rad10p son necesarios para
la reparaciéon mediante delecién de un DSB producido en la secuencia no
homéloga entre las repeticiones directas cuando el corte estd alejado de las
repeticiones, y no son necesarias cuando el corte se produce préximo a las
repeticiones. Tanto la frecuencia de transformacién (que determina la capacidad
de reparacion) como la frecuencia de deleciones entre los transformantes (que
determina el porcentaje de reparacién mediante una delecién) disminuyen en
estirpes rad1y rad10 respecto a la estirpe silvestre cuando el DSB se produce a
0.77 (LU-Pstl), 2.19 (LY-Smal) 0 2.19 kb (LY-Sall) de la repeticién mas préxima. La
frecuencia de transformacién disminuye 5-10 veces respecto a la estirpe silvestre,
mientras que la frecuencia de recombinacién pasa del 86-96% en estirpes
silvestres al 26-43% en estirpes rad1y al 41-50% en estirpes rad10. Sin embargo,
las frecuencias de transformacioén y de recombinacién presentan los mismos en
silvestre, rad1y rad10 cuando el DSB se produce a 8 y 27 pb de cada repeticion
(L-Pst).

Fishman-Lovell y Haber (1992) han sugerido que RAD1 es necesario en la
formacién de deleciones entre repeticiones directas para eliminar las secuencias
de DNA heterélogo de cadena sencilla que permanecen sin hibridar, y proponen
que esta actividad seria necesaria para el proceso de SSA. Nuestros datos estan
de acuerdo con ese planteamiento y lo hacen extensivo a RAD10. Este
comportamiento de Radip y Rad10p en recombinaciéon apoya los datos
bioguimicos que indican que ambas proteinas acttian in vitro como un complejo
(Bardwell et al. 1992) que tiene capacidad de promover el realineamiento de
cadenas sencillas (Sung et al. 1992). Sin embargo, nuestros resultados muestran
que rad1y rad10 son necesarios incluso cuando el corte se produce a 5.27 y 0.3
kb de la repeticiones (LY-Sall), donde la mayor parte de las deleciones se
producen por una ruta dependiente de RAD52, lo que sugiere que las proteinas
Rad1p y Rad10p son también necesarias en el proceso de invasién de cadena
sencilla.

Por tanto, el complejo Rad1/Rad10 es necesario para la formacién de
deleciones tanto dependientes como independientes de RAD52 cuando el corte se
produce en la secuencia de DNA heterélogo a mas de al menos 8 pb del extremo
3' libre de la repeticién mas cercana. A 8 y 27 pb de la regién de homologia no se
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requiere probablemente la capacidad de eliminar los extremos 3' que no se
emparejan durante la recombinacién. De acuerdo con estos datos, el doble
mutante rad1 rad52 presenta los niveles de deleciones del mutante simple rad52
cuando el DSB se produce a 8 y 27 pb de las repeticiones, yun efecto sinergistico
respecto a los mutantes simples rad1 y rad52 cuando el corte se produce 1.74 y
0.77 kb de las repeticiones.

IV. 1. 3. Importancia del intercambio reciproco, la invasiéon de cadena
sencilla y el realineamiento de cadena sencilla en la formacién total
de deleciones.

Nuestro estudio de las deleciones que ocurren de forma espontanea o
inducida por cortes sugieren la existencia de al menos dos factores que
determinan la contribucién de cada uno de los mecanismos de recombinacién
propuestos en la formacién de deleciones. Por un ado esta la proteina Rad52p y
por otro la iniciacion de la recombinacion.

Es importante indicar que la invasién de cadena sencilla requiere que la
degradacion exonucleolitica 5->3' que se produce tras el DSB llegue tan sélo a
una de las repeticiones y exponga un extremo 3' libre homélogo, mientras que el
SSA requiere que la degradacién exonucleolitica exponga las dos cadenas
complementarias. El grupo de Haber ha mostrado que la degradacién
exonucleolitica tras un DSB inducido por HO es mayor en estirpes rad52 (White y
Haber 1990; Sugawara y Haber 1992), lo que sugiere que la proteina Rad52p
previene una degradacion exonucleolitica excesiva. Por otro lado, un compejo
proteico dependiente de Rad52p, en el que podria estar Rad51p, con quien se ha
observado que Rad52 interactiia, podria catalizar el intercambio y aparejamiento
de cadenas necesario para el proceso de invasién de cadena sencilla, como se
propone en el modelo de reparacién de DSBs. De acuerdo con estos elementos, la
falta de Rad52p favoreceria el mecanismo de SSA en relacién con la invasién de
cadena sencilla. En este sentido, Fishman-Lovell et al. (1992) han observado que
las conversiones génicas (que compartirian con la invasién de cadena los
primeros pasos dependientes de RAD52) se ven favorecidas en relacién a las
deleciones inducidas por corte con HO en una de las repeticiones y procesadas
por SSA a medida que las repeticiones se alejan.

Un segundo factor determinante en la regulacién de los procesos que
producen las deleciones es la localizacién del suceso de iniciacién de la
recombinacion. Tanto la invasién de cadena sencilla como el SSA pueden
iniciarse en la secuencia intermedia o en la secuencia repetida, a diferencia del
intercambio reciproco que sdlo puede iniciarse en la regién homédloga.
Teodricamente, mientras més asimétrica respecto a las repeticiones sea el punto de
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iniciacion en la secuencia intermedia, méas favorecido estara el mecanismo de
invasion de cadena sencilla respecto al de SSA, ya que la degradacion
exonucleolitica expondra antes un extremo 3' libre homélogo que las dos cadenas
complementarias. En este sentido, Fishman-Lovell y Haber (1992) han mostrado
que el DSB se procesa hacia ambos lados. De acuerdo con este argumento,
hemos observado que las deleciones son mucho mas dependientes de RAD52
cuando el DSB en la regién intermedia se produce asimétrico (LY-Sall) que
cuando se produce simétrico respecto de las repeticiones (LY-Smal) (26 frente a
90%, respectivamente).

Estos factores pueden explicar la diferente dependencia de RAD52 como
una caracteristica especifica de cada sistema. Es necesario conocer, sin embargo,
qué factores determinan la localizacién del suceso de iniciacion.

IV. 2. DELECIONES ESTIMULADAS POR LA MUTACION hprit
IV. 2. 1. Las deleciones estimuladas por hpr1 dependen de la
elongacién de determinadas regiones de la secuencia intermedia

En primer lugar, mediante el andlisis de una serie de sistemas de
repeticiones directas que sélo difieren en la secuencia intermedia hemos mostrado
que la estimulacién de las deleciones por la mutaciéon hpr? no es general, sino
especifico de cada sistema de repeticiones directas. Este dato confirma la hipétesis
de Santos-Rosa y Aguilera (1994), segun la cual el fenotipo de hiper-
recombinacion de hpr1 no deberia ser en todas las regiones cromosémicas. El
fenotipo hiper-recombinante (>30 veces) o no hiper-recombinante (2-3 veces) de
hpr1 no depende ni de la secuencia primaria de DNA ni del tamafio de la
secuencia intermedia, sino de la elongacién de la transcripcién. Todos los
sistemas estudiados son transcritos desde el mismo promotor de LEUZ2 situado
fuera del sistema de repeticiones. Sin embargo, una caracteristica exclusiva de los
sistemas hiper-recombinantes es que presentan transcritos iniciados en el
promotor de LEU2 que elongan a través de determinadas secuencias de la region
intermedia. Los sistemas que no presentan el fenotipo de hiper-recombinacién no
presentan transcritos que elongen a través de dichas secuencias, bien porque no
estan en sus secuencia intermedia o bien porque un promotor fuerte impida que la
transcripcion progrese. De acuerdo con esta hipétesis, la insercién de un
terminador fuerte de la transcripciéon que impide que los transcritos progresen a
través de la region intermedia en un sistema claramente hiper-recombinante
elimina totalmente el fenotipo de hiper-recombinacién. Por tanto, el fenotipo de
hiper-recombinacién depende de la transcripcién de determinadas secuencias de
la regién intermedia.
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La segunda evidencia clara de la asociacién de la hiper-recombinacién a la
elongacion de la transcripcion es la disminucidn de los niveles de los transcritos en
los sistemas hiper-recombinantes en estirpes hpri. Mientras que los niveles de
transcritos son similares en estirpes silvestre y hpr1 en los sistemas no hiper-
recombinantes, hay un descenso de 3 veces en estirpes hpr1 en todos los
sistemas hiper-recombinantes. Esta regla no tiene excepcion en ninguno de los
sistemas estudiados. Asi, incluso en los pocos casos de sistemas no hiper-
recombinantes en los que los transcritos progresan a través de la regioén
intermedia los niveles de esos transcritos son los mismos en estirpes silvestres y
hpri. Estos datos indican claramente que la progresién de la transcripcion por
determinadas secuencias en estirpes hpr1 esta asociada a una disminucién en los
niveles de los transcritos y a una alta frecuencia de recombinacién.

En principio, la disminucién de los niveles de transcripcién en los sistemas
hiper-recombinantes en estirpes hpr1 podria estar relacionado con el fenotipo de
falta de activacién de la transcripcion sugerido por diferentes grupos para explicar
la falta de transcripcién producida por la mutacién hpr1 (Fan y Klein 1994; Zhu et
al. 1995). Sin embargo, la expresién del promotor LEUZ2 es independiente de
HPR1 (ver LEU2 endbgeno), y nuestros datos sobre deleciones espontaneas
indican que las deleciones no pueden iniciarse fuera del sistema de repeticiones.

Nuestros resultados sugieren que el descenso en los niveles de transcritos
en los sistemas hiper-recombinantes en estirpes hpr1 son consecuencia de un
defecto en la elongacion de la transcripcion. Este defecto podria estar reduciendo
la tasa de transcripcién o generando transcritos abortivos que se pierden como
consecuencia de la alta inestabilidad de los mMRNA cuando terminan en sefiales de
terminacion no naturales. De acuerdo con esto, hemos observado una correlacién
entre los niveles més altos de transcritos y la terminacién en terminadores
naturales de levadura. Esta asociacién es independiente del fenotipo de hiper-
recombinacion. De hecho, nuestros resultados sugieren que la terminacién no es
el factor que estd determinando los fenotipos de hiper-recombinacién y de
transcripcién, ya que los transcritos terminanen los mismos terminadores en los
sistemas LYAP y LNA, que pesentan diferentes patrones de transcripcion y de
recombinacion.

Por tanto, nuestros resultados sugieren que el fenotipo de hiper-
recombinacion y la reduccién asociada en los niveles de transcritos en estirpes
hpr1 son consecuencia de una elongacién defectiva a lo largo de determinadas
secuencias de la regién intermedia. Este defecto en elongacion no es general en
todas las regiones de DNA. Sélo la elongacién a través de determinadas
secuencias es alterada de forma que produce niveles méas bajos de transcritos y un
fenotipo asociado de hiper-recombinacién. Aunque nuestros estudios sugieren
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apuntan a una cadena de regiones de Amp, Tet o URA3 como posibles secuencias
que contengan sitios que afecten a la progresion de la polimerasa Il de RNA en
ausencia de Hpr1p, es necesario un analisis molecular mas detallado.

IV. lIl. 2. El papel de Hprip en deleciones no estda mediado por la
activaciéon de la transcripcion

Existen numerosos datos que relacionan Hprip con transcripcién y con
recombinacién (ver INTRODUCCION). Sin embargo, uno de los aspectos mas
interesantes es conocer cual es la relacién entre el defecto de hpr? en la activacion
de numerosos genes no relacionados y el fenotipo de hiper-recombinacién. En
este sentido, se ha descrito recientemente que hpri1 estimula 10 veces las
deleciones entre dos repeticiones directas del gen GAL70 cuando se activa la
transcripcion (Fan et al. 1995). Sin embargo, el sistema de repeticiones empleado
(Thomas y Rothstein 1989) no permite distinguir entre un defecto en la activacién
de la transcripcion del promotor GAL10 o un defecto en elongacién como posibles
causas del incremento en la frecuencia de deleciones. De hecho, el incremento
observado en estirpes silvestres por Thomas y Rothstein (1989) en la frecuencia de
deleciones como consecuencia de la activacién de la transcripcién correlaciona
con un incremento en la expresién de una regién de la secuencia intermedia a
partir del promotor divergente GAL1 de un de las repeticiones.

Si el fenotipo de hiper-recombinacién de hpri1 estuviera asociado a un
posible defecto de la mutacion en la activacién transcripcional, deberiamos
esperar un fuerte incremento en la frecuencia de deleciones asociado a la
estimulacion de la transcripcién de promotores dependientes de HPR1
flanqueados por repeticiones directas. Sin embargo, ni el promotor GAL1,10 ni el
promotor PHOS5, ambos dependientes de HPR1, como se ha observado en
fusiones con /acZ (Fan y Klein 1994, Zhu et al. 1995; este estudio), estimulan
considerablemente las deleciones entre repeticiones en condiciones de activacion
de la transcripcion. Por tanto, el posible papel de Hprip como activador de la
transcripcion no esté relacionado con el fenotipo de hiper-recombinacion.

IV. 2. 3. La mutacidén hpr1 no afecta a la estructura de la cromatina ni
al grado de superhelicidad de plasmidos

Recientemente, Zhu et al. (1995) han sugerido que los fenotipos de hiper-
recombinacion y de falta de activaciéon de la transcripcién de hpr1 puedan estar
asociados a un papel de Hprip sobre la estructura de la cromatina. De hecho, hay
datos que relacionan HPR1 con las topoisomerasas (ver INTRODUCCION). Con
objeto de estudiar esta hipétesis hemos analizado la estructura general de la
cromatina y la estructura de las regiones reguladoras de los genes GAL1 y MMTV
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dependientes de HPR1. No hemos observado ninguna modificacién en el
posicionamiento de los nucleosomas o en el patrén de sensibilidad a DNasal
asociados a la mutacién hpri1. Por tanto, los fenotipos de hpr1 en recombinacién y
transcripcion no son consecuencia de un reordenamiento de la cromatina.

Dado que se ha sugerido que Hprip sea un activador de la transcripcién, un
posible efecto en la estructura de la cromatina podria estar asociado a la activacion
de la transcripcion. Tanto en el promotor de GAL1 como en el de MMTV esta
activaciéon esta asociada a modificaciones en la estructura de las regiones
reguladoras. Nuestros datos muestran que mientra hpri no afecta a los cambios en
el patron de sensibilidad a MNasa descritos en GAL1, elimina los sitios de
hipersensibilidad a DNasal asociados a la activacién del promotor de MMTV.
Aunque no podmos descartar un efecto diferencial de hpr1 sobre estos
promotores, este diferente comportamiento puede estar asociado a las
modificaciones que cada tipo de nucleasa detecta. En este sentido estamos
analizando un posible efecto de hpr1 sobre el patrén de sensibilidad a DNasal del
promotor de GAL1.

Nuestros datos sugieren que el fenotipo de recombinacion de hpr1 esta
asociado a un defecto en la elongacién de la transcripcién de determinadas
regiones de la secuencia intermedia, ademas, datos preliminares de nuestro grupo
apuntan a que el defecto en transcripcion descrito para hpr1 es consecuencia
también de un defecto en elongaciéon. De acuerdo con estos datos, las
modificaciones observadas en la regién reguladora de MMTV pueden ser
consecuencia de un papel adicional de Hprip en activaciéon de la transcripcion,
como originalmente se ha sugerido, o de una conexién entre los procesos de
elongacién/terminacién e iniciacion de la transcripcién, similar a la descrita por
Dieci y Sentenac (1996) en la transcripcién dependiente de la polimerasa Il de
RNA.

Por ultimo, hemos observado que hpr1 no afecta al grado de superhelicidad
de un plasmido centromérico, incluso aunque el plasmido presente un sistema de
recombinacion sensible a hpr1, lo que sugiere que Hprip carece de actividad
topoisomerasa.

IV. 2. 4. Iniciacidon de las deleciones estimuladas por hpr1

Com hemos indicado, el fenotipo de hiper-recombinacién de hpr1 no esta
asociado ni a la activacién de la transcripcién ni a modificaciones en la estructura
de la cromatina. La estimulacion de las deleciones en estirpes hpr1 es
consecuencia de la elongacién defectiva de determinadas secuencias de DNA de
la regidn entre las repeticiones directas; como consecuencia de esta elongacién
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deficiente, el fenotipo de hiper-recombinacién esta asociado a un descenso en los
niveles de los transcritos.

La estimulacién de las deleciones en estirpes hpr1 es diferente de otros
sistemas previamente descritos de estiulaciéon de la recombinacién por la
transcripciéon (ver INTRODUCCION). En esos casos, se ha sugerido que la
estimulacién de las deleciones es consecuencia de efectos indirectos de la
transcripcién sobre la estructura de la cromatina, tales como un desenrrollamiento
de las cadenas, la acumulacién de dominios locales de superenrrollamiento o la
eliminacién de un posible papel represor de la cromatina en la recombinacion. En
los casos mejor caracterizados, como son la estimulacién de las deleciones por la
secuencia HOT (Voelkel-Meiman et al. 1987; Steewart y Roeder 1989) o por la
activacion de la transcripcién de un sistema de repeticiones basadas en el gen
GAL10 (Thomas y Rothstein 1989) hay una asociacién entre elongacion y
recombinacién. De hecho, la insercién de un terminador que impide la elongacién
de los transcritos a través del sistema de repeticiones elimina la estimulaciéon de
las deleciones dependiente de HOTT7. Sin embargo, en estos sistemas hay una
correlacion entre la fuerza del promotor y los niveles de deleciones, mientras que
en los sistemas analizados en este estudio no existe correlacion entre los niveles
de transcritos y el fenotipo de recombinacién de los sistemas. Ademas, la
estimulacion de las deleciones esta asociada a una disminucién en los niveles de
transcrito en los sistemas hiper-recombinantes en estirpes hpr1.

Hemos considerado dos posibilidades para explicar la estimulacién de las
deleciones por hpr1, ambas asociadas a un complejo de la polimerasa Il de RNA
que requiere Hprip para salvar determinados obstaculos durante el proceso de
elongacién Una posibilidad es que este complejo bloqueado o frenado en
determinadas zonas genere lesiones recombinogénicas, bien creando sitios de
hipersensiblidad anucleasa o bien al ser reparado. Cuando tales lesiones se
producen en las repeticiones o en la secuencia intermedia pueden ser
eficientemente reparadas por los mecanismos no conservatlvos de invasién de
cadena sencilla o SSA. ,

Otra alternativa es que este complejo bquueadQ mterflera con la maquinaria
de replicacién. Esta posibilidad ha sido propuesta para explicar deleciones
ilegitimas en E. coli, que son estimuladas cuando 13" “transcrlpmon y la replicacion
en la regiéon donde se producen las deleciones estan entrentadas (Vilette et al.
1995). En S. cerevisiae, se ha observado recientemente que las orquillas de
replicacion hacen una pausa en una regién de 500 pb cuando hay una colisién
entre las maquinarias de transcripcion y replicacién (Deshpande y Newlon 1996).
Estos resultados sugieren que un posible bloqueo del holoenzima en estirpes hpr1
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estimularia este tipo de colisiones, lo que generaria extemos libres
recombinogénicos en las cadenas cuya sintesis se ha bloqueado.



V. CONCLUSIONES
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V. CONCLUSIONES

1.- Las deleciones entre repeticiones directas se producen por tres tipos de
mecanismos diferentes. Un mecanismo conservativo de recombinacion reciproca,
dependiente de RAD52 y responsable de las inversiones que se producen entre
repeticiones invertidas, y dos mecanismos no conservativos especificos de la
formacién de deleciones, uno independiente y otro dependiente de RAD52, que
presumiblemente son realineamiento de cadena sencilla (SSA) e invasién de
cadena sencilla, respectivamente.

2.- Los procesos no conservativos de invasiéon de cadena sencilla y de SSA
pueden iniciarse tanto en las repeticiones (homélogas) como en la secuencia
intermedia (no homdloga).

3.- Los procesos no conservativos de invasiéon de cadena sencilla y de SSA
requieren la endonucleasa Rad1/Rad10 cuando el corte que inicia la delecién esta
alejado de las regiones de homologia, y no lo requieren cuando el corte esta muy
préximo.

4.- La contribucién de estos procesos a la formacién de deleciones totales parece
depender de la proteina Rad52p y de la localizacién de la iniciacién del suceso de
recombinacion. Por un lado, la falta de la proteina Rad52p eliminaria la ruta de
invasion de cadena sencilla y estimularia las deleciones por SSA; por otro lado,
mientras mas asimétrico se produzca el corte que inicia la delecion mas se
favorece la ruta de invasioén de cadena sencilla.

5.- La diana FRT estimula las deleciones cuando esta flanqueada por repeticiones
directas hasta 1000 veces, en un proceso dependiente de la expresién de la
endonucleasa especifica de sitio del circulo de 2 p (flipasa). Las deleciones se
producen, al igual que las deleciones esponténeas o inducidas por DSB, por
mecanismos tanto dependientes como independientes de RAD52.

6.- La estimulacién de las deleciones por la mutacién hpr1 no es general a todos
los sistemas de repeticiones directas. El fenotipo de hiper-recombinacién de hpr1
depende de la elongacion de la transcripcién a lo largo de determinadas
secuencias de la regién intermedia y estd asociado a una disminucién en los
niveles de dichos transcritos.
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7.- El fenotipo de hiper-recombinacion de hpr1 no esta asociado ni a la activacion
de la transcripcién ni a modificaciones en la estructura de la cromatina.

8.- Proponemos que las deleciones estimuladas por hpr1 se producen por un
bloqueo o parada de la maquinaria de transcripcion durante la elongacién, que
genera extremos recombinogénicos. Cuando este bloqueo se produce entre dos
reeticiones directas es eficientement reparado mediante una delecién.
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