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Introduccion

La recombinacién genética es un proceso fundamental en el metabolismo
del ADN en todos los organismos vivos. Existen multitud de procesos biolégicos
en los que la recombinacién estd directamente implicada. El cambio de sexo en
Saccharomyces cerevisiae (Klar et al., 1984) o la produccién de inmunoglobulinas
en eucariotas superiores (Schwedler et al., 1990) constituyen dos ejemplos de ello.
En eucariotas, la recombinacién durante la meiosis asegura una correcta divisién
reduccional del ntcleo y contribuye a la diversidad genética de las especies
mediante la generacién de nuevas combinaciones alélicas. Durante la mitosis, la
importancia de la recombinacién viene determinada fundamentalmente por su
papel en la reparacién de roturas del ADN. Sin embargo, la recombinacién puede
representar una fuente de inestabilidad genémica. Por ello, para la célula es
importante mantener un estricto control sobre los mecanismos de
recombinacién que mantenga la integridad de su genomio. La recombinacién
entre secuencias repetidas de ADN, ubicuas en los genamios eucaridticos, puede
dar lugar a reorganizaciones con consecuencias deletéreas para la célula. En
humanos, existen diversas enfermedades, como el sindrome del “X-fragil” (Fu et
al., 1991), la corea de Huntington, el sindrome de Werner (Fukuchi ef al., 1989), la
Ataxia telangiectasia (Meyn, 1993) y algunos tipos de cancer colorrectal (Ionov et
al., 1993; Thibodeau et al., 1993) que se asocian a una inestabilidad de regiones
repetidas de ADN.

I.1. Mecanismos de recombinacién genética

Existen distintos mecanismos de recombinacién entre regiones repetidas
de ADN dependiendo del tipo de secuencias de que se trate. Las secuencias cortas
(<10 pb) repetidas “en tandem” multitud de veces (ADN satélite), estan sujetas a
reordenaciones provocadas fundamentalmente por errores de la maquinaria de
replicacién. En cambio, las repeticiones largas (>100 pb) y las regiones homélogas
de los genomios constituyen el sustrato para una maquinaria especifica de
recombinacién homéloga.

El modelo de recombinacién homéloga mds aceptado actualmente es el
que se basa en la reparacién de cortes de doble cadena (Szostak et al., 1983). La
caracteristica méas relevante de este modelo es la iniciacién del proceso por un
corte de doble cadena que se repara mediante sintesis de ADN usando como
molde la molécula homéloga. A menudo, este mecanismo supone el
intercambio reciproco entre las dos cadenas de ADN. Ademas de ia
recombinacién entre cromosomas homélogos (recombinacién alélica), también
se da recombinacion entre secuencias repetidas localizadas en regiones no
homoélogas, ya sea en el mismo o en distintos cromosomas (recombinacién
ectOpica). Segin su localizacién la recombinacién entre las secuencias repetidas
tendra distintas consecuencias sobre el producto final (Petes et al., 1991). El
‘intercambio reciproco entre secuencias repetidas localizadas en cromosomas
distintos produce translocaciones de ADN. Cuando las repeticiones estdn en
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orientacién invertida en el mismo cromosoma el producto de la recombinacién
entre ellas es la inversién de la region entre ambas (Figura 1A). Sin embargo, si
estdn en orientacién directa, el producto es una delecién de una de las secuencias
repetidas y de la regi6n intermedia. En este tltimo caso, la recombinacién puede
ser intracromatidica (Figura 1B) o entre crométidas hermanas (Petes et al., 1991).

'

l —_—

delecién

inversién

Figura 1. Diagrama que muestra comoun suceso de recombinacién reciproca entre dos secuencias
repetidas en la misma molécula de ADN puede dar lugar a una inversién de la secuencia entre las
repeticiones (A) o una delecién de una de las repeticiones y la secuencia entre estas (B) segtin las
repeticiones estén orientadas de forma invertida o directa respectivamente. El sentido de las
flechas indica la orientacién de las repeticiones. El suceso de recombinacién est4 representado por un
aspa. En A una caja negra permite visualizar la inversién.

Las deleciones en el ADN son reordenaciones genéticas con consecuencias
graves para la célula por cuanto suponen la pérdida de informacién genética. El
estudio de los mecanismos moleculares por los que se producen deleciones, asi
como la identificacién de los factores que en ellos intervienen es fundamental
para entender los fenémenos de inestabilidad gendmica.

I.2. Recombinacién intramolecular entre secuencias repetidas directas
La levadura Saccharomyces cerevisige constituye un modelo de organismo
eucari6tico ideal para el estudio de la recombinacién mitética, ya que es posible

su analisis en células haploides. En S. cerevisize se han definido distintos
mecanismos moleculares por los que se puede dar recombinacién intramolecular

4
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corte de doble cadena

degradacién degradacion
+ exonucleolitica * exonucleolitica
5'->3' 5'->3'

emparejemiento de
+ secuencias homdlogas

invasion del
extremo 3' libre

/

e A

pac——ae e /
degradacién endonucleolitica degradacién englonucleolitica
de extremos 3' libres y de extremos 3' libres y
ligacién ligacién

R SSE—
resolucién de la
estructura de Holliday

i Reasociacién de
Invasién de una cadena cadenas sencillas (SSA)

Figura 2. Modelos de recombinacién no conservativa entre repeticiones directas en la misma
molécula de ADN. Se muestran los mecanismos de invasién de una cadena y reasociacién de cadenas
sencillas (SSA).

entre repeticiones directas. En primer lugar, la recombinacién puede darse por los
mismos mecanismos de intercambio reciproco por los que se produce
recombinacién entre regiones homoélogas en general (Szostak et al., 1983). Este
mecanismo supone la iniciacién de la recombinacién por un corte de doble
cadena en una de las repeticiones y un intercambio entre dos cadenas de ADN.
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Como resultado se produce una delecién y la formacién de una molecula circular
compuesta por una de las repeticiones y la region situada entre ellas (Figura 1B).
Debido a que, en esta clase de recombinacién no se da degradacién y pérdida de
ADN, la denominamos recombinacién conservativa.

Cuando el corte de doble cadena se da en la region situada entre las
repeticiones, se puede reparar por los mecanismos de invasién de una cadena
(Mezard y Nicolas, 1994; Prado y Aguilera, 1995) o de reasociacién de cadenas
sencillas (SSA, del inglés single-strand annealing) (Ozenberger y Roeder, 1991;
Fishman-Lobell y Haber, 1992; Mezard y Nicolas, 1994; Prado y Aguilera, 1995)
(Figura 2). Dependiendo de la posicién relativa del corte de doble cadena que
inicia la recombinacién respecto a las repeticiones flanqueantes parece ser que se
favorece un mecanismo u otro. Cuando el corte se da préximo a una de las
repeticiones este se repararia preferiblemente por el mecanismo de invasién de
una cadena, mientras que los cortes equidistantes a las repeticiones favorecerian
la reparacién por SSA (Prado y Aguilera, 1995). Estos mecanismos suponen la
delecién de una de las repeticiones y de la secuencia intermedia, pero, a
diferencia del intercambio reciproco, se degrada y se pierde parte del ADN de las
secuencias repetidas. A esta clase de recombinacién la denominamos, por tanto,
recombinacién no conservativa.

1.3. Control genético de la recombinacidén entre secuencias repetidas en
Saccharomyces cerevisiae.

Poco se conoce acerca de la enzimologia de estos mecanismos de
recombinacién. En S. cerevisiae, el gen fundamental en la recombinacién
reciproca es el gen RAD52 (Petes et al., 1991). Este gen acttia en mds de una ruta de
reparaciéon por recombinacién, como se deduce de estudios genéticos con
mutantes rad51 y rad57 (Aguilera, 1995; Rattray y Symington, 1995). Sin embargo,
algunos de los mecanismos de recombinacién propuestos, como por ejemplo el
SSA, son independientes de RAD52 (Jackson y Fink, 1981; Ozenberger y Roeder,
1991; Fishman-Lobell y Haber, 1992; Prado y Aguilera, 1995). Por otro lado, tanto
la invasién de una cadena como el SSA requieren la endonucleasa
Radlp/Rad10p (Schiestl y Prakash, 1988, 1990; Mezard y Nicolas, 1994; Prado y
Aguilera, 1995; Ivanov y Haber, 1995) para eliminar los segmentos heterélogos de

ADN de cadena sencilla que se producen por estos mecanismos (Figura 2)
(Fishman-Lobell y Haber, 1992).

En ocasiones encontramos que mutaciones en genes implicados en otros
procesos metabdlicos del ADN producen un efecto sobre la recombinacién entre
repeticiones. Por ejemplo, mutaciones en genes que funcionan en replicacién
como el de la ligasa de ADN, CDC9, o los de las helicasas RAD3 y HPR5/SRS2, y
- en otros genes de ciclo celular como CDC5, CDCé y CDC13, producen un fenotipo
de hiper-recombinacién en diferentes sistemas de repeticiones (Hartwell y Smith,
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1985; Aguilera y Klein, 1994). También mutaciones en los genes estructurales de
las ADN polimerasas I y III, CDC17 y CDC2 (Aguilera y Klein, 1988), o en los genes
de reparaciéon RADS51, RAD54, RAD55 y RAD57 (Aguilera, 1995; Rattray y
Symigton, 1995; Liefshitz et al., 1995) estimulan la recombinacién entre
secuencias repetidas. Este tipo de efectos se habia observado anteriormente en
bacterias. Concretamente, mutaciones en la helicasa II (Arthur y Lloyd, 1980), en
la metilasa Dam (Marinus y Konrad, 1976; Zieg et al., 1978), y en los genes de la
ADN polimerasa I y de la ligasa (Zieg et al., 1978) provocan un aumento de la
recombinacién en E. coli. Estas observaciones sugieren una relacién entre la
recombinacién, la reparacién y la replicacién del ADN.

En los tltimos afios, una serie de trabajos han demostrado una relacién de
la recombinacién con la transcripcién. Debido a que en el trabajo desarrollado en
esta tesis hemos analizado la implicacién de determinados factores de
transcripcién en recombinacién entre secuencias repetfdas, centraremos el resto
de la introduccién en la relacién entre ambos procesos.

L.4. Relacién entre recombinacién y transcripcién

La primera evidencia de una relacién de la transcripcién con la
recombinacién se obtuvo en S. cerevisize con el aislamiento de HOTI, una
secuencia reguladora de la transcripcién por la ARN polimerasa I, como un
activador de la recombinacién en la regién del ADNr (Keil y Roeder, 1984;
Voelkel-Meiman et al., 1987). HOT1 es capaz de inducir recombinacién de una
forma directamente relacionada con su capacidad de promover la transcripcién
(Stewart y Roeder, 1989). También se ha observado induccién de recombinacién
por transcripcién dependiente de la ARN polimerasa II. Asi, en S. cerevisiae la
activacion de la transcripcién produce un aumento en la frecuencia de deleciones
entre repeticiones de GAL10 (Thomas y Rothstein, 1989) o entre elementos Ty
(Nevo-Caspi y Kupiec, 1994), y en el proceso de cambio de sexo sélo tiene
capacidad de iniciar la recombinacién el locus que se expresa (Klar ef al., 1981). En
Schizosaccharomyces pombe, la transcripcién a partir del promotor ADH1 induce
la recombinacién de las secuencias transcritas (Grimm et al., 1991). En células de
mamiferos, la activacién de la transcripcién estimula la recombinacién entre
secuencias repetidas de ADN, aunque en los sistemas estudiados sélo ocurre si se
produce un corte de doble cadena en las repeticiones antes de inducir la
transcripcion (Nickoloff y Reynolds, 1990; Nickoloff, 1992). En células de
mamiferos, se da una mayor frecuencia de recombinacién entre los segmentos
transcripcionalmente activos de los genes de las inmunogiobulinas (Blackwell et
al., 1986; Leung y Maizels, 1992; Lauster et al., 1993; Oltz et al., 1993). Por tltimo,
también se ha observado relacién entre la recombinacién y la transcripcién en
virus y bacterias. En E. coli las deleciones mediadas por I1S102 requieren la
transcripcién de la regién en la que se inserta la secuencia de insercién (Bernardi
y Bernardi, 1988) y la formacién de deleciones en pldsmidos se induce por
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transcripcion (Vilette et al., 1995). La transcripcién de determinados genes de
algunos fagos de E. coli estimula la transduccién tanto especializada como
generalizada (Dul y Drexler, 1988a,b). Resultados similares se han obtenido con
poliomavirus (Bourgeaux-Ramoisy et al., 1995).

La recombinacién inducida por transcripcion puede ser una consecuencia
del efecto que esta tltima tiene sobre la estructura del ADN. La apertura de la
doble hélice y los cambios en el grado de superenrrollamiento o en la estructura
de la cromatina que estdn asociados al proceso de transcripcién pueden conducir
a una mayor accesibilidad de la maquinaria de recombinacién al ADN, generar
estructuras hipersensibles a nucleasas endégenas o facilitar la reaccién de
intercambio de cadenas. Existen estudios que demuestran que esta clase de
fenémenos inducen recombinacién. En S. cerevisiae, se ha comprobado que los
sitios donde se producen los cortes de doble cadena que, inician la recombinacién
meibtica coinciden con las regiones promotoras de los genes (Nicolas et al., 1989;
Baudat y Nicolas, 1997) y que la recombinacién se inicia preferentemente en los
sitios de unién de factores de transcripcién (White et al., 1991). Este fenémeno se
ha observado también en células de mamiferos (Shenkar et al., 1991). Un ejemplo
de ello es RBP2N, una proteina de unién a sitios iniciadores de la recombinacién
meidtica en humanos, que funciona como un represor transcripcional (Dou et
al., 1994). Por otro lado, mutaciones en los genes estructurales de las
topoisomerasas de ADN, TOP1, TOP2 (Christman et al., 1988) y TOP3 (Wallis et
al., 1989), o en los genes implicados en el mantenimiento de la estructura de la
cromatina SIR2 (Gottlieb y Esposito, 1989), SPT4 y SPT6 (Malagén y Aguilera,
1996) producen un fenotipo hiper-recombinante. En este sentido, se ha
demostrado que el superenrollamiento negativo que produce el avance de la
ARN polimerasa estimula la recombinacién especifica de sitio por las resolvasas

bacterianas yd y Tn3 in vitro (Droge, 1993). También se ha observado que la

transcripcién estimula el intercambio de cadenas catalizado por RecA in vitro

(Kotani y Kmiec, 1994). Todos estos resultados sugieren que las alteraciones

estructurales del ADN que produce el avance de la ARN polimerasa, son

responsables, al menos en parte, del efecto de la transcripcién sobre la
recombinacién.

Sin embargo, no se pueden descartar situaciones en las que se de una
conexién directa entre transcripcién y recombinacién. Asi, en
Schizosaccharomyces pombe, la proteina heterodimérica Mtslp/Mts2p, que
funciona como factor de transcripcion, es esencial para que el sitio M26 actue
como iniciador de la recombinacién meiética (Kon et al., 1997). Por otro lado, la
identificacion de la proteina de reparacién hRad51p, homéloga a RecA en
humanos, como un componente de la holoenzima de la ARN polimerasa II
(Maldonado et al., 1996), abre la posibilidad de que los mecanismos de reparacién
- por recombinacién en los que actda Rad51p estén asociados a la maquinaria de
transcripcién.
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L5. Transcripcién por la ARN polimerasa II

Antes de centrarnos en los fendmenos de recombinacién e inestabilidad
genémica asociados a la transcripcion en S. cerevisiae es conveniente introducir
algunos aspectos importantes de la transcripcién en eucariotas, como son la
iniciacion de la transcripcién y su regulacién, la elongacién y el acoplamiento de
la transcripcién con otros procesos metabélicos del ADN.

L5.1. Iniciacion de la transcripcion

La iniciacién de la transcripcién por la ARN polimerasa II requiere el
reclutamiento en los promotores génicos de un gran complejo protéico
constituido por la propia ARN polimerasa II y por diversos factores
polipeptidicos denominados factores generales de la transcripcién. Entre estos
factores generales de transcripci6n estan: TFIIA, TFIIB, TFIE, TFIF, TFIIH, TFIIJ y
TFIID, constituido por la proteina TBP (proteina de unién al elemento TATA de
los promotores) y los factores TAFs (del inglés TBP-agsociated factor) (Koleske y
Young, 1995; Bjérklund y Kim, 1996; Kornberg, 1996; Stargell y Struhl, 1996)
(Figura 3). Los polipéptidos componentes de la ARN polimerasa II asi como la
mayoria de los factores generales de transcripcién, estdn conservados desde
levaduras a humanos.

Tradicionalmente se ha pensado que la ARN polimerasa II y los distintos
factores generales de transcripcién se ensamblaban en los promotores de una
forma secuencial para dar lugar a un complejo de iniciacién (Buratowski, 1994).
Segun esta idea, el TFIID seria el primer factor en unirse al ADN a través de la
proteina TBP, que reconoce al elemento TATA de los promotores. A
continuacién se ensamblarian los factores TFIIA, TFIIB, TFIIF con la ARN
polimerasa II, TFIIE, TFIIH y TFIIJ (Zawel y Reinberg, 1992; Buratowski, 1994) por
este orden y de forma secuencial. Sin embargo, estudios mds recientes han
identificado en levaduras y en mamiferos distintas formas de un complejo
protéico, no asociado al ADN, que contiene la ARN polimerasa II, algunos de los
factores generales de transcripcién y otros polipéptidos que conforman un
subcomplejo llamado “mediador” (Kim et al., 1994; Koleske y Young, 1994). Esto
ha llevado a proponer el modelo aceptado actualmente segtin el cual la ARN
polimerasa II estd previamente ensamblada a algunos de los factores generales y a
otros complejos protéicos de una forma estable antes de su unién al ADN,
constituyendo lo que se conoce como holoenzima de la ARN polimerasa II
(Figura 3A). La presencia de TBP unida a la caja TATA del promotor, y de TFIIE
catalizarian la unién de la holoenzima al promotor (Koleske y Young, 1995). Para
que se inicie la transcripcién ha de fosforilarse el dominio CTD (carboxi-terminal
domain) de la ARN polimerasa II (Figura 3B), constituido por 27 repeticiones de
~un heptapéptido. Cuando el CTD estd fosforilado la polimerasa es procesiva
(Allison y Ingles, 1989; Scafe et al., 1990; Peterson et al., 1991). Una vez fosforilado
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el CTD, la doble hélice se abre mediante una funcién helicasa constituyéndose lo
que se conoce como “complejo abierto” de la transcripcién. Es probable que el
factor TFIIH, que posee actividad quinasa capaz de fosforilar el CTD y actividad
helicasa, sea el responsable de realizar ambas funciones in vivo, posiblemente en
cooperacion con el factor TFIIF (Svejstrup et al., 1996).

A

ARNpol li

ARNm

Figura 3. Holoenzima de la ARN polimerasa II. Se muestran la mayoria de los factores generales
de transcripcién, el complejo “mediador” y la ARN polimerasa II ensamblados en el promotor (A).
La fosforilacién del dominio CTD, que le confiere una carga neta negativa, posibilita el inicio de la
transcripcién (B). En este modelo, solamente los factores TFIIF y TFIIH acompafian a la ARN
polimerasa II durante la elongacién mientras que el resto de los componentes del holoenzima
permanece unido al promotor. El rectangulo negro representa el elemento TATA. Una flecha indica
el sitio de inicio de la transcripcién.

La transcripcién de muchos genes por la ARN polimerasa II est4 regulada a
nivel de iniciacién. Esta regulacién la ejercen una gran variedad de proteinas que
pueden actuar como activadores o represores. La interaccién entre las proteinas
- reguladoras y la ARN polimerasa II estd mediada por el complejo denominado
“mediador” que costituye un elemento integrador de todas las sefiales

10



Introducciéon

reguladoras que actiian sobre la ARN polimerasa II. El “mediador” se descubrié
inicialmente en levaduras como una fracciéon cruda que eliminaba la inhibicién
de la transcripcién en un extracto nuclear (Kelleher ef al., 1990). Posteriormente
se descubri6 que esta misma fraccién era necesaria para reconstituir la respuesta a
activadores en un sistema in vitro (Kim et al., 1994). Por otro lado, se habian
identificado genéticamente una serie de factores que interaccionaban con el
dominio CTD de la ARN polimerasa II. E]l dominio CTD estd implicado en la
respuesta de la maquinaria de transcripcion a los activadores en funcién de su
capacidad de fosforilacién (Allison y Ingles, 1989; Scafe et al., 1990; Peterson et al.,
1991). Los factores que interaccionan con el CTD constituyen el complejo Srb
(Koleske y Young, 1994) y estan codificados por los genes SRB, aislados a partir de
mutantes de S. cerevisiae supresores de deleciones parciales del CTD de la ARN
polimerasa II (Nonet y Young, 1989). Distintos estudios genéticos y moleculares
han permitido definir el “mediador” como un gran complejo protéico
constituido por aproximadamente 20 polipéptidos entre los que estdn algunos de
los factores Srb y otros, identificados genéticamente a partir de estudios
independientes, como Galllp, Sindp, Rgrlp y Rox3p (Kim et al., 1994; Li et al.,
1995; Gustafsson et al., 1997) (Figura 3). Recientemente se ha establecido,
mediante andlisis bioquimicos, que las proteinas Galllp, Sin4p y Rgrlp forman,
junto con otra proteina denominada p50, un subcomplejo dentro del “mediador”
(Li et al., 1995) (Figura 3). La caracterizacién genética de mutantes en los genes de
los componentes de este subcomplejo ha mostrado una gran similitud fenotipica
entre ellos. Estos mutantes son incapaces de regular la transcripcién de distintos
genes y presentan fenotipo pleiotrépico. Cabe destacar los fenotipos Gal-y Spt-,
cambios en el grado de superenrollamiento de plasmidos, la incapacidad de
mantener el silenciamiento asociado a telémeros o la activacién constitutiva de
promotores en los que se ha delecionado la secuencia activadora UAS (upstream-
activating sequence)(Fassler y Winston, 1989; Jiang y Stillman, 1992; Suzuki y
Nishizawa, 1994; Jiang et al., 1995).

Recientemente, se ha observado que el complejo SWI/SNEF (Cairns et al.,
1994; Cote et al., 1994), implicado en la remodelacién de la estructura cromatinica
del ADN, estd también asociado a la holoenzima de la ARN polimerasa II
(Wilson et al., 1996) aunque estd en controversia si esto refleja una situacién real
in vivo (Myers et al., 1988; Svejstrup et al., 1997).

1.5.2. Regulacion de la elongacion por la ARN polimerasa 11

La regulacién de la transcripcion por la ARN polimerasa II se da también
en la fase de elongacién (Kane, 1994). La elongaci6n de la transcripcién puede
sufrir “pausas” que producen una parada de la ARN polimerasa II sin que se
libere el transcrito. Algunos activadores transcripcionales funcionan, al menos
~en parte, aumentando la eficiencia de la elongacién de la ARN polimerasa II a
través de los sitios de pausa (Yankulov et al., 1994). Estos sitios de pausa a

11
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menudo se dan en la zona proximal de algunos promotores. Este fenémeno
forma parte de la activacién de dichos promotores, en la que se sintetiza un
pequefio transcrito antes de que se produzca la pausa de la polimerasa (Bentley,
1995). La regulacién de la transcripcién por este mecanismo se observé por
primera vez en el gen hsp70 de Drosophila (Lis y Wu, 1993). La re-activacién de la
transcripcién en el gen hsp70 humano a partir de un sitio de pausa requiere la
accién del complejo remodelador de la cromatia SWI/SNF asi como del
activador HSF1 (Brown et al., 1996; Brown y Kingston, 1997). Un ejemplo en S.
cerevisiae es la activacién por Galdp, que implica la elongacién de un pequefio
transcrito sintetizado por una ARN polimerasa II que permanece bloqueada en
una regién préxima al promotor. Esta activacién requiere la fosforilacién del
CTD de la polimerasa (Akhtar et al., 1996). Estos resultados han llevado a
proponer un modelo segin el cual, en estos genes, existirian dos tipos de
complejos de transcripcién: uno no-procesivo y otro procesivo. En el estado no
activado del promotor la forma predominante seria la no-procesiva, y en el
activado la procesiva. Segin este modelo, la funcién de los activadores
transcripcionales consistiria en aumentar la procesividad del complejo de la
ARN polimerasa (Yankulov ef al., 1994). Esto abre la posibilidad de que algunos
mecanismos de regulacion de la transcripcién que aparentemente operan a nivel
de iniciacién, tengan un componente de regulacién a nivel de elongacién.

Las pausas o bloqueos de la ARN polimerasa pueden deberse a la presencia
de determinadas secuencias, a la disminucién de la concentracién intracelular de
nucleétidos, a errores en la incorporacién de ribonucleétidos, a la formacién de
estructuras secundarias del ARN o a la presencia de proteinas en el ADN, entre
ellas las que determinan la estructura cromatinica (Bentley, 1995). Existen factores
de transcripcién cuya funcién consiste en permitir ala ARN polimerasa II evitar
dichas pausas. Entre estos factores estd TFIIS, que permite avanzar a la polimerasa
a través de sitios de pausa mediante un mecanismo que conlleva el corte del
ultimo nucleétido incorporado en el transcrito naciente (Reines, 1994). El gen
PPR2, que codifica el factor TFIIS en S. cerevisiae, estd conservado en especies tan
divergentes como arqueobacterias, levaduras y humanos (Reines et al., 1996). Los
mutantes ppr2 son sensibles a agentes como el 6-azauracilo que reducen la
concentracion intracelular de ribonucleétidos (Exinger y Lacroute, 1992). Otros
factores implicados en elongacién son TFIIF, la elongina (SIII) y ELL (eleven-
nineteen lysine-rich leukemia). La funcion de estos factores, a diferencia de TFIIS,
no consiste an la liberacién a la ARN polimerasa II de un sitio de pausa. Es
posible que actien aumentando la procesividad de la polimerasa y, por tanto,
disminuyendo la probabilidad de una parada de la transcripcion en sitios cripticos
de pausa (Reines ef al., 1996).

Una barrera importahte para el avance de la transcripcién lo constituye la

- organizacién cromatinica del ADN. La ARN polimerasa II requiere factores
adicionales que permitan la elongacién de la transcripcion a través del ADN

12
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organizado en nucleosomas. Se han identificado diferentes complejos con
capacidad de remodelar la estructura de la cromatina. En levaduras, se ha
implicado al complejo SWI/SNF en remodelacién de la estructura de la
cromatina durante la elongacién de la transcripcién (Brown et al., 1996; Brown y
Kingston, 1997). Otros complejos con actividad de remodelacién de la cromatina
son NURF (Tsukiyama y Wu, 1995) y CHRAC (Varga-Weisz et al., 1997)
purificados a partir de extractos de Drosophila, y el complejo SWI/SNF en
humanos (Kwon et al., 1994; Wang et al., 1996). Estos complejos funcionan
permitiendo el acceso de factores a sus sitios de unién, pero no se ha demostrado
un papel claro en remodelacién de la cromatina durante la elongacion.
Recientemente, se ha aislado a partir de embriones de Drosophila un complejo
que facilita la elongacién de la transcripcién a través de cromatina organizada.
Este factor, denominado FACT (facilitates chromatin transcription), no es
necesario para la formacién del complejo-de iniciacién de la transcripcion ni para
la incorporacién del primer ribonucleétido en el transcrito naciente, pero si es
indispensable para que la polimerasa pueda elongar a través de la cromatina
(Orphanides et al., 1998).

En definitiva, la elongacién de la transcripcién se nos presenta como un
proceso complejo con un papel importante en la regulacion de la transcripcion.

1.5.3. Acoplamiento de la transcripcién a otros procesos metabélicos del ADN

Aunque tradicionalmente se ha estudiado la transcripcién del ADN como
un proceso independiente del resto de fendmenos que se dan en el nicleo de las
células eucaribticas, existen evidencias de un acoplamiento de la transcripcién
con otros procesos metabdlicos del ADN. El ejemplo més paradigmético es el
acoplamiento de la transcripcién con la reparacion a través del factor general de
transcripcién TFIIH en eucariotas. Este factor parece ser responsable de la
fosforilacién del CTD de la ARN polimerasa II y estd implicado en el avance de la
polimerasa a lo largo del ADN durante la iniciacién de la transcripcién mediante
una funcién helicasa. Ademés contiene proteinas de la maquinaria de reparacién
por escisién (NER) acoplada a la transcripcién (Aboussekhra y Wood, 1994;
Cleaver, 1994; Drapkin et al., 1994). La fosforilacién del CTD de la ARN
polimerasa II es esencial para la iniciacién de la transcripcién y para la disociacién
del complejo elongante del resto del complejo protéico ensamblado en el
promotor. La actividad quinasa responsable de la fosforilacién del CTD radica en
la subunidad Kin28p de S. cerevisiae, o en su homéloga CDK7/MO15 en
humanos. Por otro lado, TFIIH posee un actividad helicasa bidireccional
implicada en la elongacién durante la iniciacién de la transcripcién. Las proteinas
identificadas de TFIIH con actividad helicasa son Rad25p/Ssl2p y Rad3p de S.
cerevisiae, cuyas homélogas en humanos son XPB y XPD respectivamente. Estas
-mismas helicasas son fundamentales para un tipo especifico de reparacién por
escision denominado “reparacién acoplada a transcripcién” o TCR (del inglés
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transcription-coupled repair). Este mecanismo de reparaciéon implica la
eliminacién de dafios en el ADN por escisién de un oligonucleétido que
contiene la/s base/s dafiada/s y nueva sintesis de ADN. El proceso requiere la
actividad helicasa proporcionada por Rad25p (XPD) y Rad3p (XPB), que se acoplan
con el resto de la maquinaria de reparacién por escisién (Svejstrup et al., 1996;
Hoeijmakers et al., 1996). El mecanismo de TCR se da en aquellas regiones del
genomio con actividad transcripcional y concretamente en la cadena que se
transcribe. Mutaciones en los genes homélogos humanos son responsables de
enfermedades como la xeroderma pigmetosum, cuyos sintomas estdn
relacionados con defectos en reparacién de ADN. En este tipo de enfermedades se
observan a menudo sintomas “colaterales” més facilmente atribuibles a defectos
transcripcionales motivados por un factor TFIIH no funcional que a defectos en
reparacién (Bootsma y Hoeijmakers, 1993).

Otro fenémeno que sugiere una asociacién entre la transcripcién y la
reparacion, es la relacién entre la actividad transcripcional y la tasa de mutacién.
En levaduras se han detectado altos niveles de mutacién en genes que son
activamente transcritos (Datta y Jinks-Robertson, 1995). En mamiferos, el
mecanismo de hiper-mutacién implicado en la produccién de las
inmunoglobulinas estd asociado a la transcripcién de sus genes (Goyenechea et al,
1997).

I.6. Recombinacién y transcripcién en mutantes hpriA

La relacién entre los distintos procesos metabdlicos del ADN, bien por via
directa mediante una asociacién entre las distintas maquinarias moleculares, o
bien de forma indirecta como consecuencia del efecto que tiene cada proceso
sobre el ADN, es de gran importancia para entender los mecanismos
responsables de la inestabilidad del genomio. Un organismo modelo ideal para
estudiar el origen de la inestabilidad genémica y su relacién con otros procesos
del metabolismo del ADN es la levadura Saccharomyces cerevisiae. El
aislamiento de mutantes de recombinacién en levaduras ha permitido establecer
en muchos casos una relacion entre ésta y otros procesos como la transcripciéon
(ver secci6n 1.4.).

. Entre los genes aislados cuyas mutaciones provocan un aumento de la
inestabilidad gendmica en S. cerevisiae se encuentra el gen HPR1, identificado en
una busqueda de mutantes de levadura con fenotipo de hiper-recombinacién
(Aguilera y Klein, 1989a). Los mutantes hprlA presentan un aumento de
recombinacién especifico de secuencias repetidas directas (Aguilera y Klein, 1990;
Santos-Rosa y Aguilera, 1994), sin ningtin efecto aparente sobre la recombinacién
entre repeticiones invertidas, entre cromosomas homélogos o entre crométidas
~hermanas (Aguilera y Klein, 1989a; Santos-Rosa y Aguilera, 1994). La
recombinacién observada en los mutantes hprlA es parcialmente dependiente
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tanto de RAD52 como de RAD1 (Santos-Rosa y Aguilera, 1994), lo que implica
que se produce por los mismos mecanismos que en estirpes silvestres. La
hipétesis mas plausible consiste en que la carencia de Hprlp en la célula aumenta
la frecuencia de los sucesos que inician el proceso de recombinacién, como son
los cortes de doble cadena o la generacién de extremos libres de ADN. De acuerdo
con esta hipétesis los mutantes hprlA presentan una alta tasa de pérdida de
cromosomas (Santos-Rosa y Aguilera, 1994).

Ademas del fenotipo de recombinacién de hprlA se han definido otros
fenotipos relacionados con la expresion génica como son la termosensibilidad y la
incapacidad de activar la expresién a partir de promotores de diferentes genes
(Fan y Klein, 1994; Zhu et al., 1995). Sin embargo, este defecto en la expresién es
debido a una incapacidad de las estirpes hpr1A4 de transcribir el gen lacZ de E. coli
usado como gen indicador en los experimentos que implicaron originalmente a
Hprlp en activacién de la transcripcién, y no a un efecto directo sobre los
promotores. De hecho, en nuestro laboratorio se ha demostrado un papel de
Hprlp en la elongacién de la transcripcion (Chavez y Aguilera, 1997).

Para que se de hiper-recombinacién entre repeticiones directas de ADN en
los mutantes hprlA es necesario que se produzca transcripcién entre las
repeticiones. El fenotipo de hiper-recombinacién de hpr1A depende del tipo de
secuencia localizada entre las repeticiones (Prado et al., 1997). Asi mismo, los
defectos en la elongacién de la transcripcién observados en los mutantes hprlA
dependen de la naturaleza de la secuencia que se transcribe. El efecto més acusado
se ha observado en secuencias de origen bacteriano como el gen lacZ o regiones
del plasmido pBR322. En estos mutantes existe una relacién directa entre la
incapacidad de transcribir determinadas secuencias de ADN y la hiper-
recombinacién. Aquellas secuencias que pueden ser transcritas en mutantes
hpr1A no confieren hiper-recombinacién cuando estin localizadas entre
repeticiones directas. Por el contrario, secuencias como el gen lacZ, cuya
transcripcion estd fuertemente afectada en mutantes hprlA, provocan un
aumento de hasta 2000 veces en el nivel de deleciones cuando se ubican entre
repeticiones directas (Chavez y Aguilera, 1997). Estos resultados han llevado a
proponer un modelo segin el cual los defectos en la elongacién de la
transcripcién que se dan en los mutantes hprlA provocarian dafios en el ADN
que podrian ser reparados mediante recombinacién entre secuencias repetidas
adyacentes. En el caso de que estas secuencias repetidas no existieran, seria mas
dificil reparar esos dafios, produciéndose un eventual pérdida de la molécula de
ADN dafiada. Esto dltimo explicaria la alta tasa de pérdida de cromosomas
(Santos-Rosa y Aguilera, 1994) y el aumento en la inestabilidad de plasmidos

dependiente de transcripcion observados en estirpes hprlA (Chavez y Aguilera,
1997).

Poco se sabe respecto a la naturaleza molecular del suceso iniciador de
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recombinacién que se produce durante la elongacién en ausencia de Hprlp.
Puede ocurrir que una polimerasa bloqueada genere estructuras més sensibles a
nucleasas endégenas o a dafios producidos por agentes intracelulares que generen
cortes en el ADN. Una alternativa es que se produzca una colisién entre las
magquinarias de transcripcién y replicacién del ADN que genere extremos libres
recombinogénicos, un fenémeno observado en E. coli (Vilette et al., 1995).
También es dificil, a partir de los datos obtenidos hasta ahora, determinar cual es
la funcién exacta de Hprlp en la elongacién de la transcripcion. El hecho de que
Hprlp presente una homologia del 48% en la regién carboxilo terminal con
Toplp, una topoisomerasa de tipo I de ADN, y que los dobles mutantes hpr1 topl,
hprl top2 y hprl top3 crezcan muy mal (Aguilera y Klein, 1990), deja abierta la
puerta para una posible funcién de Hprlp relacionada con topoisomerasas
durante la elongacién. Otra posibilidad es que la proteina Hprlp actiie como un
factor de elongacién aumentando la procesividad de ]Ja ARN polimerasa II o
impidiendo eventuales bloqueos de la maquinaria de transcripcién en sitios
cripticos de pausa (Chavez y Aguilera, 1997).

I.7. Supresores de hpriA

Para conocer més acerca de la funcién de Hprlp se habia realizado en
nuestro laboratorio un aislamiento de mutaciones supresoras del fenotipo hiper-
recombinador de hprlA. Se aislaron 5 grupos de complementacién denominados
hrs (del inglés hyper-recombination suppressor) (Santos-Rosa y Aguilera, 1995).
De entre ellos, s6lo los mutantes hrsl y hrs2 suprimen completamente el
fenotipo de hiper-recombinacién provocado por hprlA. El gen HRS1 se ha
clonado y secuenciado (Santos-Rosa et al., 1996) y ha resultado ser idéntico a
PGD1, un gen clonado paralelamente como un supresor multicopia de una
mutacién supresora de mutaciones en el gen estructural de la ARN polimerasa
mitocondrial, RPO41 (Brohl et al., 1994). Hrslp presenta un dominio de
poliglutaminas en el extremo carboxilo terminal, tipico de factores de
transcripcion. De ahi el nombre PGD1 (Poly-glutamine domain) (Brohl et al.,
1994). Por métodos de inmunofluorescencia se ha demostrado en nuestro
laboratorio que la proteina Hrs1p/Pgdlp es una proteina nuclear. Experimentos
preliminares sugieren un posible papel en expresiéon génica (Santos-Rosa et al.,
1996).

Entre otras caracteristicas interesantes de los geneé hrs, cabe destacar la
sensibilidad al agente alquilante MMS de los mutantes hrs2 en fondo hpriAy el
fenotipo mutador de hrs4 (Santos-Rosa y Aguilera, 1995), lo cual sugiere nuevas

conexiones entre los procesos de recombinacién, transcripcién y reparacion del
ADN '
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L.8. Objetivos

Para comprender la funcién de Hprlp en la célula y el origen de la
inestabilidad de secuencias repetidas en los mutantes hprlA, hemos considerado
objetivos fundamentales, por un lado, clonar el gen HRS2 y caracterizar sus
mutantes nulos, y por otro, definir la funcién del gen HRSI, en particular, la
relacionada con la transcripcién

Ademas, hemos querido identificar nuevos genes de levadura con funcién
andloga o relacionada con Hprlp. Para ello, hemos buscado genes que, localizados
en un pldsmido multicopia, supriman los fenotipos de termosensibilidad y de
transcripcién de los mutantes hprlA. La identificacién de genes funcionalmente
andlogos a HPR1 contribuird a descifrar su funcién en la célula y a entender el
origen de la inestabilidad genémica de‘'las secuencias. repetidas.. Estos factores
ademés de facilitar el avance de la polimerasa durante la elongacién, estan
implicados en la unién de algunos activadores transcripcionales a sus sitios de
unién en los promotores.
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Resultados

I1.1. CLONACION DEL GEN HRS2/SRB2 Y ANALISIS DE RECOMBINACION,
REPARACION Y EXPRESION GENICA EN DIFERENTES MUTANTES srb2

Entre los mutantes hrs aislados por su fenotipo de supresién de la hiper-
recombinacién inducida por hprlA, uno de ellos, el portador de la mutacién
hrs2-1, ademas de ser el tnico junto al mutante portador de la mutacién hrsi-1,
en el que la frecuencia de deleciones en fondo hprlA era similar a la del tipo
silvestre, presentaba sensibilidad al agente alquilante MMS (Santos-Rosa y
Aguilera, 1995). Esto sugerfa una posible funcién del gen HRS2 en reparacién de
ADN. Por otro lado, resultaba interesante su efecto parcial de supresién del
defecto en expresion génica de las estirpes hprlA (Santos-Rosa y Aguilera, 1995).
El conocimiento de la funcién del gen HRS2 contribuirfa a entender cémo la
mutacién hprlA inducia la recombinacién entre repeticiones directas, asi como a
definir una posible relacién entre los procesos de recembinacién, reparacién y
expresién génica en la célula. Decidimos, por tanto, clonar el gen HRS2 y realizar
la caracterizacion funcional tanto del mutante hrs2-1 aislado originalmente,
como de los mutantes nulos hrs2A.

I1.1.1. Clonacién del gen HRS2

Para clonar el gen HRS2 aprovechamos el fenotipo de sensibilidad a MMS
de las estirpes hrs2-1. Transformamos la estirpe haploide hprlA hrs2-1 SS713B-1A
con la genoteca de ADN genémico MW90, construida en el plasmido episémico
YEp351 (Waldherr et al., 1993) y con una genoteca de ADN genémico construida
en el plasmido centromérico pBS32 (F. Spencer y P. Hieter, sin publicar). Ambas
genotecas estaban basadas en el gen LEU2, usado como marcador. Seleccionamos
transformantes Leu+ en medio SC-leu suplementado con 0.017% de MMS.
Seleccionamos aquellas colonias que crecieron en dicho medio como candidatas
portadoras de pldsmidos con un inserto capaz de complementar la sensibilidad a
MMS conferida por hrs2-1. De un total de aproximadamente 80000
transformantes obtenidos con la genoteca MW90 y 27000 con la genoteca basada
en pBS32 seleccionamos 31 candidatos (16 y 15 de cada genoteca respectivamente)
resistentes a MMS. De ellos, 6 transformantes (4 y 2 de cada genoteca
respectivamente) mostraban una correlacién entre el fenotipo Leu+ y la
capacidad de restablecer en el doble mutante hprlA hrs2-1 SS713B-1A tanto la
resistencia a MMS como el fenotipo hiper-recombinador de la mutacién hprlA.
Para determinar el efecto en recombinacion utilizamos el sistema de repeticiones
directas leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k (Figura 4) presente en la estirpe SS713B-1A.
La recombinacién entre las repeticiones de leu2-k causa la pérdida de los genes
ADE2 y URAS3 localizados entre ellas. Los recombinantes forman colonias rojas
(Ade-) y resistentes a FOA (Ura-). En un mutante hprlA la alta frecuencia de
deleciones da lugar a colonias con sectores rojos en medio completo. El
- aislamiento y andlisis de restriccién de los plésmidos de los 6 transformantes
seleccionados revelé que habjamos aislado tres plasmidos diferentes (De los
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Figura 4. Sistema de recombinacién leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k. Localizado en el cromosoma III,
consiste en una repeticién directa de 2.16 kb que contiene el alelo leu2-k. Entre ambas repeticiones
hay un fragmento de 11 kb que contiene los genes ADE2 y URA3 La recombinacién entre las
repeticiones produce la delecién de una de ellas y de la regién intermedia. En las estirpes
utilizadas, las colonias portadoras del sistema son blancas y sensibles a FOA (Ade+ Ura+). Las
células recombinantes se pueden detectar porque dan lugar a colonias rojas y resistentes a FOA (Ade-
Ura-). La linea delgada indica ADN de bacteria. La mutacién leu2-k se representa como una linea

leu2-k ADE2 URAS3 leuz-k
Adet Urat
Recombinacién
leu2-k
r— Ade” Ura®

gruesa vertical.

Figura 5. Estructura de la regién de HRS2/SRB2. (A) Mapas de restriccién de los insertos de los
. tres plasmidos aislados, YCpH18, YEpM4 y YEpM]1, que complementan la mutacién hrs2-1. (B)
Andlisis de distintas deleciones de la regién de HRS2/SRB2. Se muestran los distintos fragmentos
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de los insertos subclonados y su capacidad de complementar la mutacién hrs2-1 (+: complementa; -:
no complementa). El gen HRS2/SRB2 se representa como una flecha que indica el sentido de la
transcripcién del gen. La regién sombreada corresponde al intrén de la zona 5 del gen. Las
abreviaciones de las dianas de restriccién son: B, BamHI; C, Clal; G, BglIl; H, HindIII; K, Kpnl; N,

" Ncol; P, Pstl; R, EcoRL S, Sacll; V, EcoRV: X, Xhol.

candidatos obtenidos con la genoteca MW90, tres de ellos portaban el pldsmido
YEpM]1, y uno el pldsmido YEpM4. Los dos candidatos obtenidos con la genoteca
basada en pBS32 portaban el pldsmido YCpH18). Los mapas de los tres insertos
diferentes se muestran en la Figura 5A. Los tres insertos solapan en una regién
de 1.9 kb. Retransformamos la estirpe hprl1A hrs2-1 SS713B-1A con los tres
plasmidos. En todos los casos los transformantes Leu+ eran resistentes a MMS y
mostraban los niveles de recombinacién propios de una estirpe hpr1A. Segun
este resultado la regién solapante de 1.9'kb complementaba la mutacién hrs2-1.
La delecién de distintas regiones de los fragmentos clonados (Figura 5B),
confirmé que la tnica diana PstI de la regién solapante estaba dentro del gen
HRS2.

I1.1.2. Identificacion de HRS2 como SRB2

Secuenciamos 83 pb desde la diana PstI de la regién de HRS2 hacia la
derecha (Figura 5). La comparacién de la secuencia obtenida con los bancos de
datos GenBank 88.0 y EMBL 42.0 usando el algoritmo FASTA (Pearson y Lipman,
1988) mostr6 que HRS2 era idéntico al gen SRB2 (Koleske et al., 1992), un
componente del complejo SRB del holoenzima de la ARN polimerasa II
(Thompson et al., 1993) (ver Introduccién, seccién L5.1.). El anélisis comparativo
de los mapas de restriccién de nuestros fragmentos clonados con los de la regién
de SRB2 confirmé que nuestros clones contenian el gen SRB2 completo.

I1.1.3. Clonacién de la mutacién hrs2-1

Con objeto de conocer la naturaleza de la mutacién hrs2-1 y para
corroborar que la mutacién estaba en el gen SRB2, decidimos clonar mediante
rescate alélico el alelo hrs2-1 aislado originalmente (Santos-Rosa y Aguilera, 1995)
para posteriormente secuenciarlo. Para ello, cortamos el plasmido pMBH12 con
EcoRV (digestién parcial), de forma que obtuvimos un fragmento lineal de 8 kb
carente de 1145 pb de la regién de SRB2 (357 pb correspondientes a la regién 5
codificante de SRB2) y con Ncol para obtener un fragmento lineal de 8.6 kb
carente de 570 pb de la regién de SRB2 (439 pb correspondientes a la regién 3’
codificante de SRB2)(Figura 6). Usamos ambos fragmentos independientemente
para transformar la estirpe hprlA hrs2-1 SS713B-1A. Los transformantes se
seleccionaron en SC-leu. Obtuvimos 173 transformantes con el fragmento de 8 kb
~de la restriccion con EcoRV. Todos complementaban el fenotipo de
recombinacién de la mutacién hrs2-1, es decir, formaban colonias con sectores
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hrs2-1/srb2-101
B S R vV S K SNV P N R
[ L 11

Ncol

EcoRV

Figura 6. Clonacién de la mutacién hrs2-1/srb2-101. Se muestra la regién del alelo srb2-101 que
corresponde al inserto de pMBH12. La linea vertical gruesa indica la localizacién de la mutacién
(ver Figura 5 para mds detalles). Las lineas finas horizontales indjcan los fragmentos del inserto
presentes en el plasmido pMBH12 tréds digerirlo con Ncol o EcoRV, que se utilizaron para el rescate
alélico de la mutacién srb2-101.

rojos, indicando que el “hueco” habia sido reparado con un fragmento silvestre
de ADN genémico. Con el fragmento de 8.6 kb de la restriccién con Ncol
obtuvimos 1600 transformantes. Ninguno complementaba la mutacién hrs2-1, es
decir, todos formaban colonias blancas y eran sensibles a MMS. Esto indicaba que
el “hueco” habia sido reparado con un fragmento de ADN genémico que
contenia la mutacién hrs2-1. Aislamos los plismidos de 10 de estos
transformantes. Todos mostraban el mismo patrén de restriccién que el plasmido
pPMBHI12. Seleccionamos uno de ellos (pHRS21), al que previamente se le
confirmé su incapacidad de complementar el fenotipo de hrs2-1, para su
secuenciacién. Previamente subclonamos el inserto en dos partes en el plasmido
pRS315, generando los plasmidos pRS-03 y pRS-09 (ver Materiales y Métodos
seccién IV.3.). La secuenciacién de ambos insertos cubria los 490 pb del extremo 3’
de la regién codificante de SRB2, los cuales incluyen la regién recuperada por
rescate alélico. El tnico cambio observado en la secuencia obtenida fue una
transicién de G a A, la cual determina un cambio de Gly por Asp en la posicién
150 de Srb2p. Este resultado confirma que hrs2-1 es un alelo del gen SRB2.
Decidimos re-denominar al alelo hrs2-1, srb2-101.

I1.1.4. Delecién de HRS2/SRB2

Para obtener el mutante nulo srb24 selecionamos el gen SRB2 gendémico
por reemplazamiento génico (Rothstein, 1983). Construimos el alelo mutante
srb2A102::HIS3 reemplazando el fragmento Sacll-PstI de 0.3 kb interno de SRB2
por un fragmento Sacll-Pstl de 1.32 kb que contiene el gen HIS3 (Figura 7A).
Transformamos la estirpe haploide hpr14 W19Y-1B con el fragmento EcoRI-
EcoRI de 2.71 kb del plasmido pSRB35H, que contiene el alelo srb24102::HIS3 y
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Figura 7. Delecién del gen HRS2/SRB2. (A) Estructura del alelo srb2A4102::HIS3. Se sustituyd mn
fragmento interno Sacl-PstI de 310 pb del gen SRB2 por el fragmento BamHI-Xhol de 1.32 kb que
contiene el gen HIS3 para dar lugar al pldsmido pSRB35H tal como se indica en Materiales y
Métodos (seccién IV.3.). El fragmento EcoRI-EcoRI de 2.71 kb que lleva el alelo srb24102::HIS3, se
utiliz6 para transformar la estirpe hpr1A W19Y-1B, tras lo cual se seleccionaron varios
transformantes His+. Las flechas indican la longitud y el sentido de la transcripcién de cada gen. La
regién sombreada corresponde al intr6n de SRB2. Las abreviaturas de los sitios de restriccién son: K,
Kpnl; P, Pstl; R, EcoRI. (B) Andlisis de Southern de la delecién. Se analizaron la estirpe parental
W19Y-1B (W) y tres transformantes His* (1, 2 y 3) de la misma. E1 ADN genémico se digirié con las
enzimas indicadas. Las sondas utilizadas fueron el fragmento BamHI-Xhol de 1.32 kb que contiene
el gen HIS3 (sonda HIS3) y el fragmento interno SacI-PstI de 310 pb del gen SRB2 (sonda SRB2). Los
tres transformantes presentan las bandas de 8.7 kb y 6.5 kb esperadas al cortar con Clal y EcoRV
respectivamente, e hibridar con la sonda HIS3. Las bandas de 3.6 kb y 5.0 kb corresponden al alelo
his3 del cromosoma XV.Como se esperaba, ninguno de los tres transformantes muestra las bandas de
7.4 kb (digestién Clal) y de 2.6 kb (digestién Kpnl) correspondientes a la regién delecionada de
SRB2.
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seleccionamos transformantes His+. Las colonias seleccionadas en medio SC-his
presentaban un tamafio muy pequefio, acorde con la observacién de que la
delecién del gen SRB2 provocaba un crecimiento muy lento de la levadura
(Nonet y Young, 1989). El analisis de Southern de tres transformantes His+
obtenidos confirmé que eran portadores del alelo srb24102::HIS3 (Figura 7B). El
analisis de tétradas del cruce de uno de ellos con la estirpe hprlA srb2-101
WS1971-3D mostrd la segregacion esperada 2His+:2His-. La segregacion del alelo
srb2A102::HIS3 se comprobd, de nuevo, mediante andlisis de Southern a dos
tétradas completas. El patrén esperado para la delecién segregaba coincidiendo
con el fenotipo His+ de las esporas (dato no mostrado).

II.1.5. Recombinacidn en estirpes srb2A4102

Analizamos el nivel de recombinacién de] sistema leu2-k::ADE2-
URA3::leu2-k en 8 esporas procedentes de dos tétradas completas del diploide
anterior, a partir de la formacién de colonias (“papilas”) resistentes a FOA (Ura-).
En todos los casos la cantidad de papilas en SC+FOA era similar a la del tipo
silvestre, indicando que la mutacién srb2A4 suprime el fenotipo hiper-
recombinador de hprlA.

Para cuantificar el efecto de srb2A tanto en recombinacién inducida por
hprlA como en recombinacién espontdnea, determinamos la frecuencia de
deleciones del sistema leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k en distintas estirpes mutantes
(ver Materiales y Métodos secciéon IV.5.). La Tabla 1 muestra que la mutacién
srb2A redujo la frecuencia de deleciones de las estirpes hprlA a niveles silvestres.
Asi mismo, las frecuencias de recombinacién de los mutantes simples srb2-101 y
srb2A102 fueron similares a la del silvestre. Por tanto, SRB2 es necesario para la
formacién de deleciones inducidas por hprlA pero no para la formacién de
deleciones esponténeas.

Para confirmar que el menor nimero de colonias resistentes a FOA (Ura-)
obtenidas de las estirpes hprlA srb2A era una consecuencia directa de un menor
nivel de recombinacién entre repeticiones y no de un artefacto debido al pobre
crecimiento de estas estirpes, decidimos analizar las deleciones del sistema leu2-
k::ADE2-URA3::leu2-k a nivel molecular. Para ello analizamos por Southern
distintas estirpes hpr1A srb2 portadoras de dicho sistema cultivadas en medio rico
YEPD. Como se observa en la Figura 8, las estirpes hprlA mostraron una banda
débil de 7.3 kb que corresponde a la copia simple de leu2-k que queda en el
cromosoma tras la delecién del sistema. Debido a la alta frecuencia a la que esto
sucede en un fondo genético hprl4, esta banda es detectable mediante Southern
en estos mutantes, pero no en estirpes silvestres. En las estirpes hpr1A srb2A102
las tnicas bandas detectables fueron las correspondientes al sistema sin

~delecionar, confirméndose que la delecién de SRB2 suprime el fenotipo de hiper-
recombinacién de hprlA.
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TABLA 1. Frecuencia de deleciones (x106) en el sistema de
repeticiones directas leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k en
diferentes estirpes mutantes hrs2/srb2 en fondos genéticos
silvestre y hpr1A

Genotipo estirpe Frecuencia2
silvestre AYW3-1B 56
A3Y3A 73
W19Y-1B [HPR1] 28
hprlA W19Y-1B + 79000
HDY3-7D [SRB2] 47000
HDSB-2B [SRB2] 130000
hrs2-1(srb2-101) SB71-5A 42
SB71-8A 70
srb24 HDY3-7D [HPRI] 49
HDSB-2B [HPRI] 150
hprlA hrs2-1(srb2-101) HDSB-2A 78
HDSB-2C 64
hprlA srb2A HDY3-7D 130
HDSB-2B 190

aLos recombinantes se seleccionaron en medio SC+FOA, sin leucina en el
caso de estirpes portaras de plasmidos. En estos casos el gen relevante del
plésmido se indica entre corchetes. Los pldsmidos usados fueron YCpA13
para HPR1 y pMBHI12 para SRB2.

I1.1.6. Crecimiento de las estirpes srb2

Aunque los fenotipos de recombinacién conferidos por los alelos srb2-101
y srb2A102 eran similares, las estirpes srb24102 crecian mucho més lentamente
que las estirpes srb2-101. Determinamos el tiempo de generacién de estas estirpes
en medio rico YEPD mediante la determinacién de la D.O.g40 de sus cultivos
liquidos. Este tiempo fue de 92 min. para las estirpes silvestres, 132 min. para las
srb2-101 y 170 min. para las srb24102, tanto en fondo silvestre HPR1 como hprlA.
Este resultado indica que los alelos srb2-101 y srb2A102 no son funcionalmente
equivalentes.
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Figura 8. Analisis de Southern de distintas estirpes portadoras del sistema leu2-k::ADE2-
URA3::leu2-k. El ADN gendémico extraido de las estirpes cultivadas en medio YEPD se digiri6 con
BamHI. Seusé como sonda el fragmento Clal-Sall de 1.6 kb del gen LEU2. Las estirpes analizadas
fueron: W19Y-1B (carril 1), HDY3-7C (carril 2), HDSB-2A (carril 3), HDSB-2B (carril 4), HDSB-
2C (carril 5) y HDSB-2D (carril 6). El genotipo relevante de cada estirpe se muestra en la parte alta
de cada carril. Las bandas de 10.4 kb y 4.9 kb corresponden a las repeticiones de leu2-k del sistema" -
leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k, mientras que la banda de 7.3 kb corresponde a la copia de leu2-k que
queda en el cromosoma tras el suceso de recombinacién.

IL.1.7. Reparacién del ADN en mutantes srb2

Dado que los mutantes hprlA hrs2-1(srb2-101) presentaban un fenotipo de
sensibilidad a MMS (Santos-Rosa y Aguilera, 1995) decidimos analizar la
capacidad de los mutantes srb2A de reparar dafios producidos por luz ultravioleta
(UV) y por MMS (ver Materiales y Métodos, secciones IV.8. y IV. 9.). Como se
observa en la Figura 9, la viabilidad de las estirpes srb2-101 y srb2A102 frente a
diferentes dosis de luz UV fue similar a las de las silvestres SRB2 tanto en fondo
silvestre HPR1 como hprlA. Segtn este resultado, SRB2 no parece estar
implicado en la reparacién de dafios producidos por luz UV.

Para analizar la sensibilidad de los mutantes srb24 al agente
radiomimético MMS, el cual produce cortes de doble cadena en el ADN,
- determinamos la capacidad de las estirpes de formar colonias en YEPD después
de exponerlas a 0.5% de MMS durante diferentes tiempos (exposiciones cortas a
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Figura 9. Curvas de viabilidad después de la exposicién a distintas dosis de radiacién UV. Las
estirpes analizadas fueron: silvestre, A3Y3A (0O); srh2-101, SB71-5A (@); srb24102, HDY3-3D (O);
hpr1A srb2-101, SS713B-1A (&); hprlA srb2A102, HDY3-7D (4); rad-1, AF515-2B @).

alta concentracién de MMS). El mutante nulo srb24102 presentaba niveles de
resistencia a MMS similares a los del silvestre, independientemente de si estas
estirpes eran HPR1 o mutantes hprlA (Figura 10). Esto es diferente de lo que se
habia observado en el mutante srb2-101 (Santos-Rosa y Aguilera, 1995; Figura 10),
claramente sensible a MMS en un fondo hprlA. Sin embargo, en experimentos
de réplica a placas de YEPD+0.02% MMS habiamos observado una ligera
incapacidad de crecimiento de los mutantes srb2A. Decidimos, por tanto,
~ determinar la viabilidad de estas estirpes en YEPD+0.02% MMS (exposiciones
largas a baja concentracién de MMS). Como se observa en la Figura 11, la
mutacién srb2-101 confiere sensibilidad a MMS tanto en fondo silvestre como
hprlA, mientras que la mutacién srb24102 sélo confiere sensibilidad a MMS en
un fondo hprlA. Por tanto, la sensibilidad a MMS de los mutantes srb2 es
especifica de alelo y se manifiesta fundamentaimente cuando se someten las
células a una exposicién continuada de MMS,

I1.1.8. Expresién génica en mutantes srb2

Debido al mal crecimiento de los mutantes srb24 y al hecho de que Srb2p
pertenece al complejo de la holoenzima dela ARN polimerasa II (Koleske et al.,
1992), decidimos analizar la expresién génica en nuestras estirpes mutantes.
Determinamos los niveles de expresion del gen lacZ de E. coli fusionado a un
promotor GALI-CYC1 de levaduras, mediante ensayos de actividad 8-
galactosidasa. Como se observa en la Tabla 2, las mutaciones srb2-101 y srb2A102
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Figura 10. Curvas de viabilidad frente a distintas exposiciones de 0.5% de MMS. Las estirpes
analizadas fueron: silvestre, A3Y3A (O); hpr1A, AYW3-3D (M); srb2-101, SB71-5A (@); stb24102,
HDY3-3D )); hprlA srb2-101, SS713B-1A (A); hprlA srb2A102, HDY3-7D (&); rad52-1, X260-3A ().

-MMS +MMS
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srb2-101
srb2A102
hpriA srb2-101
hpri1A srb24102

rad52-1

Figura 11. Crecimiento en placas de YEPD (-MMS) o YEPD suplementado con 0.02% de MMS
(+MMS). Las estirpes analizadas fueron: AYW3-3D (hpr1A4), SB71-5A (srb2-101), HDY3-3D
(srb2A102), SS713B-1A (hprlA srb2-101), HDY3-7D (hprlA srb2A102) y X260-3A (rad52-1). Se
sembraron 10 pl de cinco diluciones de un cultivo por cada estirpe y placa. El niimero aproximado de

células inoculadas en cada siembra fue, de izquierda a derecha, 3x106, 3x105, 3x10%, 3x103 y 3x102
(este 1ltimo no se muestra en la estirpe control rad52-1).

redujeron esta actividad aproximadamente 3 y 6 veces respectivamente respecto
a la del silvestre. Por otro lado, mientras que la mutacién hrs2-1(srb2-101)
suprimia parcialmente la falta de expresién observada en mutantes hprlA
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(Santos-Rosa y Aguilera, 1995; Tabla 2), la mutacién nula srb24102 no la suprimia
en absoluto (Tabla 2). Por tanto, el efecto sobre la expresién génica de srb2-101 es,
al igual que la sensibilidad a MMS, especifico de alelo.

TABLA 2. Actividad $8-galactosidasa (U) de diferentes
estirpes mutantes srb2 portadoras del plasmido pLGSD5, el
cual contiene el gen LacZ bajo el promotor de GAL1,10

- B-Galactosidasa (U) a
Genotipo Glucosa Galactosa
silvestre 0.29+0.02 1807.5+123.7
hrs2-1(srb2-101) 0:12+0.02 5745+67.1
srb2A 0.17+0.01  301.5%+112.2
hpria 0.05+0.01 15.1+25
hpr1A hrs2-1 (srb2-101) 0.09+0.01 83.1+19.0
hprlA srb2A 0.05+0.01 9.6110.2

a2 Los datos muestran la media y la desviacién tipica de dos
determinaciones distintas. Se analizaron las estirpes AYW3-1B
(silvestre), SS713B-1A transformada con YCpA13 (hrs2-1), HDY3-7D
transformada con YCpA13(srb24), W19Y-1B (hpr1A), SS713B-1A (hprlA
hrs2-1) y HDY3-7D (hprlA srb24). Se obtuvieron resultados similares con
otras estirpes con los mismos genotipos.

I1.1.9. Rezumancia de la mutacién srb2-101

Dada la especificidad alélica de la mutacién srb2-101 en reparacién y
expresién génica y teniendo en cuenta que dicha mutacién producia un cambio
de aminoéacido, nos planteamos la posibilidad de que la proteina Srb2-101p
tuviera actividad rezumante. Para determinar esto, transformamos una estirpe
hpr1A srb2-101 con los plasmidos YEpHRS21 y pHRS21, los cuales llevan el alelo
srb2-101 en multiple niimero de copias o en una sola copia respectivamente (ver
Materiales y Métodos, seccién IV.3.). Analizamos los fenotipos de recorabinacién,
sensibilidad a MMS y expresién génica asociados a mutaciones en SRB2. Como
puede observarse en la Tabla 4, la estirpe hpr1A srb2-101 portadora del alelo srb2-
101 en multicopia presentaba una frecuencia de deleciones 20 veces superior a la
de la misma estirpe con el mismo alelo en el plismido unicopia pHRS21.
Ademas, se volvia mds resistente a MMS (Tabla 4, Figura 12) y presentaba una
menor supresion parcial del defecto en la expresién de la fusién GALI-
CYCl::lacZ de la mutacién hprlA. La complementacion parcial de los fenotipos
de los mutantes srb2-101 por la sobreexpresién de la proteina mutante Srb2-101p
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sugiere que esta tiene una actividad rezumante.

TABLA 3. Caracterizacién genética de diferentes estirpes hprlA srb2-101

-Galactosidasa (U) a

Plasmido Deleciones (x 106) a MMSa Glucosa Galactosa
YEp[-] 56 S 1.01+0.12 193.6 + 28.4
YCp[SRB2] 28000 R 0.78 £0.07 192+26

YCp[srb2-101] 61 S 1.96 +0.49 199.9 £76.6

a La frecuencia de deleciones y los niveles de actividad 8-galactosidasa se obtuvieron como
se explica en las Tablas 1y 2 repectivamente. Los datos de sensibilidad a MMS (R:
resistente; S: sensible) se obtuvieron tal como se indica enla Figura 12. Se analiz6 la estirpe
SS713B-1A (hprlA srb2-101) transformada con YEp351 (YEp[-]), pMBH12 (YCp[SRB2),
pHRS21 (YCp[srb2-101]) o YEpHRS21 (YEp[srb2-101]).

-MMS

YEp[-]
YCp[SRBZ]

YCp[srb2-101]

YEp[srb2-101]

Figura 12. Crecimiento en placas de SC-leu (-MMS) o SC-leu suplementado con 0.017% de MMS
(+MMS) de la estirpe hprlA srb21-101 SS713B-1A transformada con los plasmidos YEp351 (YEp] - ]),
pMBH12 (YCp[SRB2]), pHRS21 (YCp[srb2-101]) o YEpHRS21 (YEp[srb2-101]). Se sembraron 10 ul de
cuatro diluciones de un cultivo por cada transformante y placa. El niimero aproximado de células en
cada siembra fue, de izquierda a derecha, 3x105, 3x10% 3x103 y 3x102.

I1.2. ANALISIS FUNCIONAL DE LA MUTACION hrs1A

El gen HRSI habia sido clonado y secuenciado por complementacién del
fenotipo de supresién de la mutacién hrsl-1 (Santos-Rosa et al., 1996), una
mutacién aislada como supresora del fenotipo de hiper-recombinacién de hpriA
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(Santos-Rosa y Aguilera, 1995). HRS1 es idéntico al gen PGDI, clonado
colateralmente como un supresor multicopia de un supresor de una mutacién
en el gen estructural de la ARN polimerasa mitocondrial, RPO41 (Bréhl et al.,
1994). La proteina Hrslp posee un dominio de poliglutaminas en la regién
carboxilo-terminal, tipico de activadores transcripcionales. De ahi que se la haya
denominado también PGD1 (Poliglutamine domain). El dominio de
poliglutaminas es homélogo a una regién de Galllp y de otros factores
transcripcionales (Santos-Rosa et al., 1996). Esta relacion estructural entre Hrslp y
Galllp, un componente del complejo “mediador” de la holoenzima de la ARN
polimerasa II, junto con el hecho de que Srb2p, otro componente del mismo
complejo, sea también un supresor de la mutacion hprlA (ver Resultados,
seccién IL.1.), podria estar indicando una relacién funcional entre Hrslp y el
“mediador”. De acuerdo con esta hipéGtesis, los mutantes hrslA crecian muy
lentamente y mostraban niveles reducidos de expresion de una fusién GALI-
CYCl1::lacZ (Santos-Rosa et al., 1996). Por todo ello decidimos determinar el
posible papel de HRS1 en transcripcién analizando el efecto de la mutacién hrs14
sobre la regulacién de la transcripcion de diferentes genes.

I1.2.1. Regulacién transcripcional de genes cromosémicos en mutantes hrs1A

Determinamos el efecto de la mutacién hrslA en la transcripcién de
diferentes genes mediante analisis de Northern. Analizamos los niveles de
transcritos de los genes GALI, PHO5, y HSP26, cuya expresion estd regulada por
diferentes factores. La expresién del gen GALI estd regulada por la fuente de
carbono, de forma que se activa por galactosa y se reprime en presencia de glucosa
(St John y Davis, 1981). La expresién del gen PHOS5 se activa ante bajas
concentraciones de fésforo inorgénico en el medio (Rudolph y Hinnen, 1987). La
expresion del gen HSP26 se induce en condiciones de estrés térmico (Chen y
Peterson, 1993). Para preparar el ARN, cultivamos las estirpes silvestres y hrs14
en las condiciones de induccién y represién correspondientes que se explican en
Materiales y Métodos (seccién IV.9.). La Figura 13 muestra que la regulacién de la
expresion de estos genes estaba fuertemente afectada y de forma diferente en cada
caso. De este modo, los niveles de ARNm de GALI en condiciones de induccién
fueron casi indetectables en las estirpes hrs14 (Figura 13A). La cuantificacién por
densitometria de los transcritos mostré niveles 25 veces inferiores a los de las
estirpes silvestres. Por tanto, HRSI es necesario para la completa activacién de la
transcripcién de GALI. La expresién del gen ACT1 no se vié afectada por hrsia
cuando se cultivaron las estirpes en medio con 2% de glucosa (Figura 13A-C). Sin
embargo, se observé una reduccién significativa de sus niveles de ARNm en
presencia de galactosa. De hecho, se habia observado previamente que la fuente
de carbono en el medio influia sobre la expresién del gen ACT1 (McLean et al.,
1995). Nuestros datos indican que HRS1 esta también implicado en la regulacién
de la expresién de ACT1 por fuente de carbono. (Por esta razén, la cantidad de
transcrito de GALI esti normalizada respecto al ARNr 16S; Figura 13A).
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Figura 13. Anélisis de Northern del efecto de la mutacién hrs1A en los niveles de ARNm de genes
endégenos. Se analizaron los genes regulados GAL1 (A), PHOS5 (B) y HSP26 (C) en las condiciones de
represién (-) o activacién (+) descritas en Materiales y Métodos (seccion IV.9.). Las estirpes
analizadas fueron las silvestres A3Y3A (carril 1) y AYW3-1B (carril 2) y las mutantes hrs1A SSAB-
2C (carril 3) y SSAB-4A (carril 4). Las sondas utilizadas en cada caso fueron: un fragmento interno
Aval-Poull de 0.75 kb del gen GALI (A), un fragmento interno EcoRI-PstI de 1.4 kb del gen PHOS (B)
y un fragmento interno PstI-BgIIl de 1.4 kb del gen HSP26 (C). Después de cada hibridacién se
eliminaron las sondas de los filtros y se hibridaron de nuevo con el fragmento Clal de 0.55 kb del gen
ACT1, el cual seus6 como control de la cantidad de ARN cargado en cada pocillo del gel. Debido a
que los niveles de ARNm de ACT1 son inferiores en las estirpes hrsIA cultivadas en medio con
galactosa, se uhiizé la tincién con azul de metileno del ARNr 16S para normalizar la cantidad de
ARN.

La cantidad de transcrito de PHO5 producido en condiciones de induccién
fue claramente inferior en las estirpes hrslA (cuatro veces respecto a la del
silvestre) (Figura 13B). Este resultado se confirmé ensayando la actividad
fosfatasa dcida, determinada por el gen PHOS. La Figura 14 muestra que, en
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condiciones de induccidn, las estirpes hrs1A presentan siete veces menos
actividad que las silvestres. No se observé diferencia alguna en condiciones de
represion. Por tanto, se puede concluir que HRS1 es necesario también para la
completa activacién del gen PHOS.

60
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Figura 14. Actividad fosfatasa 4cida en las estirpes AYW3-1B (silvestre) y SSAB-2C (hrs14)
bajo condiciones de represién e induccién. Los valores de actividad se indican encima de cada
columna. Las condiciones de represién e induccién son las especificadas en Materiales y Métodos
(seccién IV.9.) para el estudio de la expresién dirigida por el gen PHOS5. Se obtuvieron resultados

similares con las estirpes A3Y3A (silvestre) y SSAB-4A (hrs14) (no mostrados). mU.: mili-unidades
de actividad enzimaética.

Finalmente, la cantidad de transcrito del gen HSP26 detectada en
condiciones de induccién, fue 2.4 veces mayor en los mutantes hrs1A que en las
estirpes silvestres (Figura 13C). Esto confiere a HRS1 un papel represor en la
activacion transcripcional del gen HSP26. Por tanto, nuestros datos indican que
HRS1 podria estar implicado en la regulacién de la activacién de la transcripcién
de una forma tanto positiva como negativa.

En condiciones de represién, los niveles de ARNm de GALI, asi como los
de PHOS5 y HSP26, eran indetectables por este método (Figura 13).

I1.2.2. Regulacién de la expresion de fusiones lacZ en mutantes hrs1A

Ademas de los anélisis de Northern del ARNm, una forma de estudiar la
expresidn génica consiste en el andlisis de la expresién de genes “chivatos”
fusionados a diferentes promotores. Uno de estos genes es el gen lacZ de E. coli,
- que determina la actividad 8-galactosidasa, detectable mediante un sencillo
ensayo enzimatico (ver Materiales y Métodos, seccién IV.10.1.).
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Figura 15. Efecto de la mutacién hrs14 sobre la expresién del gen lacZ fusionado a los promotores
de los genes GAL1, PHOS5, HSP26, ENA1, ADH1 y TEF2. Se ensay6 la actividad 8-galactosidasa de
las estirpes AYW3-1B (silvestre) y SSAB-2C (hrslA) transformadas con: (A) plasmidos
p416GALllacZ, pSCh135, pFR70 o 26-YEp, los cuales llevan el gen lacZ bajo el control de los
promotores de GALI (de -416 a -1), PHOS5 (de -541 a +6), ENA1 (de -1381 a -40) y HSP26 (de -1500 a -
1); (B) plasmido p306PHOS5LacZ integrado en el locus URA3 del cromosomaV, el cual lleva la
misma fusién PHOS5::lacZ que pSCH135, y (C) pldsmidos p416ADHlacZ o p426TEFlacZ, los cuales
llevan el gen lacZ bajo el control de los promotores de ADH1 (de -1500 a -1) y TEF2 (de -402 a -1) (los
numeros son relativos al primer nucleétido que se traduce en cada caso). Se analizaron dos
transformantes independientes por estirpe y pldsmido. Se da el valor medio de ambas medidas el
cual se indica encima de cada columna. La desviacién tipica se indica con barras verticales. Las
condiciones de represién e induccién indicadas son las especificadas en Materiales y Métodos
(seccién IV.9.). Se obtuvieron resultados similares con las estirpes A3Y3A (silvestre) y SSAB-4A
(hrs14) (no mostrados). U.: unidades de actividad enzimética.
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Decidimos cuantificar el efecto de la mutacién hrs1A sobre la expresion del
gen lacZ dirigida por los promotores regulables GALI1, PHO5, ENAT y HSP26
mediante ensayos de actividad 8-galactosidasa en estirpes portadoras de dichas
fusiones (Figura 15A). En condiciones de represion, la expresién de GALI::lacZ en
el mutante hrslA fue 3.3 veces mayor que en el silvestre. En condiciones de
induccién la actividad detectada en el mutante cay6 5.7 veces respecto al silvestre
(Figura 15A). Este resultado es consistente con el del anélisis de Northern del gen
GAL1 endégeno (Figura 13A). Por tanto, HRS1 es necesario para la activaciéon del
promotor GAL1 y, en menor medida, para su completa represion.

La expresién de lacZ dirigida por el promotor de PHOS estaba claramente
desreprimida en los mutantes hrs1A en condiciones de represién, en los que se
detecté un aumento de 12.6 veces de la actividad £-galactosidasa respecto a la
estirpe silvestre (Figura 15A). En condiciones de induccién la expresion de
PHOb5::lacZ fue ligeramente superior en el mutante hrs1A (Figura 15A). Este
resultado es contrario al observado para el gen PHO5 endégeno mediante
Northern, en el que la transcripcién en el mutante se inducia en menor medida
que en el silvestre (Figura 13B). En conjunto la expresién de PHOS::lacZ contintia
estando regulada en las estirpes hrs14, aunque dicha regulacién es menos precisa
que en las estirpes silvestres. Asi, mientras que la expresiéon se induce 40 veces
por encima de los niveles de represién en estirpes silvestres, en los mutantes
hrs1A la induccién es de sélo 5.3 veces.

El gen ENAI se activa en condiciones de estrés salino (Mérquez y Serrano,
1996). Los niveles de expresion de la fusién ENAI::lacZ en el mutante hrslA
fueron superiores a los del silvestre tanto en condiciones de represion (6.5 veces)
como de induccién (2 veces) (Figura 15A). De hecho, los niveles de actividad en
hrs1A fueron iguales en condiciones de induccién y represién. Esto

indica que la ausencia de la proteina Hrslp en la célula desreprime la expresién
dirigida por el promotor de ENAI.

La expresion de HSP26::lacZ en el mutante hrs1A fue 3.1 veces superior a la
del silvestre, en condiciones de represi6n, y la mitad en condiciones de activacién
(Figura 15A). De nuevo, aunque la expresién de HSP26 continta estando
regulada en el mutante hrsIA, el patrén de regulacién es mucho mas suave. Asi,
la‘induccién respecto a los niveles basales conseguida en la estirpe silvestre fue
de 13 veces, mientras que en el mutante solamente fue de 2.3 veces.

Los resultados observados en los mutantes hrs1A, en los que en
condiciones de induccién la expresién de PHO5::lacZ determinada por los niveles
de actividad $-galactosidasa, es superior a la del silvestre y ia de HSP26::lacZ es
inferior (Figura 15A), son contrarios a los anélisis de Northern de los respectivos
genes endégenos (Figuras 13B y 13C). Estas diferencias no parecian ser debidas a la
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secuencia de lacZ ya que el resultado obtenido era opuesto en los dos promotores
analizados. Una posible explicacién de esta discrepancia podria ser la diferente
localizacién de los genes transcritos, ya que las fusiones con lacZ estdn localizadas
en plismidos mientras que los genes enddgenos estin localizados en los
cromosomas. Por tanto, decidimos integrar la fusién PHOJ5::lacZ en el
cromosoma V(Figura 15B). En este caso, los niveles inducidos de actividad en el
mutante hrslA fueron la mitad de los del silvestre. Este resultado es similar al
obtenido en el Northern (Figura 13B) y en el ensayo de la fosfatasa 4cida (Figura
14), que reflejan la expresién del gen PHOS5 endégeno, y es contrario a lo
observado con la fusién PHOS::lacZ localizada en el plasmido (Figura 15A). En
condiciones de represion se observé un efecto de desrepresién similar al obtenido
con la fusién localizada en el pldsmido. Por tanto, el efecto de hrs1A sobre la
activacién del promotor PHOS (Figuras 13B 14 y 15A) depende de su localizacién,
plasmidica o cromosémica. <

Es de destacar el hecho de que en el mutante krs1A se observa, en todos los
casos, una desrepresién de los promotores en condiciones en las que estos no
deben expresarse.

Finalmente, HRS1 no parece jugar ningtin papel en la expresion dirigida
por los promotores de los genes ADH1 y TEF2, de expresién constitutiva. La
Figura 15C muestra que los niveles de 3-galactosidasa de las estirpes portadoras
de las fusiones ADHI1::lacZ y TEF2::lacZ fueron similares en estirpes mutantes
hrs1A y silvestres.

Este tipo de efectos, tanto positivos como negativos, sobre la regulacién de
la transcripcién se habian descrito previamente para mutantes en genes
estructurales de algunos factores de transcripcién, en particular aquellos que
codifican las proteinas Galllp/Spt13p (homdloga a Hrslp en el extremo carboxilo
terminal), Sindp/Tsf3p y Rgrlp (Fassler y Winston, 1989; Jiang y Stillman, 1992;
Suzuki y Nishizawa, 1994; Jiang et al., 1995). Estas proteinas forman parte de un
subcomplejo del “mediador” de la holoenzima de la ARN polimerasa II (Li et al.,
1995). Curiosamente, se habia identificado en este subcomplejo una proteina de
un peso molecular de aproximadamente 50 kD, p50, un tamafio similar al
predicho para Hrslp a partir de su secuencia de ADN (Brohl et al.,, 1994) y
observado en la proteina purificada a partir de su sobreexpresiéon en E. coli
(Santos-Rosa et al., 1996). Decidimos, por tanto, investigar si los mutantes hrs14
manifestaban otros fenotipos previamente descritos para mutantes en los genes
correspondientes de estos factores generales de transcripcién, con el objeto de
establecer una posible relacién funcional.

I1.2.3. Fenotipo Gal- y defecto en la produccién de factor o. en mutantes hrs1A

La variedad de genes sobre cuya expresién tiene efecto la mutacion hrs1A
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sugerfa que HRSI podria estar implicado en la regulacién de diferentes rutas
metabdlicas de la célula. Analizamos, por ejemplo, la capacidad de las células

hrs1A de fermentar galactosa o de producir factor sexual a, dos procesos que estan
alterados en mutantes gal11/spt13 (Fassler y Winston, 1989). El mutante hrs1A es
incapaz de fermentar galactosa (fenotipo Gal-), como se deduce del resultado
mostrado en la Figura 16 en el que la estirpe mutante hrs14, al igual que los
mutantes galll, no crecié en medio con galactosa como fuente de carbono en
presencia del inhibidor de la respiracién antimicina A.

YEpGal YEpGal+ant. A

Figura 16. Crecimiento de las estirpe silvestre AYW3-1B (1), hrs14 SSAB-2C (2) y gal114 HWY-
3C (3) en medio YEPGal y en medio YEPGal suplementado con 1 ug/ml de antimicina A (ant. A).

Para determinar la capacidad de producir factor a, realizamos un ensayo de
halo de inhibicién de crecimiento. Este ensayo se basa en el fenémeno de que una

estirpe mutante sst1 detiene el crecimiento en presencia del factor a excretado al

medio por células de sexo o (Fassler y Winston, 1989). En la Figura 17 se observa
que el halo de inhibicién de crecimiento que generan las estirpes hrs14, de
aproximadamente 1 mm de ancho, es menor al generado por una estirpe
silvestre, de aproximadamente 4-5 mm de ancho. Esto refleja una menor

capacidad de las estirpes mutantes hrs1A de producir factor o, al igual que se

habia observado anteriormente en mutantes galll/spt13 (Fassler y Winston,
1989).

I1.2.4. Efecto de hrs1A en silenciamiento

Ya que los mutantes gal11 son incapaces de mantener el silenciamiento
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Figura 17. Efecto de hrs14 en la produccién de factor . Se sembraron en forma de parches las
estirpes silvestres de sexo oo AYW3-1B (1) y A3Y3A (2), hrs1A de sexo o SSAB-2C (3), SSAA-12B (4)
y SSAA-17B (5) y silvestre de sexo a F4 (6), usada como control negativo, sobre un cesped de la
estirpe mutante sst1 RC634, cuyo crecimiento es inhibido por la presencia de factor o en el medio. El
halo de inhibicién del crecimiento alrededor de cada parche de biomasa es una medida indicativa
de la cantidad de factor o producido.

transcripcional asociado a las regiones teloméricas (Suzuki y Nishizawa, 1994),
decidimos determinar el efecto de hrslA sobre el silenciamiento analizando la
capacidad de formar colonias resistentes a FOA de estirpes que llevan la fusién
adh4::UURA3 en el telémero del brazo izquierdo del cromosoma VII. Solamente se
formarian estas colonias cuando el gen URA3 estuviera silenciado. En la Figura
18A se observa que la proporciéon de células resistentes a FOA fue
aproximadamente cuatro 6rdenes de magnitud menor en las estirpes hrs1A que
en la silvestre, similar a lo observado para sir4, usado como control. Por tanto, las
estirpes hrs1A presentan un fenotipo de silenciamiento en telémeros similar al
previamente descrito para gall11/spt13 (Suzuki y Nishizawa, 1994).

Analizamos también el silenciamiento asociado al locus HMR. Para ello,
determinamos la capacidad de estirpes portadoras de la fusién hmr::TRP1 de
crecer en medio SC-trp. La Figura 18B muestra que las estirpes mutantes hrs14, al
igual que las silvestres, son incapaces de expresar el gen TRP1 y por tanto de
crecer en SC-trp. Podemos concluir, por tanto, que la mutacién hrs1A afecta al
silenciamiento asociado a telémeros pero no al que se da en la regiérn HMR, de
forma idéntica a lo que ocurre en mutantes gal11 (Suzuki y Nishizawa, 1994).

IL.2.5. Activacién de promotores UAS- en mutantes hrs1A

Se habia descrito que los mutantes gall1/spt13, rgrl y sind/tsf3 eran
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SC SC-ura SC+FOA

adh4::URA3
hrs1A adh4::URA3
hrs1A adh4::URA3

sir4A adh4::URA3

hrs1A ADH4

hmr::TRP1

hrs1A hmr::TRP1
hrs1Ahmr::TRP1

sirdA hmr::TRP1

Figura 18. Efecto de hrs14 en silenciamiento asociado a telémeros (A) y al locus HMR (B). La

estirpes utilizadas fueron, de arriba a abajo: SAB98-3A (silvestre), SAB98-4B (hrs14), SAB98-2A
(hrs14), YWY98-5C (sir4) y SAB98-3B (hrs14) para el silenciamiento asociado a telémeros y
LSS59-9A (silvestre), LSS59-1D (hrs1A), LSS59-3B (hrs1A) y LY598-1B (sir4) para el
silenciamiento en HMR. Colonias independientes procedentes de placas de YEPD se diluyeron
sucesivamente por factores de 10, se sembraron en los diferentes medios indicados y se incubaron
durante 3 dias (estirpes silvestres) o 6 dias (estirpes hrs1A). La estirpe SAB98-3B esta incluida
como control de que la mutacién hrs14 no impide el crecimiento en SC+FOA.

capaces de activar la transcripcién a partir de promotores carentes del elemento
activador UAS (Chen et al., 1993; Jiang et al., 1995; Jiang y Stillman, 1992).
Decidimos comprobar si este era el caso también para los mutantes hrslA.
insayamos la actividad B-galactosidasa de estirpes portadoras del gen lacZ
fusionado a un promotor de CYCI que carecia del elemento UAS (Wright et al.,
1990). Los niveles de actividad alcanzados con la estirpe mutante hrs1A fueron
simileres a los del silvestre (Figura 19), mientras que en el mutante sin4 fueron
30 veces superiores. Por tanto, a diferencia de los mutantes gal11, sin4 o rgrl, los

mutantes hrs14, no son capaces de activar promotores carentes del elemento
UAS.
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125

CYC1(AUAS)

100 89

B-galactosidasa (U)

silv. hrs1A sindA

5

-1078 \ +4 |—>Iacz

o)

670 -247

Figura 19. Expresién del gen lacZ fusionado aun promotor de CYCI que carece del elemento UAS.
Se ensay6 la actividad B-galactosidasa de las estirpes silvestre A3Y3A, hrs1A SSAB-2C y sin4A
DY1717, transformadas con el plasmido pLGZ, portador de la fusién CYCI(AUAS)::lacZ. Las
estirpes se cultivaron en las condiciones especificadas en Materiales y Métodos (seccién IV.9.) para
el estudio de este promotor. Se analizaron dos transformantes independientes para cada estirpe. Los
valores se indican encima de cada columna y la desviacién tipica de ambas medidas estd indicada
por barras verticales. Se muestra un diagrama de la regién del promotor utilizado, en el que se
indican los elementos UAS delecionados. Los niimeros est4n referidos al primer nucleétido traducido
del gen CYCI. U.: unidades de actividad enzimatica.

I1.2.6. Fenotipo Spt- de las estirpes hrs1A

Dado el fenotipo Spt- (Supresién de inserciones de transposones Ty o
elementos solo-d) de los mutantes gal11/spt13 (Fassler y Winston, 1989) y sin4
(Jiang y Stillman, 1992) determinamos si los mutantes hrslA presentaban el
mismo fenotipo. Obtuvimos mediante cruces genéticos estirpes hrs1A con los
alelos his4-9120 o lys2-1280. Estos alelos consisten en inserciones de elementos
solo-d en la region promotora del gen HIS4 y el extremo 5 del gen LYS2,
respectivamente. En ninguno de los casos se observé reversién del fenotipo de
auxotrofia por la mutacién hrs14, de lo que se deduce que hrs1A no confiere un
fenotipo Spt- con este tipo de inserciones. Sin embargo, el fenotipo Spt- de los
mutantes galll/sptl13, es especifico sobre inserciones de transposones Ty
completos (Fassler y Winston, 1989). Cruzamos estirpes mutantes hrs1A con
estirpes portadoras del alelo lys2-61, que consiste en la insercién de una secuencia
Ty completa en la regién 5 del gen LYS2. El andlisis fenotipico de las esporas
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resultantes indic6 que aquellas que eran mutantes hrsIA siempre presentaban un
fenotipo Lys+. Por tanto, hrs1A confiere un fenotipo Spt- especifico de inserciones
de transposones Ty completos, al igual que ocurre en mutantes gal11/spt13.

I1.2.7. Recombinacién en mutantes gal11A y sindA

La coincidencia en un variado nimero de fenotipos entre las estirpes
hrs1A y los mutantes galll, sin4 y rgrl, planteé la posibilidad de que mutaciones
en alguno de estos genes pudieran tener un efecto en la recombinacién inducida
por hpr1A. Construimos estirpes mutantes gall114 y sin4A, en fondos silvestre y
hpr14, portadoras del sistema leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k (Figura 4). En el fondo
silvestre HPR1, la mutacién hrs1A confiri®é unos niveles de recombinacién entre
10 y 18 veces inferiores a los de estirpes silvestres HRS1 (Santos-Rosa et al., 1996;
tabla 4), mientras que las mutaciones gal11 y sin4d confirieron niveles similares a
los del tipo silvestre. Por tanto, estos dos genes, a diferencia de HRS1 no parecen
jugar ningin papel en recombinacién esponténea entre repeticiones directas. Por
otro lado, sabfamos que la frecuencia de recombinacién en el doble mutante
hpr1A hrs1A era similar a la del mutante simple hrs1A (Santos-Rosa et al., 1996;
Tabla 4). Las frecuencias obtenidas en los dobles mutantes hprlA galllAy hprlA
sin4A fueron 19-36 veces inferiores a las del mutante simple hpr1A (tabla 4). Por
tanto, las mutaciones galllAy sin4A suprimen el fenotipo de hiper-
recombinacién de hprlA aunque lo hacen en menor medida que la mutacién
hrs1A. Esta supresién parcial se ha observado también para mutaciones en los
genes de otros componentes de la holoenzima de la ARN polimerasa II, como
son TFIIB y la subunidad mayor de la ARN polimerasa II (Fan et al., 1996).

Por ultimo, es de destacar el que los dobles mutantes hrs1A galllAy hrslA
sin4A son viables aunque crecen tan mal en medio minimo como los mutantes
simples hrs1A.

I1.3. CLONACION E IDENTIFICACION DE LOS GENES THO1 Y THO2 COMO
SUPRESORES DE hpr1A. ESTUDIO DE LA RECOMBINACION ASOCIADA A
ELONGACION DE LA TRANSCRIPCION EN MUTANTES tho2A

La identificacién de mutantes en factores generales de transcripcién como
supresores del fenotipo de hiper-recombinacién de las estirpes hprlA, sugeria
una relacién HPR1 con la transcripcién por la ARN polimerasa II y establecia una
nueva relacién entre recombinacién y transcripcién. Paralelamente, otras
investigaciones otorgaban a HPR1I una funcién en la elongacién de la
transcripcién (Chdvez y Aguilera, 1997) y sugerian que las paradas o el bloqueo de
la elongaci6én de la transcripcién podrian provocar inestabilidad genémica en
forma de aumento de recombinacién entre secuencias repetidas o de
inestabilidad de pldsmidos (Prado et al., 1996; Chavez y Aguilera, 1997). Para
comprender la funcién de HPR1 en la elongacién de la transcripcién y el
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TABLA 4. Frecuencia de deleciones (x106) en el sistema de
repeticiones directas leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k en estirpes mutantes
hrs1, sin4 y galll en fondos genéticos silvestre y hprlA

Genotipo? Frecuenciab Genotipoa Frecuenciab
HPR1 25 hprl 34000
47 65000
HPR1 hrsl 24 (10) hprl hrsl 92 (3696)
14 (18) 53 (6415)
HPR1 sin4 14 (1.8) hprl sin4 1600 (21
24 (1.0) 1400 (29)
HPR1 galll 12 (3.9 hprl galll 3400 (19)
38 (12 . 1800  (36)

a La estirpes usadas fueron, de arriba a abajo, DAW-2A (HPR1), HWY-7A (HPRI1),
SSAB-2C (hrs1), SSAA-12B (hrs1), DAW-2C (sin4), DAW-1D (sin4), HWY-1C
(gal1l), HWY-7C (galll), DAW-1A (hprl), W19Y-7B (hprl), SSYY4-5C (hprl
hrs1), SSYY4-6D (hprl hrs1), DAW-7A (hprl sin4), DAW-4D (hprl sin4), HWY-2C
(hprl galll) y HWY-9D (hprl galll).

b Los niimeros entre paréntesis indican las veces que caen los valores respecto a los
valores de la estirpe HPR1 o hprl. Para los mutantes hrsl y sin4 se tomaron como
referencia los valores de las estirpes congénicas HPR1 DAW-2A (25) y hprl DAW-1A
(34000). Para los mutantes gal11 se tomaron como referencia los valores de las estirpes
congénicas HPR1 HWY-7A (47) y hprl W19Y-7B (65000).

mecanismo por el que bloqueos de la maquinaria de la transcripcién pudieran
provocar inestabilidad genémica, decidimos buscar genes cuya sobreexpresion
suprimiera el fenotipo transcripcional de los mutantes hprlA.

I1.3.1. Aislamiento de THO1 y THO2 como genes supresores en multicopia de la
termosensibilidad y el defecto en transcripcion de hpriA

Asumiendo que el fenotipo de termosensibilidad de estos mutantes
pudiera ser una consecuencia de los defectos en transcripcién, decidimos
seleccionar genes que, en multicopia, revertieran la falta de crecimiento a 37°C de
una estirpe hpr1A. Transformamos la estirpe hpr1A AYW3-3D con la genoteca
MW90 (Waldherr et al., 1993) basada en el vector multicopia YEp351 y
seleccionamos 24 transformantes de aproximadamente 250000 que crecieron a
37°C en medio selectivo SC-leu. De 19 de estos transformantes aislamos 4
plasmidos cuyos insertos definieron dos regiones genémicas diferentes. Los
insertos de tres de los plasmidos (pSUP4, pSUP6 y pSUP24, aislados de 8, 2y 6
transformantes respectivamente) solapaban en una regién interna de 4.75 kb
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Figura 20. Mapas de restriccién de los insertos de los plasmidos aislados de la genoteca MW90 que
contienen las regiones de THOI (A) y THO2 (B) y de los fragmentos subclonados en el vector
episémico YEp351. Se muestra la capacidad de cada pldsmido de suprimir el fenotipo de
termosensibilidad del mutante hprl14 (+: suprime; -: no suprime). Las flechas corresponden a los
genes THO1 y THO2 y sefialan el sentido de la transcripcién de los mismos. Las abreviaciones de las
dianas de restriccion son: H, HindIll; K, Kpnl; Ks, Kspl; P, PstI; R, EcoRl; Sm, Smal; S, Sall; Xb,
Xbal.

(Figura 20A). El cuarto plasmido (pSUP38, aislado de 3 transformantes) portaba
un inserto de 7.3 kb (Figura 20B). Subclonamos distintos fragmentos de estos
insertos en el plasmido YEp351 (ver Materiales y Métodos, seccién IV.3.) y
transformamos la estirpe AYW3-3D. Los resultados obtenidos indicaron que el
fragmento Xbal-PstI de 2.27 Kb de los tres primeros pldsmidos contenia un gen
con capacidad de suprimir la termosensibilidad de hpriA, y que la diana Xbal
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central del inserto del cuarto plasmido estaba dentro de la regién codificante de
un segundo gen supresor (Figuras 20 y 21). Denominamos a estos genes THO1 y
THO?2 respectivamente (del inglés suppressor of the_transcription defect of hprlA
by overexpression). Secuenciamos 200 y 181 pb de los extremos Xbal'y Pstl
respectivamente del inserto de pSP402 (Figura 20A) y 170 pb del extreno
izquierdo del inserto de pSUP38 (Figura 20B). La comparacién de las secuencias
obtenidas con las bases de datos GenBank y EMBL revelé que THOI1 corresponde
a la regién codificante YER063w en el brazo derecho del cromosoma V (GenBank
n® G731471) y THO?2 a la regién codificante YNL139¢ del brazo izquierdo del
cromosoma XIV, también llamado RLR1I1 (del inglés required for lacZ
RNA)(GenBank n° S59816, Mallet et al., 1995).

YCpA13
/ pSP401 | pSUP4 \

pSUP38 | pSP402 )
pSP383 | pSP381

Figura 21. Crecimiento a 30°C y 37°C de la estirpe AYW3-3D transformada con los pldsmidos
cuyos insertos se describen en la Figura 20, que contienen distintos fragmentos de las regiones de los
genes THO1 y THO2. Como control positivo se usé la estirpe transformada con YCpA13 (plasmido
centromérico que contiene el gen HPR1, ver Materiales y Métodos, seccién IV.3.). En el esquema de la
derecha se indican los pldsmidos transformantes correspondientes a cada zona de las placas.

El gen THO1 codifica una hipotética proteina de 218 aminoécidos (Figura
22A), con un peso molecular de 24.1 kD. En el extremo carboxilo existe una
region de unos 30 aminodcidos enriquecida en aminodcidos basicos (Lys, Asn y
Arg) y en el extremo amino una regién enriquecida en residuos de Leu. Asi
mismo, la hipotética Tholp presenta una regién de 39 aminodcidos homéloga
(63.8% de identidad) a la ribonucleoproteina heterogénea nuclear U de humanos.

El gen THO2 codifica una proteina de 1598 aminoéacidos (Figura 22B), con
un peso molecular de 184 kD. Esta proteina tiene un caracter hidrofébico y posee
dos potenciales dominios transmembrana. Por ltimo, Parece existir un gen

homélogo a THO2 en Schizosacharomyces pombe (regién SPAC22F3.14c).
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MADYSSLTVVQLKDLLTKRNLSVGGLKNELVQRLIKDDEESKGESEVSPQEQNQEQGSEP 60
AATEEPASQONITEKKEVSSEPKETNEPKEENKDVQKPSDGPSATASENEQAAASTAAPAL 120
SPEEIKAKALDLLNKKLHRANKFGQDQADIDSLQRQINRVEKFGVDLNSKLAEELGLVSR 180
KNEPESGNNGKFKNRNKNANNRSRVSKNRRGNRSGYRR 218

MAEQTLLSKLNALSQKVIPPASPSQASILTEEVIRNWPERSKTLCSDFTALESNDEKEDW 60
LRTLFIELFDFINKNDENSPLKLSDVASFTNELVNHERQVSQASIVGKMFIAVSSTVPNI 120
NDLTTISLCKLIPSLHEELFKFSWISSKLLNKEQTTLLRHLLKKSKYELKKYNLLVENSV 180
GYGQLVALLILAYYDPDNFSKVSAYLKEIYHIMGKYSLDSIRTLDVILNVSSQFITEGYK 240
FFIALLRKSDSWPSSHVANNSNYSSLNEGGNMIAANIISFNLSQYNEEVDKENYERYMDM 300
CCILLKNGFVNFYSIWDNVKPEMEFLQEYIQNLETELEEESTKGVENPLAMAAALSTENE 360
TDEDNALVVNDDVNMKDKI SEETNADIESKGKQKTQODILLFGKIKLLERLLIHGCVIPV 420
IHVLKQYPKVLYVSESLSRYLGRVFEYLLNPLYTSMTSSGESKDMATALMITRIDNGILA 480
HKPRLIHKYKTHEPFESLELNSSYVFYYSEWNSNLTPFASVNDLFENSHIYLSIIGPYLG 540
RIPTLLSKISRIGVADIQKNHGSESLHVTIDKWIDYVRKFIFPATSLLONNPIATSEVYE 600
LMKFFPFEKRYFIYNEMMTKLSQDILPLKVSFNKAEREAKSILKALSIDTIAKESRRFAK 660
LISTNPLASLVPAVKQIENYDKVSELVVYTTKYFNDFAYDVLQFVLLLRLTYNRPAVQFD 720
GVNQAMWVQORLSIFIAGLAKNCPNMDISNIITYILKTLHNGNIIAVSILKELIITVGGIR 780
DLNEVNMKQLLMLNSGSPLKQYARHLIYDFRDDNSVISSRLTSFFTDQSAISEIILLLYT 840
LNLKANTONSHYKILSTRCDEMNTLLWSFIELIKHCLKGKAFEENVLPFVELNNRFHLST 900
PWTFHIWRDYLDNQLNSNENFSIDELIEGAEFSDVDLTKISKDLFTTFWRLSLYDIHFDK 960
SLYDERKNALSGENTGHMSNRKKHLIQNQIKDILVTGISHQRAFKKTSEFISEKSNVWNK 1020
DCGEDQIKIFLONCVVPRVLFSPSDALFSSFFIFMAFRTENLMSILNTCITSNILKTLLF 1080
CCTSSEAGNLGLFFTDVLKKLEKMRLNGDFNDQASRKLYEWHSVITEQVIDLLSEKNYMS 1140
IRNGIEFMKHVTSVFPVVKAHIQLVYTTLEENLINEEREDIKLPSSALIGHLKARLKDAL 1200
ELDEFCTLTEEEAEQKRIREMELEETIKNYETACQNEQKQVALRKQLELNKSQRLONDPPK 1260
SVASGSAGLNSKDRYTYSRNEPVIPTKPSSSQWSYSKVTRHVDDINHYLATNHLQKATISL 1320
VENDDETRNLRKLSKQNMPIFDFRNSTLEIFERYFRTLIQNPONPDFAEKIDSLKRYIKN 1380
ISREPYPDTTSSYSEAAAPEYTKRSSRYSGNAGGKDGYGSSNYRGPSNDRSAPKNIKPIS 1440
SYAHKRSELPTRPSKSKTYNDRSRALRPTGPDRGDGFDQRDNRLREEYKKNSSQRSQLRF 1500
PEKPFQEGKDSSKANPYQASSYKRDSPSENEEKPNKRFKKDETIRNKFQTQDYRNTRDSG 1560
AAHRANENQRYNGNRKSNTQALPQGPKGGNYVSRYQRZ 1598

Figura 22. Secuencias de las proteinas Tholp (A) y Tho2p (B) deducidas a partir de las secuencias
de nucledtidos de sus genes respectivos.

A continuacién, analizamos la capacidad de estos clones de suprimir el
defecto en la transcripcién de lacZ causado por hpr1A (Chévez y Aguilera, 1997).
Ensayamos la actividad 8-galactosidasa de la estirpe AYW3-3D portadora de la
~ fusiébn GALI::dacZ, transformada con los plasmidos pSUP4 o pSUP38. Como se
observa en la Figura 23A, las células hpr1A mostraron 13 y 21 veces més actividad
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B-galactosidasa en condiciones de induccién cuando portaban los genes THO1 y
THO2 en multicopia respectivamente. Estos niveles suponen el 7.4% y el 11.8%
de los niveles de la estirpe silvestre, respectivamente. Por tanto, la
sobreexpresion de los genes THO1 y THO2 suprime parcialmente la incapacidad
de las células hpr1A de transcribir el gen lacZ.

Dado que la inestabilidad de las secuencias repetidas en las células hprlA se
debe a defectos en la elongacién de la transcripcién (Chavez y Aguilera, 1997), la
supresién de estos defectos podria suponer a su vez una supresién del fenotipo
de hiper-recombinacién. Sin embargo, los niveles de recombinacién del sistema
leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k en las estirpes hprlA no se vieron significativamente
afectados cuando portaban los genes THO1 y THO2 en multicopia (Figura 23B),
aunque hay que destacar que en el caso de THO2 los niveles fueron
aproximadamente 4.5 veces inferiores a los de la estirpe hprlA. Este resultado es
consistente con la idea de que la transcripcién a través de determinadas regiones

de ADN sigue siendo deficiente en células hpr1A con los genes THO1y THO2 en
muticopia.
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Figura 23. Efecto de la sobreexpresién de THO1 y THO2 en la expresion del gen lacZ y en
recombinacién. (A) Actividades B-galactosidasa de la estirpe hpriA AYW3-3D portadora del
plasmidc pLGSD5, que contiene el gen lacZ fusionado al promotor hibrido GAL1-CYC1, y
transformada con los pldsmidos YEp351 (YEp] - ] usado como control), YCpA13 (YCp[HPR1]), pSUP4
(YEp[THO1]) o pSUP38 (YEp[THO?2]). Las actividades se ensayaron en células cultivadas en las
condiciones de induccién y represion descritas en Materiales y Métodos para este promotor (seccion
IV.9.). Sélo se muestran los valores de expresién inducida (2% de galactosa en el medio). En
condiciones de represién (2% de glucosa en el medio) los valores detectados fueron de
aproximadamente 1 U en todos los casos. Los niimeros corresponden al valor medio de dos
. transformantes independientes. La desviacién tipica se indica con barras verticales. (B) Frecuencias
de recombinacién del sistema leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k en la estirpes AYW3-3D sin transformar
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o transformada con los plasmidos YCpA13 (YCp[HPRI1]), pSUP4 (YEp[THO1]) o pSUP38
(YEp[THOZ2]).

I1.3.2. Expresion del gen lacZ y recombinacién en mutantes tholAy tho2A

Para esclarecer la funcién de los genes THO1 y THO2 en la célula,
generamos los mutantes nulos de ambos genes. Construimos los alelos
tholA::TRP1, tho2A::LEU2 y tho2A::KAN vy los reeplazamos en el genomio de la
levadura por los respectivos alelos silvestres (Figuras 24 y 25).

A | _\
tho1A::TRP1 ‘
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Figura 24. Delecién del gen THOI. (A) Estructura del alelo tholA:TRPI. Se sustituy6 el
fragmento Spel-Dral de 0.7 kb del gen THO1 por un fragmento BgIII-EcoRI de 0.85 kb que contiene el
gen TRP1 para construir el pldsmido pSTH35AT, tal como se indica en Materiales y Métodos (seccién
IV.3.). Se transforms la estirpe diploide generada por el cruce de las haploides AYW3-1B y AWY-
1A oon el fragmento XhoI-Kspl de 2.3 kb de este plasmido, que contiene el alelo tholA::TRPI, y s2
seleccionaron transformantes Trp+. Se indica el gen TRP1 y el fragmento que queda del gen THO1.
Las lineas gruesas correspondena ADN gen6mico. Las abreviaciones de los sitios de restriccién son:
X, Xhol; H, HindIll; R, EcoRI; P, Pstl; Ks, Kspl. (B) Andlisis de Southern de las cuatro esporas de
una tétrada de un diploide transformante Trp+*. El ADN genémico se digirié con BamHI y se hibridé
~con los fragmentos Dral-Spel de 0.31 kb interno de THO1 (sonda THO1) y PstI-Xbal de 0.64 kb

interno de TRP1 (sonda TRP1). Las estirpes analizadas fueron: W33-1A (carril 1), W33-1B (carril 2),
W33-1C (carril 3) y W33-1D (carril 4). En las muestras de las estirpes silvestres (carriles 1 y 2) se
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observa una banda de 7.1 kb al hibridar con la sonda THO1, mientras que dicha banda no aparece en
las estirpes conla delecién (carriles 3y 4). Las estirpes mutantes presentan una bandade 7.35kb al
hibridar con la sonda TRP1, correspondiente al gen TRP1 usado como marcador de la delecién,
ademds de la banda correspondiente al trp1 localizado en el cromosoma IV (banda superior). Los
patrones de bandas esperados para el alelo tholA:TRP1 segregaron coincidiendo con el fenotipo
Trp+de las esporas.

A sm tho2A ::LEU2 HR ¢ sm tho2A ::KAN R
M w
LEU2 KAN
D
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7.16 kb
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Figura 25. Deleciones del gen THO2. (A) Estructura del alelo tho2A::LEU2. Se sustituy6 el
fragmento interno HindIII-Sall de 3.66 kb del gen THO2 por un fragmento Sall-BglII de 2.62 kb, que
contiene el gen LEU2, para construir el plasmido pBSTHO2A, tal como se indica en Materiales y
Métodos (seccién IV.3.). Se transformé la estirpe diploide generada por el cruce de las haploides
isogénicas W303-1A y W303-1B con el fragmento Smal-HindlIII de 3.8 kb de este plasmido que
contiene el alelo tho2A:LEU2 y se seleccionaron transformantes Leut. Se indica el gen LEU2 y los
fragmentos que quedan del gen THO2. Las lineas gruesas corresponden a ADN genémico. Las
abreviaciones de las dianas de restriccién son: Sm, Smal; H, HindIll; R, EcoRlL (B) Andlisis de
Southern de la delecién tho2A::LEU2 a las cuatro esporas de uno de los diploides Leu* de las
esporas. El ADN genémico se digirié con Pstl y se hibridé con los fragmentos HindIII-HindIIl de 3.1
kb interno de THO2 (sonda THO?2) y Clal- EcoRI de 0.48 kb interno de LEU2 (sonda LEU2). Las
estirpes analizadas fueron: WR-3A (carril 1), WR-3B (carril 2), WR-3C (carril 3) y WR-3D (carril
4). En las muestras de las estirpes silvestres (carriles 1y 2) se observa una banda de 7.16 kb al
hibridar con la sonda THO2, mientras que dicha banda no aparece en las estirpes con la delecién
(carriles 3 y 4). Las estirpes mutantes presentan una banda de 6.12 kb al hibridar con la sonda LEU2,
correspondiente al gen LEU2 usado como marcador de la delecién, ademas de la banda
correspondiente al leu2 localizado en el cromosoma III (banda superior). Los patrones de bandas
esperados para el alelo tho24::LEU2 segregaron coincidiendo con el fenotipo Leu+. (C) Estructura
del alelo tho24::KAN. Se reemplaz6 un fragmento de 4.79 kb que constituye el gen THO2 excepto 40
pb por cada extremo, por un fragmento de 1.53 kb que contiene el gen bacteriano KAN1. Para ello se
transformo la estirpe diploide generada por el crucede las haploides isogénicas W303-1A y W303-
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1B, con un fragmento lineal de 1.6 Kb que contiene el gen KAN flanqueado por los 40 pb de cada
extremo de THO?2. Este fragmento se obtuvo por PCR como se indica en Materiales y Métodos (seccién
IV.19.). Tras la transformacién se seleccionaron estirpes resistentes al agente G418, frente al cual
confiere resistencia el gen KAN1. (D) Comprobacién por Southern de la delecién tho2A::KAN de
cuatro esporas de uno de los diploides. La resistencia a G418 segregaba coincidiendo con el patrén de
bandas esperado para la delecién de THO2. E1 ADN genémico se digirié con HindIII y se hibridé con
el fragmento HindIII-HindIIl de 3.1 kb que cubre la regién del gen THO2. Las estirpes analizadas
fueron: RK2-6A (carril 1), RK2-6B (carril 2), RK2-6C (carril 3) y RK2-6D (carril 4). Las estirpes
silvestres (carriles 3y 4) muestran las bandas de 1.25 Kb y 3.15 kb esperadas, que no aparecen en las
estirpes tho2A::KAN.

Los mutantes nulos de ambos genes son viables, indicando que ninguno
de los dos genes es esencial para la célula. Sin embargo, mientras que los
mutantes tholA tienen un tiempo de generacién en medio rico YEPD a 30°C
igual al de la estirpe silvestre (85 min.), los mutantes tho24 crecen con el doble
del tiempo de generacién (180 min.). En medio sélido el mutante tho2A forma
colonias méas pequefias que el silvestre. Esto es claramente observable en la

A

silvestre  tho24 silvestre  tho2a

302 372

Figura 26. (A) Crecimiento de las esporas procedentes de un diploide heterocigoto THO2/thoA. La
segregacién del defecto en crecimiento correlaciona con el marcador KAN utilizado para delecionar
el gen THO?2. (B) Termosensibilidad de los mutantes tho2A. Se muestra el crecimiento de las cuatro
~ esporas de una de las tétradas de A a 30°C y a 37°C.
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germinacién de las tétradas procedentes de un diploide heterocigoto
THO?2/tho2A (Figura 26A). Ademaés, las células tho24, al igual que las hpr1A, son
termosensibles a 37°C (Figura 26B).

El criterio seguido para aislar los genes THO1 y THO?2 establecia que estos
genes podian tener funciones bioldgicas relacionadas con HPR1. Dado que los
fenotipos mas relevantes de los mutantes hpr1A consisten en un defecto en la
elongacién de determinadas secuencias, entre ellas el gen lacZ de E. coli, y un
aumento en los niveles de recombinacién entre secuencias directas repetidas
(Aguilera y Klein, 1990; Santos-Rosa y Aguilera, 1994; Prado et al., 1997; Chavez y
Aguilera, 1997), decidimos analizar la expresién de la construccién GALI:lacZ y
la recombinacién en el sistema leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k en los mutantes
tholA y tho2A. Como se observa en la Figura 27, los niveles de actividad 8-
galactosidasa del mutante tholA fueron similares a lps de la estirpe silvestre
mientras que la actividad detectada en el mutante tho2A cayé drasticamente,
incluso a niveles inferiores a los del mutante hprl1A. Por tanto, solamente la
mutacion tho2A parece afectar a la expresién del gen lacZ de una forma similar a
lo que ocurre en células hprlA.
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Figura 27. Actividad 8-galactosidasa en estirpes mutantes tholA y tho2A transformadas con el
plésmido pLGSD5. Sélo se muestran los valores de expresién inducida. En condiciones de represién
los valores detectados fueron de aproximadamente 1 U en todos los casos. Las estirpes analizadas
fueron AW33-1B (tipo silvestre), AW33-9D (hpr14), AW33-2C (tho14), WR-4B (tho24) y AW33-
~ 8A (hpr1A tholA). Se obtuvieron resultados similares con las estirpes: silvestre WR-4A, tholA
AWB33-9A, tho2A WR-3C y hprlA tholA AW33-14C. Para més detalles ver Figura 23.n. d.: no
determinado.
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Por otro lado, la frecuencia de deleciones del sistema leu2-k::ADE2-
URA3::leu2-k en estirpes mutantes tho2A fue entre 1000 y 2600 veces superior a
las del silvestre (Tabla 5). En mutantes tholA no se observé diferencia
significativa respecto al tipo silvestre. El fenotipo de hiper-recombinacién
observado en el mutante tho2A es incluso un orden de magnitud superior al de
hpr1A. Al igual que en este ultimo, el sistema utilizado permite visualizar el
fenotipo de hiper-recombinacién como la aparicién de sectores rojos en las
colonias debido a la alta frecuencia de pérdida del gen ADE2 (Figura 28). El doble
mutante hprlA tho2A presentd niveles de recombinacién del orden de los del
mutante simple tho2A (Tabla 5). Esta relacién de epistasia sugiere que ambos
genes pueden estar implicados en el mismo proceso biolégico.

TABLA 5. Frecuencia de deleciones (x106) en el sistema
de repeticiones directas leu2-k:: URA3-ADE2::leu2-k en
estirpes mutantes tholAy tho2A en fondos genéticos
silvestre y mutante hpria

Genotipo Estirpe Frecuenciaa
silvestre AW33-12A 53
WRA-7A 62
hprlA AW33-9D 16000 (278)
WRA-24D 25000 (435)
tholA AW33-10B 150 (2.6)
AW33-1D 87 (1.5)
AW33-8C 89 (L.5)
tho2A WRA-4B ' 63000 (1100)
WRA-4D 93000 (1600)
WRA-5A 150000 (2600)
WRA-7B 140000 (2400)
hpr1A tholA AW33-1A 21000 (365)
AW33-2A 18000 (313)
hprlA tho2A WRA-8A 110000 (1900)
WRA-31B 90000 (1500)

4 Los numeros entre paréntesis indican el numero de veces que
aumenta cada valor respecto a la media de los valores del
silvestre.
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silvestre tho2A

Figura 28. Colonias de la estirpe silvestre AW33-12A y tho2A WRA-7B cultivadas en medio SC
con 16 mg/ml de adenina y 75 mg/1 de FOA. En la estirpe tho2A se observan sectores rojos como
consecuencia de la alta frecuencia de pérdida del gen ADE2 por recombinacién.

La supresion de la termosensibilidad y de los defectos en transcripcion de
los mutantes hprl1A por la sobreexpresién de THO1, sugiere que este puede tener
una funcién en la célula relacionada con la de HPRI. Sin embargo, debido a la
ausencia de efectos en expresién génica y recombinacién de la mutacion tholA,
tanto en fondo silvestre como hprlA (Figura 27; Tabla 5), decidimos concentrar
nuestra investigacién en el estudio de la mutacién tho2A.

I1.3.3. Efecto de 1a mutacién tho2A en la transcripcion por la ARN polimerasa I1

El defecto de las células hpr1A en la expresién de la fusién GALI::lacZ se
debe a una incapacidad para transcribir a través de lacZ en lugar de a un efecto en
la activaciéon del promotor GALI. De hecho, los mutantes hprl14 son capaces de
expresar la construccién GAL1::PHO5 (Chavez y Aguilera, 1997). Para determinar
si la mutacién tho2A causaba el mismo defecto en la expresion de GAL1::lacZ que
hpr1A, determinamos los niveles de actividad $-galactosidasa y fosfatasa acida
(codificada por el gen PHOS5) de celulas transformadas con las construcciones
GALI::lacZ y GAL1::PHOS5 localizadas en los plasmidos centroméricos
p416GAlllacZ y pSCh202.

Como se observa en la Figura 29, en condiciones de activaciéon del
promotor GALI, la actividad -galactosidasa en las estirpes tho2A se redujo a
niveles casi indetectables (6% respecto al tipo silvestre), mientras que la actividad
fosfatasa acida detectada alcanzé el 25% de los niveles del silvestre. En
condiciones de represién no se observé diferencia entre ambas estirpes. Este
resultado sugerfa que el promotor GAL1 podria activarse en células tho2A y que
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Figura 29. Expresién de los genes lacZ y PHOS5 fusionados al promotor de GALI. (A) Actividad 8-
galactosidasa de las estirpes isogénicas WR-4A (silvestre), U768-4C (hpr1A), WR-4B (tho24) y
UR-1A (hprlA tho2A) transformadas con el plismido p416GALllacZ, que lleva la fusién
GALI:lacZ. (B) Actividad fosfatasa dcida de las mismas estirpes que antes transformadas en este
caso con el plasmido pSCh202, que lleva la fusién GAL1::PHOS. S6lo se muestran los valores de
expresién inducida. En condiciones de represién los valores detectados en todas las estirpes fueron de

aproximadamente 1 U para la actividad £-galactosidasa y de aproximadamente 5mU para la
actividad fosfatasa acida. Para mas detalles ver Figura 23.
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Figura 30. Actividades B-galactosidasa de la estirpe tho24 RK2-6C portadora del pldsmido
p416GALllacZ y transformada con los pldsmidos YEp351 (YEp[ - ] usado como control), YEp4-A7
(YEp[HPR1]) o pSUP38 (YEp[THO?2]). Sélo se muestran los valores de expresién inducida. En

condiciones de represi6n los valores detectados en todas las estirpes fueron de aproximadamente 1
- U. Para més detalles ver Figura 23.
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la incapacidad de expresar el gen lacZ se deberia a un defecto en la transcripcion a
través de este gen y no a la falta de activacién del promotor. Este mismo defecto
se podria dar sobre la transcripcién de PHOS5, aunque en menor medida. No
obstante, la reduccién al 25% de actividad fosfatasa 4cida de los transformantes
con la fusién GAL1::PHOS5 planteaba la posibilidad de un efecto afiadido de tho24
sobre el promotor.

Los niveles de expresién de las fusiones GALI::lacZ 'y GAL1::PHO5 en los
dobles mutantes hprlA tho2A fueron similares a los de los simples mutantes
tho2A. Esta falta de sinergismo de las dos mutaciones apoya la idea de que ambos
genes esten implicados en el mismo proceso biolégico. La epistasia de tho2A
sobre hprlA podria reflejar un cierto orden de actuacién de ambas proteinas.
Determinamos si la sobreexpresién de HPRI suprimia la falta de expresién de
GALI:lacZ en el mutante tho2A. Transformamos una estirpe mutante tho24,
portadora del plasmido p416GAL1llacZ, con el gen HPR1 subclonado en el vector
multicopia YEp13 (ver Materiales y Métodos, seccién IV.3.). Los niveles de
actividad £3-galactosidasa de este transformante no diferfan de los niveles de la
misma estirpe transformada con el vector (Figura 30) reforzandose, por tanto, la
idea de una “jerarquia” en la accién de ambas protefnas.

Para confirmar que la reduccién de la expresién de lacZ y PHO5 observada
en los experimentos anteriores se debian a defectos transcripcionales y no post-
transcripcionales, determinamos las cinéticas de acumulacién de sus transcritos a
partir del promotor GALI. La Figura 31 muestra que, mientras que en los
mutantes tho2A no se acumuld transcrito de lacZ depués de 250 min. de
induccién del promotor por galactosa, la cantidad de transcrito de PHOS
acumulado en la misma estirpe alcanzé el 17.7% respecto al silvestre. Estos datos
son consistentes con los datos de actividad enzimética (Figura 29) y confirman
que el efecto de tho2A sobre la expresion de GALI::lacZ y GAL1::PHOS se da a
nivel de transcripcién. La diferencia en la acumulacién de ambos transcritos,
teniendo en cuenta que su sintesis estd dirigida por el mismo promotor, sugiere
que el efecto sobre el gen lacZ se debe fundamentalmente a un defecto en
elongacién. De nuevo, la menor acumulacién de ARNm de PHO5 en el mutante
tho2A no nos permite distinguir entre un efecto sobre la elongacién a través del
gen PHOS o a un efecto adicional sobre la activacién del promotor GALI.

Ya que todos los resultados mostrados hasta ahora se refieren a fusiones
con un promotor regulable, como GALI1, localizado en un plasmido
centromérico, nos parecié importante determinar si tho2A afectaba de la misma
manera a la transcripcién de genes constitutivos y de genes localizados en el
cromosoma, especialmente tras los resultados obtenidos del andlisis de los
mutantes hrsIA (secciones I1.2.1 y I1.2.2). Analizamos mediante Northern la
- cinética de acumulacién del ARNm del gen GALI endégeno de la levadura. La
Figura 32 muestra que en células mutantes tho2A se alcanzaron niveles de
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Figura 31. Andlisis de transcripcién de las fusiones GAL1::lacZ y GAL1::PHOS. (A) Anélisis de
Northern del ARNm de lacZ y PHOS5 en las estirpes isogénicas WR-4A (silvestre) y WR-4B
(tho24) transformadas con los plasmidos p416GAL1lacZ y pSCh202. Se parti6é de cultivos de células
enmedio SG/L-ura, los cuales se diluyeron en el mismo medio a una D.O.gqq: 0.5 (estirpe silvestre) o
1.0 (estirpe mutante). En ese momento se afiadié galactosa (Gal) al medio y se tomaron muestras
para extraerles el ARN a los diferentes tiempos indicados. Para las condiciones de represién (Glu)
se preparé ARN de cultivos en SC-ura en fase exponencial de crecimiento. Se usaron como sondas los
fragmentos de ADN BamHI-Hpal de 0.5 kb interno de lacZ (sonda lacZ) y EcoRI-Pstl de 1.5 kb
interno de PHOS (sonda PHOS5). Para determinar la cantidad de ARN cargado en cada pocillo se
hibridaron los fiitros conun fragmento de 589 pb interno del ADNr 28S obtenido por PCR (ARNT).
(B) Cinética de induccién de la expresién de lacZ y PHO5 determinada por la cuantificacién de las
bandas correspondientes a los transcritos de longitud completa de cada experimento de Northern.

Las bandas correspondientes al ARNTr 28S se utilizaron para normalizar los valores. UA: unidades
arbitrarias.
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transcrito de GAL1 del 15.6% respecto al silvestre, un valor similar al obtenido
para la fusién GAL1::PHOS. La cantidad de transcrito del gen ACT1 endégeno en
el mutante tho2A fue de 32-53% respecto al silvestre cuando se cultivaron las
células en medio SG/L (medio minimo con glicerol y lactato como fuente de
carbono. Ver Materiales y Métodos, seccién IV.1.1.) con o sin galactosa (figura 32).
Sin embargo, no se observo diferencia con el tipo silvestre en medio con glucosa.
Estos resultados confirman un efecto general de la mutacién tho2A sobre la
transcripcién, independientemente de la localizacién de los genes, plasmidica o
cromosémica, o de su expresién, inducida o constitutiva.
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Figura 32. Anilisis de transcripcién de los genes GALI y ACT1 endégenos. (A) Anélisis de
Northern del ARNm de los genes GAL1 y ACT1 enddgenos de las estirpes WR-4A (silvestre) y WR-
4B (tho2A4). (B) Cinética de la induccién de la expresién determinada por cuantificacién de las
bandas detectadas en cada experimento de Northern anterior. Se utilizaron como sondas los
fragmentos Poull-Aval de 0.75 kb interno de GAL1 (sonda GAL1) y Clal-Clal de 0.55 kb interno de
ACT1 (sonda ACT1). Para més detalles ver Figura 31.

IL.3.4. Defectos en elongaciéon de la transcripcién independientes de promotor en
mutantes tho2A

Existen genes eucari6ticos que presentan regiones de pausa o bloqueo de la
transcripcion cerca de sus extremos 5’. En estas regiones, la ARN polimerasa II
requiere la accién de activadores transcripcionales para continuar la elongacién
(Eick et al., 1994; Bentley, 1995). Los bloqueos de la elongacién a través del gen
lacZ en el mutante hprlA, sin embargo, son independientes del promotor
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(Chavez y Aguilera, 1997). Partiendo del hecho de que la transcripciéon del gen
PHO5 a partir del promotor GALI en mutantes tho2A se da a niveles superiores
que la del gen lacZ a partir del mismo promotor (Figura 31), decidimos insertar la
region codificante de lacZ en el extremo 3’ de la fusién GAL1::PHO5 en la regién
UTR (untranslated region) de PHOS. En esta nueva fusién GAL1::PHOb5-lacZ la
ARN polimerasa II tiene que transcribir 1.5 kb del gen PHObS antes de entrar en la
regi6n de lacZ. El analisis de Northern mostr6 que las células tho24 no
acumulaban una cantidad detectable de ARNm de completo PHOS-lacZ tras la
induccién de la transcripcién (Figura 33) al igual que lo observado con la
construccién GAL1:lacZ (Figura 31). E1 ARNm total detectado en el Northern
que incluye aquellos transcritos PHOS5-lacZ incompletos que se visualizan en el
gel como un barrido, se acumuld en el mutante tho2A hasta un nivel del 12%
respecto a los del silvestre. Aunque la ARN polimerasa pierde procesividad al
atravesar la regién de lacZ, es capaz de transcribir a través de PHOS5. Por tanto, la
incapacidad de la ARN polimerasa II de elongar la transcripcién a través del gen
lacZ en el mutante tho24, se da independientemente de la distancia de este gen al
promotor desde el cual es transcrito.

GAL1::PHOS5-lacZ 1
silvestre tho24 B
Glu Gal Glu Gal
o 15 40' 100° o 15 40' 100" 10 longitud completa 2 ARN total
PHOS5-lacZ
75
=
[
<5
2
€25
0 0
6 25 50 75 100 0 25 50 75 100
ARNr

tiempo (min.) tiempo (min.)

Figura 33. Anilisis de transcripcién de la fusion GAL1::PHOS5-lacZ. (A) Analisis de Northern de
la fusién GAL1::PHOS5-lacZ en las estirpes RK2-6A (silvestre) y RK2-6C (tho24) transformadas con
el plésmido pSCh212. En este plédsmido el gen lacZ se ha insertado en la regién UTR en el extremo 3’
del gen PHOS, tal como se muestra en el diagrama. Se us6como sonda el fragmento de ADN EcoRI-
Pstl de 1.5 kb interno de PHOS5 (sonda PHOS5-lacZ). (B) Cinética de induccién de la expresién de los
transcritos completos y ARNm total. Para més detalles ver Figura 31.

I1.3.5. Anilisis run-on de la transcripciéon en mutantes tho24

Para confimar un efecto de la mutacién tho2A4 en la elongacién de la
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transcripcién decidimos realizar un analisis run-on de la fusiéon GALI::PHOS-
lacZ en células permeabilizadas (Materiales y Métodos, seccién 1V.18.). Mediante
este analisis es posible cuantificar la cantidad de transcritos de distinta longitud
de un gen en un momento concreto de la transcripcion. En el caso de que la
elongacién se esté parando en uno o varios puntos del gen se observara una
reduccién en la cantidad los de transcritos cuya longitud sobrepase dichos puntos.
Como se observa en la Figura 34, los niveles de transcritos de PHOS-lacZ el
mutante tho2A fueron de alrededor de un 5% respecto al silvestre después de 1
hora de activacién del promotor GALI. Esta reduccion fue detectable a partir del
primer fragmento analizado. Cabe la posibilidad de que en el caso de que se
estuviera dando una parada dentro del gen, esta no se pudiera ser detectar debido
a los bajos niveles de transcripcién Este resultado sugiere que la mutacién tho2A
también afecta a la expresién de GALI: PHOS-lacZ a nivel de iniciacién, aparte de
su efecto en la elongacién. :

AN
1 2 34 5 6 7 & rRNA

ho2A | I 1
= (x100) 3.2 6.2 6.310.0 7.2 2.6 0.0

Figura 34. Andlisis run-on de la transcripcién de GAL1::PHOS5-lacZ. Se analizé el ARN extraido
de las estirpes RK2-6A (silvestre) y RK2-6C (tho24) transformadas con pSCh212. El diagrama
muestra la fusién GAL1:: PHO5-lacZ y los fragmentos de ADN utilizados como sondas (1: EcoRI-
Sspl de 0.55 kb de PHOS5, 2: SspI-EcoRV de 0.47 kb de PHOS5, 3: EcoRV-BgIII de 0.46 kb de PHO5, 4:
BamHI-Hpal de 0.44 kb de lacZ, 5: Hpal-Hpal de 0.62 kb de lacZ, 6: Hpal-Sacl de 0.89 kb de lacZ,
y 7: SacI-EcoRTU de 1.06 kb de lacZ). Una flecha indica el sentido de la transcripcién. Como control de
hibridacién inespecifica se usé ADN de Salmonella (Salmo.). La cantidad de ARN hibridado se
cuantificé y se normalizé con el ARNr hibridado con el mismo fragmento de ADNr utilizado en la
Figura 27 (ARNr). Se muestra la proporcién (en porcentaje) de las intensidades de cada banda

obtenida con el ARN de la estirpe mutante en relacién con la banda de la misma sonda en el
silvestre.
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I1.3.6. Recombinacién asociada a transcripcién en mutantes tho2A

En mutantes hprlA los defectos en la elongacién de la transcripcién
provocan una alta frecuencia de recombinacién entre secuencias repetidas
cuando estas se transcriben (Prado et al., 1997; Chavez y Aguilera, 1997). Dados los
fenotipos de recombinacién y transcripcién de los mutantes tho2A,
comprobamos si en estos mutantes ambos procesos también estaban
relacionados.

Para ello, utilizamos sistemas de recombinacién localizados en plasmidos
centroméricos, basados en repeticiones del gen LEU2 truncadas en las regiones 3’
o 5 (Prado y Aguilera, 1995). Ambas repeticiones comparten una regién de
homologia interna de 0.6 kb. La recombinacién entre ellas da lugar a un gen
LEU2 funcional que posibilita la seleccién en SC-leu de los recombinantes (Figura
35A). Entre ambas repeticiones estin insertadas las secuencias codificantes de los
genes lacZ y PHOS5 estudiadas en los experimentos anteriores, las cuales son
transcritas a partir del promotor del gen LEU2 situado corriente arriba de las
repeticiones. El gen lacZ estd insertado en la misma orientacién que las
repeticiones de leu2 (sistema L-lacZ), mientras que el gen PHOS esta insertado en
la misma orientacién que las repeticiones(sistema L-PHO5) o en la opuesta (L-
PHOb5t) (Chavez y Aguilera, 1997) (Figura 35). En estos sistemas, la maquinaria de
transcripcion tiene que atravesar 760 pb antes de entrar en las secuencias entre las
repeticiones. En el sistema L-PHO5r existe un terminador de la transcripcién
justo después de la primera repeticién, que coincide con el terminador del gen
PHOS5, y que impide que la transcripcién progrese a través de la secuencia
intermedia (Chavez y Aguilera, 1997). Si en los mutantes tho2A se produjeran
bloqueos en la elongacién a través de lacZ y PHOS, y estos bloqueos fueran de la
misma naturaleza que los que se dan en los mutantes hprlA, esperariamos un
efecto de hiper-recombinacién al menos en los sistema L-lacZ y L-PHO5.

Como se observa en la Figura 35B, la frecuencia de recombinacién en el
sistema L-lacZ fue tan alta en la estirpe tho24, que todos los transformantes
habfan perdido la duplicacién (100% de células recombinantes). Como
consecuencia de ello, no se detect6 en el Northern el transcrito que se sintetiza a
partir del promotor de LEU2 y que atraviesa la regién de lacZ, observado en la
estirpe silvestre. En el sistema L-PHOS, los niveles de transcrito del mutante
fueron el 6.7% de los del silvestre, mientras que la recombinacién aument6 700
veces respecto a la del silvestre (el 38% de las células perdieron el sistema)
(Figura 35B). Este resultado sugiere que la elongacién de la transcripcién a través
de PHO) es defectuosa en células tho2A provocando la recombinacién entre las
secuencias repetidas flanqueantes. La mayor frecuencia de recombinacién
observada en el sistema L-lacZ frente al sistema L-PHOS5 es coherente con el
hecho de que en el sistema GALI::PHOS se de un 25% de transcripcién respecto al
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Figura 35. Analisis de transcripcién y recombinacién de los sistemas basados en repeticiones
directas en las estirpes RK2-6A (silvestre) y RK2-6C (tho24). (A) Esquema de la delecién que
~ resulta de la recombinacién entre las repeticiones internas del gen LEU2. El diagrama muestra la
secuencia repetida de 600 pb (regiones sombreadas), la posicién del promotor (P), bien de LEU2
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(PrEt) bien de GALI (Pgar1), y la secuencia de terminacién de la transcripcién de LEU2 (Ter). (B)
Frecuencias de recombinacién y niveles de ARNm determinado por andlisis de Northern de las
estirpes mencionadas transformadas con los plismidos pSCh204, pSCh206 y pSCh207, los cuales
llevan los sistemas L-lacZ, L-PHOS5 y L-PHOSr, respectivamente. Se indica el sentido de la
transcripcién de los genes lacZ y PHOS. Los transcritos sintetizados a partir del promotor de LEU2
(PLEU?) se representan con flechas cuyos extremos 3’ se han hecho coincidir con la posicién de 1a
banda correspondiente en el Northern. (C) Anélisis de Northern y frecuencia de recombinacién de
los sistemas GL-lacZ, GL-PHOS5 y GL-PHOb5r en las mismas estirpes que en B transformadas con los
plasmidos p414GLlacZ, pSG206 y pSG207 respectivamente y cultivadas en condiciones de represién
del promotor GALI (medio SC). En estos sistemas el promotor de LEU2 se ha sustituido por el
promotor de GALI (Pgar1)- La sonda utilizada en By C fue un fragmento Clal-EcoRI de 0.48 kb de
LEU2.Lasonda de ADNr utilizada para normalizar la cantidad de ARN cargado fue la misma que
en la Figura 27. Una barra vertical indica la posicién del transcrito del gen leu2 localizado en el
cromosoma. UA: unidades arbitrarias.

silvestre, frente a los niveles casi indetectables de transcripcién del sistema
GALI:lacZ. En el sistema L-PHObr, en el que la transcripcién no atraviesa PHOS,
se observé un aumento de la recombinacién de 48 veces respecto al silvestre
(Figura 35B). Esto sugiere que la elongacion de la transcripcién a través de LEU2
también estd afectada. De hecho, los niveles de ARNm de este sistema en el
mutante fueron el 12% del silvestre. De nuevo, la diferencia en las frecuencias de
recombinacién entre los sistemas L-PHOS5 (38%) y L-PHOS5r (3.7%) apoya nuestra
hipétesis de que la transcripcién a través de PHOS es defectuosa en los mutantes
tho2A. Es importante tener en cuenta que en estos sistemas la recombinacién
s6lo puede iniciarse dentro de las repeticiones o en la regién intermedia, pero no
fuera de tales secuencias (Prado y Aguilera, 1995). Por tanto, un posible efecto de
la mutacién tho2A sobre el promotor de LEU2, localizado fuera de las
repeticiones, no tendria consecuencias en la recombinacién entre las mismas.

Para confirmar que el aumento en la recombinacién de estos sistemas en
el mutante tho2A era un proceso dependiente de la transcripcién, sustituimos el
promotor de LEU2 por el promotor regulable de GAL1, de forma que fuera
posible abolir la transcripcién en el sistema cultivando las células en condiciones
de represién. A estos nuevos sistemas los denominamos GL-lacZ, GL-PHO5 y GL-
PHOS5r. Como se observa en la Figura 35C, no se detect6 transcrito en ninguno de
los sistemas cuando las células se cultivaron en medio con glucosa como fuente
de carbono (condiciones de represién). La frecuencia de recombinacién en los
mutantes fue similar a la de los silvestres. Sin embargo, mientras que en los
silvestres no se observé diferencia alguna en los niveles de recombinacién
independientemente de que los sistemas se transcribieran o no, en los mutantes
la frecuencia de recombinacién en condiciones de transcripcion (sistemas con el
promotor LEU2) fue entre 57 y 200 veces superior a la que se daba en condiciones
de no transcripcién (sistemas con el promotor GALI en condiciones de
- represién). Este resultado implica que la simple presencia de las secuencias de
lacZ y PHO5 no afecta a la recombinacién entre las secuencias que las flanquean,
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en un fondo mutante tho24, a menos que sean transcritas. La tinica excepcion
destacable es el aumento de 10 veces de la recombinacién en el sistema L-lacZ del
mutante tho2A frente al silvestre, en condiciones de represién del promotor
GAL1. Este aumento puede ser debido a una transcripcion residual del sistema,
independiente del promotor GALI. De hecho, cuando se sobreexpusieron las
membranas de los experimentos de Northern se detectaron sefiales débiles de
transcritos de distintos tamafios (resultado no mostrado). Estos resultados
corroboran la idea de que la hiper-recombinacién inducida por la mutacion
tho2A es dependiente de la transcripcién de la regién implicada en
recombinacién.

I1.3.7. Inestabilidad de plasmidos en células tho2A

Las frecuencias de recombinacién de los sistemas GL-lacZ, GL-PHO5 y GL-
PHOb5r en condiciones de activacién del promotor GALI (medio con galactosa)
no se pudieron determinar debido a que en este medio en la estirpe tho24 los
plasmidos que los portaban eran muy inestables y no se conseguian colonias
transformantes del tamafio suficiente para realizar el experimento. Ya que se
habia descrito que en los mutantes hprlA aumentaba la inestabilidad de
plasmidos de forma dependiente de la transcripcién de dicho plasmido (Chavez y
Aguilera, 1997), nos planteamos la posibilidad de que en los mutantes tho2A se
diera un fenotipo de inestabilidad de pldsmidos asociada a transcripcion similar
al observado para hprlA.

Determinamos la frecuencia de pérdida de los plasmidos centroméricos
p416GALllacZ y pSCh202 portadores de las construcciones GALI::lacZ 'y
GALI1::PHO5, respectivamente, en condiciones de activacién y represién de la
transcripcién a partir del promotor GALI. Los datos que se muestran en la Tabla
6 indican que ambos pldsmidos son muy inestables en células tho2A. Sin
embargo, no nos permiten definir si esta inestabilidad es dependiente de la
transcripcién ya que ambos pldsmidos son inestables incluso en condiciones de
represién. Es probable que la transcripcién constitutiva del gen URA3, presente
en estos plasmidos como marcador de seleccién, esté también afectada en el
mutante tho24, y sea la causa de la inestabilidad observada.

I1.3.8. Supresion de tho2A por srb2A y hrs1A

Si Hprlp y Tho2p poseen funciones relacionadas entre si en el proceso de
elongacién de la transcripcién y su ausencia en la célula provoca inestabilidad
genémica (observada como hiper-recombinacién entre secuencias repetidas e
inestabilidad de plasmidos) a través de un proceso de la misma naturaleza, las
mutaciones srb2Ay hrs14, aisladas como supresoras de las deleciones inducidas
por hprlA, deberian suprimir el fenotipo de hiper-recombinacién de tho2A. Para
determinar si esto era asi, generamos mediante cruces genéticos estirpes dobles
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Tabla 6. Estabilidad mitética de pldsmidos centroméricos en
estirpes mutantes tho2A

Genotipo2 Estabilidad (%)>
p416GALllacZ pSCh202
Glucosa _Galactosa _Glucosa Galactosa
silvestre 64.0 27.0 42.0 220
tho2A 49 2.1 54 1.3

a Se utilizaron las estirpes RK2-6A (silvestre) y RK2-6C (tho24).
b La estabilidad se determiné después de 23 generaciones de crecimiento en
YEPD suplementado con uracilo.

frec. recomb. (x10%)

Figura 36. Supresién del fenotipo de hiper-recombinacién de tho2A por hrs1A y srb2A en el
sistema leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k. Se determinaron las frecuencias de recombinacién (ver
Materiales y Métodos, seccién IV.5.) en las estirpes WRK5-3C (silvestre), WRK5-1C (tho24),
WRKS5-7B (hrs14), WRK5-2D (tho24 hrs14), HDY3-3D (srb24) y WDY3-3C (tho2A srb24).
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mutantes tho2A srb2A 'y tho2A hrs1A portadoras del sistema leu2-k::ADE2-
URA3::leu2-k. Como se observa en la Figura 36, las mutaciones en ambos
componentes del holoenzima de la ARN polimerasa II suprimieron la
recombinacién estimulada por la mutacién tho2A4 de forma idéntica a lo
observado en el mutante hprlA. Este resultado refuerza la idea de que Tho2p y

Hprlp estdn implicadas en el mismo proceso teniendo sus mutaciones nulas
idénticas consecuencias para la célula.
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Discusion

El gen HPR1 es necesario para la estabilidad de secuencias repetidas directas
en S. cerevisize , como lo demuestra el hecho de que los mutantes hpria
presentan una frecuencia de deleciones de hasta 1000 veces la del tipo silvestre
(Aguilera y Klein, 1990). En esta tesis hemos demostrado que mutaciones en
factores generales de transcripcién suprimen el fenotipo de hiper-recombinacién
de hprlA, lo que apoya la idea de que Hprlp juega un papel en transcripcién.
Hemos demostrado que el gen HRS2, supresor de hpr1A (Santos-Rosa y Aguilera,
1995), es SRB2 (Koleske et al., 1992), que codifica un componente del complejo
“mediador” de la holoenzima de la ARN polimerasa II (Koleske y Young, 1994).
Hemos determinado que el gen HRSI, otro supresor de hpr1A (Santos-Rosa et al.,
1996), es un homodlogo funcional de GAL11, SIN4 y RGR1, que codifican
componentes del complejo “mediador” al que pertenece Srb2p. Por tltimo,
hemos identificado dos nuevos genes, THO1 y THO2, relacionados
funcionalmente con HPRI. La delecién del gen THO2 causa los mismos
fenémenos de inestabilidad genémica asociados a transcripcién observados en
mutantes hprlA, lo que convierte a este gen en un analogo funcional de HPR1. El
andlisis genético y molecular de mutantes tho2A nos ha permitido implicar a este
gen en elongacién de la transcripcién por la ARN polimerasa II y en
recombinacién entre secuencias repetidas directas, al igual que ocurre con HPR1
(Prado et al., 1997; Chévez y Aguilera, 1997).

II1.1. La mutacién hrs2-1 estd en el gen SRB2, que codifica un componente de la
holoenzima de la ARN polimerasa II

La mutacion hrs2-1 aislada originalmente suprime completamente el
- fenotipo de hiper-recombinacién de los mutantes hprl1A (Santos-Rosa y Aguilera,
1995). Asi mismo, los dobles mutantes hpr1A hrs2-1 presentan un fenotipo de
sensibilidad al agente alquilante MMS (Santos-Rosa y Aguilera, 1995). En este
trabajo hemos clonado el gen HRS2 por complementacién del fenotipo de
sensibilidad a MMS, y hemos demostrado que HRS2 es SRB2, que codifica uno de
los componentes del complejo “mediador” de la holoenzima de la ARN
polimerasa II (Koleske et al., 1992). Los genes SRB fueron identificados en una
biisqueda de mutantes supresores de mutaciones en el dominio CTD de la ARN
polimerasa II (Nonet y Young, 1989) y definen un conjunto de proteinas que
interaccionan con el CTD. Algunas de estas proteinas forman parte del
“mediador” (Koleske y Young, 1994).

Por otro lado, hemos clonado la mutacién hrs2-1, a la que hemos
denominado srb2-101. Tanto los mutantes puntuales srb2-101 como los nulos
stb2A suprimen totalmente el fenotipo de hiper-recombinacién de hpriAy
presentan defectos similares en la activacién del promotor GAL1,10. Sin
embargo, s6lo la mutacién srb2-101 es capaz de suprimir, aunque parcialmente, el
- defecto transcripcional de hprlA (Tabla 2). Es dificil explicar este resultado en
términos moleculares. Una posibilidad consiste en que la proteina modificada
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Srb2-101p participe en un complejo de transcripcién que funcione de manera
independiente de HPRI. Segtin esta hipétesis, esperariamos que al sobreexpresar
Srb2-101p se favoreciera la formacién de dicho complejo y se potenciara la
transcripcién. Sin embargo, la presencia del alelo srb2-101 en multicopia reduce
los niveles de transcripcién del doble mutante hprlA srb2-101 (Tabla 3), por lo
que no deben descartarse otras explicaciones alternativas.

IIL.2. Implicacién de Srb2p en reparacién de ADN

Hemos observado que los mutantes srb2 estdn afectados en la reparacion
de dafios producidos por el agente MMS. El MMS es un alquilante que, a altas
concentraciones, mimetiza el efecto de los rayos X ya que produce cortes en el
ADN. La sensibilidad a MMS es diferente en los dos alelos mutantes analizados.
Asi, mientras que la mutacién srb2-101 .confiere un fenotipo de sensibilidad a
tratamientos prolongados de MMS tanto en fondo silvestre HPR1 como hpr1A, la
mutacién srb24102 sélo confiere sensibilidad a MMS en el fondo mutante hpriA
(Figura 11). Ademads, el fenotipo de sensibilidad a MMS de los mutantes srb2-101
no estd acompafiado por el crecimiento lento y los bajos niveles de expresion
génica de los mutantes nulos srb2A. Estos resultados sugieren que SRB2 tiene una
funcién en reparacién de ADN que es independiente de su papel en expresion
génica. Por ello, consideramos improbable que la sensibilidad a MMS de los
mutantes srb2 sea una consecuencia indirecta de un efecto sobre la expresién de
genes de reparacién. Esta conclusién es consistente con la observacion de que
mutaciones de falta de funcién de los genes de reparaciéon RAD51, RAD54,
RADS55 y RAD57 confieren un fenotipo de hiper-recombinacién entre
repeticiones directas (McDonald y Rothstein, 1994; Aguilera 1995; Liefshitz et al.,
1995; Rattray y Symington, 1995). Si la sensibilidad a MMS fuera consecuencia de
la reduccién de la expresion de dichos genes RAD, no esperariamos la supresion
del fenotipo hiper-recombinador de los mutantes hprlA.

El efecto de las mutaciones de SRB2 en reparacién afiade una nueva
conexién entre la transcripcién por la ARN polimerasa II y la reparacién de
ADN. Se sabe que algunos polipéptidos del factor de transcripcién TFIIH estan
implicados en la ruta de reparacién por escisiéon (NER), como es el caso de los
genes de levadura RAD3 y RAD25/S5SL2 y sus homélogos humanos XPB y XPD
(Aboussekhra y Wood, 1994; Cleaver 1994; Drapkin et al., 1994). También cabe
destacar el descubrimiento de que la proteina hRad51p, homdloga a RecA de E.
coli, esta presente en el holoenzima de la ARN polimerasa II de células humanas
(Maldonado et al., 1996). Con nuestros datos no es posible discernir si el
mecanismo molecular de reparacién afectado en los mutantes srb2 es el de
reparacion por recombinacién o por escisién. Queda abierta la posibilidad de que
la funcién de reparacién de SRB2 sea la misma funcién necesaria para que se

-produzca la recombinacién inducida por hprlA.
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II1.3. El gen HRS1 determina un nuevo componente de la holoenzima de la
ARN polimerasa II funcionalmente andlogo a GAL11y SIN4

La clonacién y secuenciacién del gen HRSI indicé que la proteina Hrslp
posee un dominio de poli-glutamina y otro de poli-glutamina-alanina en el
extremo carboxilo (Santos-Rosa et al., 1996). Estos dominios son tipicos de factores
de transcripcién y estin implicados en las interacciones proteina-proteina. Esta
regién rica en glutamina de Hrslp es similar a la de Galllp, uno de los
componentes del “mediador” de la holoenzima de la ARN polimerasa II
(Koleske y Young, 1995; Bjorklund y Kim, 1996). GAL11 se habfa aislado como un
activador de la transcripcién de genes del metabolismo de la galactosa (Suzuki et
al., 1988). Asi mismo, este gen se habia aislado de forma independiente como
SPT13, por su fenotipo Spt- sobre inserciones de elementos Ty. El fenotipo Spt-
consiste en la capacidad de algunas mutaciones de suprimir los defectos
transcripcionales causados por la insercién de elementos Ty o solo-d en los
promotores de algunos genes.

Los mutantes hrs1A estan alterados en diferentes procesos metabdlicos lo
que probablemente es debido a su efecto general sobre la regulacién de la
expresién génica. Hemos estudiados los fenotipos Spt-, Gal- (Figura 16), la

produccién de factor o (Figura 17) y el silenciamiento en telémeros (Figura 18).
En todos los casos observamos un efecto de la mutacion hrs1A similar al descrito
en mutantes gal11A. Por tanto, la homologia estructural entre ambas proteinas se
extiende al nivel funcional.

El gen HRS1 funciona como un regulador general de la transcripcién por
la ARN polimerasa II, y aparentemente no cumple ninguna funcién en la
expresién de genes constitutivos. Mediante dos aproximaciones experimentales
distintas como son el andlisis del ARNm de varios genes enddgenos de la
levadura y los ensayos $3-galactosidasa de estirpes portadoras del gen lacZ de E.
coli fusionado a los promotores de dichos genes, hemos comprobado que Hrslp
juega un papel en la activacion de la transcripcién tanto positivo como negativo.
La funcién de Hrslp es independiente de la localizacién de los promotores
analizados, plasmidica o cromos6mica, o de si estos estan fusionados a lacZ o a su
regién codificante natural (Figuras 13-15). Ademds, todos los promotores
fusionados a lacZ estin parcialmente desreprimidos en mutantes hrsl4, lo que
confiere un papel a HRS1 en la represién de la transcripcién (Figura 15). La
expresion a partir de los promotores ADH1 y TEF2, de expresién constitutiva, no
estd afectada en estos mutantes.

Este tipo de efectos tanto positivos como negativos sobre la regulacién de
la transcripcién se habia observado previamente para mutaciones en GALI1I
(Suzuki et al., 1988; Fassler y Winston, 1989), SIN4 (Covitz et al., 1994; Jiang y
Stillman, 1995) y RGR1 (Stiliman et al., 1994; Jiang et al., 1995), genes que
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codifican componentes del “mediador” de la holoenzima de la ARN polimerasa
II (ver Introduccién, seccién 1.5.1). Las proteinas Galllp, Sin4p y Rgrlp forman un
subcomplejo dentro del holoenzima, junto con un factor de aproximadamente 50
kD identificado bioquimicamente y denominado p50 (Li et al., 1995).
Curiosamente, el peso molecular de Hrslp predicho a partir de su secuencia
(Brohl et al., 1994) y observado en la proteina purificada (Santos-Rosa et al., 1996)
era de aproximadamente 49 kD. Estos datos planteaban la posibilidad de que
Hrslp fuera p50.

El grupo de R. Young (MIT, Boston) ha detectado mediante el uso de
nuestros anticuerpos anti-Hrslp (Santos-Rosa et al., 1996) la presencia de Hrslp
en purificaciones de la holoenzima de la ARN polimerasa II, aunque en
concentraciones subestequiométricas con otros componentes de la holoenzima
(C. Wilson y R. Young, comunicacién personal). Por otro lado, el grupo de R.
Kornberg (Stanford) ha purificado recientemente una serie de proteinas,
denominadas “Med”, a partir de componentes asociados a la fraccién libre, no
asociada al ADN, de la ARN polimerasa II (Myers et al., 1998). Utilizando
nuestros anticuerpos anti-Hrslp (Santos-Rosa et al., 1996), este grupo ha
determinado que una de ellas, Med3p, es Hrslp (Myers et al., 1998). Med3p/Hrslp
es el factor p50 asociado a Galllp, Sindp y Rgrlp, que se habia detectado
previamente como un subcomplejo en el holoenzima (Li et al., 1995). Es decir,
nuestras previsiones a partir de datos genéticos, de que Hrslp podria ser el
polipéptido p50 del “mediador” de la ARN polimerasa relacionado con las
proteinas Galllp, Sindp y Rgrlp, se han visto confirmadas a nivel bioquimico.
Por tanto, Hrslp, al igual que Hrs2p/Srb2p, el otro supresor de la hiper-
recombinacién en células hprlA, forma parte de la holoenzima de la ARN
polimerasa II.

El efecto de hrs1A sobre la regulacién de la transcripcién podria estar
relacionado con un efecto sobre la estructura cromatinica del ADN. La mutacién
hrs1A tiene un efecto diferente sobre la activacion de PHO5 y HSP26 (Figuras 13 y
15), dependiendo de si los promotores estin localizados en plismidos o en sus
respectivos loci cromosémicos. Asi mismo, hrslA desreprime los promotores
fusionados a lacZ estudiados (Figura 13). Una organizacién cromatinica diferente
entre plasmidos y cromosomas podria implicar un efecto distinto de hrs1A sobre
su estructura. Teniendo en cuenta que el superenrollamiento del ADN es un
factor determinante en la estructura de la cromatina, es importante mencionar
que el grado de superenrollamiento de plasmidos centroméricos esti afectado en
mutantes hrslA (resultado no mostrado). Este fen6meno se ha observado
también en mutantes sin4 y rgrl (Jiang y Stillman, 1995; Jiang et al., 1995). Por
otro lado, se ha demostrado que el efecto de sin4 en transcripcion es dependiente
de la posicién cromosémica del promotor analizado. Asi, en mutantes sin4 la
- transcripci6n a partir del promotor de HIS5 esta potenciada cuando se ubica en
los loci URA3 o LEU2 pero no cuando est4 en su locus natural (Harashima et al.,
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1995). Es decir, al igual que proponemos para hrs1A, la organizacién cromatinica
podria determinar el efecto de sin4 sobre la expresién génica. A pesar de esta
similitud entre hrs1A y sin4, en los mutantes hrs1A no se da la activacién del
promotor CYCI-AUAS, desprovisto del elemento UAS(Figura 19). Dicha
activacion se ha descrito en los mutantes sin4 (Jiang y stillman, 1992; Chen et al.,
1993), galll, rgr1 (Jiang y stillman, 1995) y en mutantes con alteraciones en la
estructura de la cromatina como spt6/ssn20 (Han y Grunstein, 1988), hhtl, que
codifica la histona H3 (Neigeborn et al., 1987) y en estirpes con niveles bajos de
histona H4 (Prelich y Winston, 1993). Sin embargo, también se han descrito
mutaciones en la histona H4 de S. cerevisine que alteran la estructura
nucleosémica del ADN y desreprimen la expresién del promotor PHOS integro,
pero no la del promotor PHO5-AUAS (Wechser et al., 1997). Aunque estos datos
sugieren una posible relacion entre el fenotipo de transcripcién de hrslA y un
efecto sobre la estructura de la cromatina, no demuestran una funcién directa de
Hrslp en cromatina. Para resolver esta cuestién seria necesario analizar la
estructura nucleosémica de los mutantes hrs1A.

Hrslp podria tener una funcién especifica en telémeros, como se deduce
de que los mutantes hrslA son deficientes en el mantenimiento del
silenciamiento telomérico en el locus adh4::URA3 (Figura 18). Este fendmeno
podria estar relacionado con la elevada frecuencia de deleciones de secuencias
teloméricas observada en mutantes hprl1A (Li y Lustig, 1996). Sin embargo, no
podemos excluir la posibilidad de que el efecto de hrs1A sobre el silenciamiento
telomérico sea una consecuencia de su fenotipo de desrepresién general de la
transcripcién.

Dada la similitud de fenotipos transcripcionales de hrs1A, galll, sin4 y rgrl,
no sorprende que tanto sin4A como galllA supriman el fenotipo de hiper-
recombinacién conferido por hpr1A. Sin embargo y a diferencia de hrs1A, esta
supresién no es completa (Tabla 4). En los dobles mutantes hprlA sindA y hprlA
gall11A se siguen observando unos niveles de recombinacion entre 20 y 30 veces
los del silvestre. Ademads, las mutaciones sin4A y gal11A por si solas no afectan a
la frecuencia de deleciones que se produce de forma espontinea (Tabla 4). El
efecto de estas mutaciones en recombinacién es similar al observado en mutantes
en TFIIB, uno de los componentes del holoenzima de la ARN polimerasa II, y en
la segunda subunidad mayor de la ARN polimerasa II (Fan y Klein, 1994; Fan et
al., 1996), lo cual, por otro lado, corrobora la hipétesis de que la recombinacién
que se produce en ausencia de HPR1 estd mediada por transcriocién. Estos
resultados abren la posibilidad de que Hrslp tenga un papel adicional en
recombinacién entre repeticiones no compartido por otros componentes del
complejo de la ARN polimerasa II

1114, THO1 y THO2, dos nuevos genes relacionados funcionalmente con HPR1
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El hecho de que la sobreexpresién de los genes THO1 y THO2 supriman
parcialmente la incapacidad de estirpes hprlA de transcribir el gen lacZ, sugiere
que THO1 y THO2 estan relacionados funcionalmente con HPRI. Los datos
obtenidos no permiten asignar con claridad una funcién a THO1. Los mutantes
tholA no presentan ningin fenotipo de recombinacién o de transcripcion.
Ademas, no se observa diferencia entre el mutante simple hpr1A4 y el doble tholA
hpr1A. El andlisis de la secuencia de aminodcidos de Tholp tampoco aporta
informacién alguna sobre su posible funcién. No se detectan dominios con
funcién definida ni homologia con ningtin otro gen de las bases de datos. Por el
contrario, el andlisis genético y molecular de las estirpes tho2A sugiere un papel
de THO2 en elongacién de la transcripcion y estabilidad genémica.

IIL.5. Funcién de Tho2p en transcripcién

Las estirpes mutantes tho2A son incapaces de transcribir el gen lacZ de E.
coli, al igual que se habia observado en mutantes hprl1A (Chévez y Aguilera,
1997). Asi mismo, la transcripcién de genes de levadura en estirpes tho2A4
solamente alcanza el 17-37% de los niveles del silvestre, un fenotipo observado
en células hprlA sélo en presencia de 6-azauracilo, un inhibidor de la elongacion
de la transcripcion. Estos resultados son independientes de que los promotores de
los genes estudiados estén localizados en pldsmidos o en sus loci cromosémicos
naturales (Figuras 31-33) y sugieren que Tho2p participa en iniciacién y en
elongacién de la transcripcién. El analisis de run-on de la construcciéon
GAL1::PHOS5-lacZ indica que la iniciacién de la transcripcion esta afectada en los
mutantes tho2A (Figura 34). El andlisis de Northern de distintas construcciones
(Figuras 31 y 33) sugiere, sin embargo, un papel adicional de Tho2p en
elongacién. Asi, cuando insertamos la secuencia de lacZ en la regién UTR del
extremo 3’ del gen PHO5 no observamos acumulacién de ARNm completo en las
células tho2A (Figura 33), al igual que ocurre con la construccién GALI::lacZ
(Figura 31). Esto se puede interpretar como una incapacidad de la ARN
polimerasa II de transcribir el gen lacZ después de haber transcrito las 1.5 kb del
gen PHO5 que le precede. De hecho, PHOS se transcribe en los mutantes tho24,
aunque con menor eficiencia, tanto en el sistema GALI1::PHO5 (Figura 31), como
en el sistema GAL1::PHOS5-lacZ (Figura 33). Por tanto, la drastica reduccién en la
acumulacién de transcrito en células tho2A se observa independientemente del
tipo de promotor analizado, ya sea constitutivo o regulado, o de la distancia entre
éste y las posibles zonas de parada de la polimerasa. Esto sugiere que los mutantes
tho2A estén afectados en elongacién de la transcripcién, del mismo modo que se
ha propuesto para HPR1 (Chévez y Aguilera, 1997).

Los defectos en transcripcién causados por la ausencia de THO2 pueden ser
la causa de que las estirpes mutantes presenten un crecimiento tan lento (Figura
'26A). Estos mismos defectos pueden ser criticos para la correcta expresién de
algunos genes esenciales a altas temperaturas, lo cual explicaria la

74



Discusion

termosensibilidad de las estirpes tho24 (Figura 26B). Los dobles mutantes tho2A
hprlA no muestran sinergismo en los fenotipos de transcripcion vy
recombinacién (Tabla 5, Figura 27). Esto indica que ambos genes funcionan en el
mismo paso de la transcripcién. El hecho de que las mutaciones srb2A'y hrs1A,
supresoras del fenotipo hiper-recombinante de hprlA, también supriman a tho2A
apoya esta conclusién (Figura 36).

Con los datos obtenidos hasta ahora no podemos definir la funcién
concreta de Tho2p en la elongacién de la transcripcion. Creemos que no debe de
ser una funcién relacionada con la de TFIIS ya que Tho2p parece funcionar al
mismo nivel que Hprlp, que es distinto al de TFIIS (Chévez y Aguilera, 1997). De
acuerdo con esto, tho2A no confiere sensibilidad a 6-azauracilo (resultado no
mostrado), como cabria esperar si la actividad de TFIIS estuviera afectada en
estirpes tho2A. Tho2p podria actuar facilitando el avance de la ARN polimerasa a
través de determinadas regiones que podrian constituir sitios de pausa de la
transcripciéon. En cuanto a la naturaleza de estas regiones, se han propuesto
algunas posibilidades como son conformaciones topoldgicas alternativas del
ADN, la formacién de estructuras secundarias en el ARNm, la presencia de
algunas proteinas en el ADN, la estructura en cromatina, o una acumulacién
local de superenrollamiento (Bentley, 1995).

La diferencia entre los efectos que provocan las secuencias de lacZ y la de
PHO5 en células tho2A puede deberse a una diferente organizacién cromatinica.
Sin embargo, dada la diferencia de longitud de la secuencia que ha de ser
transcrita entre el gen lacZ (3 kb) y el gen PHOS5 (1.6 kb), podria ser que las
proteinas Tho2p y Hprlp fueran necesarias para mantener la procesividad de la
ARN polimerasa II. Durante la elongacién de la transcripcién se genera un
superenrrollamiento positivo en el ADN por delante de la ARN polimerasa II,
que debe ser contrarrestado por la accién de topoisomerasas. Podria ocurrir que
en los mutantes tho2A (y hprl1A) este superenrollamiento no pudiera ser relajado
eficazmente, constituyendo una barrera para la ARN polimerasa de mayor o
menor importancia segin la longitud y la estructura del segmento de ADN
transcrito. En este sentido, cabe destacar que los mutantes tho2A toplA, presentan
un crecimiento muy pobre (Gonzélez-Barrera y Aguilera, sin publicar).

La proteina Tho2p, asi como Hprlp, podria asociarse a la maquinaria de
transcripcion al pasar por regiones potenciales de pausa o bloqueo, donde una
posible ralentizacién de la elongacién provocara su incorporacién en el complejo
de la ARN polimerasa. Sin embargo, no se puede descartar que ambas proteinas
se ensamblasen a la holoenzima de la ARN polimerasa II en el promotor y
actuasen cuando la ARN polimerasa tuviera que atravesar dichas regiones de
pausa o bloqueo.

Se han identificado varias proteinas que funcionan en la elongacién de la
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transcripcién como son TFIIF, elongina, ELL (eleven-nineteen lysine-rich
leukemia) (Uptain, 1997) o, en mamiferos, la proteina CSB (grupo B del sindrome
de Cockayne) (Balajee et al., 1997; van Gool et al., 1997a). Estas proteinas forman
un complejo ternario con la ARN polimerasa II (Tantin et al., 1997; van Gool et
al., 1997b) y potencian la procesividad de la polimerasa (Selby y Sancar, 1997).
Recientemente se ha identificado un nuevo factor a partir de extractos nucleares
de células HeLa, denominado FACT (facilitates chromatin transcription), que
facilita la elongacién de la transcripcién a través de cromatina organizada en
nucleosomas (Orphanides et al., 1998). El factor FACT estd compuesto de dos
polipéptidos, de 140 y 80 kD, que curiosamente estdn en el mismo rango de los
pesos moleculares estimados de las proteinas Tho2p (180 kD) y Hprlp (81 kD).

Existe un mecanismo de activacién de la transcripcién que implica pausas
de la ARN polimerasa II en la zona préxima a los promotores de algunos genes
tras sintetizar un transcrito corto. Para que continue la transcripcién se requieren
activadores especificos y la presencia de complejos remodeladores de cromatina.
Por ejemplo, las pausas de la elongacién en la zona préxima al promotor del gen
humano hsp70 depende de la presencia de nucleosomas y requiere un complejo
SWI/SNF funcional para liberar la ARN polimerasa (Brown et al., 1996; Brown y
Kingston, 1997). Sin embargo, pensamos que las pausas de la transcripcion
durante la elongacién en mutantes tho24 deben ser de naturaleza diferente a las
que forman parte integral de la fase de iniciacién o estin controladas por
transactivadores (Yankulov et al., 1994), ya que los defectos en elongacién que
observamos son independientes de promotor. La incapacidad de los mutantes
tho2A de transcribir el gen lacZ fusionado al promotor GALI se da también
cuando existe una regién, como el gen PHOS5 de 1.5 kb, entre la secuencia de lacZ
y el promotor (Figura 33).

II1.6. Recombinacién asociada a defectos de elongacion en células tho2A

Los mutantes tho2A presentan un fuerte aumento de la recombinacién
entre repeticiones directas que llega a ser de hasta 2000 veces los niveles silvestres
(Tabla 5, Figura 35). Este fenotipo s6lo se observa en secuencias de ADN en estado
activo de transcripcién. Cuanto mayor es el efecto de tho2A sobre la transcripcién
de la regién situada entre dos secuencias repetidas, mayor es la frecuencia de
recombinacién. Asi, la secuencia de lacZ, que no se transcribe en ausencia de

Tho2p, no puede mantenerse entre repeticiones directas en un mutante tho24
(Figura 35B).

La observacién de que tho2A sélo causa hiper-recombinacién en sistemas
de repeticiones de ADN en los que tiene lugar la transcripcién es consistente con
una funcién de Tho2p en elongacién. La iniciacién de un suceso de
- recombinacién en los sistemas utilizados solo puede ocurrir dentro de las
repeticiones o0 en la regién comprendida entre ellas (Prado y Aguilera, 1995). Si el
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defecto en transcripcion de los mutantes tho2A es el causante de la iniciacion de
la recombinacién, este defecto tiene que darse en las regiones mencionadas, es
decir, una vez que la ARN polimerasa II esta en fase de elongacién, ya que en los
sistemas estudiados la transcripcién se inicia a partir de un promotor (LEU2 o
GAL1) localizado fuera de las repeticiones (Figura 35). Un posible efecto de tho2A
en la iniciacién de la transcripcién no tendria consecuencias sobre los niveles de
recombinacién. La alta inestabilidad de PHO5 cuando se transcribe entre las
repeticiones de leu2 (el 38% de las células pierden el gen PHOS, Figura 35B), que
no se da en ausencia de transcripcién (Figura 35C), es consistente con la idea de la
elongacién de la transcripcién de PHO5 también estd afectada en los mutantes
tho2 A.

Tho2p es importante también para el mantenimiento de pldsmidos
centroméricos. A diferencia del fenotipo de hiper-recombinacién, no hemos
podido establecer que la inestabilidad de pldsmidos en mutantes tho2A sea
dependiente de transcripcién. Cabe la posibilidad de que la inestabilidad de los
plasmidos estudiados pudiera estar asociada a la transcripcién constitutiva del
gen URA3, utilizado como marcador (Tabla 6).

La relacién entre la elongacién de la transcripcion y la recombinacion entre
repeticiones en los mutantes tho2A nos permite proponer un modelo para
explicar la hiper-recombinacién asociada a defectos en la transcripcién, que se
ilustra en la Figura 37. En ausencia de Tho2p, la maquinaria de transcripcion se
quedaria bloqueada en determinadas regiones del ADN. Este complejo bloqueado
podria promover (i) la formacién de cortes de doble cadena o (ii) la parada de la
horquilla de replicacién, de forma similar a lo propuesto para los mutantes
hpr1A (Chavez y Aguilera, 1997).

En el primer caso, una mayor accesibilidad de nucleasas al ADN podria
estimular la produccién de cortes, bien porque se constituyera una cromatina
mdés abierta alrededor de la zona del bloqueo, o bien porque proteinas que
participen en elongacién (por ejemplo, la topoisomerasa I) provocaran cortes en
el ADN. En este contexto, no se puede descartar la posibilidad de que la ARN
polimerasa bloqueada reclutara la maquinaria de recombinacién de una forma
similar a lo que ocurre con la maquinaria de reparacién acoplada a la
transcripcién (Bathia et al., 1996; Hoeijmakers et al., 1996; Friedberg, 1996).

Como segunda posibilidad, la hiper-recombinacién en células tho2A4
podria inducirse por una parada de la horquilla de replicacion tras colisionar con
un complejo de transcripcién bloqueado. La parada de la maquinaria de
replicacién generaria extremos libres de simple cadena con capacidad
recombinogénica, va que equivaldrian a cortes en el ADN que se podrian reparar
por recombinacién (Figura 37). Se ha demostrado en S. cerevisiae que la
replicacién se para transitoriamente en regiones 3° de genes de ARNt cuando
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estos se estdn transcribiendo (Desphande y Newlon, 1996). En E. coli, las altas
frecuencias de deleciones por recombinaci6n ilegitima se asocian con colisiones
entre las maquinarias de transcripcién y replicacién (Vilette et al., 1992) que
parecen generar cortes de doble cadena (Michel et al., 1997). Por tanto, parece
posible que se produzcan deleciones por defectos en la replicacién. Una ADN
polimerasa bloqueada podria “saltar” de una repeticién a la otra para proseguir la
replicacién generando una delecién en la cadena sintetizada (Michel et al., 1997).

@32 Tho2
@ Hprt

Figura 37. Recombinacién inducida por defectos en elongacién en mutantes tho2A y hpr1A. En este
modelo las proteinas Tho2p y Hprlp se asocian a un complejo elongante para atravesar regiones de
pausa de la polimerasa (A). En ausencia de una o ambas proteinas la ARN polimerasa II (Pol II) es
incapaz de atravesar dichas regiones y permanece bloqueada en el ADN (indicado como Pol II
temblando) (B). Este bloqueo provoca el inicio de un suceso de recombinacién, favoreciendo la

formacién de un corte en el ADN o por colisién con la maquinaria de replicacién. Més detalles en el
‘texto.
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II1.7. Supresién de la hiper-recombinacién de hpriA'y tho2A por mutaciones en
Srb2p y Hrslp

La hiper-recombinacién en células tho2A, como en hprlA, es dependiente
de las proteinas Srb2p y Hrslp (Figura 36), dos componentes del complejo
“mediador” de la holoenzima de la ARN polimerasa II. La caracterizacién de los
mutantes hrs (hyperrecombination suppressor) aislados originalmente (Santos-
Rosa y Aguilera, 1995) indicaba que las mutaciones hrs1-1y hrs2-1(srb2-101)
suprimian completamente el fenotipo de hiper-recombinacién de los mutantes
hpr1A. Los trabajos posteriores han mostrado que los mutantes nulos hrs1A
presentan niveles de recombinacién entre repeticiones directas inferiores a los
del silvestre (Santos-Rosa et al., 1996; Tabla 4) lo que sugiere un posible papel de
la proteina Hrslp en recombinacién esponténea (Santos-Rosa et al., 1996). La
proteina Srb2p también es necesaria para la formacién de deleciones inducidas
por hprlA, pero no para las deleciones espontidneas. Los mutantes hrs2-1(srb2-
101), y srb2A presentan niveles silvestres de recombinacién en el sistema leu2-
k::ADE2-URA3::leu2-k, tanto en fondo silvestre HPR1 como hprlA (Tabla 1).

La supresién de la hiper-recombinacién de tho2A y hprlA por stb2A'y
hrs14 podria deberse a que en estos mutantes se formara un tipo de holoenzima
de la ARN polimerasa II insensible a los sitios de pausa o bloqueo descritos
anteriormente. Puede ser que las proteinas Srb2p y Hrslp pertenezcan a la forma
elongante del complejo de transcripcién o que desde el promotor determine una
forma de ARN polimerasa II independiente de Tho2p y Hprlp. Sin embargo, no
creemos que esta variante de ARN polimerasa II elonge a traves de las regiones
de pausa o bloqueo, ya que la construccién TEF2::lacZ (ver Resultados, seccién
I1.2.2) que no se expresa en el mutante hpr1A (Chivez y Aguilera, 1997), tampoco
se expresa en el doble mutante hrs14 hprlA (dato no mostrado). Seria mas
probable que se desensamblase el complejo ternario bloqueado sin provocar el
suceso de recombiancién.

Por ltimo, no se puede descartar que las proteinas Srb2p y Hrslp conecten
fisicamente las maquinarias de reparacion por recombinacién y de transcripcién,
de una forma andloga al acoplamiento de reparacién por escisién a transcripcién
(Hoeijmakers et al., 1996; Friedberg, 1996). En ausencia de estas proteinas no se
darfa recombiracién acoplada a elongacién de la transcripcion.

II1.8. Sumario y perspectivas
La identificacién de un nuevo gen, THO2, cuya mutacién confiere los
mismos fenotipos que hprlA, es una nueva evidencia de que la transcripcién

- puede constituir una fuente de inestabilidad genémica. La existencia de factores
generales de transcripcién que influyen sobre los fenémenos de recombinacién
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asociados a tho2A y hprlA confirma esta idea. Proponemos una explicacion
adicional a las sugeridas previamente para explicar la recombinacién inducida
por transcripcién (ver Introduccién, seccion 1.4.), segin la cual los defectos en
elongacién de la transcripcién causan hiper-recombinacion entre secuencias
repetidas.

En la célula, deben existir otros factores que funcionen durante la
elongacioén de la transcripcién por la ARN polimerasa II y que eviten las paradas
o bloqueos que conducen a una inestabilidad del genomio. Recientemente se ha
descubierto que Sptdp, Spt5p y Sptbép, que forman un complejo protéico, estan
implicadas en elongacién de la transcripcién, tanto en levaduras (Hartzog et al.,
1998), como en células humanas (Wada et al., 1998). En nuestro grupo hemos
demostrado que mutaciones en SPT4 y SPT6 confieren fenotipo hiper-
recombinante entre repeticiones (Malagén y Aguilera, 1996), lo que podria
suponer otro ejemplo de recombinacién inducida por defectos en elongacién.

Mediante el estudio de mutantes en factores transcripcionales y la
identificacién de nuevos genes hemos establecido una relacién entre la
transcripcion y la recombinacién. Sin embargo, quedan atin muchas cuestiones
por resolver. La implicacién real de Srb2p en reparacién de ADN, la naturaleza
del suceso que inicia la recombinacién en ausencia de Tho2p y Hprlp, el
mecanismo molecular de supresién de la hiper-recombinacién de hprlAy tho2A
por stb2Ay hrs1A y la funcién de THO1 en la célula son algunas de ellas. Los
genes y los sistemas de repeticiones utilizados en este trabajo constituyen una
buena herramienta para entender la base molecular de la relacién entre la
transcripcién y la estabilidad del genomio.
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IV.1. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO
IV.1.1. Medios de cultivo para levaduras:

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

Medio rico YEPGal: Idéntico al medio YEPD pero con 2% de galactosa en lugar de
glucosa como fuente de carbono.

Medio minimo SD: 0.17% de bases nitrogeﬁédas (YNB) sin aminoécidos ni
sulfato amoénico; 0.5% de sulfato amoénico; 2% de glucosa.

Medio completo SC: Medio SD suplementado con:los aminodcidos leucina,
triptéfano, histidina y lisind y con las bases nitrogenadas adenina y uracilo a las
concentraciones finales descritas por Sherman et al. (1986). Se especifican aquellos
casos en los que uno o més de estos requerimientos se ha omitido del medio. Por
ejemplo; SC-leu indica medio completo sin leucina..

Medio completo SGal: Idéntico al medio SC pero con 2% de galactosa en lugar de
glucosa como fuente de carbono. La galactosa se filtré y se afiadié al resto de los
componentes una vez autoclavados.

Medio completo SG/L Idéntico al medlo SC pero con 3% de glicerol y 2% de
lactato sédico en lugar'de glucosa como fuente de carbono. El glicerol se filtré y se
afiadi6 al resto de los componentes una vez autoclavados.

Medios sin fosfato (-Pi): Para eliminar el fosfato inérganico de los medios
anteriores se siguié el protocolo inicial de Rubin (1974) con las modificaciones
descritas por Han et al (1988). Al extracto de levadura y la peptona disueltos en
1/3 del volumen final del medio, en el caso de los medios ricos, o al YNB y el
sulfato aménico en el caso de los medios minimos, se les afiad6 1/30 de voliumen
de MgSO4 1 M y de NH4OH concentrado. Asi se precipité el fosfato inorganico,
que a continuacién se eliminé por filtracién. A la solucién resultante,
previamente diluida a su volumen final, se le ajusté el pH y se le afiadieron el
azucar y los requerimientos.

Medios con metil-metanosulfonato (MMS): Medios SC o YEPD suplementados
con 0.017% o 0.02% de metil-metano sulfonato (MMS) respectivamente. E1 MMS
se afiadié al medio una vez autoclavado y enfriado a 60°C.

Medio SC+Can: Medio SC suplementado con 60 mg/1 de L-sulfato de canavanina
(Can) afiadida al medio una vez autoclavado.

Medio SC+FOA: Medio SC suplementado con 500 mg/1 de 4cido 5-fluoro-orético
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(FOA), con el uracilo a la mitad de la concentracién habitual, es decir, a 10 mg/L, y
0.1% de L-prolina en lugar de sulfato aménico como fuente de nitrégeno

Medio de esporulacién SPO: 1% de acetato potasico; 0.1% de extracto de levadura;
0.005% de glucosa. Se suplementd con los requerimientos descritos para el SC
pero a la mitad de la concentracién.

IV.1.2. Medios de cultivo para bacterias:
Medio LB: 0.5% de extracto de levaduras; 1% de bacto-triptona; 1% de NaCl.

Medio LB+Amp: Consiste en el medio LB suplementado con 70 mg/l de
ampicilina sédica (Amp).

Medio SOB: 0.5% de extracto de levadu;;i, 2% de bactc;triptona 0.005% de NaCl;
KCl 2.5 mM; MgSO4 10 mM; MgCl, 10 mM. El MgSO4 y el MgCl; se afiadieron al
medio justo antes de usarlo.

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

IV.1.3. Condicianqs de crecimiento

Las estirpes. de Jevadura se incubaron a una temperatura de 30°C, excepto
en aquellos casos en los que se indique. Las estirpes de bacterias se incubaron a
una temperatura de 37°C en todos los casos. En el caso de los cultivos liquidos
estos se incubaron con agitacién constante horizontal u orbital. Para hacer que las
estirpes diploides de levadura esporularan, estas se incubaron a temperatura
ambiente durante 3-4 dias.

IV.2. ESTIRPES

La estirpes de levadura utilizadas se muestran en la tabla 7. La tinica estirpe
de bacteria utilizada fue DH5a de Escherichia coli.

TABLA 7. Estirpes de levadura

Estirpe  Genotipo Fuente
W303-1A . MATa ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trpl-1 leu2-3,112 canl-100 1)
W303-1B MATo ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trpl-1 leu2-3,112 can1-100 1)

U768-4C MATa ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trp1-1 leu2-3,112 canl-100 hpr1A3::HIS3 1)
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A3Y3A MATa ura3 ade2 his3 leu2-k: ADE2-URA3 ::leu2-k (2
AYW3-1B MATo ura3 ade2 his3 trpl can1-100 leu2-k::ADE2-URA3::leu2 3)
AYW3-3D MATa ura3 ade2 his3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k hpr1A3::HIS3 3)
SS713B-1A MATa ura3 ade2 his3 leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k hpr1A3::HIS3 srb2-101 3)
SSAB-2C MATo ura3 ade2 his3 leuZ-k::ADEZ-LIRA3::leu77-k hrs1A:LEU2 4)
SSAB-4A MATa ura3 ade2 his3 leuZ-k::ADEZ-LIRABf:leuik hrs1A:LEU2 4)
SSAA-12B MATo ura3 ade2 his3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k hrs1A:LEU2 4)
SSAA-17B MATo ura3 ade2 his3 leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k hrs1A:LEU2 4)
SSYY4-5C MATao ura3 ade2 his3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k hrslA':LEEIZ hpr1A3::HIS3 4)
SSYYA6D  MATo ura3 ade? his3 Teud-k-ADE2-URAS leuz-k hrs1A-LELR hprl A3:HIS3 @)
AF515-2B MATo ura3 his3 leu2 radl-1 (12)
X260-3A MATa ura3 rad52 S )
DY1702 MATa ura3 ade2 his3 leu2 lys2 can1-100 sin4A::TRP1 (6)
DY1717 MATa ura3 ade2 his3 leu2 lys2 sin4A::TRP1 @
F4 MATa thr4 &)
FW486 MATo hié4-9123 leu2-101 lys2-61 ade8 trpd ®
RC634 MATa ural ade2 his6 metl leu2 canl cyh2 rmel sst1-3 )
SLL10 MATa ura3; his4-9129 leu2 lys1 spt2A::URA3 (10)
MC22D MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2 lys2-1289 (1n
W19Y-1B MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k can1-100 hpr1A4::TRP1 (12)
SB71-5A MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3:leu2-k srb2-101 (12)
SB71-8A MATo ura3 ade2 his3 leu2-k::ADE2-URA3:leu2-k srb2-101 (12)
HDY3-7D MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URAS3::leu2-k hpr1A4::TRP1 srb2A102::HIS3 (12)
HDY3-7C MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k hprl1A4::TRP1 (12)
HDY3-3D MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100 srb2A102::HIS3 (12)

HDSB-2A MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URAS3::leu2-k can1-100 hpr1A4::TRP1 srb2-101 (12)

HDSB-2B MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100
hpr1A4::TRP1 srb2A102::HIS3 (12)

HDSB-2C MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k can1-100 hpr1A4::TRP1 srb2-101 (12)

HDSB-2D MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100
hpr144::TRP1 srb2A102::HIS3 (12)

W51971-3D  MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3:leu2-k can1-100 hprlA4::TRP1 srb2-101 (12)

85



Relacién entre transcripcion y recombinacion

SAB98-3A

SAB98-4B
SAB98-2A

SAB98-3B
YWY98-5C
LSS59-9A
LSS59-1D
LSS59-3B
LY598-1B
DAW-2A
DAW-1A

DAW-2C
DAW-1D

DAW-7A

DAW-4D

HWY-7A
W19Y-7B
HWY-3C
HWY-1C
HWY-7C
HWY-2C
HWY-9D

AWY-3A
WR33-1A
WR33-1B

WR33-1C
WR33-1D
AW33-1B
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MATo ura3 ade2 trpl leu2 adh4-TEL::URA3

MATa ura3 ade2 trpl leu2 adh4-TEL:URA3 hrs1A:LEU2

MATa ura3 ade2 adel trpl leu2 adh4-TEL::URA3 hrs1A:LEU2

MATo ura3 ade2 adel leu2 hrs1A:LEU2

MATo ura3 trpl leu2 adh4-TEL::URA3 sirdA:LEU2

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2 canl-100 hmr;:TRP1

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k hmr::TRP1 hrs1A:LEU2
MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2 hmr::TRP1 hrs1A:LEU2

MATa ura3 ade2 adel his3 trp1 leu2 chr\fI‘-IOO adh4-TEL::UI%A3 hmr::TRP1 sir4A::LEU2
MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k hpr1A3::HIS3

MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100 sin4A:TRP1
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k: ADE2-URA3::leu2-k can1-100 sin4A::TRP1

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100
sin4A::TRP1 hpr1A3::HIS3 :

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:: ADE2-URA3::leu2-k canl-100
sindA::TRP1 hpr1A3::HIS3

MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:: ADE2-URA3::leu2-k
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100 hpr1A4::TRP1

MAToa ura3 his3 his1 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k gal11A::LELI2

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100 gal11A::LEU2
MATa ura3 adel his3 hisltrpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k can1-100 gal11A:LEU2
MATa ura3 adel trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k can1-100 gal11A:LEU2 hpr1A4:TRP1

MATa ura3 ade2 adel his3 his1 trp1 leu2-k: ADE2-URA3::leu2-k can1-100
gal11A::LEU2 hpr144:: TRP1

MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k can1-100
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k can1-100

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k can1-100

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k canl-100 tholA:TRP1
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3:leu2-k can1-100 tholA::TRP1
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2

(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)

(12)

12)
(12)
(12)
(12)

(12)
(12)
(12)

(12)
(12)
(12)
12)
(12)
(12)
(12)
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AW33-1C

AW33-2C

AW33-9A
AW33-8A
AW33-14C
AW33-12A
AW33-9D
AW33-1D
AW33-8C

AW33-10B
AW33-1A
AW33-2A
WRA-7A
WRA-24D
WRA-4B
WRA-4D
WRA-5A
WRA-7B
WRA-8A
WRA-31B
WR-3A
WR-3B
WR-3C
WR-3D
WR-4A
WR-4B
UR-1A
WRKS5-3C
WRK5-1C

WRK5-7B
WRK5-2D
WDY3-3C

MATa ura3 ade2 his3 trpl hprl1A3::HIS3
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2 tholA:TRP1

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2 tholA:TRP1

MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2 tholA:TRP1 hpr1A3::HIS3

MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2 tholA:TRP1 hprlA3::HIS3

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k

MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k hpr1A3::HIS3

MATo ura3 ade2 his3 trpl lew2-k::ADE2-URAB3::leu2-k tholA:TRP1
MAToa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:: ADE2-URA3::leu2-k tholA:TRP1

MATo ura3 ade2 his3 trpl leu2-k ADEZ LIRA3 :leu2-k thoIA. TRP1

MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k :ADE2- URA3 :leu2-k tholA: TRP1 hpr1A3::HIS3
MATa ura3 ade2 his3 trp1 leu2-k:: ADE2-URA3::leu2-k tholA::TRP1 hpr1A3::HIS3
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::lewi2-k can1-100

MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k can1-100 hpr1A3::HIS3
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k can1-100 tho2A:LEU2
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100 tho2A::LEU2
MATa urzi3 ade2 his3 trpl lelté-k::ADiEZ-LIRAS::leuZ-k can1-100 tho2A::LEU2

MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:: ADE2:URA3::leu2-k can1-100 tho2A:LEU2

MATa uruS‘ ade2 his3 trpl leu2-k:: ADE2-URA3::leu2-k canl1-100 tho2A:LEU2 hpr1A3::HIS3
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100 tho2A:LEU2 hpr1A3::HIS3

MATo ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trpl-1 leu2-3,112 canl-100
MATa ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trp1-1 leu2-3,112 can1-100

MATo ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trpl-1 leu2-3,112 cani-100 tho2A::LEU2
MATa ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trp1-1 leu2-3,112 can1-100 tho2A:LEU2

MATo ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trp1-1 leu2-3,112 can1-100
MATa ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trp1-1 leu2-3,112 canl-100 tho2A:LEU2

MATo ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trpl-1 leu2-3,112 canl1-100 tho2A:LEU2 hpr1A3::HIS3
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3:leu2-k can1-100

MATa. ura3 ade2 his3 trp1 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100 tho2A:LEU2

MATo. ura3 ade2 his3 trpl leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k can1-100 hrs1A:KAN
MATa ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k tho2A:LEU2 hrs1A:KAN

MATo. ura3 ade2 his3 trpl leu2-k:ADE2-URA3::leu2-k tho2A::LEU2 srb2A102::HIS3

(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)
(12)

(12)
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RK2-6A MATo ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trp1-1 leu2-3,112 canl-100 (12)
RK2-6B MATa ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trpl-1 leu2-3,112 can1-100 (12)
RK2-6C MATa ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trp1-1 leu2-3,112 can1-100 tho2A:KAN (12)
RK2-6D MATao ura3-1 ade2-1 his3-11,5 trpl-1 leu2-3,112 can1-100 tho2A::KAN (12)

(1) R. Rothstein; (2) Aguilera y Klein, 1990; (3) Santos-Rosa y Aguilera, 1995; (4) Sanyos-Rosa; 56) G. Fink,,' (6)
Jiang y Stillman; (7) Jiang et al., 1995; (8) F. Winston; (9) J. Thorner; (10) Lefevbre y Smith, 1993; (11) Malagon y
Aguilera, 1996; (12) Este estudio. )

IV.3. PLASMIDOS

W . A W t .
pLGSD5: Plasmido episémico basado en TUIRA3 que contiene el gen lacZ de E. coli
bajo el control del promotor hibrido CYCI-GAL1,10 de levadura (Guarente et 4l.,
1982).

pTZ18U: Vector derivado de pUC18 (Stratagene). Contiene el promotor del
bacteriéfago T7 y la regién MCS de pUC18 en fase con el gen lacZ de E. coli (Mead
et al., 1986).

YIp1: Pldsmido integrativo basado en PBR322 que contiene el gen HIS3 (Struhl y
Davis, 1980). .

5,

YRp?7: Plasmido reélicativo basado en pBR322 que contiene el gen TRPI (Struhl et
al., 1979).

YEp351: Vector episémico basado en pUC18 que contiene el gen LEU2 (Hill et al.,
1986).

pBS32: Vector centromérico que contiene el gen LEU2 (F. Spencer y P. Hieter).
pRS306: Vector integrativo que contiene el gen URA3 (Sikorski y Hieter, 1989).

pRS314, pRS315 y pRS316: Vectores centroméricos que contienen los genes TRPI,
LEU2 y URA3 respectiva.nente (Sikorski y Hieter, 1989).

pRS416: Vector centromérico que contiene el gen URA3 (Sikorski y Hieter, 1989).
pRS426: Vector episémico que contiene el gen URA3 (Sikorski y Hieter, 1989).

' YCpA13: Plasmido centromérico basado en LEU2 que contiene el gen HPRI
(Aguilera y Klein, 1990).
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YEp4A-7: Plasmido epis6mico basado en LEU2 que contiene el gen HPR1
(Aguilera y Klein, 1990).

p414GAL1: Vector centromérico basado en TRP1 que contiene el promotor del
gen GAL1 (Mumberg et al., 1994).

p416GAL1lacZ: pRS416 con el gen lacZ de E. coli bajo el control del promotor del
gen GAL1 (Mumberg et al., 1994).

p416ADHlacZ: pRS416 con el gen lacZ de E. colz ba]o el control del promotor del
gen ADHI (Mumberg et al., 1995).

p426TEFlacZ: pRS426 con el gen lacZ de E. coli bajo el control del promotor del
gen TEF2 (Mumberg et al., 1995)

a
Y

pLGZ: Plasmido episémico basado en LIRAS que contiene el gen lacZ de E. coli
bajo el control de un promotor CYC1 que carece de la regién “UAS” (Wright et al.,
1990).

pPZ: Plasmido centromérico basado en TRP1 que contiene el gen lacZ de E. coli
bajo el control del promotor del gen PHOS5 (Straka y Horz, 1991).

pPFR70: Plasmido episémico basado en, URA3 que contiene el gen lacZ de E. coli
bajo el control del promotor del gen ENAI (F. Estruch).

26-YEp: Plasmido eplsomlco basado en LIRA3 que contiene el gen lacZ de E. coli
bajo el control del promotor del gen HSP26 (F. Estruch).

pYA301: Plasmido pBR322 con el gen ACT1 (Galtwitz y Sures, 1980).

PBKGALI: Plasmido pBluescriptII-SK(-) (Stratagene) que contiene el fragmento
EcoRI de 2.023 Kb de la regién 5’ del gen GAL1 (F. Prado).

pJDB207-PHOS5: Plasmido pJDB207 basado en LEU2, con el fragmento BamHI-
HindIIl de 2.0 Kb que contiene el gen PHO5 (Meyhack et al., 1989).

PVZ26: Vector pVZ.1 con el fragmento BamHI-PstI que contiene el gen HSP26 (S.
Lindquist).

p314LB: Plasmido YCp basado en TRPI, que lleva dos repeticiones directas “en
tandem” de 600 pb del gen LEU2 (Prado y Aguilera, 1995).

pFA6KANMX4: Vector de E.coli que lleva el gen KAN de Tn903 fusionado
traduccionalmente al gen TEF de A. gossypii (Wach et al., 1994).
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YEpM1: YEp351 con el fragmento genémico Sau3A de 6.5 kb que contiene el gen
SRB2 insertado en la diana Sall.

YEpM4: YEp351 con el fragmento genémico Sau3A de 8.9 kb que contiene el gen
SRB2 insertado en la diana Sall.

YCpH18: pBS32 con el fragmento gen6mico de 10.3 kb que contiene el gen SRB2.

pMPS41: YEp351 con el fragmento Sacl-PstI de 3.86 kb del inserto de YEpM4
subclonado en SacI-Pstl.

pMBH12: pRS315 con el fragmento BamHI-HindIIl de 3.25 kb del inserto de
YEpM1 subclonado en BamHI—HzndIII

Y &Y

pMBP13: Fragmento Pstl de 8.25 kb de pMBH12 rehgado

pHRS21: Idéntico a pMBHI2 pero con el alelo s742-101 en lugar de SRB2. Se
obtuvo mediante “rescate alélico” transformando una estirpe mutante srb2-101
con el fragmento Ncol de 8.6 kb de pMBH12.

YEpHRS21: YEp351 con el fragmento BamHI-HindIIl de 3.25 kb de pHRS21
subclonado en BamHI-HindIIl. - \

pRS-03: pRS315 con el fragmento SacIl-PstI de 0.31 kb del inserto de pHRS21
subclonado en Sacll-Pstl.

pRS-09: pRS315 con el fragmento PstI de 0.9 kb del inserto de pHRS21 subclonado
en Pstl.

pSRB5: pTZ18U con el fragmento Pstl de 0.9 kb del inserto de pMBHI12
subclonado en Pstl.

pSRB35: pSRB5 con el fragmento KpnI-Sacll de 0.63 kb del inserto de pMBH12
subclonado en Kpnl-Smal. Previamente se hizo romo el extremo Sacll del
fragmento mediante reaccién de polimerizacién con la polimerasa Klenow.

pSRB35H: 'pSRB35 con el fragmento BamHI-Xhol de 2.84 kb de YIpl que contiene
el gen HIS3, subclonado en BamHI-Sall. Este plasmido es portador del alelo
srb2A102::HIS3.

pSCh135: pRS416 con el fragmento BamHI-HindIIl de 3.97 kb de pPZ que contiene
el promotor del gen PHOS fusionado al gen lacZ de E. coli.

p306PHOS5lacZ: pRS306 con el fragmento HindIII-Kpnl de 3,98 kb de pPZ que
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contiene el promotor del gen PHOS5 fusionado al gen lacZ de E. coli.

pSUP4: YEp351 con el fragmento genémico Sau3A de 7.5 kb que contiene el gen
THOI1 insertado en la diana Sall.

pSUP6: YEp351 con el fragmento genémico Sau3A de 7.4 kb que contiene el gen
THO1 insertado en la diana Sall.

pSUP24: YEp351 con el fragmento gendmico Sau3A de 6.3 kb que contiene el gen
THOI insertado en la diana Sall.

pSUP38: YEp351 con el fragmento gendmico Sau3A de 7.3 kb que contiene el gen
THO?2 insertado en la diana Sall.

pSP401: YEp351 con el fragmento PstI-Xbal de 1.6°kb del inserto de pSUP4
subclonado en PstI-Xbal.

pSP402: YEp351 con el fragmento PstI-Xbal de 2.2 kb del inserto de pSUP4
subclonado en PstI-Xbal.

pSP381: YEp351 con el fragmentoXbal de 3.0 kb del inserto de pSUP38 subclonado
en Xbal.

pSP383: YEp351 con el fragmentoXbaI -Pstl de 4.0 kb del inserto de pSUP38
subclonado en XbaI—PstI

pSTHS5: pRS316 con el fragmento Spel-Sacll de 0.75 kb de pSUP4 subclonado en
Spel-Sacll.

pSTH35: pSTH5 con el fragmento XhoI-Dral de 0.45 kb de pSP402 que contiene la
region 3 de THOI, subclonado en Xhol-Clal. Previamente se hizo romo el
extremo Clal del vector mediante reaccién de polimerizacién con la polimerasa
Klenow.

pSTHS35AT: pSTH35 con el fragmento BglII-EcoRI de 0.85 kb de YRp7 que contiene

el gen TRP1, subclonado en EcoRI-BamHIL. Este plasmido es portador del alelo
tholA::TRP1.

pSP38L: pSUP38 en el que el fragmento BamHI-Sall de 5.75 kb ha sido sustituido
por un fragmento BgIII-Sall de 2.68 Kb que contiene el gen LEU2.

pSP38AL: pSP38L con el fragmento HindIll de 1.9 kb de pSUP38, que contiene la
region 5’ de THO2, subclonado en Smal. Previamente los extremos HindIIl del
inserto fueron romizados mediante reaccién de polimerizacién con la polimerasa
Klenow. Este plasmido es portador del alelo tho2A:LEU2.
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pBSTHO2A: Plasmido pBluescriptlI-SK(-) con el fragmento Smal-HindlIII de
pSP38AL que contiene el alelo tho2A::LEU2 subclonado en Smal-HindIIL

pSCh202: p416GALllacZ con la regién codificante del gen PHOS en lugar de lacZ,
fusionada al promotor de GAL1 (Chévez y Aguilera, 1997).

pSCh204: pRS314 con la construccién L-lacZ (thévez y Aguilera, 1997).
pSCh206: pRS314 con la construccién L-PHOS (Chavez y Aguilera, 1997).
pSCh207: pRS314 con la construccién L-PHOb5r (Chéavez y Aguilera, 1997).

p414GLEUA: p414GALI con un fragmento Clal-Sall de1.41 kb que lleva la regién
3’ del gen LEU2, subclonado en Clal-Xhol.

p414GLEU2: p414GLEUA con un fragmento BamHI-Clal de 0.16 kb subclonado en
BamHI-Clal. Esta fragmento se obtuvo por digestiéon de otro sintetizado por PCR,
el cual consiste en una regiéon del gen LEU2 que va desde 6 pb “corriente arriba”
del primer nucleétido de la regién codificante hasta 500 pb “corriente abajo” de
dicho nucleétido. Al fragmento sintetizado se le incorpora una diana BamHI en
el extremo 5 de LEU2. Los oligos wutilizados fueron:
CGCGGATCCATTCTAATGTCTGCCCCTAA

y CTTCTGGAACGGTGTATTGT. La diana BamHI se muestra en negrita.

pSG206: pSCh206 en el que la regién Sacl-Clal de 1.22 kb correspondiente al
promotor y a la zona 5’ del gen LEU2 ha sido sustituida por el fragmento SacI-Clal
de p414GLEU2 que contiene el promotor del gen GALI y la zona 5’ del gen LEUZ2.

pSG207: Igual que pSG206 pero basado en pSCh207.

p314GLB: p314LB en el que la regién SacI-Clal de 1.22 kb correspondiente al
promotor y a la zona 5" del gen LEU2 ha sido sustituida por el fragmento SacI-Clal
de p414GLEU2 que contiene el promotor del gen GAL1 y la zona 5" del gen LEU2
(S. Gonzélez-Barrera).

p314GLlacZ: p314GLB con el fragmento BamHI de 3.0 kb de pPZ que contiene el

gen lacZ subclonado en BgIII, entre las repeticiones de LEU2 (S. Gonzélez-
Barrera).

pSCh212: pSCh202 con el gen lacZ fusionado al gen PHO5 (Chavez y Aguilera,
1997)

IV.4. ANALISIS GENETICO EN LEVADURA
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Las estirpes parentales se cruzaron mezclando biomasa de ambas en YEPD
solido e incubando a 30°C. Los diploides se aislaron por micromanipulacién, o
por seleccién en el medio adecuado cuando esto fue posible, y se hicieron
esporular en medio SPO. Las ascas se diseccionaron tras un tratamiento con
zimoliasa 20-T a 2 mg/ml en agua durante 5 min. a temperatura ambiente. Las
esporas se incubaron en YEPD a 30°C y su fenotipo se determin6é mediante
réplicas a los medios selectivos adecuados. El sexo se determiné analizando la

capacidad de las esporas de formar diploides con otras estirpes de sexos a y a..
IV.5. DETERMINACION DE LAS FRECUENCIAS DE RECOMBINACION

Se determinaron a partir de 6 colonias independientes aisladas en YEPD o
en los medios minimos oportunos segin las células :portaran plasmidos o no
(Aguilera y Klein, 1988). Se estim6 la proporcién de recombinantes sembrando las
diluciones oportunas en los medios adecuados para seleccionar los
recombinantes y para calcular el nimero de células viables totales. La frecuencia
de recombinacién se calculé como la mediana de las proporciones de
recombinantes en la 6 colonias analizadas.

IV.6. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE PLASMIDOS

Se aislaron 6 colonias independientes de cada transformante en YEPD o
YEPGal suplementados con 20 mg/1 de uracilo. Se determiné la proporcién de
células con y sin plasmido sembrando las diluciones oportunas en SC-ura para
estimar el nimero de células portadoras de plasmido, y en SC para el de células
totales. La estabilidad del plasmido se determiné como la mediana de los seis
valores obtenidos en cada caso.

IV.7. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A RADIACION
ULTRAVIOLETA

Se cultivaron las células hasta una D.O.ggonm: 0.6. Se sembraron en YEPD
s6lido con las diluciones oportunas para obtener unas 100 o 200 colonias por
placa. Las placas se irradiaron durante 0, 10, 20, 30 y 40 segundos con una lampara
de luz ultravioleta (UV) de 1.5 W/m2e inmediatamente se cubrieron con papel
de aluminio para evitar la reparacién por fotorreactivacion. Tras 3 dias de
incubacién a 30°C se contaron las colonias.

IV.8. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A MMS
IV.8.1 Exposiciones cortas a alta concentraciéon de MMS

Se realiz6 segun Prakash y Prakash (1997). Las células se cultivaron en
YEPD liquido hasta una D.O.geonm: 0.65, tras lo cual se recogieron por
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centrifugacién, se lavaron con H;O y se resuspendieron en un volumen igual de
tampoén fosfato 0.05 M pH 7.0. Tras incubar 5 minutos a 30°C, se afiadi6 MMS a
una concentracién final de 0.5%. Se tomaron muestras a 0, 10, 20 y 30 minutos y
se sembraron en YEPD sélido con las diluciones oportunas para obtener 100 o 200
colonias por caja.

Iv.8.2 Exposiéiones largas a baja concentracion de MMS

Se cultivaron distintas diluciones de una suspensién de células en placas
de YEPD+0.02% MMS en el caso de estirpes sin transformar, o SC+0.017% MMS
en el de estirpes portadoras de pldsmidos.

IV.9. ESTUDIO DE LA EXPRESION DIRIGIDA POR PROMOTORES

Para analizar la expresion dirigida por el promotor de GAL1,10 , inducible
por galactosa en el medio como fuente de carbono, se obtuvieron cultivos de
células en fase exponencial en medio SC, se lavaron con H,O y SG/L y se
inocularon en SG/L a una concentracién final de 1.5-2.0x107 células/ml. Tras 16 h
de incubacién se afiadié al medio 2% de glucosa (condiciones de represién) o 2%
de galactosa (condiciones de activacion). Después de 8 h a 30°C se recogieron las
células para realizar ensayos enziméticos o para el anélisis del ARN.

Para analizar la expresién dirigida por el promotor de PHOS, inducible por
falta de fésforo inorgénico en el medio, cultivos celulares en fase exponencial
procedentes de medio SC se lavaron con H>O y SC(-Pi) y se inocularon en SC(-Pi)
a una concentracién final de 1.5-2.0x107 células/ml. Este cultivo se dividié en dos.
A una de las mitades se le afiadié 7.5 mM de NayPOy (condiciones de represién)
mientras que a la otra no se le afiadié nada (condiciones de activacién) (Rudolph
y Hinnen, 1987). Después de 6.5 h de incubacién a 30°C se recogieron las células
para realizar ensayos enzimaticos o para el analisis del ARN.

Para analizar la expresién dirigida por el promotor de ENA1I, inducible por
alta concentracién salina, se parti6 de cultivos en fase exponencial de crecimiento
en 5C, el cual se dividié en dos. A una mitad se afiadié NaCl a una concentracién
final de 0.8 M (condiciones de induccién), a la otra mitad no se le afiadié nada
(condiciones de represién). Se incubaron los cultivos durante 90 min. a 30°C, tras
lo cual se recogieron las células para realizar el ensayo enzimatico (Marquez y
Serrano, 1996).

Para analizar la expresién dirigida por el promotor de HSP26, inducible por
altas temperaturas, la mitad de un cultivo en fase exponencial de crecimiento
procedente de medio SC se pasé a otro tubo precalentado a 42°C y se incubé
- durante 30 minutos a 39°C (condiciones de induccién) (Susek y Lindquist, 1989).
La otra mitad del cultivo se mantuvo a 30°C (condiciones de represion). Trés esto,
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se recogieron las células para realizar ensayos enzimaticos o para el analisis del
ARN.

La expresién dirigida por los promotores de TEF2, ADH1 y CYC1 se analiz6
en células de cultivos en SC en fase exponencial de crecimiento.

IV.10. ENSAYO DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

1V.10.1. Ensayo de actividad B-galactosidasa

Se realiz6 siguiendo el protocolo para células permeabilizadas descrito por
Guarente (1983). Las células, una vez cultivadas en las condiciones oportunas, se
lavaron con H;O y se resuspendieron en 1 ml de Tampén Z (NaHPO4 60 mM,
NaH;PO4 40 mM, KCI 10 mM, MgSO; 1 mM, B:<mercaptoetanol 50 mM)
obteniéndose una suspensién con una D.O.¢o0: D. El ensayo se realizé afiadiendo
un volumen v (ml) de la suspensién celular a un volumen final de 1 ml de
tampén Z. Las células se permeabilizaron con 25 pl de SDS 0.1% y 50 pl de
cloroformo y posterior agitacion fuerte en un agitador excéntrico durante 10-15
segundos. Tras una incubacién de 5 min. a 30°C, se afiadieron 0.2 ml de una
solucién de 4 mg/ml de o-nitrofenil-8-D-galactopiranésido (ONPG) en tampén Z.
Después de un tiempo t (minutos), determinado por el momento en que la
solucién adquirié un color amarillo, a 30°C, la reaccién se paré afiadiendo 0.5 ml
de NapCO3 1IM. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacién y se
determind la D.O.420nm del sobrenadante. Las unidades (U) de actividad £3-
galactosidasa se definen segtn la férmulai'U = D.O.420nm x 1000/D x v x t.

IV.10.2. Ensayo de actividad fosfatasa dcida

Se realiz6 siguiendo el método descrito por Haguenauer-Tsapis y Hinnen
(1984). Las células, una vez cultivadas en las condiciones oportunas y recogidas, se
lavaron con H;0 y se resuspendieron en 1 ml de tampén acetato 50 mM pH4,
obteniéndose una suspensién con una D.O.gpp: D. El ensayo se realiz6 afiadiendo
un volumen v (ml) de la suspensién celular a un volumen final de 0.45 ml de
tampén acetato. Seguidamente se afiadieron 50 pl de una solucién de 5 mg/ml
de p-nitrofenilfosfato a en tampén acetato. Después de 10 minutos a 37°C se paré
la reaccién afiadiendo 0.12 ml de 4cido tricloroacético al 25% y 0.6 ml de Na,COs
en saturacion. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacién y se
determiné la D.O.405nm del sobrenadante. Las unidades (U) de actividad fosfatasa
dcida se definieron segtin la férmula: U = umoles de p-nitrofenol/ 10 x D x v. (el
p-nitrofenol es uno de los productos de la reaccién y su coeficiente de extincién
molar a 405 nm es 18300).

IV.11. TRANSFORMACIONES
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IV.11.1. Transformacidn de bacterias

Se realiz6 siguiendo el método descrito por Hanahan (1983) y modificado
por Inoue et al. (1990). Las células competentes se obtuvieron a partir de un
cultivo de E. coli incubado a 22°C en medio SOB hasta una D.O.gponm: 0.5. Para
transformar se mezclaron 100 pl de células competentes con 50-100 ng de ADN y
se incubaron en hielo durante 30 minutos. A continuacién se sometieron las
células a un choque térmico de 42°C durante 35 segundos, tras lo cual se afiadi6 1
ml de LB y se incubaron durante 45 min. a 37°C antes de sembrarlas en LB+Amp.

IV.11.2. Transformacion de levaduras

Se realiz6 siguiendo el método descrito por Ito et al. (1983) y modificado
por Schiestl y Gietz (1989). Las células competentes se obtuvieron a partir de
cultivos de S. cerevisiae incubados en YEPD hasta una densidad D.O.g60 nm: 0.4-0.6.
Las células se recogieron por centrifugacién y se lavaron con HO y con 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 1 M pH?7.5). Finalmente se resuspendieron en un volumen de LiAc-
TE 1X hasta una concentracién final de 2x109 células/ml. Para transformar se
mezclaron 50 pl de células, 50-1000 ng de ADN transformante, 5 pl de ADN de
esperma de salmén a 10 mg/ml y 300 ul de PEG 40% (preparado en el momento a
partir de PEG-4000 50%, TE 10X y LiAc 10X). Tras incubar durante 30 min. a 30°C
con agitacién, se sometieron las células a un choque térmico de 42°C durante 20
minutos, trds lo cual se sembraron en el'medio oportuno.

IV.12. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS
IV.12.1. Preparacién de ADN plasmidico de E. coli
IV.12.1.1. Preparacion a pequeiia escala (minipreps)

Se realiz6 siguiendo en el método descrito por Bolivar y Backman (1979).
De 1.5 ml de cultivo, se recogieron las células por centrifugacién y se
resuspendieron en 100 pl de Solucién I (Glucosa 50 mM; Tris-Cl 25 mM pHS8.0;

EDTA 10 mM pHS8.0). Tras 5 min. a temperatura ambiente se afiadieron 200 ul de
Solucién IT (NaOH 0.2 M; SDS 1%), se mezcl6 invirtiendo el tubo varias veces y se
incubé durante 5 min. en hielo. Seguidamente se afiadieron 150 pl de Solucién
III (KAc 3 M; 4cido acético glacial 11.5%). De nuevo se mezcl6 por inversién y se
incub6é en hielo durante 5 min.. Los restos celulares se eliminaron por
centrifugacién y el sobrenadante se fenolizé con 50 pl de fenol y 400 ul de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). El ADN presente en la fase acuosa se
precipité con NaCl 0.3 M y 0.9 ml de etanol 96%, se lavé con etanol 70% y se
resuspendi6 en 50 ml de TE 1X.
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IV.12.1.2. Preparacién a gran escala

Se preparé ADN a gran escala por centrifugacién del ADN en gradiente de
CsCl siguiendo el protocolo descrito por Clewell y Helinski (1970). Se partié de un
cultivo de 400 ml, del cual se recogieron las células por centrifugacion. Las células
se lavaron con 20 ml de Tris-HCI 10 mM EDTA 1 mM pH7.4 y se resuspendieron
en 2 ml de Solucién A (sacarosa 25%;EDTA 50 mM pHS8.0; Tris-HCI 50 mM
pHB8.0). Seguidamente, se afiadieron 0.2 ml de lisozima 10 mg/ml y 0.2 ml de
ribonucleasa 1 mg/ml, y se incubaron 5 miin. en hielo, tras los cuales se afiadieron
0.4 m]l de EDTA 0.5 M pH8.0 y se incubaron de nuevo en hielo durante 10
minutos. Pasado este periodo se afiadieron 4 ml de Solucién de rotura (TritonX-
100 0.3%; Tris-HCI 50 mM pH?7.4; EDTA 50 mM pHS8.0) y se incubaron en hielo
durante 15 minutos. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacién y el
ADN plasmidico se purificé del sobrenadante por centrifugacién en gradiente de
CsCl. Para obtener el gradiente de CsCl se disolvieron en 4.1 ml del sobrenadante,
4 g de CsCl, 0.2 ml de EDTA 50 mM pH8.0 y 0.2 ml de bromuro de etidio (EtBr) 10
mg/ml. Esta solucién se centrifugd para eliminar posibles restos celulares y se
pas6 a tubos Quick-Seal de 5.1 ml (BECKMAN) para rotor VTi65 (BECKMAN) y
se centrifugaron a 50000 r.p.m. durante 12-16 h a 20°C en una ultracentrifuga
BECKMAN modelo Optima L-70. La banda correspondiente en el gradiente al
ADN plasmidico se recuperé con una jeringa. El EtBr se extrajo de la solucién
varias veces mezclandola con un volumen de alcohol isoamilico. El ADN se
precipité con 0.1 volimenes de NaAc 3 M y 2 volimenes de etanol 96%, se lavé
con etanol 70% y se resuspendié en TE.

IV.12.2. Preparacién de ADN de levaduras

Se sigui6 el protocolo descrito por Sherman et al. (1986). Se parti6é de 5 ml
de cultivo en fase estacionaria temprana. Se recogieron las células por
centrifugacién, se lavaron con H;O y se resuspendieron en 0.32 ml de Solucién de
Sorbitol (sorbitol 0.9 M; EDTA 0.1 M pHS8.0). Después se afiadieron 3.2 ul de f3-
mercaptoetanol (dilucién 1/10) y 10 pl de zimoliasa 20-T 15 mg/ml. Tras incubar
60 min. a 37°C, la mezcla se centrifugé 20 segundos y el precipitado se
resuspendi6 en 0.37 ml de Solucién Cocktail (EDTA 20 mM pHS8.0; Tris-HCI 50
mM pH8.0) a la cual se afiadieron 16 ul de SDS 10% y 1 pl de dietil-pirocarbonato
(DEPC). Tras incubar 30 min. a 65°C los restos de membranas celulares se
precipitaron afiadiendo 85 ul de solucién III de miniprep (ver arriba) e incubando
durante al menos 1 hora en hielo. E1 ADN se traté con ribonucleasa y, tras
fenolizacién, se precipité con NaCl 0.3 M y 2.5 volimenes de etanol 96%, se lavé
con etanol 70% y se resuspendié en 50 pl de TE.

IV.12.3. Preparacién de ARN de levaduras

Se sigui6 el método de extraccién con fenol 4cido descrito por KShrer y
Dombey (1991). A partir de 10 ml de cultivo en fase exponencial (D.O.: 0.5-0.7) se
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recogieron las células por centrifugacién y se lavaron con HO. Posteriormente se
resuspendieron en 0.4 ml de Tampén TES (Tris-HCl 10 mM pH?7.5; EDTA 10 mM
- pHB8.0; SDS 0.5%) y 0.4 ml de fenol 4cido (saturado con HO), tras lo cual se
agitaron fuertemente en agitador excéntrico durante al menos 10 segundos. La
mezcla se incub6 durante 45 min. a 65°C con agitacién ocasional. Tras la
incubacién, se dejé 5 min. en hielo, se centrifugé y la fase acuosa fue transferida a
otro tubo. Después se realizaron una nueva extraccién con fenol acido y otra con
cloroformo. El ARN se precipité con 0.1 volimenes de NaAc 3 M pH5.3 y 2
volimenes de etanol 96%, se lavd con etanol 70% y se resuspendié en 50 ul de
H,0. La concentracién del ARN se determind mediante espectrofotémetria, o por
tincién con EtBr en geles de agarosa. Todo el proceso se llevé a cabo en hielo o a
bajas temperaturas y el material plastico utilizado se manipulé siempre con
guantes. El HyO y las soluciones acuosas utilizadas fueron previamente tratadas
con DEPC al 0.1% y autoclavadas. :

IV.13. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS
IV.13.1. Geles de agarosa
IV.13.1.1. geles de ADN

, Los fragmentos de ADN se separaron segun su tamafio por electroforesis
en geles de agarosa a una concentracién variable entre 0.6% y 1.5% en funcién del
tamafio de los fragmentos a analizar, con Tampén TAE 1X (preparado a partir de
TAE 50X: Tris-acetato 2 M; EDTA 0.05 M pH8.0) y EtBr 5 ug/ml. El ADN se
someti6 a un campo eléctrico constante de 5 V/cm de longitud del gel.
Previamente, a las muestras de ADN se les afiadi6 Tampoén de carga 1X (tampén
de carga 5X: 0.25% azul de bromofenol; 30% glicerol).

IV.13.1.2. geles de ARN

El ARN preparado de levaduras se separé en geles de agarosa al 1% en
Tampén MOPS 1X (tampén MOPS 10X: MOPS 0.4 M pH7.0; NaAc 0.1 M; EDTA
0.1M) y formaldehido 0.664 M. El ARN se sometié a un campo eléctrico constante
de 5 V/cm de gel, con recircularizacién constante del tampén. Previamente, las
muestras de ARN se prepararon mezclando : 3 pul de ARN (unos 10 pg), 1.25 p 1
de tamp6én MOPS 10X, 2.25 pl formaldehido 12.3 M y 6.25 ul de formamida.
Después se calentaron 15 min. a 65°C y se les afiadieron 2 pl de Tampén de carga-
formaldehido 10X (EDTA 1 mM pHS8.0; 0.25% azul de bromofenol; 50% glicerol).

IV.13.2. Geles de acrilamida

El ADN procedente de las reacciones de secuenciacién se sometié a
electroforesis en geles homogéneos de acrilamida al 6% preparados en Tampén
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TBE 1X (a partir de tampdn TBE 5X: Acido Bérico 45 mM; Tris-HCl 45 mM; EDTA
1 mM) a partir de una solucién de 38% de acrilamida y 2% de bis-acrilanida. El
ADN se sometié a un campo eléctrico con una potencia constante de 90 W.
Previamente las muestras se calentaron 2 min. a 75-80°C.

IV.14. TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS A MEMBRANAS

IV.14.1. Transferencia de ADN

Tras la electroforesis, el gel de agarosa se incub6 en una solucién de HCI
0.25 M durante 10-15 minutos. Después se lavd con HyO y se le sometié a un

tratamiento de acuerdo al tipo de membranas a las que se fuera a transferir el
ADN.

Membranas neutras. El gel se incub6 en Solucién de desnaturalizacién
(NaCl 1.5 M; NaOH 0.5 M) durante 30 min, se lavé con HyO y se incubd durante
dos periodos de 15 min. en Soluciéon de neutralizacién (NaCl 1.5 M; Tris-HCl 0.5
M pH7.2; EDTA 1 mM). La transferencia del ADN se efecttio por capilaridad en
tampén SSC 20X (NaCl 3 M; Na-citrato 0.4 M; ajustado a pH7.0 con NaOH)
durante 12-16 h (Southern, 1975) a una membrana de nailon HybondTM-N
(Amersham International). Una vez transferido, se lavé la membrana con SSC
2X. El ADN se fij6 covalentemente irradiando con luz ultravioleta (70000 uJ/cma2)
por ambas caras. . A

Membranas cargadas positivaménte. El gel se incub6 en NaOH 0.4 M
durante 30 minutos. La transferencia y fijacién del ADN se efectué por
capilaridad en solucién de NaOH 0.4 M, durante 12-16 h a una membrana de
nailon cargada positivamente HybondTM-N+ (Amersham International). Una
vez transferido el ADN, se lavd la membrana con SSC 2X.

IV.14.2. Transferencia de ARN

Tras la electroforesis, el gel de agarosa se incubé en HyO a 65°C durante 2
intervalos de 5 min. para eliminar el formaldehido. A continuacién se incubé en
una solucién NaOH 50mM-NaCl 10 mM durante 20 min. y en otra solucién Tris-
HCI 10 mM pH7.5 durante otros 20 minutos. Finalmente se incub6 en SSC 20X
durante 30 minutos. Este tratamiento se realiz6 a temperatura ambiente y con
agitacion. La transferencia del ARN se efectué por capilaridad en tampén SSC 20X
durante 12-16 h. Una vez transferido, se lavé la membrana con SSC 2X. El ARN
se fij6 covalentemente irradiando con luz ultravioleta (70000 pJ/cm2) sobre
ambas caras. Para comprobar la eficiencia de la transferencia se tifi6 la membrana
con Solucién de Azul de metileno (NaOAc 0.3 M pH5.5; 0.02% azul de metileno)
durante 2-3 min. a temperatura ambiente. Para desteiir la membrana se trat6 con
SSPE 0.2X (SSPE 20X: NaCl 3 M; NaH,PO4 0.2 M; EDTA 20 mM)-SDS 1%.
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IV.15. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS
IV.15.1. Hibridacién de ADN (Soutern)
IV.15.1.1. Hibridacién con sonda no radiactiva

Las membranas se pre-hibridaron durante 2-6h a 42°C con agitacion
constante en Solucién de hibridacién (formamida desionizada 50%; SSC 5X;
reactivo de bloqueo (Boeringer Mannhein) 2%; N-lauroylsarcosina 0.1%; SDS
0.02%; ADN de esperma de salmén 25 ug/ml previamente desnaturalizado). La
hibridacion se realiz6 durante 12-16h. a 42°C afiadiendo a la solucién anterior la
sonda marcada con digoxigenina previamente desnaturalizada por calor. Tras la
hibridacion se lavé el filtro dos veces durante.5 min. con SSC 2X-SDS 0.1% a
temperatura ambiente y dos veces durante 15 min. con SSC 0.1X-SDS 0.1% a 65°C.

La deteccién de la sefial se llevé a cabo segiin el método de
quimioluminescencia para sondas marcadas con digoxigenina (Boeringer
Mannhein). Las membranas se lavaron con Soluciéon de lavado (Tween20 0.3%
en Tampén 1 de hibridacién: Acido maléico 0.1 M, NaCl 0.15 M pH7.5) durante 5
minutos. Seguidamente se incubaron durante 30 min. en Tampén 2 de
hibridacién (reactivo de bloqueo 1% en tampén 1) y otros 30 min. con el
anticuerpo anti-digoxigenina AP-FAB (anticuerpo conjugado con fosfatasa
alcalina) diluido 1:500 veces en tampén 2. El conjugado no ligado se eliminé
lavando 3 veces durante 15 min. con ‘solucién de lavado. Tras equilibrar las
membranas durante 5 min. con Tampén 3 de hibridacién (NaCl 2.5 M; MgCl> 1
- M; Tris-HCI 1 M pH9.5) se incubaron 5 min. con CSPD 0.1 mg/ml en tampén 3.
Estas incubaciones se realizaron a temperatura ambiente y con agitacion
constante. Después se envolvieron los filtros en papel celofan para evitar que se
secaran y se dejaron 15 min. a 37°C. Finalmente se expusieron a peliculas de
autorradiografia Kodak X-OMAT K100.

I1V.15.1.2. Hibridacién con sonda radiactiva

Las membranas se pre-hibridaron durante 1-4h a 42°C con agitacién
constante en Solucién de hibridacién de ADN (NaPOy4 pH6.5 25 mM; formamida
desionizada 50%); SSC 6X; reactivo Denhardt’s 5X; SDS 0.5%; ADN de esperma de
salmén 100ug/ml previamente desnaturalizado). La hibridacién se realizé
durante 12-16 h a 42°C afiadiendo a la solucién anterior la sonda marcada con
ALPHAS32P-dCTP previamente desnaturalizada por calor. Trds la hibridacién se
lavé el filtro dos veces durante 5 min. con SSC 2X-SDS 0.5% a temperatura
ambiente, dos veces durante 5 min. con SSC 2X-SDS 0.1% a temperatura
ambiente, una vez durante 30 min. con SSC 2X-SDS 0.1% a 50°C y una tultima vez
durante 30 min. con SSC 0.2X-SDS 0.1% a 65 °C. Finalmente, se envolvieron los
filtros en papel celofdn y se expusieron a peliculas de autorradiografia.
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IV.15.2. Hibridacion de ARN (Northern)
I1V.15.2.1. Hibridacion con sonda radiactiva

Las membranas se pre-hibridaron durante 1-4h. a 42°C en agitacién
constante en Soluciéon de hibridacion de ARN (formamida desionizada 50%;
SSPE 5X; reactivo Denhardt’s 1X; SDS 0.1%; ADN de esperma de salmén
100pg/ml previamente desnaturalizado). La hibridacién se realizé durante 12-16

h a 42°C afiadiendo a la solucién anterior la sonda marcada con 032P-dCTP
previamente desnaturalizada por calor. Tras la hibridacién se lavé el filtro con
SSPE 2X-SDS 1% una vez durante 5 min. a temperatura ambiente, otra durante 20
min. a 65°C con la misma solucién y una tltima vez durante 20 min. con SSPE
0.2X-SDS 0.1% a 65°C. Finalmente, se envolvieron los filtros en papel celofan y se
expusieron a peliculas de autorradiografia: La cantidad de sonda marcada unida al
ARN fue cuantificada en un analizador de radiacion 3 FUJIX.

La rehibridacién de membranas con nuevas sondas se llevd a cabo tras
eliminar la sonda previamente hibridada mediante dos tratamientos sucesivos
con SSPE 0.1X-SDS 0.1% hirviendo.

IV.16. MARCAJE DE SONDAS
1V.16.1. Marcaje de sondas no radiactivas

Las sondas de ADN se marcaron con Digoxigenina (nucleésido DIG-
11dUTP) (Boeringer Mannhein), segin el método descrito por Feimberg y
Vogelstein (1984). La reaccién de marcaje se realizé con 0.2-2 pg del fragmento de
ADN previamente desnaturalizado al cual se le afiadié 1 mM de hexanucleétidos
no marcados, una mezcla de dATP 1 mM, dGTP 1 mM, dCTP 1 mM, dTTP 0.65
mM, y DIG-dUTP 0.35 mM y 2 unidades de ADN polimerasa Klenow. La reaccién
se incub6 a 37°C durante 12-16 h tras lo cual se paré con EDTA 0.02 M pHS.0.
Finalmente, el ADN se precipité con LiAc 0.4 M y 3 volimenes de etanol 96%.

IV.16.2. Marcaje de sondas radiactivas

Las sondas de ADN se marcaron con a32P-dCTP segtin el protocolo bésico
para sondas no radiactivas. En este caso, a la misma cantidad de ADN se le afiadi6
1 mM de hexanucleétidos no marcados, una mezcla de dATP 25 uM, dGTP 25

uM, dTTP 25 uM y 25 pCi de a32P-dCTP y 2 unidades de ADN polimerasa
Klenow. La reaccién se incubd a 37°C durante 1-2 horas. Los nucleétidos no

incorporados en la reaccién se eliminaron pasando el total del volumen a través
de una columna de Sephadex G50-TE (5 g de Sephadex G50 en 75 ml de TE).
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IV.17. SECUENCIACION DE ADN

La secuenciacién del ADN se realiz6 a partir de pldsmidos de doble cadena
segin el método descrito por Sanger et al. (1977). El ADN se purificé previamente
mediante columnas de Sephadex G50 (ver marcaje de sondas radiactivas) o
mediante precipitacién con PEG. Las reacciones de secuenciacién se llevaron a
cabo utilizando el “kit” comercializado por USB (Ohio, EEUU) el cual utiliza la

ADN polimerasa del fago T7 comercializada como SequenaseTM2.0 y 0355-d ATP.

Los cebadores utilizados fueron: “-40 del promotor de M13” para los
plasmidos pMPS41, pRS-0.3, pRS-0.9 y pSP381; “-20 del promotor de T7” para
pRS-0.3 y “reverso de M13” para pSP402.

IV.18. ANALISIS “RUN-ON” DE LOS Ti{ANSCRITOSlDE UN GEN

Se siguieron los protocolos descritos por Elion y Warner (1986) y Osborne y
Guarente (1989) con las modificaciones descritas por Chavez y Aguilera (1997). A
cultivos de levadura en SG/L-ura con una D.Oggg de 0.1 se les afiadié 2% de
galactosa. Tras 1h a 30°C se lavaron las células con Tampén TMN (Tris-HCl1 10
mM pH7.4; MgCl, 5 mM; NaCl 10 mM) frio, se resuspendieron en 0.9 ml de H,O
y se incubaron con 0.5% de N-lauril-sarcosina durante 20 min. en hielo con
objeto de permeabilizarlas. El sobrenadante se eliminé cuidadosamente por
centrifugacién y las células se resuspendieron en 60 pl de Tampén de
transcripcién 2.5X (Tris-HCI 50 mM pH7.7; KC1 0.5 M; MgCl, 80 mM). La reaccion
de run-on se llevd a cabo afiadiendo 2 mM DTT, 0.5 mM ATP, 0.5 mM CTP, 0.5
- mM GTP y 120 pCi de (32P)-UTP. La mezcla se llevé a un volumen final de 150 ul
y se incub6 durante 3 minutos a 30°C. La reaccién se paré afiadiendo 1 ml de
tamp6n TMN con UTP sin marcar. Tras lavar dos veces con HyO se prepard el
ARN siguiendo el protocolo anteriormente descrito (ver seccién 1V.12.3.). Antes
de la hibridacién se trataron las muestras de ARN con NaOH 0.4 M durante 5
min. en hielo se neutralizaron con HCl 0.4 M y Tris-HCl 100 mM pH7.5. Las
hibridaciénes se realizaron siguiendo el protocolo descrito (ver seccion IV.15.2.)
utilizando 100 pg/ml ARNt de E. coli . Para preparar la membrana se
inmovilizaron 100 pg de cada sonda de ADN en una membrana HybondTM-N+
(Amersham International) utilizando un aparato Slot Blot pR600 (Hoefer, USA).
Previamente, cada sonda se habia desraturalizado con NaOH 0.4 M-EDTA 10 mM
durante 10 min. a 100°C. E1 ARN marcado unido a cada fragmento de ADN se
cuantificé en un analizador FUJIX de radiacién f.

IV.19. AMPLIFICACION DEL GEN KAN1 POR PCR
Para obtener un fragmento con el gen KAN1 flanqueado por secuencias del gen

THO2 se amplific6 la regién del plasmido pFA6KANMX4 que contiene la
secuencia de K ANI con los oligonucleétidos
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ATGGCAGAACAGACGCTACTTTCCAAATTGAACGCTCTTTCTAGTGGATCT
GATATCATC y
AATTACCTCTGGTACCTACTGACGTAATTCCCACCCTTGGCAGCTGAAGCTT
CGTACGCT, que corresponden a 20 pb de las secuencias flanqueantes del gen
KAN (indicadas sin subrayar) mds las secuencias que van desde las posiciones +1
a +40 y +4756 a +4796 del gen THO?2 (indicadas como texto subrayado. Los codones
de inicio y parada se indican en negrita).
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Conclusiones

L La mutacién hrs2-1 de Saccharomyces cerevisiae, aislada como supresora
del fenotipo de hiper-recombinacién de la mutacién hprlA, estd en el gen SRB2,
que codifica un componente de la holoenzima de la ARN polimerasa II. La
deleciéon de este gen también suprime el fenotipo de hiper-recombinacion de
hpr1A pero no el de transcripcién.

2. La sensibilidad de los mutantes srb2 al agente alquilante metil-metano
sulfonato sugiere que el factor Srb2 estd implicado en reparacién de ADN.

3. El gen HRS1, otro supresor de la hiper-recombinacién de hprid, funciona
como un regulador general de la transcripcién con efectos tanto positivos como
negativos. Los mutantes hrslA presentan fenotipos similares a los de los
mutantes en los componentes del “mediador” de la holoenzima de la ARN
polimerasa II, Galllp y Sindp. Esto sugiere que HrslIp es un componente del
“mediador”.

4. La capacidad de suprimir la recombinacién inducida por hprIA no es
general para todos los mutantes de la holoenzima de la ARN polimerasa II.

5. La sobreexpresion de los genes THO1 y THO2 suprime parcialmente los
fenotipos de termosensibilidad y transcripcién de hprlA.

6. El gen THO?2 es funcionalmente andlogo a HPRI. Los mutantes nulos
tho2A presentan ‘los “mismos fenotipos de crecimiento, termosensibilidad,
inestabilidad genética y transcripcién que los mutantes hprlA.

7. El hecho de que el fenotipo de hiper-recombinacién de hprl1Ay tho24 se
suprima por mutaciones en los componentes de la holoenzima de la ARN
polimerasa II, Srb2p y Hrslp, es consistente con una funcién de Hprlp y Tho2p en
transcripcién y apoya la idea de que la recombinacién en mutantes hprlA y tho2A
depende de transcripcién.

8. Proponemos un modelo en el que la ausencia de la proteina Tho2p, al
igual que la de Hprlp, provoca defectos en la elongacién de la transcripcién por la
ARN polimerasa II que pueden generar dafios en el ADN o impedir el avance de
la horquilla de replicacién, causando el fenotipo de hiper-recombinacién
observado.
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