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Introduccién

La recombinacién constituye el proceso bioldgico seguin el cual dos segmentos de
DNA interaccionan fisicamente entre si y dan lugar a un cambio en el ligamiento o en la
informacién de al menos uno de ellos. Utilizada en la elaboracién de mapas genéticos y en
bioingenieria, la recombinacién homdloga del DNA constituye la base de multiples procesos
celulares. El cambio de sexo en Saccharomyces cerevisiae (Klar et al., 1984) o la produccién
de inmunoglobulinas en eucariotas superiores (Schwedler ef al., 1990) constituyen dos
ejemplos de ello. En eucariotas, la recombinacién durante la meiosis asegura una correcta
divisién reduccional del nicleo y contribuye a la diversidad genética de las especies mediante
la generacion de nuevas combinaciones alélicas. Durante la mitosis, la importancia de la
recombinacién viene determinada fundamentalmente por su papel en la reparacion de roturas
del DNA. Sin embargo, la recombinacion puede representar una fuente de inestabilidad
gendémica. Por ello, para la célula es importante mantener un estricto control sobre los
mecanismos de recombinacién que mantenga la integridad de su genoma. Al secuenciar el
genoma de S. cerevisiae se puso de manifiesto una cantidad significativa de regiones
cromosémicas duplicadas y tramos de secuencias repetidas que eran substratos potenciales
para la recombinacién (Seoighe and Wolfe, 1998; Wolfe and Shields, 1997). Asi pues, la
recombinacion entre secuencias repetidas de DNA, ubicuas en los genomas eucariéticos,
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 er al., 1989), la Ataxia telangiectasia (Meyn,
1993) y algunos tipos de tumores (Ionov et al., 1993; Thibodeau et al., 1993) que se asocian a
una inestabilidad de regiones repetidas de ADN.

L.1. MECANISMOS DE RECOMBINACION HOMOLOGA

Existen distintos mecanismos de recombinacion entre regiones repetidas de DNA
dependiendo del tipo de secuencias de las que se trate. Las secuencias cortas (<10 pb)
repetidas “en tandem” multitud de veces (DNA satélite), estdn sujetas a reordenaciones
provocadas fundamentalmente por errores de la maquinaria de replicacion. En cambio, las
repeticiones largas (>100 pb) y las regiones homdélogas de los genomas constituyen el
substrato para una maquinaria especifica de recombinacion homdloga.

Estudios genéticos y moleculares en fagos, bacterias y hongos han sido esenciales
para tratar de comprender los mecanismos de recombinacién homéloga. El modelo de
reparacion de cortes de doble cadena (DSBR) se Szostak et al. (1983) es el més aceptado
actualmente. Este modelo se inicia con un corte de doble cadena (DSB). Tras la degradacion
de los extremos 5’ a ambos lados del corte, los extremos 3’ de cadena sencilla invaden a la
pareja de DNA de doble cadena homdlogo y sirven como cebadores para una sintesis se DNA
nueva que rellena el hueco. La reaccion de intercambio de cadena entre la molécula de DNA
de cadena sencilla invasora y la de DNA de doble cadena invadida provoca la formacién de
estructuras cruciformes o de Holliday (Figura 1). Existe otro modelo de recombinacion
denominado reasociacion de cadena dependiente de sintesis (SDSA) segun el cual, después
de una sintesis de DNA que ha usado como cebadores los extremos 3’ invasores, la reaccion
de invasion es invertida (McGill et al., 1989; Hastings, 1988). Como consecuencia, no se
forman estructuras de Holliday estables. Ademads, la recombinacién puede estar asociada a la
replicacion mediante el proceso conocido como BIR (del inglés break-induced replication),
en el que el extremo invasor 3’ permite que una polimerasa inicie la sintesis de DNA (Paques
and Haber, 1999).
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Figura 1. Modelos de DSBR (Szostak et al., 1983) y SDSA (Hastings 1988; McGill et al. 1989). Después de un
DSB, la reseccion de los extremos 5° genera dos cadenas sencillas terminadas en 3” que invaden a una molécula
de DNA homdloga y ceban la reaccién de sintesis de DNA . Como consecuencia, se forman dos estructuras de
Hollyday. En el modelo de DSBR, la conversién génica asociada con un intercambio de los marcadores
flanqueantes dependiendo de la forma en que se resualvan las estructuras. En le modelo de SDSA, las nuevas
cadenas de DNA sintetizadas son desplazadas del molde y emparejadas una con la otra por lo que la conversion
génica no se asocia con el entracruzamiento.

Ademads de la recombinacién entre cromosomas homélogos (recombinacion alélica),
también se da recombinacién entre secuencias repetidas localizadas en regiones no
homologas, ya sea en el mismo o en distintos cromosomas (recombinacion ectdpica). Segin
su localizacion la recombinacion entre las secuencias repetidas tendrd distintas consecuencias
sobre el producto final (Petes ef al., 1991). El intercambio reciproco entre secuencias
repetidas localizadas en cromosomas distintos produce translocaciones del DNA. Cuando las
repeticiones estdn en orientacion invertida en el mismo cromosoma el producto de la
recombinacion entre ellas es la inversion de la regidn entre ambas (Figura 2). Sin embargo, si
estdn en orientacidn directa, el producto es una delecion de una de las secuencias repetidas y
de la region intermedia. En este dltimo caso, la recombinacion puede ser intracromatidica o
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entre cromatidas hermanas (Petes et al., 1991). Ademas, las deleciones pueden generarse por
otros mecanismos no conservativos como la invasién de un extremo (Belmaaza and
Chartrand, 1994; Prado and Aguilera, 1995) o reasociacién de cadenas (SSA) (Lin et al.,
1984; Ozenbergen and Roeder, 1991; Fishman-Lobell and Haber, 1992; Fishman-Lobell ez

al., 1992).
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Figura 2. Diagrama que muestra como un suceso de recombinacidn reciproca entre dos secuencias repetidas en
la misma molécula de DNA puede dar lugar a una inversién de las repeticiones (A) o una delecion de una de las
repeticiones y la secuencia entre éstas (B) segdn las repeticiones estén orientadas de una forma invertida o
directa respectivamente. El sentido de las flechas indica la orientacién de las repeticiones. El suceso de
recombinacidn esta representado por un aspa. En A una caja negra permite visualizar la inversion.

L.2. TRANSCRIPCION POR LA RNAPII

Distintos estudios realizados en eucariotas demuestran que la transcripcién mediada
por la RNAPII conlleva distintos pasos o etapas: reconocimiento del promotor, formacién del
complejo de pre-iniciacion, iniciacion, salida del promotor, elongacién, terminacién y
reiniciacion (Orphanides et al., 1996).

L.2.1. Iniciacion de la transcripcion

La RNAPII es una enzima compuesta por una docena de polipéptidos distintos
(Woychik and Young, 1990; Young, 1991). Los polipéptidos componentes de la RNAPII asi
como la mayorfa de los factores generales de transcripcion, estdn conservados desde
levaduras a humanos. La subunidad mayor de la RNAPII tiene un dominio carboxi-terminal
denominado CTD (del inglés carboxi-terminal domain), que es esencial y juega un papel
importante en la regulacién de la transcripcion y en la relacién entre la transcripcion y otros
procesos nucleares. Consiste en una serie de repeticiones de un heptapéptido conservado a lo
largo de la evolucién (Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser) (Corden, 1990). El nimero de
repeticiones varia segun la complejidad del organismo, siendo de 26-27 en levaduras y de 52
en mamiferos. Dos de las serinas del heptapéptido estin sujetas a fosforilaciones reversibles
durante el ciclo de la transcripcién (Dahmus, 1996), de manera que la fosforilacién completa
del dominio provoca un cambio en la carga iénica del mismo. La RNAPII con un CTD
hipofosforilado (RNAP IIA, PM: 210kDa) se encuentra preferentemente en el complejo de
preiniciacion presente en los promotores (PIC), mientras que una RNAPII hiperfosforilada
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(RNAP 110, PM: 240kDa) se asocia con los complejos elongantes. Es decir, cuando el CTD
estd fosforilado la polimerasa es procesiva (Allison and Ingles, 1989; Scafe et al., 1990;
Peterson ef al., 1991). Una vez fosforilado el CTD, la doble hélice se abre gracias a una
funcién helicasa, constituyéndose lo que se conoce como “complejo abierto” de la

transcripcion.

La iniciacién de la transcripcién por la RNAPII requiere el reclutamiento en los
promotores de un complejo protéico constituido por la propia RNAPII, complejos
coactivadores y por 5 factores polipeptidicos denominados factores generales de la
transcripcion (GTFs): TFIIB, TFHE, TFIF, TFIIH y TFIID, este ultimo formado por la
proteina TBP (proteina de unién al elemento TATA de los promotores) y los factores TAFs
(del inglés TBP-asociated factor) (Orphanides et al., 1996). El ensamblaje del complejo de
preiniciacion (PIC) requiere la unién de la proteina TBP a la secuencia TATA, seguido del
reclutamiento concertado del factor TFIIB y la RNAPII junto con los factores TFIIF, TFIIE y
TFIH (Reinberg et al., 1998). Aunque los factores generales son suficientes para el inicio de
la transcripcién por la RNAPII, la estimulacién transcripcional en respuesta a distintas
seflales especificas de promotores requiere factores adicionales. Esta regulacion la ejercen
una gran variedad de proteinas que pueden actuar como activadores o represores. Muchos de
estos factores han sido identificados como coactivadores transcripcionales. La interaccion
entre las proteinas reguladoras y la RNAPII estd mediada por el complejo “mediador” que
constituye un elemento integrador de todas las senales reguladoras que actdan sobre la
RNAPII. necesario para la transcripcion de, esencialmente, todos los genes (Koleste and
Young, 1994; Holstege et al., 1998; Kim er al., 1994; Myers and Kornberg, 2000). La
RNAPI junto con algunos de los GTFs y el “mediador” constituye lo que se conoce como
holoenzima de la RNAPIIL. El “mediador” se descubrié inicialmente en levaduras como una
fraccion cruda que eliminaba la inhibicién de la transcripcién en un extracto nuclear
(Kelleher et al., 1990). Posteriormente se descubrid que esta misma fraccién era necesaria
para reconstituir la respuesta a activadores en un sistema in vitro (Kim ez al., 1994). Por otro
lado, se habian identificado genéticamente una serie de factores que interaccionaban con el
dominio CTD de la RNAPII Estos factores que interaccionan con el CTD constituyen el
complejo SRB (del inglés suppresor of RNAPII ( B)) (Koleske and Young, 1994) y estdn
codificados por los genes SRB, aislados a partir de mutantes de S. cerevisiae supresores de
deleciones parciales del CTD de la RNAPII (Myers and Young, 1998). Distintos estudios
genéticos y moleculares han permitido definir al “mediador” como un gran complejo protéico
constituido por aproximadamente 20 polipéptidos entre los que estan los factores Srb, las
proteinas Med y otros polipéptidos, identificados genéticamente a partir de estudios
independientes, como Galll, Sind, Rgrl, Nutl, Nut2, Hrsl y Rox3 (Kim ez al., 1994; Li et
al., 1995; Carlson, 1997; Gustafsson et al., 1997; Myers and Kornberg, 2000). Varios
experimentos bioquimicos sugieren la existencia de distintos subcomplejos en el “mediador”.
Existen dos subcomplejos tuncionalmente distintos: el “subcomplejo Srb4” (contiene las
subunidades Srb) y el “subcomplejo Rgri” (contiene las subunidades Med y el resto de
polipéptidos). Recientemente se ha demostrado que, aunque el “mediador” se aisla asociado a
la RNAPIL, no requiere tal interaccion para funcionar como un coactivador tanto in vitro
como in vivo (Bhoite et al., 2001; Park et al., 2001). El “mediador” presenta una significativa
conservacion a lo largo de la evoluciéon (Malik and Roeder, 2000; Rachez and Freedman,
2001). De hecho, ha sido identificado en levaduras y en mamiferos, aunque existen
diferencias en cuanto a la composicion de sus subunidades (Hampsey and Reinberg, 1999).
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1.2.2. Regulacion de la elongacion mediada por la RNAPII

La regulacién de la transcripcién por la RNAPII se da también en la fase de
elongaciéon (Kane, 1994). De hecho, el trdnsito desde iniciacién a elongacion de la
transcripcion estd altamente regulado, principalmente mediante fosforilaciones del dominio
CTD de la RNAPII, como se ha descrito anteriormente. La elongacién de la transcripcion
puede sufrir “pausas”, es decir paradas transitorias de la RNAPII que no conllevan la
liberacién del transcrito. Algunos activadores transcripcionales funcionan, al menos en parte,
aumentando la eficiencia de la elongacién de la RNAPII a través de los sitios de pausa
(Yankulov ef al., 1994). Estos sitios de pausa a menudo se dan en la zona proximal de
algunos promotores. Este fendmeno forma parte de la activacién de dichos promotores, en la
que se sintetiza un pequeiio transcrito antes de que se produzca la pausa de la polimerasa
(Bentley, 1995). La regulacion de la transcripcién por este mecanismo se observo por primera
vez en el gen hsp70 de Drosophila (Lis and Wu, 1993). La re-activacién de la transcripcion
en el gen hsp70 humano a partir de un sitio de pausa requiere la accién del complejo
remodelador de la cromatina SWI/SNF asi como del activador HSF1 (Brown et al., 1996;
Brown and Kingston, 1997).

Las pausas o bloqueos de la RNA polimerasa pueden deberse a la presencia de
determinadas secuencias, a la disminucién de la concentracion intracelular de nucleétidos, a
errores en la incorporacion de ribonucleédtidos, a la formacion de estructuras secundarias del
RNA o a la presencia de proteinas en el DNA, entre ellas las que determinan la estructura
cromatinica (Bentley, 1995). Existen factores de transcripcién cuya funcién consiste en
permitir a la RNAPII 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 altimo nucledtido incorporado en el transcrito naciente. Mediante esta accién se le
permite a la RNAPII pasar de nuevo por el sitio de pausa (Uptain et al., 1997). El gen PPR?2,
que codifica el factor TFIIS en §. 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, el cual reduce la concentracidn intracelular de GTF,
provocando un defecto en la elongacion de la transcripcién creando, posiblemente, paradas
de la RNAPII y por lo tanto aumentando la necesidad de factores que estimulen la elongacién
(Exinger and Lacroute, 1992, Uptain et al., 1997). Otros factores implicados en elongacion
son TFIIF, el complejo “elongador” y el complejo Spt4-Spt5 (Hartzog et al, 1998; Wada et
al., 1998; Otero et al., 1999; Wittschieben et al., 1999; Pokholok er al., 2002; Rondén et al.,
2003). La funcion de estos factores, a diferencia de TFIIS, no consiste en la liberacion a la
RNAPII 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 transcripcién en
sitios cripticos de pausa (Reines et al., 1996). Por ejemplo, se ha sugerido que TFIIF
interacciona directamente con la RNAPII y suprime la parada transitoria de la enzima
aumentando la tasa de adicién de nucledtidos (Price er al., 1989; Uptain et al., 1997,
Conaway et al., 2000). Spt4 y Spt5, junto con Spt6, se identificaron como factores que
regulaban el inicio de la transcripcion, a través de un efecto en la estructura de la cromatina.
Posteriormente se ha demostrado que Spt4-Spt5 y su homélogo humano DSIF, participan en
las primeras fases de elongacion (Winston, 1992; Hartzog et al, 1998; Wada er al., 1998). El
“mediador” no se ha encontrado formando parte de la forma elongante de la RNAPII, a
diferencia del complejo Pafl-Cdc73 que parece ser reclutado en el promotor junto con la
polimerasa, a la que acompaia durante la elongacién de la transcripcién (Svejstrup et al.,
1997, Pokholok et al., 2002). El “elongador” es un complejo multiprotéico purificado junto a
la RNAPII hiperfosforilada y se propuso como candidato a sustituir al mediador durante la
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elongacién (Otero et al., 1999).

Una barrera importante para el avance de la transcripcion lo puede constituir la
organizacién cromatinica del DNA. La RNAPII requiere factores adicionales que permitan la
elongacién de la transcripcion a través del DNA organizado en nucleosomas. En levadura, se
han identificado diferentes complejos con capacidad de remodelar la estructura de la
cromatina durante la transcripcion: SWI/SNF, RSC y Spt16/Pob3 (Brown et al., 1996; Brown
and Kingston, 1997; Orphanides et al., 1998). Otros complejos con actividad de
remodelacién de la cromatina son NURF, ACF (Tsukiyama and Wu, 1995; Mizuguchi er al.,
1997; Tto et al., 1997) y CHRAC (Varga-Weisz et al., 1997; Cairns, 1998) purificados a
partir de extractos de Drosophila, y el complejo SWI/SNF en humanos (Kwon et al., 1994;
Wang et al., 1996).

1.2.3. Acoplamiento de la transcripcion a otros procesos metabdlicos del RNA

La sintesis de mRNAs en una célula eucaridtica requiere un gran nimero de
factores para cada uno de los pasos necesarios hasta la formacion de la molécula de mRNA
madura. Estas modificaciones en la molécula mRNA no madura (pre-mRNA) sirven, entre
otras cosas, para proteger el transcrito de los sistemas de degradacion. Estos factores incluyen
los hnRNPs (del inglés heterogeneous nuclear ribonucleoproteins)y snRNPs (del inglés
small nuclear ribonucleoproteins). Los principales pasos del procesamiento del mRNA son el
procesamiento del extremo 5°, la maduracidn de intrones y la poliadenilacién o incorporacién
de una cola de poli(A) en el extremo 3’ (Figura 3). Estas reacciones estin estrechamente
asociadas entre si y con el complejo elongante de la RNAPII mediante su dominio CTD. De
hecho el CTD estimula estos procesos, mediante su interaccién con las distintas maquinarias
implicadas en el procesamiento del mRNA (Fong and Bentley, 2001).

a. Procesamiento del extremo 5’ del mRNA

La caperuza presente en el extremo 5’ de todos los mRNAs eucaridticos se
forma justo después del inicio de la transcripcién, cuando la cadena naciente del RNA tiene
~25-30 nucledtidos (Coppola et al., 1983; Jove and Manley, 1984). Parece probable que esta
reaccidon marque la transicion entre iniciacion y elongacién de la transcripcién. Una RNA
trifosfatasa (Cetl) elimina el y-fosfato del primer nucledtido del pre-mRNA. La proteina
Cegl transfiere, al extremo difosfato que resulta, una molécula de GMP. Después una
metiltransferasa le afiade un grupo metilo en la posiciéon N7 formando la caperuza
m7G(5%)ppp(5")N. Ademds de la participacion de estas enzimas, se sabe que en esta reaccién
el CTD juega un papel directo (Cho er al., 1997). Estudios genéticos han revelado que la
quinasa Kin28, quinasa que fosforila el dominio CTD, recluta a las enzimas responsables del
procesamiento del 5 del mRNA en la RNAPII (Rodriguez et al., 2000). Otro dato que pone
de manifiesto la relacion existente entre la transcripcién y el procesamiento del 5° del mRNA
es el descubrimiento, en humanos, de una interaccién fisica entre una proteina implicada en
la elongacién de la transcripcion hSPTS y enzimas de procesamiento del 5° del mRNA (Wen
and Shatkin, 1999). Esta asociacién entre procesamiento del 5° del mRNA y elongacién de la
transcripcion podria ser un ‘“‘checkpoint” para asegurar que la RNAPII sélo continda
transcribiendo aquellos transcritos que han sido correctamente procesados en su extremo 5.
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Figura 3. Acoplamiento de la transcripcién por la RNAPII con el procesamiento del mRNA. Durante el inicio
de la transcripcion se asocia a Ja holoenzima de la RNAPII el factor CPSF (del inglés cleavage polyadenylation
stimulatory factor) (naranja). Durante la elongacién, donde el dominio CTD estd hiperfosforilado (morado),
muchos de los GTFs son reemplazados por factores de elongacién (verde). En esta etapa también se asocian al
CTD las enzimas implicadas en el procesamiento del extremo 5° (GT y MT), asi como los factores SCAFs (del
inglés SR-like CTD-associated factors) para promover el reclutamiento del madurosoma (naranja).
Posteriormente, el factor CsF (del inglés CTD-associated cleavage-stimulation factor) y CPSF median el corte y
la poliadenilacién en el extremo 3°, liberdndose de esta manera el mRNA del complejo de transcripcion.
Finalmente tiene lugar la terminacién de la transcripcion.
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b. Maduracion de intrones

La maduracién de intrones de los mRNA ocurre en un gran complejo macromolecular
denominado madurosoma, compuesto por pequefias particulas nucleares ribonucleoprotéicas
(snRNPs) y proteinas de la familia de proteinas SR ricas en arginina y serina
(serinelarginine-rich) (Moore and Sharp, 1993; Kramer, 1996; Manley and Tacke, 1996). La
polimerizacién por la RNAPII es relativamente lenta (~1000-2000 bases por minuto)
comparada con la RNA polimerasa del fago T7 (~15000 bases por minuto). Esta elongacion
ralentizada puede ser necesaria para permitir un procesamiento cotranscripcional. De hecho
se ha descrito que, in vitro, la eliminacion de los intrones es mas eficiente cuando se acopla a
la RNAPII que a la polimerasa del fago T7 (Ghosh and Garcia-Blanco, 2000). Aunque la
maduracion de intrones puede ocurrir cotranscripcionalmente, esta asociacion no es
obligatoria ya que in vitro se pueden eliminar los intrones de una molécula de RNA ya
transcrita (Beyer and Osheim, 1988; Bauren and Wieslander, 1994; Zhang et al., 1994).
Distintos estudios han demostrado la existencia de interacciones funcionales y bioquimicas
entre el CTD y algunas proteinas de la maquinaria de la maduracion de intrones (Chabot et
al., 1995; Yuryev et al., 1996, Kim et al., 1997, Corden and Patturajan, 1997). Estudios de
microscopia sugieren que el CTD dirige a los factores implicados en la maduracién de
intrones hacia los sitios de transcripcion (Misteli and Spector, 1999). Pero la RNAPII no sélo
controla la distribucion espacial de los factores implicados en el procesamiento de los pre-
mRNA sino que ademads actia directamente con dichos factores mejorando la eficiencia de tal
procesamiento (Hirose et al., 1999). Aunque sé6lo el ~3% de los genes de la levadura
contienen intrones, el total de los transcritos que los contiene es de ~30% (Ares et al., 1999;
Lopez and Seraphin, 1999). Esto es debido a que los intrones estdn en genes de expresion
muy elevada, como en aquellos que codifican las proteinas ribosémicas. Aunque ain se
desconocen las razones, los autores sugieren que la existencia del intron facilita la sintesis de
mRNA, indicando este hecho, una vez mds, una relacién entre la maduracion de intrones y
transcripeion.

¢. Poliadenilacion

La poliadenilacién del mRNA ocurre en dos pasos: corte endonucleolitico del pre-
mRNA vy adicién de un poli(A) en el extremo 3°. Algunos de los factores implicados en este
proceso se asocian con la RNAPII en los promotores y permanecen asociados a ella durante
la elongacion de la transcripcién. El CTD de la RNAPII participa directamente en la
formacion y/o funcién de un complejo estable y cataliticamente activo mediante interacciones
directas con factores de poliadenilacién (Hirose and Manley, 1998). Aunque atn se
desconocen exactamente los mecanismos moleculares, se ha descrito que este proceso estd
funcionalmente relacionado con la terminacion de la transcripcién ya que es necesario
reconocer la sefial de poli(A) para que tenga lugar dicha terminacién (Dantonel et al., 1997,
Osheim et al., 1999). Este requerimiento asegura que la terminacién ocurra después de que el
extremo 3’ del gen se haya transcrito. Existe un modelo que sugiere que la terminacion se
dispara por un cambio en la interaccion existente entre distintos factores de poliadenilacién y
Ja RNAPIL. tras el paso de ésta por la sefial de poli(A), pasando a un estado menos procesivo
(McCraken et al., 1997). Un grupo de proteinas estrechamente asociadas a las moléculas de
RNA poliadeniladas son las denominadas NAB (del inglés nuclear polyadenylated RNA-
binding proteins). La ausencia de éstas, y otras proteinas implicadas en este procesamiento,
provoca una acumulacién de transcritos en el nucleo, en algunos casos en el sitio de
transcripcion (Eckner er al., 1991; Yerson et al., 1993; Long et al., 1995; Huang and
Carmichael, 1996: Brodsky and Silver, 2000; Hilleren er al., 2001; Jensen et al., 2001). A
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diferencia de lo que ocurre en el procesamiento del extremo 5°, se necesita un correcto
extremo 3’ poliadenilado para el transporte de dicho mRNA al citoplasma (Dower and
Rosbash, 2002).

d. Transporte de mRNA

El DNA de las células eucariotas estd contenido en el niicleo, un compartimento que
separa espacialmente la sintesis de DNA y RNA de la sintesis de proteinas en el citoplasma.
El niicleo estd delimitado por la membrana nuclear que asegura un estricto y selectivo control
molecular del intercambio entre el nicleo y el resto de la célula, no sélo para proteger y
transmitir correctamente la informacién genética, sino también para coordinar las funciones
nucleares y citoplasmaticas. El transporte de moléculas a través de la membrana ocurre a
través del poro nuclear (NPC, del inglés nuclear pore complex), un complejo multiprotéico
constituido por nucleoporinas (~50 MDa, en levaduras) y conservado a lo largo de la
evolucién. Se ha descrito que distintas mutaciones en genes que codifican nucleoporinas
provocan un bloqueo en el transporte de mRNA (Fabre and Hurt, 1997). El transporte de
mRNA nuclear podria constituir un punto de verificacion (checkpoint) esencial en la
regulacion de la expresion génica. En el nicleo, distintas hnRNPs y otras proteinas de unién a
RNA empaquetan los mensajeros en particulas ribonucleoprotéicas (RNPs). Muchos de estos
factores son reclutados por el mRNA durante la transcripcion (Lei et al., 2001). Algunas de
estas proteinas permanecen en el nicleo mientras que otras acompafian a la RNP hasta el
citoplasma donde se disocian para volver al nicleo para comenzar una nueva ronda de
transporte (Pifiol-Roma and Dreyfuss, 1992). Algunos ejemplos de hnRNPs son Npl3
(nuclear protein localization), Hrpl (hnRNP-like protein 1), Pabl (poly(A)-binding protein),
Publ (poli(U)-binding protein) y Nab2 ( nuclear polyadenylated RNA binding protein 2)
(Wilson er al., 1994, Anderson er al., 1993). El reconocimiento de los mRNP que van a ser
transportados estd mediado por distintos factores. Uno de los més relevantes es Mex67, que
junto con Mtr2, es esencial para dicho transporte (Kadowaki et al., 1994; Santos-Rosa et al.,
1998). Se identific6 como un sintético letal con una mutacién en la nucleoporina NUP85
(Segref et al., 1997). Mex67 se une al mRNA y a su vez contacta con distintos componentes
del poro nuclear mediante Mtr2 (Katahira er al., 1999; Bachi et al., 2000; Strésser et al.,
2000). Sin embargo, en un mutante mex67 el RNA poliadenilado no se acumula en el poro
nuclear, sugiriendo una inhibicién del transporte del mRNA en algiin paso intermedio entre el
sitio de transcripcién y la envoltura nuclear (Segref er al., 1997). Se sabe que Yral, otra
proteina implicada en transporte de mRNA, interacciona directamente con Mex67,
reforzando la interaccion de ésta con el mRNA y actuando de puente entre la formacion del
mRNP y la maquinaria de translocacién (Strésser et al., 2000; Conti and I1zaurralde, 2001;
Reed and Magni, 2001). Una vez en el citoplasma, se ha propuesto que las mRNPs se
disgregan gracias a la actividad ATPasa de helicasas de RNA como la de Dbp5. De esta
manera, Dbp5 contribuye a la liberacion del mRNA en el citoplasma y al reciclaje de las
distintas hnRNP al nicleo (Bangs et al., 1998; Kosova et al., 2000).

1.2.4. Acoplamiento de la transcripcion a distintos procesos metabélicos del DNA

Aunque tradicionalmente se ha estudiado la transcripcion del DNA como un proceso
independiente del resto de fendmenos que se dan en el nicleo de las células eucaridticas,
existen evidencias de un acoplamiento de la transcripcion con otros procesos metabélicos del
DNA. El ejemplo mds paradigmatico es el acoplamiento de la transcripcion con la reparacion
a través del factor general de transcripcién TFIIH en eucariotas. Como se ha descrito
anteriormente, la fosforilaciéon del CTD de la RNA polimerasa Il es esencial para la
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iniciacion de la transcripcién y para la disociacion del complejo elongante del resto del
complejo protéico ensamblado en el promotor (Douziech et al., 2000; Kim ez al., 2000).
Ademds de la actividad quinasa contiene proteinas con actividad helicasa implicadas en la
reparacion por escision (NER, del inglés nucleotide excision repair) acoplada a la
transcripcidon (Aboussekhra and Wood, 1994; Cleaver, 1994; Drapkin er al., 1994; Svejstrup
et al.. 1996; Hoeijmakers ef al., 1996). Este mecanismo de reparacién implica la eliminacion
de dafios en el DNA por escisién de un oligonucleétido que contiene la/s base/s danada/s y
nueva sintesis de DNA.

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

1.3. RELACION ENTRE RECOMBINACION Y TRANSCRIPCION

La primera evidencia de una relacién de la transcripcién con la recombinacion se
obtuvo en S. cerevisiae con el aislamiento de HOTI, una secuencia reguladora de la
transcripcion por la RNA polimerasa [, como un activador de la recombinacion en la region
del rDNA (Keil and Roeder, 1984; Voelkel-Meiman er al., 1987). HOTI es capaz de inducir
recombinacion de una forma directamente relacionada con su capacidad de promover la
transcripcion (Stewart and Roeder, 1989). También se ha observado induccion de
recombinacion por transcripcion dependiente de la RNAPIL Asi, en S. cerevisiae la
activacion de la transcripcion produce un aumento en la frecuencia de deleciones entre
repeticiones de GAL/0 (Thomas and Rothstein, 1989) o entre elementos Ty (Nevo-Caspi and
Kupiec, 1994). En el proceso de cambio de sexo sélo tiene capacidad de iniciar la
recombinacion el locus que se expresa (Klar et al., 1981). En Schizosaccharomyces pombe, la
transcripcion a partir del promotor ADHI induce la recombinacién de las secuencias
transcritas (Grimm et al., 1991). En células de mamiferos, la activacién de la transcripcion
estimula la recombinacidn entre secuencias repetidas de DNA, aunque en los sistemas
estudiados solo ocurre si se produce un corte de doble cadena en las repeticiones antes de
inducir la transcripcion (Nickoloff and Reynolds, 1990; Nickoloff, 1992). En células de
mamiferos, se da una mayor frecuencia de recombinacion entre los segmentos
transcripcionalmente activos de los genes de las inmunoglobulinas (Blackwell et al., 1986;
Leung and Maizels, 1992; Lauster ef al., 1993; Oltz et al., 1993). Por iltimo, también se ha
observado relacion entre la recombinacion y la transcripcion en virus y bacterias. En E. coli
las deleciones mediadas por IS/02 requieren la transcripcion de la region en la que se inserta
la secuencia de insercién (Bernardi and Bernardi, 1988) y la formacion de deleciones en
pldsmidos se induce por transcripcién (Vilette er al., 1995). La transcripcion de determinados
genes de algunos fagos de E. coli estimula la transduccion tanto especializada como
generalizada (Dul and Drexler, 1988). Resultados similares se han obtenido con poliomavirus
(Bourgeaux-Ramoisy et al., 1995).

La recombinacion inducida por transcripcion puede ser una consecuencia del efecto
que esta ultima tiene sobre la estructura del DNA. La apertura de la doble hélice y los
cambios en el grado de superenrollamiento o en la estructura de la cromatina que estin
asociados al proceso de transcripcién pueden conducir a una mayor accesibilidad de la
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maquinaria de recombinacién al DNA, generar estructuras hipersensibles a nucleasas
enddgenas o facilitar la reaccion de intercambio de cadenas. Existen estudios que demuestran
que esta clase de fenémenos inducen recombinacion. En S. cerevisiae, se ha comprobado que
los sitios donde se producen los cortes de doble cadena que inician la recombinacion meidtica
coinciden con las regiones promotoras de los genes (Nicolas ef al., 1989; Baudat and Nicolas,
1997) y que la recombinacidn se inicia preferentemente en los sitios de union de factores de
transcripcién (White er al., 1991). Este fendmeno se ha observado también en células de
mamiferos (Shenkar er al., 1991). Un ejemplo de ello es RBP2N, una proteina de union a
sitios iniciadores de la recombinaciéon meidtica en humanos, que funciona como un represor
transcripcional (Dou ef al., 1994). Por otro lado, mutaciones en los genes estructurales de las
topoisomerasas de DNA, 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
and Esposito, 1989), SPT4 y SPT6 (Malagén and Aguilera, 1996) producen un fenotipo
hiper-recombinante. En este sentido, se ha demostrado que el superenrollamiento negativo
que produce el avance de la RNA polimerasa estimula la recombinacién especifica de sitio
por las resolvasas bacterianas gd y Tn3 in vitro (Droge, 1993). También se ha observado que
la transcripcion estimula el intercambio de cadenas catalizado por RecA in vitro (Kotani and
Kmiec, 1994). Todos estos resultados sugieren que las alteraciones estructurales del DNA
que produce el avance de la RNA polimerasa, son responsables, al menos en parte, del efecto
de la transcripcién sobre la recombinacion.

1.4. RECOMBINACION EN MUTANTES DEL COMPLEJO THO

La relacién entre los distintos procesos metabdlicos del DNA es de gran importancia
para entender los mecanismos responsables de la inestabilidad del genoma. El aislamiento de
mutantes de recombinacion en levaduras ha permitido establecer en muchos casos una
relacién entre recombinacién y procesos como la transcripcion.

Entre los genes aislados cuyas mutaciones provocan un aumento de la inestabilidad
gendmica en S. cerevisiae se encuentra los genes HPRI1 y THO2. HPRI fue identificado en
una bisqueda de mutantes de levadura con fenotipo de hiperrecombinacién (Aguilera and
Klein, 1988) mientras que THO2 se identificé como un supresor en multicopia de hpriA
(Piruat and Aguilera, 1998). Posteriormente se ha aislado un complejo proteico, THO, en el
que estan presentes las proteinas Hprl y Tho2, junto con Mftl y Thp2 (Chavez ez al., 2000).
La protefna Hprl también se ha encontrado asociada con la RNAPII, junto con otras
proteinas como Pafl, Cdc73 y Ccrd4 (Chang et al., 1999). Mutaciones en cualquiera de los
genes que codifican las proteinas del complejo THO confieren los mismos fenotipos de
hiperrecombinacién asociados a un defecto de transcripcién. Los mutantes hprlA presentan
un aumento de recombinacion especifico de secuencias repetidas directas (Aguilera and
Klein, 1990; Santos-Rosa and Aguilera, 1994), sin ningiin efecto aparente sobre la
recombinacion entre repeticiones invertidas, entre cromosomas homélogos o entre
cromatidas hermanas (Aguilera and Klein, 1989; Santos-Rosa and Aguilera, 1994).

Ademds del fenotipo de recombinacién de hprlA se observado una incapacidad de las
estirpes hprlA de transcribir el gen lacZ de E. coli. En nuestro laboratorio se ha demostrado
un efecto del complejo THO en elongacion de la transcripcion (Chavez and Aguilera, 1997,
Piruat and Aguilera, 1998; Chévez et al., 2000).

Para que se dé hiperrecombinacion entre repeticiones directas de DNA en los
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mutantes tho es necesario que se produzca transcripcion entre las repeticiones. Cuando
impedimos que se transcriba la secuencia ubicada entre ambas repeticiones, mediante un
terminador de la transcripcién o bien reprimiendo el promotor, desaparece el fenotipo de
hiperrecombinacién (Chdvez and Aguilera, 1997; Prado et al., 1997; Piruat and Aguilera,
1998:; Chavez et al., 2000). El fenotipo de hiperrecombinacién de hprlA depende del tipo de
secuencia localizada entre las repeticiones (Prado er al., 1997). El efecto més acusado se ha
observado en secuencias de DNA largas y con un alto contenido en G+C (Chdvez et al.,
2001). Existe una relacion directa entre la incapacidad de transcribir determinadas secuencias
de DNA vy la hiperrecombinacién de los mutantes tho. Aquellas secuencias que pueden ser
transcritas en mutantes rho no confieren hiperrecombinacién cuando estdn localizadas entre
repeticiones directas. Por el contrario, secuencias como lacZ, cuya transcripcion estd
fuertemente afectada en mutantes tho, provocan un aumento de hasta 2000 veces en el nivel
de deleciones cuando se ubican entre repeticiones directas (Chavez and Aguilera, 1997;
Piruat and Aguilera, 1998; Chavez et al., 2000). Estos resultados han llevado a proponer un
modelo segtin el cual los defectos en la elongacidn de la transcripcién que se dan en los
mutantes tho provocarian dafios en el DNA que podrian ser reparados mediante
recombinacion entre secuencias repetidas adyacentes. En el caso de que estas secuencias
repetidas no existieran, seria mds dificil reparar esos dafios, produciéndose un eventual
pérdida de la molécula de DNA dafiada. Esto dltimo explicarfa la alta tasa de pérdida de
cromosomas (Santos-Rosa and Aguilera, 1994) y el aumento en la inestabilidad de pldsmidos
dependiente de transcripcion observados en estirpes AprIA (Chévez and Aguilera, 1997).

L.5. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis ha sido profundizar en la relacion entre inestabilidad
genomica y transcipcion. Para ello hemos realizado una bisqueda de genes implicados en
recombinacion y nos hemos centrado en el estudio de uno de ellos: THP1. En segundo lugar
hemos seguido dos aproximaciones distintas buscando otras proteinas relacionadas con Thpl
que nos pudieran dar pistas acerca de su funcion en la célula: un abordaje genético para
encontrar supresores en multicopia del defecto en transripcion observado en thplA y otro
bioquimico para buscar protefnas que interaccionaran fisicamente con Thpl. Por dltimo
hemos querido estudiar posibles relaciones funcionales existentes entre distintos complejos
proteicos implicados en recombinacién y/o transcripcion.
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Resultados

IL.1.1. Mutantes nulos con fenotipo de hiperrecombinacién

En esta tesis hemos buscado de forma sistemdtica mutantes afectados en
recombinacién. Para esta buisqueda nos hemos basado en una serie de sistemas de
repeticiones directas e invertidas localizadas en el plasmido centromérico pRS314
(pRS314-L, pRS314-LY y pRS314-SU, respectivamente). Todos los sistemas presentan
la misma secuencia repetida (598 pb de la region codificante del gen LEU2) tanto en
orientacién directa como invertida, y difieren Unicamente en el tamafio y origen de la
secuencia intermedia (Figura 4B). Los sistemas L y LY son sistemas de repeticiones
directas separadas por fragmentos de 31 pb (L) y 5.57 kb (LY). La secuencia intermedia
es diferente en cada sistema. En el sistema L es un pequefio fragmento del polilinker
KS+ y en el sistema LY es el vector pPBR322 completo mds el gen URA3. Las
inversiones se han estudiado en el sistema de repeticiones invertidas SU, que presenta
las mismas repeticiones de 598 pb que los anteriores separadas por una secuencia de
1.66 kb de levadura mas un pequeilo fragmento del gen ret de pPBR322.

A
P Ter Recombinacién
. i M B e Em
leu2 AP’ len2 AT’ LEO2
B
REPETICIONES DIRECTAS

Figura 4. (A) Esquema del suceso de recombinacién (delecién) que da lugar a una copia silvestre del gen
LEU?2 en el sistema de repeticiones usado en este estudio. (B) Sistemas de repeticiones directas (L y LY)
e invertidas (SU). Las repeticiones no estdn dibujadas a escala. El mRNA sintetizado en cada sistema
aparece representado por una flecha. Las lineas delgadas representan secuencias de pBR322 y las cajas
representan secuencias de levadura. El promotor LEU2 asi como los diferentes terminadores de
transcripcion estdn indicados por pequefias lineas verticales. La repeticion interna de 0,6 Kb de LEU2
aparece sombreada.

Todos los sitemas de recombinacidn estdn formados por dos copias truncadas del
gen LEU2; una de ellas presenta una delecién del extremo 3’ (leu2A3’) y la otra una
delecion del extremo 5° (leu2AS5’). Por recombinacion homoéloga entre las repeticiones
se genera una copia silvestre del gen LEU2, lo que permite seleccionar positivamente
los recombinantes en SC-L (Figura 4A). En el caso de las repeticiones directas el suceso
de recombinacion va acompaiiado de la pérdida de la secuencia intermedia y una de las
repeticiones, mientras que en el caso de recombinacion entre secuencias invertidas se
produce una inversion de la secuencia intermedia, sin pérdida de material genético.
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Con estos sistemas descritos anteriormente hemos estudiado la frecuencia de
recombinacién de un total de 610 mutantes, cada uno de los cuales con una delecion de
un gen no esencial. Al comienzo de este trabajo no se conocia la identidad de la mayoria
de estos genes, de manera que con este estudio de inestabilidad gendmica, junto con
otros estudios paralelos realizados en otros laboratorios dentro del proyecto EUROFAN,
pretendfamos aportar alguna informacién acerca de ellos con el fin conocer sus
funciones. De entre todos ellos hemos obtenido 10 candidatos con un mayor o menor
fenotipo de hiperrecombinacién dependiendo del sistema utilizado. Hemos considerado
un mutante como hiperrecombinante cuando presentaba una frecuencia de
recombinacién al menos 3.5 veces superior a la frecuencia de recombinacion de la cepa
silvestre.

Si atendemos en primer lugar a aquellos mutantes que confieren altas
frecuencias de recombinacién independientemente del sistema usado, es decir en los tres
sistemas de repeticiones, encontramos a med2A, Isgl A, cwc23A'y ynl310cA (Figura 5).

L LY SuU
wT 7.0 13.0 19 FUNCION
med24 70.0 (x10) 130.0 (x10) 22.8 (x12) Componente del Mediador
Pl 13A 4 42.0 (x6} 11.7 (x0.9} 23 {x1.2)  Proteina ribosdmica de la subunidad 60S
isgi 42.0 (x6.1} 286.0 (x22) 11.4 (x6) Funcidn desconocida
cwezs 42008 Ws@I2) 631 Hundn desconordarse aseci 2 O, Prodd Piods, Pres
tos3A 16.8 (x2.4) 62.4 (x4.8) 1.3 (x0.7) g?\,nl%%r; c(iggfgr%?j%igz; )interacciona con Coft (citoesqueleto)
apc8a 2.8 {x0.4) 18.2 (x1.4) 10.8 (x5.7)  Subunidad def complejo APC (Anaphase-Promoting Complex
yni3toca 469.0 (x67) 143.0 (x11) 148.2 (x78) Funcién desconocida
yol072w A 22.0 (x3) 1775.0 (x137) 34.0 (x18) Funcion desconocida
trf44 18.2 (x2.6) 113.1 (x8.7) 1.9 (x1) DNA polimerasa x (replicacién, reparacion cortes de doble
cadena)
yor322c 4 53.8 (x7.7) 92.3 (x7.1) 3.8 (x2) Funcidn desconocida

Figura 5. Frecuencias de recombinacidon (x10%) de los mutantes WNOS032 (med24), FLPZ022-08B(AL)
(rpl13A4), FLRAO006-01B(A) (/sglA), FCRN0O24-08B(AL) (cwc234), FBS1008-02A(A) (tos3A),
FPPRO03-03D(AL) (apc9A), FPAAOO1-09B(AL) (vni310cA), WFEBEO46 (yol072wA), WFBEO30 (#/f44)
y FSRMO023-03C(A) (yor322cA) y la correspondiente cepa silvestre isogénica (FY o W303-1A)
transformadas con los pldsmidos centroméricos pRS314-L, pRS314-LY y pRS314-SU que contienen los
correspondientes sistemas de repeticiones directas e invertidas (ver Figura 4). Los datos representan la
mediana de 3-4 tests de fluctuacion, cada uno realizado con seis colonias independientes.
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A lo largo de esta tesis se ha ido conociendo la identidad de muchos de estos
genes, entre ellos la mayoria de los 10 seleccionados. Med2 es un componente del
complejo Mediador implicado en la activacidon de la transcripcion (Asturias et al., 1999;
Malik and Roedor, 2000; Sakurai and Fukasawa, 2000). La delecion de este gen
produce un incremento en recombinacién de 10 veces en el sistema L, 10 veces en el
LY y 12 en el SU. De la proteina Lsgl no se conoce su funcién. El mutante nulo no
crece a 15°C y tiene problemas de conjugacién y esporulacion (Lillo et al., 2000).
Aunque la delecion de este gen produce un incremento en la frecuencia de
recombinacion en todos los sistemas de repeticiones utilizados, es mds significativa la
subida de 22 veces en el sistema LY. La funcién de la proteina Cwc23 también se
desconoce, aunque se ha encontrado asociada a proteinas implicadas en el
procesamiento de mRNA (Cef1, Prp43, Prp45, Prp8). El mutante cwc23A presenta las
mayores frecuencias de recombinacion en los sistemas de repeticiones directas L (x6) y
LY (x7.2). YNL310c codifica una proteina de funcién desconocida. Se trata de una
proteina de 205 aa con una similitud del 45% a una proteina de S. pombe
(SPAC24H6.02¢). En todos los sistemas de repeticiones utilizados, L, LY y SU, el
mutante ynl310cA presenta altos incrementos en las frecuencias de recombinacion (x67,
x11 y x78, respectivamente) con respecto al silvestre.

En segundo lugar podemos agrupar a aquellos mutantes que presentan una
elevada frecuencia de recombinacion sélo en los sistemas de repeticiones directas, ya
sea el sistema L (sin secuencia intermedia), LY (con una secuencia intermedia de 5.57
kb) o ambos. Estos son rpllI3AA, tos3A,trf4Ay yor322cA. El mutante rplI3AA es
hiperrecombinante s6lo en el sistema de repeticiones directas L. Rpl13A es una proteina
ribosémica que forma parte de la subunidad 60S del ribosoma. Este mutante no presenta
defectos en crecimiento, conjugacion, esporulacion ni germinaciéon (Lopez et al., 1998;
Planta and Mager, 1998; Nicoloso et al., 1996). El mutante tos3A también incrementa la
frecuencia de recombinacién sélo en uno de los sistemas de repeticiones directas, el LY
(x4.8). Tos3 es una proteina de funcidn desconocida. Se sabe, por estudios de doble
hibrido, que interacciona con una proteina del citoesqueleto (Cofl) y del poro nuclear
(Nup84). La delecion nula trf4A, al igual que tos3A, provoca también un incremento en
la frecuencia de recombinacién sélo en el sistema LY (x8.7). TRF4, que codifica una
DNA polimerasa k, acopla la replicaciéon del DNA con la cohesién de crométidas
hermanas (Wang et al., 2000, 2002; Hanna et al., 2001; Carson and Christman, 2001).
Ademads también tiene un papel en la reparacién de cortes de doble cadena. De la
proteina codificada por YOR322¢ tampoco se conoce su funcion. El mutante nulo
yor322cA es termosensible presenta a 37°C, fenotipo revertido por la adicién de sorbitol
IM. y es incapaz de crecer con 10mM de cafeina (Pearson et al., 1998).

La delecion de APC9, gen que codifica una proteina que forma parte del
complejo APC (Anaphase-Promoting Complex) (Irniger and Nasmyth, 1997; Zachariae
et al, 1998; Zachariae and Nasmyth, 1999), es el tnico de los 10 candidatos que
provoca un incremento en la frecuencia de recombinacién sélo en el sistema de
repeticiones invertidas SU (x5.7).

Por altimo nos queda el mutante yol072wA, que presenta altas frecuencias de
recombinacion en aquellos sistemas que tienen una regién intermedia flanqueada por las
repeticiones, es decir, los sistemas LY y SU. El hecho de que no sea hiperrecombinante
en el sistema L, que a diferencia del LY apenas tiene secuencia intermedia, podria
indicarnos una asociacion entre recombinacién y transcripcién, como se ha observado
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anteriormente en mutantes tipo del complejo THO. La proteina codificada por
YOLO72w es de funcion desconocida.

Una vez estudiada la frecuencia de recombinacion usando los sistemas de
repeticiones plasmidicos L, LY y SU, en los 610 mutantes, quisimos ver el
comportamiento de estos 10 mutantes seleccionados como hiperrecombinantes en el
sistema de repeticiones directas cromosémico leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k. Como se
muestra en la Figura 6, sélo cwc23A, ynl310cA, yol072wA 'y trf4 A muestran frecuencias
de recombinacidn superiores a la del silvestre (x4.7, x327, x2091, x4, respectivamente).
med2A es el nico de los mutantes que tiene frecuencias de recombinacion inferiores a
las del silvestre.
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Figura 6. Frecuencias de recombinacién de las estirpes silvestre (MGY6-1A), med2 AMGY1-2D),
rplI13AA (WFDL-1D), Isg/A (AFGL-7D), cwc23A(WFGL-1C), tos3A(AFGL-2D), apc9A (WFLR-2B),
ynl310cA (WENL-5B), yol072wA (MGY3-2D), trf4A (AWT4-1C) y yor322cA (AFOR-1A). L a
recombinacion se ha estudiado con el sistema de repeticiones directas cromosémico leu2k::ADE2-
URA3::leu2k. Los recombinantes se seleccionaron como colonias Ura capaces de crecer en SC+FOA.
Otros detalles como en la Figura 5.

I1.1.2. El mutante hiperrecombinante yol072wA esta afectado en la transcripcion
dependiente de RNAPII

Una de las caracteristicas més relevantes de los mutantes AprlA 'y tho2 A es su
incapacidad de transcribir distintas secuencias de DNA, entre ellas la secuencia
bacteriana lacZ. Para intentar determinar si algunos de estos mutantes estaban afectados
en transcripcion analizamos la capacidad de éstos de expresar las secuencias lacZy
PHO5 (de bacterias y de levaduras, respectivamente) fusionadas al promotor regulable
GALI. Hemos estudiado los mutantes que significativamente mostraron una mayor
frecuencia de recombinacién en el sistema LY, y no en el L, ya que este dato nos podria
estar indicando un posible defecto de estos mutantes al transcribir la secuencia de
5.57kb presente entre las repeticiones directas. Estos son yolO72wA 'y trf4A (Figura 5).
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Por otro lado también hemos incluido el mutante med2A por su distinto comportamiento
en recombinacion dependiendo del sistema de recombinacion utilizado (Figura 5 y 6).
Como se muestra en la Figura 7, la actividad (3-galactosidasa medida con la fusién
GALI-lacZ en yolO72wA, en condiciones de induccion (2% galactosa) alcanza un 14%
de los niveles del silvestre. Los mutantes med2A y trf4A no presentan un defecto en la
expresion de esta fusion GALI-lacZ. El defecto observado en yol072wA no se debe a la
incapacidad del mutante de iniciar la transcripcién desde el promotor GALI sino que
refleja una incapacidad del mismo de expresar el gen lacZ. Esto lo comprobamos con la
fusion GALI-PHOS5. Cuando medimos la actividad fosfatasa con esta fusion
observamos que yol072wA alcanza un 67% de actividad con respecto a los niveles del
silvestre. Al igual que ocurre con la fusion GALI-lacZ, los mutantes med2A y trf4A
tampoco muestran un defecto en la expresion de PHOS. En condiciones de represion
(2% glucosa, GLU) apenas detectamos actividad.
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Figura 7. Anilisis de expresion de lacZy PHOS situados bajo el control del promotor GALT en las
estirpes silvestre (W303-1A), med2A (WNOS032), yol072wA (WFBE046) y trf4A (WFBE030). Todas las
cepas se transformaron con los pldsmidos p416-GAL1-lacZ y pSCh202 que contienen las fusiones GALI-
lacZ y GALI-PHOS, respectivamente. Las actividades B-galactosidasa y fosfatasa dcida se determinaron
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por duplicado con dos transformantes independientes crecidos en 2% glucosa (GLU) o 2% galactosa
(GAL). Se muestran la media y Ja desviaci6n tipica de dos ensayos diferentes.

Los datos anteriores nos indican que de todos los mutantes estudiados sdlo el
mutante yol072wA presenta un fenotipo de hiperrecombinacién y un defecto en
transcripcion. Para concluir que los resultados derivados de las actividades enzimdticas
reflejan problemas transcripcionales, estudiamos las cinéticas de activacion de los genes
lacZ y PHOS5 mediante andlisis de Northern. La Figura 8 muestra que en el mutante
yol072wA, tras la induccién con galactosa, no se acumula el transcrito completo de
lacZ, mientras que el transcrito de PHO5 se acumula un 50% de los niveles del
silvestre. Estos resultados indican que la incapacidad del mutante de yol072wA de
expresar GALI-lacZ se debe a un defecto en la transcripcion de lacZ y no a un problema
en la activacion del promotor GALI. Para confirmar que yolO72wA est4 afectado en la
elongacion de la transcripcidn, estudiamos si era capaz de transcribir una fusion GALI-
PHOS5-lacZ. Como se puede observar en la Figura 8, en el mutante yol072wA no se
detecta el transcrito completo de PHO5-lacZ tras 3 h de induccién. Por lo tanto, la
ausencia de acumulacién de los transcritos lacZy PHOS en yol072wA se debe a una
incapacidad de la RNA polll de transcribir lacZ, independientemente de la distancia al
promotor desde el que se esta transcribiendo.
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Figura 8. Andlisis de transcripcion de GALI-lacZ, GALI-PHOS5 y GALI-PHO5-lacZ en las estirpes
silvestres y vol072WA. (A) Anilisis de Northern de los mRNAs de lacZ, PHOS5 y PHOS5-lacZ transcritos
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a partir del promotor GALI en las cepas W303-1A (WT) y WFBEO46 (yol072wA) transformadas con los
plasmidos centroméricos p416-GALI-lacZ, pSCh202 y pSCh212, respectivamente. Las muestras se
tomaron a diferentes tiempos después de afiadir al cultivo (SG/L en fase exponencial) galactosa a una
concentracién final del 2%. Las sondas de DNA usadas fueron el fragmento BamHI-Hpal del extremo 5’
de 0.5-kb de lacZ, un fragmento interno EcoRI-PsiI de PHOS y un fragmento interno de 589 pb del gen
rRNA 28S obtenida por PCR. (B) Cuantificacion de las cinéticas de activacién de los mRNAs analizados.
Todos los niveles de mRNA se dan en unidades arbitrarias (UA) con respecto a los niveles de rRNA.

Como se ha mostrado anteriormente en las cinéticas de activacion mediante
analisis de Northern, en el mutante yol072wA la acumulacién del transcrito de PHOS se
reduce a la mitad que en el silvestre (Figura 8). Quisimos comprobar si este defecto
también se observa en genes enddgenos. Para ello analizamos el nivel de expresion de
los genes GALI y ACTI. La Figura 9 muestra que mientras la activaciéon de GAL]
alcanza s6lo un 26% de los niveles del silvestre, ACT! llega al 80%. Estos resultados
indican que en yol072wA esta afectada la transcripcién de genes episOmicos y
cromosémicos. Sin embargo, el mayor defecto se da en la transcripcion del gen lacZ.
Por lo tanto, aunque no podemos excluir la posibilidad de que en el mutante thp/A la
iniciacion de la transcripcion esté afectada, el principal defecto se observa a nivel de la
elongacion de la transcripcion.
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Figura 9. Anilisis de transcripcion de los genes endégenos ACT/ y GALI. Las sondas de DNA usadas
fueron el fragmento interno Pyull-Aval de 0.75-kb de GAL! y un fragmento interno Clal-Clal de 0.55-kb
de ACT]. Para otros detalles ver Figura 8.

I1.1.3. Asociacion entre en el defecto en durante transcripcion y el fenotipo de
hiperrecombinacién en el mutante yol072wA

A continuacién quisimos saber si los fenotipos de transcripcion y recombinacién
observados en yolO72wA estaban asociados. Para ello estudiamos el efecto de la
mutacion yol072wA en recombinacion usando sistemas de repeticiones directas de leu?2
entre las que se han clonado las secuencias de lacZ y PHOS, inmediatamente después de
la primera repeticion de leu2 (leu2A3’). Para este experimento usamos dos series de

19



Resultados

sistemas de repeticiones que difieren en el promotor desde el que se inicia la
transcripeion, la de los sistemas L-lacZ y L-PHOS en los que la transcripcion se inicia
desde el promotor LEU2 y la de los sistemas GL-lacZ y GL-PHOS en los cuales el
promotor LEU2 se ha reemplazado por el promotor regulable GAL/. Si el fuerte
fenotipo de hiperrecombinacién observado en el mutante yol072wA estd asociado a un
defecto durante la transcripcién, podriamos predecir un severo fenotipo de
hiperrecombinacién usando el sistema L-lacZ y un ligero fenotipo con el sistema L-
PHOS5. Ademids este fenotipo deberfa eliminarse reprimiendo la transcripcion en los
sistemas GL-lacZ y GL-PHO5.

Como se muestra en la Figura 10A, en un mutante yol072wA no se observa el
transcrito correspondiente a lacZ cuando usamos el sistema L-lacZ en el que se inicia la
transcripcién desde el promotor LEU2. La cuantificacion de este Northern muestra que
el transcrito que se produce no llega ni al 1% de los valores del silvestre, consistente
con los datos anteriormente mostrados acerca de la incapacidad de yol072wA de
transcribir lacZ. De hecho, este resultado demuestra que tal defecto es independiente del
promotor desde el que se inicia la transcripcion. Tal y como esperdbamos, la frecuencia
de recombinacion estudiada en el sistema L-lacZ es 930 veces superior a la del silvestre.
La transcripcién a través del sistema L-PHOS estd ligeramente afectada (44% de los
niveles del silvestre), consistente con los resultados obtenidos con la construccion
GALI-PHO5S. El incremento en la frecuencia de recombinacién correspondiente a este
sistema L-PHOS5 es 23 veces superior a la del silvestre. Por lo tanto, existe una
correlacion entre el defecto de yolO72wA en la transcripcion de lacZy PHOS y la
hiperrecombinacion. Cuanto més severo es el defecto de transcripcién, mayor es el
fenotipo de hiperrecombinacién.

La confirmacion de esta asociacion entre defecto en la transcripcidn e
hiperrecombinacion se obtiene tras el estudio de los sistemas GL-lacZ y GL-PHOS5 en
condiciones de represion (2% glucosa), de manera que la transcripcién de todo el
sistema de repeticiones estd reprimida (Figura 10A). En este caso lo que observamos es
una fuerte caida en las frecuencias de recombinacién y una ausencia total del fenotipo
de hiperrecombinacién en el sistema GL-PHOS5. Aunque en teoria esperdbamos no
obtener un fenotipo de hiperrecombinacion con el sistema GL-lacZ, es importante
destacar la existencia de un transcrito interno de lacZ (sefialado con un asterisco en la
Figura 10A). Este mRNA es transcrito desde una secuencia interna de lacZ y aparece en
todos los analisis de Northern que hemos realizado con este gen (Chavez and Aguilera,
1997; Piruat and Aguilera, 1998). Como puede verse en la Figura 10A, este transcrito
aparece en el silvestre y desaparece en yol072wA en condiciones de represion (2%
glucosa). Por lo tanto, creemos que el suave fenotipo de hiperrecombinacion (30 veces
superior al silvestre) que observamos en yol072wA en estas condiciones se debe a la
transcripcion de este fragmento de lacZ. Por otro lado no podemos descartar que este
transcrito de lacZ se trate de un producto estable de degradacién. En cualquier caso,
nuestros resultados muestran que el fenotipo de hiperrecombinacién que observamos en
yolO72wA estd asociado a un defecto durante la transcripcién.
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Figura 10. Andlisis de transcripcion y recombinacién en sistemas de repeticiones directas en las estirpes
silvestres y yol072wA. (A) Frecuencias de recombinacién y niveles de mRNA de las estirpes W303-1A
(WT) y WFBE046 (yel072wA) transformadas con logplasmidos centroméricos pSCh204, pSCh206,
p414GllacZ y pSG206 que contienen los sistemas de repeticiones directas L-lacZ, L-PHOS5 en los que la
transcripcion estd bajo el promotor LEU2 (P ), y GL-lacZ y GL-PHOS en los que la transcripcion estd
bajo el promotor GAL/! (Pg,). Los transcritos procedentes del promotor LEU2 estdn indicados por
flechas cuyo extremo 3’ coincide su correspondiente banda en cada Northern blot. El RNA total se aisl6
de un cultivo exponencial de SC-trp con un 2% de glucosa en todos los casos. Como sonda de DNA se
us6 la repeticion de LEU2 Clal-Clal de 485-pb. Los recombinantes se seleccionaron en SC-leu con 2% de
glucosa para los sistemas L-lacZ y L-PHOS5 y en SC-leu con 2% de galactosa para GL-lacZ y GL-PHOS.
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(B). Frecuencias de recombinacion de estirpes silvestre (W303-1A) y yol072wA (WFBE046) en los
sistemas de repeticiones directas pRS314-LNA y pRS314-LNAT. Otros detalles como en Figura 2.

Para concluir que el fenotipo de hiperrecombinacién que observamos en el
mutante yol072wA requiere que haya o haya habido elongacién de la transcripcion a
través de la secuencia intermedia usamos los sistemas de repeticiones LNA y LNAT
(Figura 10B). El sistema LNA esté basado en las mismas repeticiones de leu2 de 0.6 kb
presentes en los sistemas L y LY, pero con un fragmento intermedio de 2.2 kb que
incluye secuencias bacterianas del vector pBR322 y el gen URA3 de levadura. Al igual
que ocurre con los sistemas que derivan del sistema L (Prado et al., 1997), la
transcripcion se inicia desde el promotor LEU?2, situado fuera de las repeticiones. El
sistema LNAT es idéntico al LNA pero con el terminador transcripcional de CYCI
situado justo después de la primera repeticién de leu2, impidiendo que se transcriba la
secuencia intermedia flanqueada por las repeticiones. En la Figura 10B se observa un
incremento de 100 veces en la frecuencia de recombinacion en el mutante yol072wA
cuando usamos el sistema LNA. En cambio, con el sistema LNAT no hay ningun
incremento significativo. Estos resultados claramente indican que la
hiperrecombinacion solamente se observa cuando se transcribe la regién flanqueada por
las repeticiones.

Como se ha mostrado en las Figuras 5 y 6, los mutantes med2A 'y trf4A presentan
un fenotipo de hiperrecombinacién. Sin embargo, no tienen un defecto en la
transcripcion similar al del mutante yol072wA (Figura 7). De hecho, cuando usamos los
sistemas L-lacZ, L-PHOS, GL-lacZ y GL-PHOS5 observamos que, independientemente
que haya (L-lacZ, L-PHOS) o no (GL-lacZ, GL-PHOS) de transcripcidn, estos mutantes
presentan frecuencias de recombinacion superiores a las del silvestre (Figura 11). De
manera que sea cual sea el origen de la hiperrecombinacion en med2A y trf4A, podemos
concluir que no se debe a un defecto en transcripcién como ocurre en yol072wA.

L-lacZ , GlL-lacZ
LEU Ter Pgat Ter
] 3
1110
13
N 1 1 1
100 150 0 50 100 150
Ter GL' PH05 Pgat Ter
m el
13
100 150 0 50 100 150

Figura 11. Frecuencias de recombinacién de las estirpes silvestres (W303-1A) y los mutantes med2A
(WNOS032) y rf4A (WFBEO30) con los sistemas de recombinacién L-lacZ, 1.-PHOS5, Gl-lacZ y GL-
PHOS5. Para otros detalles ver Figura 7.
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En todos los sistemas de repeticiones directas estudiados, el suceso de
recombinacion se inicia en las repeticiones o en la secuencia intermedia flanqueada por
tales repeticiones. Ya que tanto los promotores (LEU2 y GALI) como el terminador
(LEU2) se encuentran fuera del sistema, el suceso de recombinacion asociado a
transcripcion no puede iniciarse dentro de estas secuencias (Prado and Aguilera, 1995).
La recombinacién que hemos observado en yol072wA tiene que iniciarse en regiones
que se transcriben. Por lo tanto, nuestros andlisis de recombinacion no sélo muestran
que el fenotipo de hiperrecombinacion estd asociado a un defecto durante la
transcripcion, sino que €ste debe estar relacionado con la elongacidn de la transcripcion.

El mutante yol072wA crece mal a 30°C y es termosensible a 37°C, dos fenotipos
observados en los mutantes anteriormente descritos AprlA'y tho2A. Dada la fuerte
similitud entre la delecion en este gen (YOLO72w) y hprlA'y tho2A decidimos llamar a
este gen THPI (Tho2/Hprl phenotype). Thpl es una proteina conservada en eucariotas.
Se encuentran protefnas con una similitud significativa en Schizosaccharomyces pombe
(SPBC1105.07¢c), Caenorhabditis elegans (C27F2.7), Drosophila melanogaster
(CG7351) y Homo sapiens (AK000888) (Figura 9). El grado de similitud (~25%)
sugiere que algunas de estas proteinas pueden ser ortélogos estructurales con la misma
funcién celular.
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CG7351 94
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Figura 12. Homologia entre la proteina Thpl de S. cerevisiae y sus homdlogos de Sch. Pombe
(SPBC1105.17¢), C. elegans (C27F2.7), D. melanogaster (CG7351) and H. sapiens (AKOO0O88) de
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acuerdo con el algoritmo Kyte-Doolittle. Los residuos conservados se muestran en verde y los idénticos
en cajas. El extremo carboxi-terminal no se muestra dada su escasa conservacion.

11.1.4. La mutacién hrsIA, en un componente del Mediador de la holoenzima
RNAPIL, suprime la hiperrecombinacién de thpl A

Si la mutacién thplA produce los mismos fenotipos de transcripcion y
recombinacién que hprlA y tho2A podriamos esperar que supresores de éstos también
supriman a thplA. Por lo tanto miramos si la hiperrecombinacién observada en el
sistema cromosémico de repeticiones leu2k::ADE2-URA3::leu2k requiere de un
componente funcional del mediador que regula la transcripcién dependiente de la
holoenzima RNAPII, Hrsl (Mayers er al. 1998), como antes se habia observado en
hprl1Ay tho2 A (Piruat et al.,1997; Piruat and Aguilera, 1998). Como se puede ver en la
Figura 10, hrs]A elimina la elevada frecuencia de recombinantes Ura” en el mutante
thplA. Aunque ain no entendemos la naturaleza molecular de esta supresion, el
resultado sugiere que la hiperrecombinacién en mutante thp/A tiene las mismas
caracteristicas que en hprlA. El doble mutante thplA hprlA muestra el mismo fenotipo
de hiperrecombinacidn que cada uno de los mutantes simples, consistente con la idea de
que la hiperrecombinacién en thp/A 'y en hprl A ocurre por la misma via (Figura 13).

leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k

10°
23000 26000

10 7000

10°

LB
10

Frecuencia de Recombinacion (x 105)

WT tho1A  hpria hpriA  hrs1A  hrs1A
thp14 thp1A

Figura 13. Frecuencias de recombinacion de distintas combinaciones del mutante thp/A con hpriA 'y
hrs1A.La recombinacién se estudié con el sistema cromosémico de repeticiones directas leu2k::ADE2-
URA3::leu2k. Las estirpes usadas fueron MGY6-1A (WT), AYW3-3C (hpriA), MGY3-2D (thplA),
MGY3-3B (hprlAthp1A), SSAB-2C (hrs1A) y MGY2-1C (hrsi Athp 1 A). Para otros detalles ver Figura 5.

I1.1.5. Localizacion subcelular de las proteinas Tho2 y Thp1 fusionadas a la GFP

Construimos fusiones GFP-Tho2 y GFP-Thpl bajo el control del promotor
regulable MET25. Ambas proteinas asi fusionadas son funcionales, como se pudo
comprobar complementando los fenotipos de termosensibilidad e hiperrecombinacién
causados por las respectivas deleciones. La fusion GFP-Tho2 aparece claramente
localizada en el niicleo. GFP-Thpl se encuentra concentrada en el nidcleo, aunque
también se puede detectar algo de fluorescencia en el citoplasma (Figura 14). Los
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niveles de detecciéon de GFP-Thpl son mucho mds bajos que los correspondientes a
GFP-Tho2. Esto podria implicar que la emision de la fluorescencia de la GFP no es
suficiente cuando estd fusionada a Thpl.

Tho2 Thp1
DAPI GFP

Figura 14. Localizacion subcelular de las proteinas Tho2 y Thpl usando las fusiones GFP-Tho2 y GFP-
Thp!. El mutante tho2A(WRKS-1C) se transformé con el plasmido pUG34-T2 que codifica la fusién
GFP-Tho2 y el mutante thp]/A (MGY6-4D) con el plasmido pUG34-T3 que contiene la fusion GFP-Thpl.
La GFP y la tincién con DAPI (10ug/ml) se visualizaron por microscopia de fluorescencia en un
microscopio Olympus AHBT3.

I1.1.6. La transcripcion de HPR1 y THO2 no esta afectada en el mutante thplAy
viceversa

Decidimos estudiar si los mismos fenotipos observados en thpl A, hprlA'y tho2A
podrian deberse a un efecto de cada una de las mutaciones en la expresion de los otros
dos genes. Como puede verse en la Figura 15, cultivos en fase exponencial de estirpes
silvestres, hprlA, tho2A'y thp 1A no muestran diferencias biolégicamente significativas
en los niveles de mRNA.

HPR1

THOZ

rRNA 28S

WT hprl tho2 thp

THP1

rRNA 28S

Figura 15. Andlisis de transcripcion de los genes HPR1, THO2 y THPI en diferentes fondos mutantes. El
RNA total de extrajo de cultivos en fase exponencial en YEPD de una cepa silvestre (W303-1A) y de los
mutantes hrp/A (SChY58a), tho2A (RK2-6C) y thpl A (WFBE046). Como sondas de DNA se usaron los
ORFs completos de HPRI (2.4kb), THO2 (4.8kb) y THP1 (1.4kb) obtenidos por restriccién o por PCR.
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En thplA, los porcentajes de mRNA de HPRI y THO2 son 62y 594%,
respectivamente, con respecto a los valores del silvestre. Tampoco hay cambios
significativos en los niveles de expresién de HPRI y THP1 en el mutante tho2A (43 y
110% respectivamente), ni de THO2 y THPI en hprlA (54y 71% respectivamente). Por
lo tanto concluimos que la termosensibilidad y los fenotipos en transcripcion y
recombinacién de thplA no son debidos a una reduccién en los niveles de RNA de
HPRI!y THO2 y viceversa.

ILL.7. El mutante thpl A acamula mRNA en el micleo

Dada la similitud de fenotipos entre thpl A, mutantes de transporte de mRNA y
los mutantes del complejo THO, afectados también en el transporte de mRNA (Jimeno
et al., 2002; Strésser et al., 2002) decidimos estudiar si la proteina Thpl era a su vez
requerida para el correcto funcionamiento del transporte de mRNA desde el nucleo al
citoplasma. La acumulacién de RNA poliadenilado (poli(A)" RNA) se detecté mediante
una hibridacién in situ con un oligo-dT marcado con digoxigenina y un anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado a fluoresceina. Ya a temperatura permisiva, 30°C, puede
detectarse en el mutante thplA alguna acumulacién de poli(A)'RNA en el niicleo.
Después de 4 h a temperatura restrictiva, 37°C, se observa atin mas mRNA acumulado.
(Figura 16A). Consistente con esta idea, observamos que el doble mutante thplA
mex67-5 también es inviable (Figura 16B), un fenotipo previamente observado en los
mutantes del complejo THO (Jimeno ef al., 2002).

A WT thp1 A
oli(A)*RNA  DNA poli{A)*BNA  DNA

30°C

37°

SC SC +5-FOA

o+ mex67 thpt [THP1

mex67 [THP1 v B

Figura 16. (A). Andlisis del transporte de mRNA en cepas silvestres (W303-1A) y thpl A (WFBE046).
La localizacion subcelular del mRNA poliadenilado (poli(A)*) se analizé mediante una hibridacién in situ
usando un oligo(dT) marcado con digoxigenina. Las muestras se tomaron de un cultivo exponencial a
30°C o tras 4 horas a 37°C en YEPD. El DNA nuclear se tiiié con DAPT 10 ug/mL. (B). Andlisis de
tétradas del heterocigoto THPI mex67-5/thpl A MEX67. El doble mutante mex67-5 thplA fue incapaz de
germinar. A diferencia del mutante simple mex67-5 (WMC1-1A), el doble mutante mex67-5
thp I ACWMT3-1D) transformado con el plismido pRS416THP1 que contiene una copia silvestre de
THP] fue incapaz de formar colonias en medio SC+500 pg/mL de FOA.
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IL.1.8. Thpl une RNA in vitro

El mutante nulo thplA muestra los mismos fenotipos de transcripcion y
recombinacion que los mutantes del complejo THO y los factores de transporte de
mRNA Sub2, Yral y Mex67-Mtr2. Ya que estos factores son capaces de unir RNA
(Anderson et al., 1993; Jimeno et al., 2002; Santos-Rosa et al., 1998; Segref et al.,
1997; Strasser and Hurt, 2001) quisimos saber si Thpl también se asociaba a RNA o
DNA in vitro. Para ello purificamos la proteina Thpl fusionada a una cola de 6
histidinas (His,-Thpl) desde E. coli. En la Figura 17B se observa como Thpl se une a
RNA. Para este ensayo de retardo en gel usamos una molécula de RNA de 90 nt. Como
control negativo usamos una purificacion realizada en E. coli transformada con el
plasmido vacio pT7-7-His(6). La uni6n a RNA es directamente proporcional a la
cantidad de Thpl usada. En los ensayos de competicion (Figura 17C) se observa que
una sonda fria de RNA compite fuertemente con la sonda de RNA marcada
radiactivamente, la sonda de DNA de cadena doble (dsDNA) compite en menor grado
mientras que la sonda de DNA de cadena simple (ssDNA) apenas compite. En los
ensayos de unién a una sonda de 200 pb de DNA de cadena doble (Figura 17D), se
observa que Thp1 se une a dsDNA pero que esta interaccion es mucho més suave que la
observada para el RNA. Este resultado, junto con los andlisis funcionales realizados en
thpl A, sugiere que la proteina Thpl estd implicada en el metabolismo de RNA. La
unién a dsDNA podria indicarnos que, ademés, Thpl estd presente durante la
transcripcién como se ha observado mediante anélisis de CHIP con Yral, Hprl y Tho2,
componentes del complejo THO (Lei et al., 2001, Strésser et al., 2002).

- 2 4 8 1632 32 = 0011011061 1 ug - 60 150300 mM

A B + C D E
Thpt é’\/\ A@ S\/\« |
-2 £

anti-HA

RNA S
fibre |19

RNA
libre

dsDNA
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Figura 17. Ensayos in vitro de retardo en gel con la proteina Thpl-(His), purificada de E.coli. (A).
Induccién de la expresion de la protefna Thpl-(His), con IPTG 0.5mM en un cultivo de E.coli. Tras la
purificacion en una columna de afinidad, la presencia de la proteina se detecta con anticuerpos anti-HA.
(B). Ensayo de unién a una sonda de RNA de 90 pb marcada con **P obtenida del polilinker del plasmido
pBuescript-SK y cantidades crecientes de la proteina Thpl purificada de E.coli. Como control negativo se
usé una purificacién de un cultivo sobreexpresando sé6lo la cola de histidinas (pT7-7(His,). (C). Ensayo
de competicién de la unién de Thpl a RNA. Para el experimento se usaron 6 ul de proteina purificada.
Como competidor frio se usaron cantidades crecientes del RNA de 90 pb usado como sonda, un
fragmento de 60 nucleétidos de DNA de cadena simple (ssDNA) y otro de 200 pb de DNA de cadena
doble (dsDNA). (D). Ensayo de unién a DNA. Como sonda se usé un fragmento de DNA de cadena
doble, de 200 pb obtenido por PCR, marcado en su extremo 5’ con *°P. (E).Unién de la proteina Thpl a
RNA. Como sonda se usé la misma que en (B), 6 pul de proteina purificada y cantidades crecientes de
NaCl.
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I1.2.1. La sobreexpresion de NAB2 suprime el defecto de expresion génica de thpl A

Para obtener nuevas pistas acerca del papel funcional de Thpl, buscamos genes
que pudieran tener una funcién similar a la de Thpl. Para ello usamos un ensayo
genético que permite el andlisis de la expresion génica basado en el pldsmido pCM184-
LAUR. Este sistema contiene una fusion traduccional de 4.15-kb de los genes lacZ y
URAZ3 bajo control del promotor de tetraciclina (P,,) (Figura 18A, Jimeno et al., 2002).
Como esperdbamos, el mutante thplA, transformado con el sistema LAUR, es incapaz
de formar colonias en medio SC-ura (Figura 18B) y muestra bajos niveles de actividad
B-galactosidasa.

A pCM184-LAUR

Ptet LacZ URA3

B
YEp351 YEp-1.9
C .
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de thp1A
MON1 RPS2 NAB2 YGL121¢c PAP43
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Figura 18. Supresion del defecto en transcripcién de thp/Apor la sobreexpresién de NAB2. (A).
Esquema de la fusién P,,::lacZ-URA3 presente en el plasmido pCM184-LAUR. (B). Esquema del clon
original obtenido en la bisqueda de supresores (YEp-1.9) y de las distintas versiones construidas a
posteriori (YEp-1.91, YEp-1.92, YEp-NAB?2). (C). Anilisis fenétipico del las cepas silvestre (W303-1A),
thpl A (WFBEQ46), hpriA (U678-1C) y tho2A (RK2-6C) transformadas con los pldsmidos pCM184-
LAUR y YEp351 o YEp-1.9. Se muestra la capacidad de cada estirpe de formar colonias en SC-ura
después de 6 dias a 30°C. (D). Andlisis de Northern de la expresion de la construccion P,,::lacZ-URA3. El
RNA total se aisl6é de un cultivo en fase exponencial de células transformadas con pCM184-LAUR.
Todos los niveles de mRNA se dan en unidades arbitrarias (UA) con respecto a los niveles de rRNA.
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De un total de 80.000 transformantes con la genoteca en multicopia MW90
(Waldherr et al., 1993) sembrados en SC-ura, seleccionamos uno que fue capaz de
crecer en ausencia de uracilo. Tras el posterior aislamiento, andlisis de restriccion y
secuenciacion del plasmido (YEp-1.9) presente en dicho transformante, comprobamos
que contenfa un inserto de 6.5-kb. Este fragmento incluye 3 ORF completos: RPS2,
NAB2 y YGLI2Ic. Posteriores analisis de complementacién con distintas versiones en
las que se delecionaron distintos fragmentos indicaron que la capacidad de suprimir el
defecto de expresién génica de thpl A recae en NAB2 y no en los otros 2 ORFs (Figura
18C). La clonacién de NAB2 en YEp351 confirmé que la sobreexpresiéon de NAB2, y no
de los otros dos genes adyacentes, suprime la incapacidad de thplA de expresar la
fusion lacZ-URA3, tal y como se ha determinado por crecimiento en SC-ura y por
andlisis de Northern (Figura 18B y 18C). Esta supresion es especifica de thpl Ay no de
otros mutantes con un fenotipo similar al de thplA como son hprlA'y tho2A (Figura
18B). La cuantificacion de los niveles de mRNA muestra que esta supresion del defecto
en transcripcion de thpl A es parcial. La sobreexpresion de NAB2 hace que el mutante
thp I A exprese la fusién lacZ-URA un 11.6% con respecto a los niveles de silvestre.

11.2.2. La sobreexpresion de NAB2 suprime la acumulacién intranuclear de mRNA
en thpl A

Nab2 es una proteina nuclear asociada al RNA poliadenilado (poli(A)* RNA)
(Anderson et al. 1993) y requerida para el transporte del mRNA nuclear (Green et al.,
2002, Hector et al., 2002). Ya que hemos visto que el defecto de transcripcién en thpl A
se asocia con un defecto en el transporte de mRNA y un fenotipo de
hiperrecombinacidn, quisimos comprobar si la sobreexpresion de NAB2 también
suprimia estos dos fenotipos. En la Figura 19A se observa que el mutante thplA
transformado con NAB2 en multicopia presenta una menor acumulacién nuclear de
mRNA poli(A)" que transformado con el plasmido vacio. Esta supresion no es total ya
que aun puede observarse alguna acumulacién después de las 4 h a 37°C.

A poli(A)rRNA DNA

thp14

thptA4
YEp-NAB2
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Figura 19. (A). Andlisis del transporte del mRNA en células thp/A (WFBE046) transformadas con el
plasmido multicopia YEp351 (pldsmido vacio) y YEp351-NAB2 (contiene NAB2). Las muestras se
tomaron de cultivos en SC-leu en fase exponencial tras 4 h a 37°C. Para otros detalles ver la Figura 16.
(B). Frecuencia de recombinacién de las estirpes silvestre (NAL-3B), nab2-1 (NAL-5B) y thp] A (MGY6-
4D) transformadas con el vector YEp351 y el pldsmido YEp351-NAB2. La recombinacién se estudioé con
el sistema cromosdmico de repeticiones directas leu2k::ADE2-URA3::leu2k. Para otros detalles ver
Figura 5.

Debido a que NAB2 es un gen esencial, usamos el mutante puntual nab2-1. Esta
mutacién es rezumante a 30°C, y como ya ha sido previamente mostrado, a esta
temperatura, acumula mRNA en el nucleo (Green et al., 2002). Los andlisis de
recombinacion con el sistema cromosémico de repeticiones directas leu2-k::ADE2-
URA3::leu2-k revelan un incremento en la frecuencia de recombinacion en el mutante
nab2-1 de 25 veces con respecto al silvestre (Figura 19B). Por ultimo, los analisis de
recombinacién con este mismo sistema de repeticiones directas muestran que la
sobreexpresion de NAB2 disminuye la hiperrecombinacién del mutante thplA 1,5 veces.

Todos estos resultados indican que la sobreexpresion de NAB2 suprime,
parcialmente, los defectos de transcripcion y transporte de mRNA de thplA 'y, en menor

grado, el fenotipo de hiperrecombinacion.
IL.2.3. nab2-1 tiene defectos en la transcripcion de lacZ

Los resultados de la supresidon por sobreexpresion de NAB2 de distintos
fenotipos de thplA, sugieren que Nab2 podria estar relacionada funcionalmente con
thplA. Ya hemos visto que, aunque en menor grado, el mutante nab2-1 tiene un
fenotipo de hiperrecombinacion (Figura 19B). Este ligero incremento en la frecuencia
de recombinacién podria deberse a que la mutacién que hemos usado es rezumante. Por
lo tanto quisimos estudiar si el mutante nab2 también presentaba fenotipos de
transcripcion similares a los de thplA. Como se muestra en la Figura 20A el mutante
nab2-1 solo alcanza un 20% de actividad [-galactosidasa, con respecto al silvestre. Las
cinéticas de transcripcion de las fusiones GALIpr::lacZy GALIpr::PHOS revelan que,
en el mutante, el transcrito de /acZ se acumula a una tasa mucho més lenta que en el
silvestre (Figura 20B), mientras que en el caso del PHOS5 apenas se ve diferencia. Como
ocurre para thpl A, esto indica que es la transcripcidn a través de lacZ y no la activacion
del promotor GALI lo que estd provocando este defecto de transcripcion en el mutante
nab2-1.
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Figura 20. Analisis de expresion de los sistemas GAILpr::lacZy GALIpr::PHOS5 en las estirpes
silvestres (NAL-3A) y nab2-1 (NAL-11B). (A). Actividades B-galactosidasa y fosfatasa dcida usando los
sistemas p416-GAL1-lacZ y pSCh202. Cada valor representa la media de 2-3 transformantes
independientes. Sélo se dan los datos en condiciones de activacion (2% galactosa). En condiciones de
represién los niveles no fueron detectables. (B). Anaélisis de Northern de los genes lacZy PHOS
transcritos desde el promotor GAL/. Para otros detalles ver Figura 8.

I1.2.4. Un nuevo complejo de levaduras: Thpl-Sac3

Un segundo abordaje que hemos seguido para buscar proteinas relacionadas con
Thpl ha sido una aproximacién bioquimica, para tratar de encontrar proteinas que
interaccionen con Thpl. Hemos construido una estirpe de levadura que contiene una
fusion THP1-TAP en el extremo carboxi-terminal integrada en el locus THP1 del
cromosoma. Para purificar proteinas de levadura que se unieran a Thpl usamos un
método de purificacién por afinidad en tandem (TAP) que implica dos pasos sucesivos
de purificacion. El andlisis de la fraccion eluida mediante geles de SDS-poliacrilamida
tefiidos con plata revela la existencia de 3 polipéptidos con pesos moleculares aparentes
de ~140, ~100, ~50 kDa y algunas otras bandas minoritarias (Figura 21A).
Determinamos la identidad de cada proteina mediante dos técnicas independientes:
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“peptide mass fingerprinting” mediante MALDI-re TOF y una busqueda en la base de
datos Sequence-Tag/PepFrag usando datos de secuencias de amioacidos obtenidos por
espectometria de masas en tandem ESI. (Erdjument-Bromage et al. 1998). Este analisis
nos revelé que pl40 corresponde a Sac3, p100 corresponde a un fragmento animo-
terminal de Sac3 y p50 a Thpl. Las otras bandas inferiores corresponden a Cdc31
(proteina con capacidad de unirse al sitio de unién de la calmodulina) y a fragmentos de
Rpl14A, RplI35A, Rps17A y Med8. Por lo tanto concluimos que Thp! y Sac3 forman un
complejo estable en levaduras.
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45 thp14 WT
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Figura 21. Purificacién y andlisis del complejo Thpl-Sac3. (A). Gel de SDS-poliacrilamida tefiido con
plata donde se muestra el complejo purificado de levaduras usando una fusién Thpl-TAP integrada en
una estirpe pep4A (LSY267). Con un asterisco se indica una banda secundaria correspondiente a Cdc31,
que pertenece a una superfamilia de proteinas con capacidad de unirse al sitio de unién a calmodulina del
TAP. (B). Andlisis de Western de los complejos purificados Thpl-TAP y Tho2-TAP, éste iltimo
purificado en estirpes silvestres, sub2A y/o mftl A, usando anticuerpos anti-Sub2 y anti-Mftl. En el
complejo Thp1-Sac3 no se detecté ni Sub2 ni Mftl. (C). Efecto de la sobreexpresion de SUB2 y THO2 en
la viabilidad del mutante thplA. Las estirpes silvestre (W303-1A) y thpl A (WFBE046) se transformaron
con el plasmido pRS416THP! basado en URA3 y que contiene una copia silvestre de THP y con el
plasmido YEP351, basado en LEU2 y que contiene o bien una copia silvestre de SUB2 o bien de THO?2.
Se hicieron diluciones seriadas (x10) de los transformantes y se sembraron en SC-leu+500 pg/ml de
FOA.

Sac3 es una proteina nuclear implicada en el transporte de proteinas (Jones er al.,
2000). En paralelo a este estudio se ha visto que Sac3 copurifica en cantidades
subestequimétricas con Sub2-TAP (Strasser et al., 2002). Dada la posibilidad de que el
complejo Thpl-Sac3 pudiera interaccionar con el complejo THO asociado a Sub2, nos
preguntamos si mediante un Western blot podriamos detectar pequefias cantidades de
THO y Sub2, no detectables con una tincion con plata. En la Figura 21B se muestra que
al purificar Thp1-TAP no arrastramos ni Mftl, componente del complejo THO, ni Sub2.
Esto nos estd indicando que la mayoria del complejo Thpl-Sac3 se encuentra en la
célula independientemente de THO y de Sub2. Sin embargo, la sobreexpresion de
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SUB2.y no lade THO2, es letal en un mutante thpl A, lo que nos sugiere una relacion
funcional entre Sub2 y Thp1 (Figura 21C).

I1.2.5. El mutante sac3A esta afectado en el transporte de mRNA

Nos preguntamos a continuacién si el mutante sac3A estaria afectado en
transporte de mRNA al igual que thpl/A. La acumulaciéon de RNA poliadenilado
(poli(A)" RNA) se detecté mediante una hibridacién in situ con un oligo-dT marcado
con digoxigenina y un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a fluorescefna. Como en
el mutante thpl A, a 30°C se observa acumulacién nuclear de poli(A)'RNA. Tras 4 h a
temperatura restrictiva, 37°C, esta acumulacién se intensifica (Figura 22).

WT sac3/
poly(A)TRNA DNA poly(A)TRNA DNA

30°C

37°C &
(4h)

Figura 22. Andlisis del transporte de mRNA en cepas silvestres (BY4741) y sac3A (Y03517). La
localizacion subcelular del RNA poliadenilado (poli(A)*) se analizé mediante una hibridacion in situ
usando un oligo(dT) marcado con digoxigenina. Para otros detalles ver Figura 13.

Para saber si el complejo Thpl-Sac3 actia como una unidad funcional
estudiamos los fenotipos de transcripcion y recombinacién en sac34 y observamos que,
al igual que thplA, estd afectado en la expresion de lacZy no de PHOS (Gallardo et al.,
2003). Por otro lado determinamos la frecuencia de recombinaciéon usando el sistema
cromosomico de repeticiones directas leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k. La frecuencia de
recombinacion obtenida en sac3A es 2145 veces superior a la del silvestre, muy similar
ala de thpl A. Para determinar si este fenotipo de hiperrecombinacion estd asociado a un
defecto en transcripcion, medimos la frecuencia de recombinacion de sac3A en los
sistemas plasmidicos L. y LYANS. Este ultimo sistema es similar al LY pero sin el gen
URA3. Lo que se observa es un incremento en la frecuencia de recombinacién de 10
veces sOlo en el sistema LYANS (Gallardo ef al., 2003). Todos estos datos apuntan a
que el complejo Thp1-Sac3 actia como una unidad funcional.
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A raiz de las interacciones fisicas y genéticas observadas entre Pafl y Hprl
(Chang et al., 1999) quisimos ver si a nivel funcional los complejos THO, Thpl-Sac3 y
Paf1-Cdc73 estaban relacionados. Anteriormente se ha descrito que las proteinas Cdc73
y Pafl estdn implicadas en el mantenimiento de la integridad de la pared celular y en
recombinacion entre repeticiones directas. En nuestro estudio hemos hecho distintas
aproximaciones: un estudio fenotipico usando diferentes medios y condiciones de
crecimiento, un estudio de interacciones genéticas y un estudio de recombinacion entre
repeticiones directas. Los mutantes que elegimos para hacer este estudio fueron hpriA
(complejo THO), thpl A (complejo Thp1-Sac3), pafl Ay cdc73A (complejo Paf1-Cdc73)
y pkcl® (por su papel esencial en el mantenimiento de la integridad de la pared celular).
Cuando atendemos al andlisis de sensibilidad a distintos agentes que directa o
indirectamente afectan a la pared celular (temperatura elevada, cafeina, higromicina B y
blanco de calcofluor) podemos concluir que Aprl Ay thpl A presentan siempre fenotipos
similares (Figura 23). En cambio, no encontramos una homogeneidad de fenotipos entre
cdc73A 'y pafl A, ni entre éstos y el resto de los mutantes analizados.

YPD 38°C BLANCO DE
YPD RePC CRBITOL CAFEINA HIGROMICINA B CALCOFLUOR

VPO BPC

WT
hpriA
hp1A

cdc/73A
pafia
plclts

Figura 23. Estudio fenotipico de una estirpe silvestre y distintos mutantes hiperrecombinantes en
diferentes medios y condiciones de crecimiento (hprlA, Y04072; thplA, YO01764; cdc73A, Y05326;
paflA, Y05727). El fondo genético de todas las cepas usadas es BY4147 salvo para el mutante pkcl®
(371-5C-4C-1D) y su silvestre isogénico (PS593). Se muestran diluciones seriadas (x10) de colonias
independientes sembradas en placas de YEPD con los suplementos indicados tras 3-5 dias a 30°C o 38°C.
Las fotos de las estirpes mutantes se tomaron 2 dias después del correspondiente silvestre. Las
concentraciones de los distintos suplementos fueron: 1M sorbitol, 6mM cafefna, 50ug/ml higromicina B y
20 pg/ml blanco de calcofluor.

En cuanto a las interacciones genéticas, a diferencia de la letalidad observada en
el doble pafl A hprl A, el doble mutante pafl A thplA es viable, aunque las colonias son
mas pequefias. El doble mutante pafl/A mex67-5 también es viable (Figura 24), a
diferencia de los dos mutantes AprlA'y thpl A (Jimeno et al., 2002; Figura 16).

mex67-5 paria thp 1A
hpria letal letal viable
thp 74 letal viable

(colonias pequefias)

pafia viable

Figura 24. Estudios de viabilidad de dobles mutantes de mex67-5 (WMC1-1A), pafl A(Y05727), hpriA
(Y04072) y thpl A (Y01764).
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Cuando usamos el sistema cromosémico de repeticiones directas leu2-k::ADE2-
URA3::leu2-k observamos que los mutantes paflA 'y cdc73A presentan un incremento
en la frecuencia de recombinacién de 5,4 veces con respecto a los niveles del silvestre
(Figura 25A) no comparables a los observados en los mutantes hpriAy thp]A.(x6.3/6,
x2091 respectivamente; Figura 13). Por otro lado, cuando estudiamos la recombinacion
en pafl Ay ede73A con los sistemas plasmidicos basados en las repeticiones de leu2 ( L,
LY, L-lacZ y L-PHOS5) observamos que, independientemente de la region intermedia
ubicada entre las repeticiones, no muestran un fenotipo de hiperrecombinacion (Figura
25B).

A

leuz-k ADEZ2 URASZ leuz-k
i T T T
Q 20 40 60 80
Frecuencia de recombinacion (x105)
B

hprid  thpld c¢de734  pafld  pkelfs

x1.6 x0.8 x1 x0.5 nd
x433 x308 x1.5 x1.2 nd
nd nd x2.6 x1.6 x1.8
Py Ter
L-PHO5 et nd nd x0.8 x0.5 x2.7

Figura 25. (A). Frecuencia de recombinacién de los mutantes cdc73A(WMCA-2D) y pafi A (WMPW-
1A) y su correspondiente silvestre (WMPW-1C)La recombinacién se estudié con el sistema
cromosomico de repeticiones directas leu2k::ADE2-URA3::leu2k. Para otros detalles ver Figura 5. (B).
Incremento en las frecuencias de recombinacién con respecto al silvestre de los mutantes
hpri AY04072), thpld (YO1764), cdc734 (Y05326), pafiA (YO5727) y pkcl® (371-5C-4C-1D)
transformadas con los pldsmidos centroméricos pRS314-L, pRS314-LY, pSCh204 y pSCh206 que
contienen los correspondientes sistemas de repeticiones directas, L-lacZ v L-PHOS5 respectivamente. Los
datos representan la mediana de 3-4 tests de fluctuacion, cada uno realizado con seis colonias
independientes. Para otros detalles ver Figuras 4 y 10.

Todos estos datos nos indican que, a nivel funcional, los complejos THO/Thp1-
Sac3 y Paf1-Cdc73 son complejos independientes. De todas formas, no podemos excluir
que en alglin proceso bioldgico se necesite la actuacién conjunta de todos ellos.

I1.3.1. Mutantes del complejo Paf1-Cdc73 presentan defectos de transcripcién
Una posible explicacion de la ausencia del fenotipo de hiperrecombinacion de
los mutantes pafiAy cdc73A en los sistemas L-lacZ y L-PHOS podria ser que estos

mutantes no mostraran ningun defecto durante la transcripcion de dichas secuencias. Asi
que, como primera aproximacién, quisimos medir las actividades B-galactosidasa y
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fosfatasa dcida usando las fusiones anteriormente descritas GALI-lacZ y GALI-PHOS.
Como se muestra en la Figura 26A, pafi Ay cdc73A estén afectados en la expresion del
gen lacZ, aunque no sufren una caida tan severa como la que se observa en los mutantes
hprlA y thplA. En cuanto a la expresion de PHOS5 no se observo una reduccion
significativa de la actividad fosfatasa con respecto al silvestre (Figura 26A).
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Figura 26. Andlisis de expresion de los sistemas GALIpr::lacZy GALIpr::PHOS5 en las estirpes
silvestres (BY4147), hpriA (Y04072), thplAY01764), cdc734Y05326), paflAY05727),
riflA (YO4611) y leol A(Y02379). (A). Actividades p-galactosidasa y fosfatasa dcida usando los sistemas
p416-GALl1-lacZ y pSCh202. Cada valor representa la media de 2-3 transformantes independientes. Sélo
se dan los datos en condiciones de activacién de la transcripcién (2% galactosa). En condiciones de
represion los valores no fueron detectables. (B). Analisis de Northern de los genes lacZ y PHOS
transcritos desde el promotor GALI. (C). Cuantificacién de las cinéticas de induccién de los mRNAs

analizados. Todos los niveles de mRNA se dan en unidades arbitrarias (UA) con respecto a los niveles de
rRNA. Para otros detalles ver Figura 8.
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Este resultado se confirmé mediante un Northern en el que se midid la cinética
de acumulacién del mRNA correspondiente a lacZ y PHOS. Al igual que ocurre con las
actividades bioquimicas, en los dos mutantes analizados, la transcripcién de lacZ esta
mds afectada que la de PHOS5, siendo pafIA el que presenta el defecto mds fuerte
(Figuras 26B y 26C). Estos resultados sugieren que el complejo Pafl1-Cdc73 esta
funcionalmente relacionado con la transcripcion, posiblemente con la elongacion.

11.3.2. Estudio del contenido de DNA

Hprl y Tho2 forman parte del complejo THO junto con Mftl y Thp2.
Mutaciones en cualquiera de los genes que codifican estas protefnas, confieren los
mismos fenotipos de inestabilidad gendémica asociada a transcripcin, aunque la
severidad de esta inestabilidad varia segiin el mutante (Chavez et al., 2000). Como se
muestra en la Figura 27, un hecho destacable del mutante tho2A es que sus células son
muy grandes y un porcentaje de ellas aparecen con miltiples gemas. Por otro lado se ha
descrito que el mutante pafl A tiene una morfologia celular alterada (células alargadas)
(Shi et al., 1996).

WT  tho2

DAPI |8

Visible

Figura 27. Estudio de la morfologia celular de una estirpe silvestre (W303-1A) y tho2A (RK2-6C). Las
muestras se tomaron de un cultivo en exponencial a 30°C en YEPD. El DNA nuclear se tifié con DAPT 10
ug/ml. Las muestras se visualizaron en un microscopio Olympus AHBT3.

Esta morfologia se asocia frecuentemente con defectos en el ciclo celular. Por
ello quisimos estudiar el contenido de DNA en estos mutantes mediante citometria de
flujo (FACS), como un indicador de un hipotético defecto en el ciclo celular. Los
mutantes estudiados abarcan los 3 complejos protéicos descritos anteriormente: el
complejo THO (tho2A, hprlA, mftl A, thp2A), el complejo Thpl-Sac3 (thplA) y el
complejo Paf1-Cdc73 (pafl A, cdc73A). El estudio se realizé con cultivos asincrénicos.
Como se muestra en la Figura 28A los mutantes tho2A y hprl A presentan un elevado
contenido en DNA. El mutante rezumante hprilA::HIS3 (hprlA*) presenta, en general,
fenotipos mds suaves que el mutante nulo hprlA. Cuando atendemos a su contenido en
DNA observamos que la mayoria de las células estidn en fase G2, al contrario de lo que
ocurre en la cepa silvestre donde vemos que mayoritariamente las células estdn en G1.
Algo similar ocurre en thpIA. Este dato nos estd sugiriendo un defecto a lo largo del
ciclo celular. En los mutantes mft/ Ay thp2Aeste defecto en contenido de DNA, si lo
hubiera, es insignificante cuando lo comparamos con el observado en hprlA y tho2A.
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Por dltimo, los mutantes del complejo Paf1-Cdc73 estudiados, presentan un contenido
en DNA ligeramente superior al silvestre, aunque tampoco es comparable al observado
en tho2Ay hprlA.

tho2A paflA

hpriA L cdc734

hpri4* mft1A

thp14 thp24

wT

1N 2N 1N 2N

Figura 28. (A). Estudio del contenido de DNA por citometria de flujo en una estirpe silvestre (W303-1A
0 BY4147) y los mutantes thpl A (WFBE046), hpri A* (U768-4C), hprlA (SChY58a) y tho2A (RK2-6C).
(B). Estudio del contenido de DNA por citometria de flujo en una estirpe silvestre (BY4147) y los
mutantes thp2A (Y02861), mft] A (YO0508), cdc73A(Y05326) y paflA(Y05727) . IN: contenido simple
de DNA; 2N: contenido doble de DNA.

Este alto contenido en DNA observado por citometria de flujo en los mutantes
tho2A'y hpr 1A podria también indicarnos la existencia de reorganizaciones
cromosdémicas, como translocaciones, duplicaciones o amplificaciones. Para comprobar
esta posibilidad realizamos electroforesis de campo pulsado (CHEF). En la Figura 29 se
observa que en el diploide homocigoto para la mutacidn tho2A aparecen bandas nuevas
que no estin presentes en el silvestre. Esta alteracion en el patron de cromosomas se
observé en 30 cultivos de un total de 43 diploides analizados. La identidad de estas
bandas aln estd por determinar. Teniendo en cuenta el resultado de la citometria de
flujo (Figura 28A), en el diploide homocigoto para la delecidn thplA no esperariamos
ninguna alteracion en el patron de cromosomas. Y de hecho, ese es el resultado que
obtenemos, en thplA no aparecen diferencias en el patrén de bandas cuando lo
comparamos con el patron de un diploide silvestre (Figura 29).
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wT tho2d _thp1A

tho2A

Figura 26. (A). Electroforesis de cromosomas en campo pulsante (CHEF) en las estirpes diploides
silvestre (W303-1A/1B), tho2A (RK2-6C/6D) y thplA (WFBE046/47). (B). Diploides thoZA con el
patrén de bandeo cromosémico alterado. El porcentaje de diploides tho2A que presentan un fenotipo
alterado es de 30/43 cultivos analizados.

I1.3.3. Anilisis del transcriptoma en una cepa silvestre, tho2Ay thpl A

Aunque los mutantes tho2A y thplA presentan los mismos fenotipos de
inestabilidad gendémica asociada a un defecto durante la elongacién de la transcripcion
(Piruat and Aguilera, 1998; Gallardo and Aguilera, 2001) no presentan el mismo perfil
de contenido en DNA ni reorganizaciones cromosémicas (Figura 28 y 29). También
sabemos que tienen distinta sensibilidad a UV (Gonzdlez-Barrera, S.). Para intentar
explicar estas diferencias, nos planteamos la posibilidad de estudiar el patrén de
expresién de todos los genes de S. c. en ambos fondos mutantes mediante andlisis de
“microarray”. Los resultados de expresién con el “microarray” reflejan que ambos
mutantes, tho2A 'y thpl A, tienen un mismo patrén de expresion. No existen diferencias
significativas en el patrén de expresion de los ~6000 genes entre Thpl y Tho2 que
puedan explicar facilmente las diferencias fenotipicas. No obstante, cabe destacar un
grupo de genes cuya expresion estd alterada respecto al silvestre. En la Tabla 1 se
resumen los mds relevantes. Entre ellos aparecen genes que codifican proteinas
implicadas en distintos procesos biolégicos como la reparacién (PCNA y RFCS5), el
procesamiento del mRNA (PRP6), el metabolismo de aminodcidos (ARO11), etc.
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Tabla 1. ORFs cuya concentracion varfa entre la estirpe silvestre (W303-1A) y los mutantes tho2A (RK2-

6C) y thpl A (WFBE046).

Resultados

Nombre tho2A thplA Funcion/Proceso biologico
RFCS5 x10 x11 Factor de replicacién

PCNA x48 x52 Factor de replicacion

PRP6 x31 x31 Splicing RNA

NUPI70 x33 x32 Nucleoporina

SSH4 X6 x4 Supersor de SHR3 (permeasa)
MBAIT x20 x21 Cadena respiratoria

APDI x18 x15 Desconocida

CORI1 x27 x21 Cadena respiratoria

AROI10 x16 x17 Metabolismo de aminoacidos
YBRO22w x17 x17 Desconocida

YBLO46w x12 x6 Desconocida

3088_at x3 x764 Desconocida

2149 _at x2 x2923 Desconocida

3157 _at x9 x21 Desconocida

PHOI1 x0,02 x0,09 Metabolismo de fosfatos
SPL2 x0,04 x0,09 Inhibidor de quiinasa/Ciclo celular
PHM6 x0,02 x0,09 Metabolismo de fosfatos
HSP30 x0,04 x0,11 Plegamiento de proteinas
YFRO54c¢ x0,33 x0.05 Desconocida

UBA3 x0,21 x0,37 Ubiquitinizacién

HO x0.,06 x0,15 Endonucleasa HO

RIF2 x0,21 x0,46 Mantenimiento del telémero
TELI x1,3 x0,007 Mantenimiento del telémero
YDROO7w x1,1 x0.,06 Metabolismo de aminodcidos

Se indica la intensidad relativa del RNA acumulado en los mutantes con respecto al silvestre. prot.: proteinas; R.E.:
reticulo endoplasmatico.

Un dato llamativo que encontramos es la aparicion de una familia de genes que,
de manera significativa, disminuye su expresién en ambos mutantes: los snoRNAs
(RNAs nucleolares de pequeifio tamafio). Este hecho lo observamos en 20 genes, de un
total de 180. Solamente uno de ellos aumenta su expresién: SNR4/. Aunque parece
probable que se sintetizan en el nidcleoplasma, su destino final es el nucleolo. La
mayorfa de los snoRNAs participan en la modificacién y procesamiento de los pre-
ribosomal RNAs (pre-rRNA). En levaduras la mayoria de snoRNAs se transcriben
como unidades independientes, principalmente por la RNAPII, aunque también existen
algunos snoRNAs intrénicos o formando parte de unidades policistrénicas. En nuestro
estudio aparece la misma cantidad de snoRNAs monocistrénicos que policistrénicos, y
solamente un tnico caso de snoRNA intrénico. En la Tabla 2 se listan éstos y otros tipos
de RNAs cuyas intensidades relativas disminuyen en este estudio. Todos estos datos son
consistentes con un posible papel de las proteinas Tho2 y Thpl en la biogénesis del
RNA (mRNA, snoRNA, tRNA, etc), aunque aiin queda por determinar si estos defectos
son directos o indirectos.
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Tabla 2. Tipos de RNA cuya concentracién varia entre la estirpe silvestre (W303-1A) y los mutantes
tho2 A (RK2-6C) y thpl A (WFBE046).

DNA | Nombre tho2A | thpIA | Funcion/Proceso biologico
Mono. SNR11 x0.36 x0,40 Formacién de pseudouridina [25S rRNA]
Mono. SRNI13 x0,23 x0,15 2’-0O-Metilacién [25S rRNA]
Mono. SNR36 x0,18 x0,18 Formacién de pseudouridina [18S rRNA]
Mono. SNR37 x0.41 x0,38 Formacién de pseudouridina [25S rRNA]
Mono. SNR39b x0,17 x0,33 2’-0O-Metilacion [25S rRNA]
Intrén. SNR38 x1.03 x0,29 2’-O-Metilacién [25S rRNA]
Poli. SNR4] x2,66 x2,09 2°-O-Metilacion [18S rRNA]
Mono. SNR45 x0,27 x0,09 Modificaciéon rRNA (nucleolar)
Poli. SNR5] x0,40 x0,32 2’-O-Metilacion [18S, 255 rRNA]
Poli. SNR5S x0,32 x0,26 2’-O-Metilacién [18S rRNA]
Mono. SNR56 x0.,19 x0,12 2’-O-Metilacién [18S rRNA]
Poli. SNRS57 x0,20 x0,27 2’-O-Metilacion [18S rRNA]
Poli. SNR67 x0,79 x0,32 2’-O-Metilacion {25S rRNA]
Mono. SNR6S8 x0.,36 x0,27 2’-O-Metilacion [25S rRNA}
Mono. SNRGY x0,37 x0,27 2’-O-Metilacién [25S rRNA]
Poli. SNR74 x0,26 x0,23 2’-O-Metilacion [18S rRNA]
Poli. SNR75 x0.20 x0,21 2’-O-Metilacion [25S rRNA]
PolL SNR76 x0,15 x0,20 2’-O-Metilacion [25S rRNA]
Poli. SNR77 x0,45 x0,29 2’-0O-Metilacién [18S rRNA]
Poli. SNRI28 x0,08 x0,02 Corte del pre-fRNA/2’-O-Metilacion [185S rRNA]
Mono SNR189 x0,16 x0,13 Formacién de pseudouridina [18S, 258 rRNA]
- w0wuGE2 1 x030 | x0.13 | (RNA GInUUG (traduccion)
tR(ACG)J x0,32 x0,29 tRNA ArgACG (traduccién)
tP(AGG)N x1,41 x0,05 tRNA ProAAG (traduccién)
tP(AGG)C x1,38 x0,15 tRNA ProAAG (traduccion)
RDN37-] x0,24 x0,14 35S pre-rRNA
TLC] x0.41 x0,46 Componente de la telomerasa
SCRI x2,03 x1,33 Conduce a las prot. al R.E. (cit.)

DNA: organizacion cromosdmica del gen (monosdmico, policistrénico o intrénico). Para otros detalles ver Tabla 1.
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Discusion

En esta tesis hemos identificado un nuevo gen, THP1, cuya delecién confiere un
fuerte incremento en la frecuencia de recombinacion entre repeticiones directas (>2000
veces sobre los niveles del silvestre). Ademds thplA produce un defecto en la
transcripcion de genes de levadura y, en particular, de secuencias de DNA como la
correspondiente al gen bacteriano lacZ. Estos fenotipos de hiperrecombinacion y
defecto en la transcripcion observados en el mutante thp /A son idénticos a los descritos
en los mutantes del complejo THO. Como ocurre en ellos, la hiperrecombinacion en
thpl A es totalmente dependiente de la elongacién de la transcripcion. Si se impide la
transcripcion del sistema de recombinacién, no detectamos tal hiperrecombinacion.
Proponemos que THP1 afecta a la elongacién de la transcripcion y a la incidencia de
recombinaciéon mitdtica por el mismo proceso biolégico controlado por THO,
constituyendo una evidencia mds de la existencia de recombinacidn asociada a la
elongacion de la transcripcion.

Por otro lado, mostramos que el complejo proteico Thpl-Sac3 estd
funcionalmente relacionado con Nab2, proteina de uniéon a mRNA, y que actia en la
interfase entre transcripcion y metabolismo de mRNP. Ademdas hemos observado una
conexibén entre las funciones anteriormente descritas de las proteinas Sac3 y Nab2
(transporte de proteinas 0 mRNA) y transcripcién. Usando una estirpe que contiene la
fusién THPI-TAP, hemos purificado un complejo proteico constituido por Thpl y Sac3.
En una busqueda de supresores en multicopia del defecto de expresion génica en thplA
hemos identificado a NAB2. Mostramos por andlisis genéticos y moleculares que Thp!l-
Sac3 y Nab2 estdn relacionados funcionalmente y que actian en el mismo proceso
biologico que TREX y Mex67-Mtr2, conectando la transcripcion y el metabolismo de
mRNP mediante un proceso que afecta a la estabilidad gendmica.

I11.1. Identificacion de genes implicados en recombinacién

En esta tesis hemos identificado una serie de genes que, de una manera u otra,
estdn implicados en el mantenimiento de la estabilidad gendmica, detectada por un
fenotipo de recombinacién entre repeticiones. Un grupo de ellos presenta un fenotipo de
hiperrecombinacién en todos los sistemas de recombinacién, independientemente de la
orientacion de las repeticiones y de la existencia o no de secuencias intermedias
flaqueadas por dichas repeticiones. Estos son MED2, CWC23, LSGI y YNL310c.
Sabemos que Med2 es una proteina que forma parte del “mediador”, complejo que estd
implicado mediante su interaccién con el dominio CTD de la RNAPII, en la regulacion
de la transcripcion. En cuanto a Cwc23 distintos estudios bioquimicos han descrito que
interacciona con proteinas implicadas en el metabolismo del mRNA, principalmente en
la eliminacion de intrones. Aunque aun no se ha identificado la funcién de Cwc23, se
sabe que algunas proteinas Cwc participan en el proceso de eliminacién de intrones
interaccionando con distintos snRNAs o bien estabilizando las uniones RNA-RNA y
RNA-proteina que tienen lugar durante dicho proceso (Ohi er al., 2002). Nada se sabe
de las proteinas codificadas por los genes YNL310c y LSG1. El tnico dato que tenemos
de YNL310c es un hipotético dedo de zinc que encontramos cuando analizamos su
secuencia, dominio presente en proteinas que se unen a dcidos nucleicos como factores
de transcripcion eucaridticos. Con la informacion que tenemos de estas proteinas, el
tnico punto en comiin que hemos encontrado, ademds de su papel en la estabilidad
gendmica, es su implicacién en el metabolismo del mRNA.
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Conviene senalar que el fenotipo de hiperrecombinacion de estos mutantes no €s
general sino dependiente de sistema. Cuando usamos el sistema cromosomico leu2-
k::ADE2-URA3::leu2-k, observamos que solo ynl310cA y cwc23A presentan elevadas
frecuencias de recombinacién (Figura 3).

Un segundo grupo de mutantes son los que sélo presentan un fenotipo de
hiperrecombinacién en los sistemas de repeticiones directas (L, LY). Estos son
rpll13AA, tos3A., trf4Ay yor322cA. Muy poco se sabe acerca de la funcién de Rpl13A,
aparte de su papel estructural en la subunidad 60S de los ribosomas (Planta and Mager,
1998). Este gen pertenece a una familia de genes de la levadura S. cerevisiae que
contiene un intrén. De hecho, de los 137 genes que codifican proteinas ribosémicas, 99
de ellos contienen un intrén. De Tos3, proteina de funcién desconocida, se sabe por
experimentos bioquimicos que interacciona con la proteina del citoesqueleto Cofl y por
estudios de doble hibrido que interacciona con Nup84 (poro nuclear). Hay que destacar
que Nup84 forma parte de un complejo implicado en el transporte de mRNA. De hecho,
este complejo, via Nup835, interacciona con el heterodimero Mex67-Mtr2, que como ya
se ha comentado, su ausencia provoca los mismos fenotipos de inestabilidad genomica
asociada a transcripcion que los mutantes de los complejos THO y Thpl-Sac3
(Siniossoglou er al., 2000; Jimeno et al., 2002). Trf4 es una proteina que estd
funcionalmente relacionada con la topoisomerasa I, al igual que ocurre con Hprl. Se ha
descrito que Trf4, junto con Trf5, es una polimerasa de DNA (polimerasa K) que acopla
la replicacion del DNA con el establecimiento de la cohesion entre cromatidas
hermanas. Trf4 es ademds esencial en distintos procesos metabdlicos del DNA como
son la segregacion de cromosomas y la reparacion (Walowsky et al., 1999; Wang et al.,
2000; 2002). Del mutante yor322cA sélo se han descrito distintos fenotipos de
sensibilidad a cafeina y defectos de crecimiento a 37°C (Pearson et al., 1997). En este
grupo de mutantes nos es dificil encontrar algin punto en comuin que explique el
fenotipo de hiperrecombinacién entre repeticiones directas. Ademads, no se observa
hiperrecombinacion en el sistema cromosémico leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k, salvo en
el mutante trf4A (4 veces sobre los niveles del silvestre; Figura 3).

Por ultimo, hemos encontrado una mutacidn, en el gen APC9, que provoca un
fenotipo de hiperrecombinacidn s6lo en el sistema de repeticiones invertidas SU (Figura
2). La proteina Apc9 forma parte del complejo APC, el cual tiene un papel esencial
durante el ciclo celular, en concreto en la entrada en anafase y la salida de mitosis
(Lamb er al., 1994, Zachariae et al., 1998). De momento nos es dificil explicar esta
asociacion entre ambos fendmenos, recombinacion y ciclo celular, que nos ayude a
entender porqué en este mutante sélo observamos un fenotipo de hiperrecombinacién en
el sistema de repeticiones invertidas (SU) y no en los de repeticiones directas (L, LY).

I11.2. El mutante thpl A esta afectado en la transcripciéon mediada por la RNAPII

En nuestro escrutinio hemos encontrado una proteina, Thpl, cuya ausencia
confiere un fenotipo de hiperrecombinacién dependiente de transcripcién. Thpl tiene,
aparentemente, homdlogos estructurales en S. pombe, C. elegans, D. melanogaster y H.
sapiens. Esto hace pensar que Thpl puede tener un papel importante en la biologia de
una célula eucaridtica. Como hemos descritos, una de las caracteristicas mds
significativas de thpl A es su defecto en transcripcién. Tal defecto no es de activacidn
del promotor. Mientras que el promotor GAL! puede ser activado en el mutante thpl A,
determinado por el analisis del mRNA de la fusiéon GALI-PHOS5 o del gen endégeno
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GALI, la transcripcion de lacZ fusionado a GALI disminuye significativamente
(Figuras 5-7). Asi que, el principal defecto transcripcional observado en thplA se
manifiesta como una incapacidad de la RNAPII de transcribir secuencias como lacZ. En
el mutante thplA la transcripcion de los genes de levadura analizados en este estudio
(GALI, PHOS5, LEU2, ACTI) esta afectada en mayor o menor grado. No podemos
descartar la posibilidad de que thpl A esté también afectado en la iniciacién de la
transcripcién. Sin embargo, nuestros resultados claramente indican que el principal
defecto transcripcional en thplA se da en un paso posterior a la iniciaciéon. Cuando
insertamos la secuencia lacZ en el extremo 3” de PHOS, no observamos la acumulacion
correspondiente al transcrito completo, lo que implica que el intento de la RNAPII de
transcribir lacZ, después de haber transcrito PHOS5 (1.5 kb), reduce enormemente la
cinética de acumulacién del mRNA de PHOS5 (Figura 5). Obtenemos los mismos
resultados cuando insertamos lacZ justo detras de la copia truncada leu2A3’ usada en
los sistemas de repeticiones directas (Figura 7). De manera que la caida en la
acumulaciéon de mRNA en thplA es independiente del promotor usado, ya sea
constitutivo o regulado, o de la distancia del promotor a la regién de DNA donde se
produce el defecto durante la elongacién de la transcripcion. Por lo tanto, thpl A provoca
un defecto durante la elongacion de determinados genes, presentando el defecto mas
fuerte con la secuencia lacZ, al igual que ocurre en los mutantes del complejo THO
(Chavez and Aguilera, 1997; Piruat and Aguilera, 1998; Chavez et al., 2001).
Curiosamente, la proteina Thpl contiene un dominio PINT, presente también en la
proteina Rpn3, un componente de la particula reguladora del proteosoma 19S implicada
recientemente en la elongacion de la transcripcion (Gonzdlez et al., 2002).

HI.3. El fenotipo de hiperrecombinacién observado en thpl A esta asociado a un
defecto en la elongacion de la transcripcion

Hemos mostrado que la ausencia de THP [ estimula la recombinacién en
sistemas de repeticiones en las que la secuencia intermedia flanqueada por dichas
repeticiones de leu2 (lacZ o pPBR322) genera un problema durante la transcripcién de la
misma (Figura 7). Si en estos sistemas de repeticiones impedimos la transcripcion, no
activando el promotor (sistemas GLlacZ y GLPHOS5 en glucosa, Figura 7) o insertando
un terminador prematuro justo detrds de la primera repeticion de leu2 (sistema LNAT,
Figura 7) desaparece el fenotipo de hiperrecombinacién. Del mismo modo, si los
sistemas de recombinacién no contienen secuencia intermedia (sistema L, Figuras 1-2)
tampoco observamos hiperrecombinacién. Estos resultados indican que, en thpl A, la
hiperrecombinacion tiene lugar s6lo en aquellos sistemas de repeticiones en los que la
RNAPII tiene que atravesar regiones de DNA responsables de un defecto durante la
elongacion de la transcripcion.

Es importante enfatizar el significado de estos resultados en el contexto de su
dependencia de la elongacién de la transcripcién. Sabemos que la recombinacién entre
repeticiones directas tiene que iniciarse en las repeticiones o en la regién intermedia
(Prado and Aguilera, 1995), mientras que la transcripcion se inicia unicamente fuera de
los sistemas de recombinacion usados en este estudio. Si, como hemos mostrado aqui, la
hiperrecombinacion es completamente dependiente de la transcripcion, tal dependencia
no puede ser explicada a través de la iniciacién de la transcripcidn, ya que un defecto en
la iniciacion de la transcripcién produciria un substrato recombinogénico fuera del
sistema de recombinacion y esto no generaria un suceso de recombinacién (Prado and
Aguilera, 1995). Ya que la recombinacién puede iniciarse sélo en las repeticiones o en
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la regién intermedia, secuencias por las que transcurre la elongacién de la transcripcion
en los sistemas estudiados, el defecto transcripcional que genera el substrato de
recombinacién tiene que estar asociado con la elongacién. Cuando la secuencia PHOS
situada entre las repeticiones de leu2 se transcribe desde el promotor externo LEU2, el
1.6% de las células del mutante thplA pierde la secuencia PHOS5 (0.07% en la cepa
silvestre; Figura 7). Este dato confirma la existencia de un defecto durante la elongacion
de PHOS, detectado como una cafda en la acumulacién del mensajero correspondiente y
por el fenotipo de hiperrecombinacién en thplA. Este resultado es idéntico al observado
previamente en tho2A (Piruat and Aguilera, 1998). Por lo tanto, independientemente de
una posible implicacién de THPI en la iniciacién de la transcripcion, tinicamente el
defecto durante la elongacién de la transcripcion es el responsable del fenotipo de
hiperrecombinacion. Este resultado excluye la posibilidad de que la hiperrecombinacion
sea debida a un hipotético efecto de thpl A en la expresion de factores implicados en la
produccién de sustratos recombinogénicos.

111.4. Thp1l actda en el mismo proceso biologico que el complejo THO

Nuestros andlisis genéticos del mutante thplA ponen de manifiesto que su
defecto durante la elongacidn de la transcripcidn, provoca la formacion de sustratos
recombinogénicos de una manera similar a lo que ocurre en los mutantes del complejo
THO. La conexidn existente entre la elongacion de la transcripcién con la
recombinacion mitdtica y la inestabilidad genémica se podrian explicar de varias
formas: (1) una colisiéon de la horquilla de replicacién con una RNAPII elongante
(Vilette et al., 1995; Prado et al., 1997; McGlynn and Lloyd, 2000),(2) la acumulacién
de DNA superenrollado negativamente “aguas arriba” de la RNAPII elongante
(Christman et al., 1988; Thomas and Rothstein, 1989), (3) formacién de un lazo R (R-
loop) o (4) formacion de una cromatina relajada alrededor de la polimerasa haciendo al
DNA mis sensible al ataque de nucleasas o agentes quimicos (Chdvez and Aguilera,
1997, Prado et al., 1997).

Nuestros resultados indican que el complejo THO y Thpl actdan en el mismo
proceso bioldgico, conectando la transcripcién con la incidencia de recombinacién
mitdtica. De hecho, la hiperrecombinacién observada en el sistema cromosomico de
repeticiones directas leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k es suprimida por la misma mutacién
hrs1Aen los tres mutantes hpriA, tho2A'y thpl A (Figura 10, Piruat et al., 1997). Hemos
excluido la posibilidad de que la similitud de fenotipos entre los tres mutantes se deba a
una incapacidad de thplA de transcribir tanto HPRI o THO2 y viceversa (Figura 12).
Ademads, también hemos descartado la posibilidad de que formen parte de un mismo
complejo. Por un lado. se ha purificado un complejo protéico THO en el que no estd
presente Thpl y por otro lado hemos purificado el complejo Thpl-Sac3, en el que,
aparentemente, no esta presente ningtin componente del complejo THO (Chavez et al.,
2000; Figura 18). Ambos complejos son nucleares. Fusiones a la GFP nos han revelado
que Tho2 se localiza en €] nicleo, al igual que el resto de las proteinas del complejo
THO (Chang et al., 1999; Chavez et al., 2000). Thpl parece localizarse también en el
nucleo, aunque no podemos descartar ademds una localizacién citoplasmica o incluso
también en la envoltura nuclear como han sugerido otros estudios (Figura 11; Fischer et
al., 2002). Sac3, proteina que se asocia de manera estable y estequiométricamente a
Thpl, se identificé en primer lugar como un supresor de una mutacién de actina
(Novick et al., 1989) y més tarde se observ) que estaba implicada en la progresion del
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ciclo celular (Bauer and Kélling, 1996). Se ha descrito que Sac3 se localiza en el poro
nuclear y se ha sugerido que también tiene un papel en el transporte de proteinas (Jones
et al., 2000).

I11.5. THO, Thpl-Sac3 y Pafl1-Cdc73 son complejos independientes aunque
relacionados funcionalmente

Mediante una purificacién por afinidad de una forma transcripcionalmente activa
de la RNAPII se han identificado una serie de proteinas unidas al CTD: Pafl, Cdc73,
Hprl, Ccrd y al menos otras 10 subunidades (Shi ez al., 1997; Chang et al., 1999). A
partir de estos datos se propuso la existencia de una forma de holoenzima necesaria para
la transcripcion de una serie de genes una serie de genes de levadura que actdan en la
ruta de traduccion de sefiales controlada por la protein-quinasa C (Chang et al., 1999).
Seria importante saber si Thpl es uno de estos factores adin no identificados que
acompaiian a la holoenzima. Sin embargo, existen diferencias significativas entre los
fenotipos de los mutantes tho o thpl Ay los de pafl A, cdc73A o ccr4A. Asi el mutante
ccr4A no es hiperrecombinante, paflA'y cdc73A son hiperrecombinantes pero con
niveles mucho mas suaves que hprilA, tho2A 'y thplA, y ademas hemos visto que tal
fenotipo de hiperrecombinacién es independiente de transcripcidén. El defecto
transcripcional observado en mutantes del complejo Paf1-Cdc73 no basta por si solo
para dar lugar a los fenotipos de hiperrecombinacién que observamos en los mutantes
hpriAy thplA. El defecto en la transcripcién de la secuencia lacZ podria ser a nivel de
elongacion ya que recientemente se ha visto que el complejo Paf1-Cdc73 se encuentra
asociado a las ORFs durante la elongacion de la transcripcion junto con la RNAPII
(Pokholok er al., 2002). Ademds se han encontrado interacciones fisicas y funcionales
del complejo Paf1-Cdc73 con factores de elongacién como Spt4-Spt5, Spt16-Pob3 y
TFIIS (Pokholok et al., 2002; Squazzo et al., 2002), datos que apoyan ain més esta
implicacion del complejo Paf1-Cdc73 en la elongacion de la transcripcion. Por otro
lado, mientras que combinaciones de las mutaciones tho2A, hprlA'y thplA son viables
y muestran los mismos fenotipos que los mutantes simples, como se espera para
proteinas que actdan en la misma ruta bioldgica, los dobles mutantes pafiA hpriAy
ccr4 A hpr1 A son sintético letales (Chang et al., 1999).

El estudio del contenido de DNA en mutantes de los tres complejos (THO,
Thpl-Sac3 y Paf1-Cdc73) también nos marca otra diferencia. Los resultados obtenidos
nos podrian estar sugiriendo que mutantes como tho2A, hprlA 'y thp 1A presentan
defectos en el ciclo celular, mientras que no observamos tal defecto en los mutantes
paflAy cdc73A (Figura 25;Chang et al., 1999). En un cultivo asincrénico la mayoria de
las células estdn en fase G1 (1C). El perfil de FACS en el mutante rezumante
hprlA::HIS3 y thpl A podria indicar una parada o un retraso de la fase G2 ya que, en
ambos casos, la mayoria de las células tienen un contenido doble de DNA (2C), tipico
de dicha fase. En los mutantes nulos hpriA'y tho2 A observamos que no aparece un pico
correspondiente a 1C y que ademds el contenido en DNA es més continuo, es decir,
existen células con 2C, 2.5C, 3C, 4C, etc. La ausencia de un pico 1C podria sugerir una
aneuploidia. Por otro lado puede que las células 1C no sobrevivan por haber sufrido
reorganizaciones cromosémicas con consecuencias letales para ellas. Estas
observaciones son coherentes con el dato obtenido en el andlisis de cromosomas
(CHEF) realizado en al mutante tho2A que nos muestra la presencia de cromosomas
“extras”.
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Por ltimo, el analisis del “microarray” realizado en los mutantes tho2A y
thpl A aporta otra evidencia de la conexién funcional existente entre los complejos THO
y Thpl-Sac3, al no encontrar diferencias significativas entre ellos. El principal dato a
tener en cuenta es la aparicién de los snoRNA, moléculas cuya intensidad relativa varia
en ambos mutantes. Los snoRNA son moléculas estables de RNA que se sintetizan en el
nicleo y permanecen en él, constituyendo un ejemplo de moléculas que circulan
intranuclearmente. El la célula existen formando parte de complejos RNP (snoRNPs).
La biogénesis de los snoRNPs consiste en la sintesis de snoRNA y los componentes
proteicos, el ensamblaje de los snoRNPs y la localizacién en el nucleolo. Estas
moléculas se subdividen, funcional y estructuralmente, en dos grupos segin que motivo
lleven: C/D o H/ACA. Los snoRNA que se ven afectados en los fondos mutantes tho2A
y thplA, al igual que aquellos que estdn afectados, no comparten ninguna similitud
conocida en cuanto a estructura o funcién. La funcién de las modificaciones llevadas a
cabo por los snoRNAs no se conoce en detalle, pero probablemente ayudan en el
plegamiento y ensamblaje de los rRNA, mediando las interacciones RNA-proteina o
RNA-RNA. Cada modificacion se realiza en una posicion determinada en la molécula
precursora. Estas posiciones son especificadas por un tipo de estos RNAs que hacen de
guia, aparedndose con la molécula precursora de rRNA y atrayendo de esta manera a
distintas enzimas que modifican el RNA, mediante metilacién de la ribosa o
“pseudouridinizacion” de la base (_). Otros snoRNAs promueven el corte de la
molécula precursora, probablemente causando cambios conformacionales. Ultimamente
se les estan encontrando nuevas funciones, algunas de ellas extranucleolares (Filipowicz
and Pogacic). Asi, existen evidencias recientes que implican a los snoRNA en el
procesamiento de los snRNA y mRNA (Terns and Terns, 2002; Kiss, 2002). Se ha
sugerido que, en levaduras, el procesamiento de los pre-snoRNAs estd acoplado al
proceso de maduracion de los intrones. En este procesamiento participan varias
nucleasas, algunas de las cuales también participan en el procesamiento de rRNA,
snRNA y pre-mRNA. Por otro lado se ha descrito que distintas proteinas relacionadas
con los snoRNAs estdn implicadas en otros procesos como remodelacién de la
cromatina, transcripcion, recombinacidén, traduccién de sefales y ciclo celular,
probablemente, mediante interacciones de éstas con componentes de las maquinarias
implicadas en estos procesos (King et al., 2001).

Es dificil concluir algo acerca de estos resultados obtenidos en el “microarray”
ya que el estudio se ha realizado en mutantes nulos, por lo que seria necesario repetir
este experimento con mutantes puntuales. De manera que no podemos descartar que se
trate de un fenotipo indirecto. Otra posible interpretacion de estos resultados es que en
tho2A'y thplA los snoRNAs son mds inestables, debido a problemas en el
procesamientos de los extremos 3’ y 5° como ocurre en algunos mutantes del exosoma
(van Hoof et al., 2000). Este hecho podria repercutir en la sintesis de ribosomas ya que
su maduracion se veria afectada. Se ha descrito que mutantes de levadura deficientes en
el ensamblaje o funcidn de los ribosomas son sensibles a la higromicina B, interfiriendo
en la interaccion RNA-proteina. En este punto conviene recordar que los mutantes
tho2A 'y thp 1A son sensibles a este antibidtico.

I11.6. El complejo Thpl-Sac3 se comporta como una unidad funcional
Nuestros resultados indican que el complejo Thpl-Sac3 se comporta como una

unidad funcional, lo que se sugiere por los idénticos fenotipos observados en los
mutantes thplA 'y sac3A: defecto en la transcripcién de la secuencia lacZ,
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hiperrecombinacién dependiente de transcripcién y defecto en el transporte de mRNA
(Figuras 5, 7, 13, 19; Gallardo et al., 2003).

Existen algunas evidencias que sugieren un papel del complejo Thpl-Sac3 en el
transporte de mRNA. Por un lado, Thpl-Sac3 interacciona genéticamente con factores
implicados en el transporte de mRNA como Mex67, determinado por la letalidad de los
dobles mutantes thpl A mex67-5 y sac3A mex67-5 (Figura 13, Gallardo et al., 2003) e
Yral (Fischer et al., 2002). Por otro lado, la delecion de THPI o SAC3 provoca un
fuerte defecto en el transporte de mRNA. Y por dltimo, se ha descrito que Sac3
interacciona fisicamente con Mex67-Mtr2 (mediante el extremo amino) y con el poro
nuclear (mediante ¢l extremo carboxilo) (Fischer et al., 2002). Estos fenotipos de
inestabilidad gendmica asociada a la transcripcion y al transporte de mRNA son
idénticos a los observados en los mutantes del complejo TREX y los genes de transporte
Mex67 y Mtr2 (Figuras 13, 19; Jimeno et al., 2002). Nuestros resultados, por lo tanto,
ponen de manifiesto que el complejo Thpl-Sac3 participa en el mismo proceso que
TREX y Mex67-Mtr2.

En cualquier caso, nuestros resultados sugieren que TREX y Thpl-Sac3 son
complejos diferentes, ya que hemos sido incapaces de detectar, mediante Western, una
interaccién fisica entre Thpl-Sac3 y Sub2/Mftl (Figura 18). Sin embargo, hemos
observado que la sobre-expresion de Sub2 provoca la letalidad de thpl A, indicando que
Sub2 y Thpl-Sac3 podrian interaccionar funcionalmente. De hecho, se ha descrito que
Sac3 copurifica, en pequeiias cantidades, con Sub2. Otras evidencias que apoyan esta
posible interaccién funcional son la similitud de fenotipos de transcripcion vy
recombinacién observados en los mutantes thpl, sac3 'y sub2, y la conexion fisica y
funcional existente Sub2 y Yral/Mex67 (Fan et al., 2001; Strisser et al., 2002; Jimeno
et al., 2002).

A diferencia de lo que ocurre con distintos factores de transporte de mRNA, la
funcién de los complejos Thpl-Sac3 y THO no es esencial a 30°C. Llega a ser
indispensable a 37°C o cuando se le suma la deficiencia de un factor implicado en el
transporte de mRNA como se ha mostrado por los estudios de letalidad sintética de los
dobles mutantes hprl/tho2/thpl/sac3 mex67-5. La observacién de que los mutantes tho
y thpl/sac3 no transportan mRNA poliadenilado a 37°C (Schneiter ef al., 1999, Strisser
et al., 2002; Figuras 13 y 19) podria indicar una implicacién de estas proteinas en el
metabolismo de mRNA. Sin embargo, aldn no esté claro si tal relacién es directa, ya que
estos mutantes no crecen a 37°C. Incluso si Thpl-Sac3 y el complejo THO son
esenciales para el metabolismo del mRNA a una temperatura elevada, no se ha
mostrado que este fenotipo esté asociado a los fenotipos de hiperrecombinacién y
transcripcidn que se observan a 30°C, temperatura a la que el transporte de mRNA no
esta afectado (Schneiter ez al., 1999; Strisser et al., 2002; Figuras 13 y 19). Dado que el
metabolismo de mRNA, incluyendo el procesamiento del extremo 5°, la terminacién de
la transcripcidn, la incorporacién de una cola de poli(A)” y la eliminacién de intrones,
estd estrechamente relacionado con la elongacién de la transcripcion (Bentley, 1999;
Minvielle-Sebastia and Keller, 1999; Hirose and Manley, 2000), es probable que un
defecto en la elongacion de la transcripcion también tenga consecuencias en distintos
pasos del metabolismo del RNA, como el transporte de mRNA. Recientemente se ha
descrito que el complejo THO, afectado en la elongacion de la transcripeidn, se asocia a
los ORFs que se estin transcribiendo, junto con los factores de transporte Sub2 y Yral
(Strésser et al., 2002; Zenklusen et al., 2002). Otros trabajos han reportado que Npl3,
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otra proteina esencial para el transporte de mRNA, interacciona genéticamente con
TBP, que Yral y Npl3 se une a la cromatina de una manera dependiente de
transcripcion (Lei et al., 2001), que el ortélogo humano de Yral, ALY, afecta la
activacion de la transcripcién (Bruhn et al., 1997) y que un bloqueo en el transporte de
mRNA provoca la acumulacién de poli(A)” en el sitio de transcripcion (Jensen et al.,
2001).

IIL.7. Mutaciones en THPI, SAC3 y NAB2 provocan un defecto en el transporte de
mRNA

Durante el transporte de mRNA, la mayoria de las moléculas de mRNA se
asocian a ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares, hnRNPs, y de esta manera son
transportadas al citoplasma a través del complejo del poro nuclear (NPC). Nab2 es una
proteina tipo hnRNP que se asocia in vivo, de manera especifica, al RNA poliadenilado
(Anderson et al., 1993). Se ha descrito que estd implicada en el control de la longitud de
la cola de poli(A)" y en el transporte de mRNA (Green et al., 2002; Hector et al., 2002).
En este estudio hemos observado que la sobreexpresion de NAB2 suprime los defectos
de transcripcion y transporte de mRNA de thpl A (Figuras 15-16) y que nab2-1, al igual
que thpl Ay sac3A, confiere un defecto en la transcripcion de lacZ y un fenotipo de
hiperrecombinacion (Figura 16-17). Estos datos sugieren que Nab2 tiene un papel en el
mismo proceso bioldgico en el que participa Thp1-Sac3, probablemente, en algun paso
intermedio entre la transcripcion y el transporte de mRNA.

Aunque atin no se conocen en detalle los mecanismos moleculares que controlan
el transporte del mRNA, es probable que las proteinas unidas al mRNA sirvan de
adaptadores para los factores de transporte. Acto seguido, la unién de las hnRNPs a
distintos receptores media la llegada de estas particulas al NPC (Cole, 2000; Linder and
Stutz, 2001; Ryan and Wente, 2000; Strdsser and Hurt, 1999; Zenklusen and Stutz,
2001). En la mayoria de los casos, las proteinas que contienen la secuencia NES son
proteinas de union a RNA que actian como adaptadores. Curiosamente, Thpl, al igual
que Mex67, contiene al menos una secuencia NES rica en leucina (LNYMIPTGLIL).
Este dato, junto con todas las observaciones previas (Figuras 13, 18, 19), podria
indicarnos que el defecto en el transporte de mRNA asociado a la ausencia de Thpl-
Sac3 podria deberse a la incapacidad de la maquinaria de transporte de usar este
complejo como un adaptador molecular para conducir el complejo mRNA-hnRNP al
poro nuclear. EI hecho de que Nab2 pueda suprimir el defecto de Thpl-Sac3 sugiere
que un exceso de Nab2 puede sustituir la ausencia de Thpl-Sac3 mediante una via
alternativa para el transporte de mRNA.

La relacion funcional del complejo Thpl-Sac3 con la expresion génica y el
metabolismo de mRNA estd deacuerdo con nuestras observaciones de que la proteina
His(6)-HA-Thp! purificada de E. coli se asocia con el RNA in vitro (Figura 14).
Ademas, la capacidad de Thpl de unir dsDNA podria sugerir también una interaccién
de este complejo, al menos en algiin momento, con el mRNA naciente durante la
transcripcion. Estos factores pueden actuar secuencialmente en el mRNA naciente
(Figura 27). Algunos de ellos pueden ser parcialmente intercambiables o actuar de
manera cooperativa. No sabemos si Thpl-Sac3 interacciona con el mRNA durante la
transcripcion o después, pero es posible que la funcién de Thpl-Sac3 sea relevante en
los ultimos pasos, durante el transporte de mRNA. Llegado este punto, seria interesante
comprobar si el complejo Thp1-Sac3, tal y como ocurre con THO, se asocia fisicamente
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con los genes que estan siendo transcritos (Strisser et al., 2002). Es probable que
mutaciones en factores como Thp1-Sac3 y Nab2, asi como en el complejo THO, Sub2,
Yral y Mex67-Mtr2, provoquen una acumulacion de intermediarios mRNA-hnRNP,
probablemente en el sitio de transcripcion, causando a su vez defectos durante la
elongacion de la transcripcion. Es importante destacar que existen evidencias de que el
bloqueo en el transporte de mRNA en el mutante mex67 genera una acumulacion de
transcritos en el sitio de transcripcién (Jensen et al., 2001).

Silvestre

Mex67

’
.+’ Defecto en el transporte
RNAPH . del mMRNA

' d
-
-
-
’
s

- Parada de la transcripcion
-~ Mutantes P

Bloqueo de la replicacion

v

RECOMBINACION

Figura 27. Modelo del modo temporal de accién de las proteinas Thp!, Sac3 y Nab2. La interrogacion en
cada paso refleja el desconocimiento de la interaccién estructural y temporal entre los distintos factores.
Las proteinas podrian actuar

Para definir la funcidn particular de estos factores asi como el lugar especifico
en el que actian necesitariamos realizar mds andlisis bioquimicos y celulares. Ademds
seria interesante saber si otros hnRNPs y factores que actian sobre el intermediario
mRNA-hnRNP influyen en la transcripcion y la recombinacién entre repeticiones
directas.
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CONCLUSIONES

1. En esta tesis hemos identificado un nuevo gen, THPI, cuya delecién confiere un
fuerte incremento en la frecuencia de recombinacidén entre repeticiones directas
(>2000 veces sobre los niveles del silvestre).

2. Laausencia de Thpl produce un defecto en la transcripcion de genes de levadura
y, en particular, de secuencias de DNA como la correspondiente al gen bacteriano
lacZ.

3. Estos fenotipos de hiperrecombinacién y defecto en la transcripcion observados en
el mutante rhp 1A son idénticos a los descritos en los mutantes del complejo THO.
Como ocurre en ellos, la hiperrecombinacién en rhpl A es dependiente de la
elongacion de la transcripcion. Si se impide la transcripcion del sistema de
recombinacion, no detectamos tal fenotipo de hiperrecombinacion.

4. Thpl-Sac3, THO y Paf1-Cdc73 son complejos independientes aunque estan
relacionados funcionalmente.

5. El complejo proteico Thpl-Sac3 se comporta como una unidad funcional lo que se
sugiere por los idénticos fenotipos observados en los mutantes thpl Ay sac3A:
defecto en la transcripcion de la secuencia lacZ, hiperrecombinacion dependiente
de transcripcion y defecto en el transporte de mRNA

6. Thpl-Sac3 y Nab2 estan relacionados funcionalmente y que actdan en el mismo

proceso biolégico que TREX y Mex67-Mtr2, conectando la transcripcion y el
metabolismo de mRNP mediante un proceso que afecta a la estabilidad genémica.
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1. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

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/l 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 nitrogenadas (YNB) sin aminoacidos ni sulfato amonico;
0.5% de sulfato amoénico; 2% de glucosa.

Medio completo SC: Medio SD suplementado con los aminodcidos leucina, triptéfano,
histidina y lisina 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 mas 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 afiadio al resto de los componentes una
vez autoclavados.

Medio completo SG/L: Idéntico al medio SC pero con 3% de glicerol y 2% de lactato sddico
en lugar de glucosa como fuente de carbono. El glicerol se filtra y se afiade al resto de los
componentes una vez autoclavados.

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

Medio SC+FOA: Medio SC suplementado con 500 mg/l de 4cido 5-fluoro-orético (FOA),
con el uracilo a la mitad de la concentracion habitual, es decir, a 10 mg/l, y 0.1% de L-prolina

en lugar de sulfato aménico como fuente de nitrégeno.

Medio de esporulacion SPO: 1% de acetato potdsico; 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
concentracion.

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 levadura; 2% de bacto-triptona; 0.005% de NaCl; KCI 2.5
mM: MgS0O4 10 mM; MgCl2 10 mM. El MgSO4 y el MgClI2 se afiaden al medio justo antes

de usarlo.

Los medios solidos se prepararon afiadiendo 2% de agar a los medios descritos antes
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de autoclavarlos.
1.3. Condiciones de crecimiento.

Las estirpes de levadura 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,
excepto en aquellos casos en los que se indique. En el caso de los cultivos liquidos estos se
incubaron con agitacion constante horizontal u orbital. Para hacer que las estirpes diploides
de levadura esporularan, estas se incubaron a temperatura arnbiente durante 3-4 dias.

2. ANTJBI()TICOS, DROGAS, ENZIMAS, INHIBIDORES Y MARCADORES DE
TAMANO.

- Acido 5-fluoroorético, FOA (USB): analogo téxico del uracilo que sélo permirte el
crecimiento de los mutantes ura3 (Boeke et al. 1984).

- Albimina de suero bovino, BSA (New England): proteina que se obtiene de suero bovino.
Se emplea como estabilizador y agente tamponador.

- Ampicilina, amp (Sigma): antibiético B-lactimico que inhibe la division celular de E. coli
impidiendo la sintesis de pared celular. Se usa para seleccionar bacterias que lleven un
plasmido.

- 6-Azauracilo, 6AU (Sigma): produce un descenso de los niveles de UTP y GTP causando
una reduccion en la eficiencia de la elongacion de la transcripcion.

- Aprotinina (USB): polipéptido bdsico de pulmén bovino con actividad inhibitoria de
proteasas polivalentes.

- BCIP/NBT (Stratagene): sustratos colorimétricos de la fosfatasa alcalina. La actividad
fosfatasa se detecta como un precipitado azul-pdrpura, resultado de desfosforilacion y
posterior oxidacion de BCIP a indigo, acoplada a la reaccién de NBT a diformazon.

- Blanco de calcofuor: droga que interfiere en el ensamblaje de la pared celular uniéndose a
las cadenas de quitina (Elorza er al. 1983).

- Benzamidina (Sigma): inhibidor por competicién de proteinasas de serina tipo tripsina,
incluyendo trombina y plasmina.

- Cafeina (Sigma): sustancia alcaloide (metilxantina) que inhibe la sintesis de la pared celular.
- DNasa I libre de RNasas: endonucleasa especifica de DNA bicatenario utilizada para
degradar el DNA preservando la integridad del RNA.

- Fosfatasa alcalina (Roche): glicoproteina dimérica capaz de eliminar los grupos fostatos de
los extremos 5° del DNA bicatenario impediendo asi la religacion.

- G418, Geneticina (USB): antibidtico aminoglicosidico para las levaduras que posiblemente
afecta a la subunidad 80S de los ribosomas ¢ inhibe la sintesis de proteinas (Jiménez and
Davies 1980). Se usa para seleccionar y mantener células eucaridticas que lleven el gen de E.
coli de resistencia a kanamicina (kan).

- Higromicina B (Roche): antibiético aminoglicosidico que inhibe la sintesis de proteinas en
procariotas y eucariotas.

- 1gG Sepharose 6 Fast Flow (Pharmacia Biotech): inmunoglobulina G humana conjugada
covalentemente a una matriz de sefarosa con afinidad a la proteina A.

- Inhibidor de ribonucleasas (RNAguard / Amersham): Inhibidor no competitivo que actua
uniéndose de forma no covalente a Rnasas de tipo-A.

- IPTG (Roche): (isopropil-p-D-tiogalactésido) compuesto quimico que se usa para inducir la
expresion de protefnas bajo el control del promotor lac.

- Klenow (Roche): fragmento mayor de la DNA polimerasa I de E. coli con actividad
polimerasa 5°-3" y exonucleasa 3’-5” (Klenow and Henningsen, 1970).
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- Leupeptina (Sigma): inhibidor de proteasas de serina y cisteina. Inhibe la accion de
plasmina, tripsina, papaina y catepsina B.

- Ligasa de DNA del fago T4 (Roche): cataliza la unién covalente de extremos lineales de
DNA bicatenario (Weiss et al., 1968).

- Marcador de tamafios de DNA (1 Kb Plus DNA ladder/ Gibco-BRL): mezcla de fragmentos
bicatenarios de DNA cuyos tamaifios son: 12, 11, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, 1.65, 1.0, 0.85, 0.65,
0.50.4,0.3,0.2 y 0.1 kb. La banda de 1650 pb se generé de pUC y las bandas menores de
1000 pb de DNA de A.

- Pepstatina (USB): inhibidor de proteasas. Actda formando un complejo con las
carboxilproteasas quimiosina bobina, catepsina D, pepsina, proteasa B y renina.

- PMSF (Sigma): (phenylmethanesulfonyl fluoride) inhibidor de proteasas de serinas (tripsina
y quimiotripsina) y de cisternas.

- Polimerasa termoestable de DNA (Expand High Fidelity PCR System/Roche): Mezcla de
las polimerasas Taq (Thermus aquaticus) y Pwo (Pyrococcus woesei) usadas en las
reacciones encadenadas de polimerizacion de DNA o PCRs. Temperatura éptima de
elongacién, 68°C.

- Polimerasa termoestable de DNA (Biotools DNA polimerasa/Biotools): Polimerasa Tth (de
Thermus thermophilus) usadas en las reacciones encadenadas de polimerizacion de DNA o
PCRs. Temperatura 6ptima de elongacién, 72°C.

- Polimerasa de RNA del fago T7: Polimerasa de RNA capaz de reconocer unicamente el
promotor del fago T7.

- Proteinasa K: endoproteinasa inespecifica capaz de degradar proteinas hasta el nivel de
aminodacidos.

- Quimiostatina (SIGMA): inhibidor especifico de a, 8, Y y & quimiotripsina.

- Restrictasas (Amersham, Roche y New England): endonucleasas de DNA con dianas
especificas de secuencia.

- RNasa (Roche): mezcla de nucleasas de RNA aisladas del pancrea de vacas.

- Transferasa terminal (ROCHE): enzima capaz de sintetizar colas de un mismo dNTP
utilizando el extremo 3’ de DNA mono- o bicatenario.

- TEV proteasa (Invitrogen): proteasa recombinante especifica de sitio purificada de E.coli.
Es capaz de cortar entre los aminodcidos Gln y Gly que se encuentren en la secuencia Glu-
Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln-Gly(1-4).

- X-gal (SIGMA): (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactésido) Sustrato de la -
galacosidasa que origina un precipitado de color azul en presencia de esta enzima.

- Zymoliasa 20T y 100T (USB): mezcla de enzimas de Arthrobacter luteus con capacidad de
digerir la pared celular de S. cerevisiae.

3. ESTIRPES

3.1. Eschericia coli

- DHS5a: F-endAl gyrA96 hsdR17 AlacUl69($80lacZAM15) recAl relAl supE44 thi-1
(Hanahan, 1983).

- BL21(DE3): F ompT hsdS (ry my) lysE. Contiene el gen que codifica para la RNA
polimerasa del fago T7 bajo control del promotor lacUVS5 integrado en el cromosoma
(Studier and Moffatt, 1986)

Salvo que se indique lo contrario, los experimentos en E. coli se realizaron con DH5a.

3.2. Saccharomyces cerevisiae
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Las cepas de esta tesis se construyeron por métodos genéticos de cruzamiento o de
reemplazamiento génico. Los reemplazamientos génicos se realizaron por el método SFH
(Short Flanking Homology Method). Se comprobaron por PCR usando oligos externos a la
zona reemplazada y por Southern Blot.

Las estirpes de levadura utilizadas se muestran en la tabla |.

TABLA 1. Estirpes de levadura

Estirpe Genotipo Fuente
W303-1A MATa ade2-1 canl-100 his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 Q)
W303-1B MATa ade2-1 canl-100 his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hH
U768-4C MATa ade2-1 canl-100 his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hpriA3::HIS3 D
AYW3-1B MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k 2)
AYW3-3C MATa ade? canl-100 his3 ura3 leu2-k::ADE2-URA3: :leu2-k hpriA3::HIS3 (3)
SSAB-2C MATa ade2 his3 ura3 leu2-k::ADE2-URA3: :leu2-k hrsIA::LEU2 . 2)
T4 MATa thr4 4)
F15 MATa thr] argd €]
WRKS5-1C MATa ade? canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k tho2A::LEU2 (5)
RK2-6C MATa ade2-1 canl-100 his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 tho2A::KAN (5
RK2-6D MATea ade2-1 canl-100 his3-11 leu2-3,112 trpl-1 uras-1 tho2A::KAN (5)
SChY58a MATa ade2-1 cani-100 his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 hpriA::KAN (9]

WNOS0O32 MATa ade2-1 canl-100 his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 med2A::KAN

WFBE(46 MATa ade2-1 canl-100 his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 thpl A::KAN )]
WFBEO30 MATa ade2-] cani-100 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 trf4A::KAN

MGY2-1C MATa ade2 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k hrs1A::LEU2 thpl A::KAN O]
MGY3-2D MAToa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k thp1 A::KAN N
MGY3-3B MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k hpr1D::HIS3 thplA::KAN (7)
MGY6-1A MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k thp] A::KAN @)
MGY6-1D MATa ade2 canl-100 his3 ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k tho2D::KAN thplA::KAN (7
MGYo6-4A MATa ade2 canl-100 his3 ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k tho2A::KAN thpl A:.:KAN (7
MGY6-4D MATa ade2 canl-100 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k thpl A::KAN (7
ACY429 MATao his3 leu2 trpl ura3 nab2A::HIS3 pAC636 9)
NAL-2B MATa ade2 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k 8)
NAL-3A MATo ade?2 his3 leu2 trpl ura3 &)
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NAL—3B
NAL-5B
NAL-11B
NAL-30A
WMCI-1A
BY4741
BY4742
YLR418c
YBR279w
YDRI138w
YOLO72w
WMCD-5A
WMCD-1B
WMCD-1A
WMCD-5B
WMP-3B
WMP-3C
WMCA-1C
WMCA-2D
WMCA-6A
WMCA-8A
WMCD-3D
WMPW-1A
WMPW-IC
WMPW-3C
WMPW-5C
WMPW-5D

PS593
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MATa ade2 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k

MATa ade? his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3. :leu2-k nab2A.:HIS3 pAC1038

MATa his3 leu2 trpl ura3 nab2A::HIS3 pAC1038

MATa ade2 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3: . leu2-k nab2A.::HIS3 pAC1038

MATa ade2-1 canl-100 his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1

MATa his3AI leu2 AO met15A0 ura3 AQ

MATo his3AT leu2 AO lys2AO ura3 A0

MATa his3AT leu2 A0 1ys2 A0 ura3AO cdc73A::KAN

MATa his3AT leu2 AO lys2 A0 ura3 A0 pafl A::KAN

MAT o his3AT leu2 AO 1ys2 A0 ura3AO0 hprlA::KAN

MATa his3A1 leu2 A0 lys2A0 ura3A0 thpl A::KAN

MATa ade2 his3 leu2 lys2 trpl ura3 cdc73AKAN

MATo ade?2 his3 leu2 lys2 trpl ura3

MATa ade? his3 leu2 lys2 trpl ura3 cdc73AKAN mex67-5

MATa ade2 his3 leu2 lys2 trpl ura3 cdc73AKAN mex67-5

MATa ade? his3 leu2 lys2 trpl ura3

MATa ade?2 his3 leu2 lys2 rpl ura3 pafl AKAN

MATa ade?2 his3 lvs2 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3: :leu2-k

MATa ade?2 his3 lys2 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k cdc73A::KAN
MATo ade? his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k cdc73A::KAN
MATo ade2 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3: :leu2-k cdc73A::KAN
MATa ade2 his3 lys2 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k cdc73A::KAN
MATa ade? his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k paflA::KAN
MATa ade2 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k

MATa ade?2 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3: :leu2-k paflA::KAN
MATa ade2 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k pafl A::KAN
MATa ade2 his3 trpl ura3 leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k pafi A::KAN

MATa leu2 trpl ura3

371-5C-4C-1D  MATa leu2 trpl ura3 pkcl”®

®)
8)
(8)
(8)
(1
(10)
(10)
(10)
(10)
(10)
(10)
®
(8)
(8)
(3)
(3)
(8)
(8)
(8)
(8)
(®)
8
(8)
(8)
(8)
(8)
(8)
(12)

(12

(1) R. Rothstein: (2) Santos-Rosa et al., 1996; (3) Santos-Rosa y Aguilera, 1995; (4) G. Fink; (5) Piruat y Aguilera, 1998; (6)
Chavez et al., 2001; (7) Gallardo y Aguilera, 2001; (8) Esta tesis: (9) Green et al., 2002; (10) EUROSCARF; (11) Jimeno et
al., 2002; (12) Neiman et al., 1997
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4. PLASMIDOS

YEp13: plasmido multicopia con el gen LEU2 como marcador (Botstein et al.,1979).
pYA301: Plasmido pBR322 con el gen ACTI (Galtwitz y Sures, 1980).

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

pFA6akanMX4: Vector de E.coli portador de un médulo kanMX que contiene el ORF del
gen kan' del transposén Tn903 fusionado con el promotor y el terminador del gen TEF de
Ashbya gossypii. El casete kanMX confiere resistencia a kanamicina en E.coli y a G418 en
S.cerevisiae.

pBSK": Vector de E.coli derivado de pUC19 (Broach et al.,1979).
pRS306: Vector integrativo que contiene el gen URA3 (Sikorski y Hieter, 1989).

pRS314, pRS315 y pRS316: Vectores centroméricos que contienen los genes TRPI1, LEU2 y
URA3 respectivamente (Sikorski y Hieter, 1989).

pRS314L, LY y SU: pRS314 con los sitemas L, LY y SU. Cada sistema contiene los alelos
leu2A3’ y leu2AS5’ repetidos en orientacién directa (L, LY) o inversa (SU). El alelo leu2A3’ es
un fragmento Clal-Sall de 1,4 kb del gen LEU2 y el alelo leu2A5’ es un fragmento EcoRV-
Bglll de 1,9 kb del gen LEU2 proveniente del YEp13. La region de homologia entre ambas
repeticiones es de 600 pb. Los sistemas L y LY se diferencian por el fragmento de DNA
comprendido entre las repeticiones: mientras que el sistema L no tiene nada, el LY tiene un
fragmento de 5,5 kb (Prado y Aguilera, 1995).

pRS314-LYANS: Plasmido pRS314-LY con el fragmento Sphl-Nsil de 1.92 kb delecionado.
pRS313L, LY y SU: pRS313 con los sitemas L., LY y SU.
pRS316L, LY y SU: pRS316 con los sitemas L, LY y SU.

pRS314-LNA: pRS314-L con el fragmento BamH1*-Smal* de 2,16kb de YIp5 insertado en
Nrul, dejando la diana Smal distal a la repeticion leu2A3’.

pRS314-LNAT: pRS314-LNA con el terminador transcripcional CYC/ de 0,3 kb de pBS-
CYCT (Prado et al., 1996) insertado en la diana Hindlll localizada entre las repeticiones.

pBKGAL1: Plasmido pBluescriptII-SK(-) (Stratagene) que contiene el fragmento EcoRI de
2.023 Kb de la region 5’ del gen GALI (F. Prado).

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

p314GLB: p314LB en el que la region Sacl-Clal de 1.22 kb correspondiente al promotor y a

la zona 57 del gen LEU2 ha sido sustituida por el fragmento Sacl-Clal de p414GLEU2 que
contiene el promotor del gen GAL/ y la zona 5’ del gen LEU2 (S. Gonzalez-Barrera).
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p314GLlacZ: p314GLB con el fragmento BamHI de 3.0 kb de pPZ que contiene el gen lacZ
subclonado en Bglll, entre las repeticiones de LEU2 (S. Gonzalez-Barrera).

pSCh204: pRS314 con la construccién L-lacZ que llevael gen LacZ de 3 kb de E. coli entre
las repeticiones directas de LEU2 (Chdvez y Aguilera, 1997).

pSCh206: pRS314 con la construccién L-PHOS que lleva un fragmento de 1,5 kb del gen
PHOS de S. cerevisiae entre las repeticiones directas de LEU2 (Chédvez y Aguilera, 1997).

p416GALllacZ: pRS416 con el gen lacZ de E. coli bajo el control del promotor del gen
GALI (Mumberg et al., 1994).

pSCh202: p416GALllacZ con la region codificante del gen PHOS5 en lugar de lacZ,
fusionada al promotor de GALI (Chdvez y Aguilera, 1997).

pSG206: pSCh206 en el que la regién Sacl-Clal del promotor del gen LEU2 de 1,22 kb ha
sido reemplazada por el fragmento Sacl-Clal de 0,62 kb del p414GLEU2 que contiene el
promotor GALI.

pSCh212: pSCh202 con el gen lacZ fusionado al gen PHOS5 (Chéavez y Aguilera, 1997).

pSUP38: YEp351 con el fragmento gendmico Sau3A de 7.3 kb que contiene el gen THO2
insertado en la diana Sall (Piruat and Aguilera, 1998).

YEp351-SUB2: YEp351 con el fragmento genémico Sau3A de 8 kb que contiene el gen
SUB2 insertado en la diana Sa/l (Jimeno et al., 2002).

pSUP4: YEp351 con el fragmento genémico Sau3A de 7.5 kb que contiene el gen THO!
insertado en la diana Sall (Piruat and Aguilera, 1998).

pSUP402: YEp351 con el fragmento PstI-Xbal de 2.2 kb de pSUP4 insertado en Pstl-Xbal
(Piruat and Aguilera, 1998).

pSUP1.9: YEp351 con el fragmento gendmico Sau3A de 6.2 kb que contiene el gen NAB2
insertado en la diana Sall.

YEp351-NAB2: YEp351 con la regién codificante de NAB2 (2.4 kb) amplificada por PCR
con los oligos NAB2A (Smal) y NAB2B (Smal) clonada en la diana Smal del polilinker.

pUG34: Plasmido centromérico basado en HIS3 que contiene el gen de la proteina
fluorescente verde (yEGFP) bajo el promotor de MET25 y un sitio de clonacién miltiple en el
extremo amino-terminal de la GFP ( J. Hegemann, Dusseldorf, Alemania).

pUG34-T3: pUG34 con la region codificante del gen THPI (1.4 kb) amplificado por PCR
con los oligos THO3-3’(Xhol) y THO3-5’a(EcoRI) clonada en las dianas Xhol-EcoRI del
polilinker.

pUG34-T2: pUG34 con la region codificante del gen THO2 (4.8 kb) amplificado por PCR
con los oligos TH2H3’(Xhol) y TH2H5’ (Xhol) clonada en la diana Xhol del polilinker.
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pBS1539: Plasmido de expresion en E. coli que contiene el casete Proteina A-CBP necesario
para la purificacion por afinidad (TAP). Basado en pBS1479 (Rigaut et al., 1999) que
contiene el marcador URA3 de Kluyveromyces lactis en lugar de TRP1.

pT7-7(His),: Plasmido de expresion en E. coli basado en pT7-7 (Tabor y Richardson, 1985).
Contiene el promotor inducible de la polimerasa de RNA del fago T7, una secuencia que
codifica 6 residuos de histidinas en fase con el codén de iniciacion de la transcripcion y una
region de clonacién multiple (MCS) (Santos-Rosa et al, 1996).

pT7-HA-THP1: Plasmido pT7-7(His), con el fragmento HA-Thpl de 1.4 kb cortado con las
enzimas Nhel- Clal y clonado en las mismas dianas del polilinker. En primer lugar se
amplificé por PCR el gen THP1 con los oligos STHP1-HA y 3THP1-HA que llevaban las
dianas de restriccion Nhel y Clal respectivamente. De esta manera se obtuvo la secuencia del
epitopo HA fusionado en al extremo 5” de THP!. Este fragmento Nhel-Clal que contiene la
fusion HA-Thp1 se clond en el vector pT7-7 que lleva 6 histidinas (pT7-7-(His),).

pYCG_YOLO72w: pRS416 con la region codificante de THP1 (Iwanejko et al., 1999).

pCM184-LAUR: Pldsmido con la fusién LacZ-URA3 obtenida de pNKY59 (Alani et
al.,1987) por PCR y clonada en el polilinker de pCM 184 bajo el promotor Tet.

pAC636: Plismido centromérico basado en URA3 con la region codificante de NAB2 (Green
et al., 2002).

pAC1038: Plasmido centromérico basado en LEU2 con la mutacién puntual nab2-1(Green et
al.. 2002).

*romizado

5. GENOTECAS

MW90: YEp351 con fragmentos Sau3A de DNA genémico de S. cerevisiae clonados en Sall
(Waldherr et al., 1993). Previamente a la ligacidn se rellenaron parcialmente con klenow las
dianas Sall y Sau3A usando dCTP+dTTP con el vector y dATP+dGTP con los insertos.

6. ANALISIS GENETICO EN LEVADURA

Las estirpes parentales se cruzaron mezclando biomasa de ambas en YEPD sdlido e
incubando a 30°C. Los diploides se aislaron mediante seleccién o micromanipulando los
cigotos y se hicieron esporular en medio SPO. Las ascas se diseccionaron tras un tratamiento
con zimoliasa 20T a 2 mg/ml en agua durante 2 min a temperatura ambiente y se
micromanipularon con un micromanipulador SINGER MSM system series 200. Las esporas
se incubaron en YEPD a 30°C y su fenotipo se determiné mediante réplicas a los medios
selectivos adecuados. El sexo se determind analizando la capacidad de las esporas de formar
diploides con otras estirpes de sexos ay a (F4 y F15 respectivamente).

7. REEMPLAZAMIENTO GENICO EN LEVADURAS

La estirpe original se transformé con DNA lineal con zonas terminales de homologia al
gen a reemplazar (Orr-Weaver et al., 1981; Rothstein, 1991) y se seleccioné el fenotipo
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deseado. En el caso de usar el método de SFH (Short Flanking Homology) se procedid segiin
Wach et al. (1994). A partir del plasmido pFA6akanMX4 se amplificé mediante PCR el
casete kanM X4, que confiere resistencia a G418, flanqueado por dos secuencias terminales de
40 pb homdlogas al gen que se desea reemplazar (ver Figura 33). Este fragmento se us0 para
transformar levaduras seleccionando en YPAD+G418.

A

KanMX4

ORF 5’ KanMX4 ORF 3

\

(~10 bp) (~20 bp)

Figura 28 . Esquema del reemplazamiento génico por SFH

(A) Molde portador del casete kanMX4 usado en la PCR y oligonucleétidos hibridos de 60 nt (los 20 nt 3’ son
homélogos al vector y los 40 nt 5° son homdlogos al gen a reemplazar). (B) Producto del reemplazamiento. Las
flechas del casete y del ORF representan el sentido de la transcripcién. Los niimeros entre paréntesis son los
pares de bases no eliminados del ORF original. Las lineas negras representan DNA del vector y las lineas grises
DNA del gen de levaduras.

8. SISTEMAS GENETICOS DE RECOMBINACION
8.1. Sistemas plamidicos

Los sistemas L, LY, SU, LYANS, LNA, LNAT, LlacZ y LPHOS se decriben con los
pldsmidos portadores de los mismos. (Ver apartado 4: PLASMIDOS).

8.2. Sistema cromosomico: sistema leu2-k::ADE2-URA3::leu2-k

Localizado en el cromosoma III (Aguilera y Klein, 1989a). Consiste en una repeticion
directa del fragmento Sal/l-Xhol de 2.16 kb del gen LEU2 que contiene el alelo mutante leu2-
k. Este alelo es una delecion de 7 pb que elimina la diana de restriccion de la enzima Kpnl.
Entre las repeticiones hay un fragmento de 11 kb que contiene los marcadores ADE2 y URA3.
Este sistema permite estudiar deleciones (Ura-).

9. DETERMINACION DE LAS FRECUENCIAS DE RECOMBINACION

Se determinaron a partir de 6 colonias independientes aisladas en YEPD o en los
medios minimos oportunos (Aguilera y Klein, 1988). Se estimé la proporcion 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 las 6
colonias analizadas.
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10. TRANSFORMACIONES
10.1. Preparacion de células competentes de E. coli DH5a
10.1.1. Método del TB.

Se realizo siguiendo el método descrito por Hanahan (1983) y modificado por Inoue et
al. (1990). Las células competentes se obtuvieron a partir de cultivos de E. coli en medio
SOB a 22°C hasta D.O.y,,,= 0.5. Tras enfriar las células durante 10 min en hielo, se
recogieron por centrifugacion a 4000 r.p.m. (2500 g) a 4°C 10 min. Se resuspendi6 el
sedimento en 20 ml de TB. Se afiadié MnCl, hasta 55 mM (esterilizado por filtracién) a 0°C,
se afadieron otros 60 ml de TB frio y se incubé 10 min en hielo. Se recogieron las células por
centrifugacion y se resuspendieron en 20 ml de TB a 0°C. Se afiadié 1,5 ml de DMSO
(dimetilsulféxido) y se mantuvieron 10 min mds en hielo. Se hicieron alicuotas, se congelaron
en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.

TB: 10 mM Pipes (4cido libre); 15 mM CaCl,; 250 mM KCl; llevado a pH 6.7 con KOH

10.1.2. Método del TSS.

Se realizé siguiendo el método descrito por Cheng et al., 1989, con pequeias
variaciones. Un cultivo saturado de la estirpe receptora se diluyé 100 veces en medio LB y se
incubd a 37°C con agitacion hasta fase exponencial temprana. Se repartieron alicuotas de 1 mi
en tubos eppendorf. Se enfriaron en hielo y se centrifugaron 30 s en una microcentrifuga. Se
retiro el sobrenadante y se afadieron 75 ul de LB frio. Se incubé en hielo 5 min Se afiadieron
75 wl de medio 2xTSS frio y se incubd en hielo otros 5 min Las células competentes asi
realizadas perdian su eficiencia al ser congeladas por lo que era conveniente transformarlas
recién hechas.

2xTSS: 0,8% triptona; 0,5% extracto levadura; 85,5 mM NaCl; 25mM polietilenglicol 8000; 10% DMSO,
100mM MgSO,; pH 6.2-6.8

10.2. Transformacion de bacterias

Para transformar se mezclaron 100 ul de células competentes con 50-100 ng de DNA
y se incubaron en hielo durante 30 min. A continuacion se sometieron las células a un choque
térmico de 42°C durante 35 s, tras lo cual se afiadié 1 ml de LB y se incubaron durante 45 min
a 37°C antes de recogerlas por centrifugacion y sembrarlas en LB+Amp 80 ug/ml.

10.3. Transformacion de levaduras

Se realiz6 siguiendo el método descrito por Ito er 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. = 0.4-0.6. Las células se recogieron por
centrifugacion y se lavaron con H2O y con LiAc-TE 1X (preparada en el momento).
Finalmente se resuspendieron en un vol de LiAc-TE 1X hasta una concentracién final de
2x109 células/ml. Para transformar se mezclaron 50 ul de células, 50-1000 ng de DNA
transformante, 5 pul de DNA de esperma de salmén a 10 mg/ml y 300 ul de PEG 40%
(preparado en el momento). Tras incubar durante 30 min a 30°C con agitacion, se sometieron
las células a un choque térmico de 42°C durante 20 min y se sembraron en el medio oportuno.
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LiAc-TE 1X: a partir de TE 10X (0.1 M Tris-HCl, 0.01 M EDTA pH7.5) y 1 M LiAc (10X) pH7.5
PEG 40%: 50% PEG-4000, TE 10X y LiAc 10X.

11. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS
11.1. Preparacion de DNA plasmidico de E. coli
11.1.1. Protocolo de lisis alcalina

Se realizé siguiendo en el método descrito por Bolivar y Backman (1979). De 1.5 ml
de cultivo, se recogieron las células por centrifugacion y se resuspendieron en 100 ul de
solucién 1. Tras 5 min a temperatura ambiente se afladieron 200 uL de solucion 11, se mezcld
invirtiendo el tubo varias veces y se incubd durante 5 min en hielo. Seguidamente se
afiadieron 150 pl de solucién III. De nuevo se mezcld por inversién y se incubd 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 DNA
presente en la fase acuosa se precipité con NaCl 0.3 M y 0.9 ml de etanol 96%, se lavo con
etanol 70% y se resuspendié en 50 ml de TE 1X.

Solucion I: 50 mM Glucosa; 25 mM Tris-Cl pH8.0; 10 mM EDTA pH8.0
Solucién II: 0.2 M NaOH; 1%SDS
Solucién IIT: 3 M KAc: 11.5% 4cido acético glacial

11.1.2. Protocolo de gradiente de CsCl

Se prepar6 DNA a gran escala por centrifugacion del DNA 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-HC1 10 mM EDTA | mM pH7.4 y se resuspendieron en 2 ml de Solucién A.
Seguidamente, se afadieron 0.2 ml de lisozima 10 mg/ml y 0.2 ml de ribonucleasa 1 mg/ml, y
se incubaron 5 min en hielo, tras los cuales se afiadieron 0.4 ml de EDTA 0.5 M pH8.0 y se
incubaron de nuevo en hielo durante 10 min. Pasado este periodo se afiadieron 4 ml de
Solucién de rotura y se incubaron en hielo durante 15 min. Los restos celulares se eliminaron
por centrifugacion y el DNA plasmidico se purificé del sobrenadante por centrifugacion 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 pHS8.0 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 DNA plasmidico se
recupero con una jeringa. El EtBr se extrajo de la solucién varias veces mezcldndola con 1
vol de alcohol isoamilico. EI DNA se precipité con 0.1 vol de NaAc 3 M y 2 vol de etanol
96%. se lavo con etanol 70% y se resuspendio6 en TE.

Solucién A: 25% sacarosa;: 50 mM EDTA pH8.0; 50 mM Tris-HCI pH8.0
Solucién de rotura: 0.3% TriténX-100; 50 mM Tris-HC1 pH7.4; 50 mM EDTA pHS.0

11.2. Preparacion de DNA total de levaduras

Se siguid el protocolo descrito por Sherman et al. (1986). Se partié de 5 ml de cultivo
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en fase estacionaria temprana. Se recogieron las células por centrifugacion, se lavaron con
H70 y se resuspendieron en 0.32 ml de Solucién de Sorbitol. Después se afiadieron 3.2 ul de
B-mercaptoetanol (dilucién 1/10) y 10 pl de zimoliasa 20-T 15 mg/ml. Tras incubar 60 min a
37°C, la mezcla se centrifugd 20 s y el precipitado se resuspendié en 0.37 ml de Solucién
Cocktail a la cual se afiadieron 16 ul de SDS 10% y 1 ul 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) € incubando durante al menos 1 h en hielo. El DNA se
tratd con ribonucleasa y. tras fenolizacion, se precipité con NaCl 0.3 M y 2.5 vol de etanol
96%, se lavé con etanol 70% vy se resuspendid en 50 pl de TE.

Solucion de Sorbitol: 0.9 M sorbitol; 0.1 M EDTA pH8.0
Solucién Cocktail: 20 mM EDTA pHS8.0; 50 mM Tris-HC] pH8.0

11.3. Preparacién rapida de DNA cromosémico

' Se sigui6 una variante del protocolo descrito por Hoffman y Winston (1987). Se parti6

de 10 ml de cultivo en fase estacionaria temprana. Se recogieron las células por
centrifugacion, se lavaron con H,0O y se resuspendieron en 0.2 ml de tampén de lisis. Después
se afiadieron 0.3 g de bolitas de vidrio (200 ul en vol) y 200 ul de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1). Se agité a mdxima velocidad durante 3 min. Se afiadieron 200 pl de TE,
se mezcld, se centrifugé 5 min y el sobrenadante se precipité con 2.5 vol de etanol 96% y se
resuspendié en 400 pl de TE. Se eliminé el RNA con un tratamiento de 5 min a 37°C con 30
ul de RNasa A 1mg/ml. Se precipité con 0.1 vol de NaAc 3 M y etanol 96%. Se lavd con
etanol 70% y se resuspendio en 100 ul de TE.

Tampén de lisis: 2% triton X-100; 1%SDS; 100 mM NaCl; 10 mM TrisHCI pH 8.0; | mM EDTA pH 8.0

11.4. Preparacion de DNA “carrier”

Se resuspendio el DNA de esperma de salmén o de trucha en TE pH 8 a 10 mg/ml para lo
cual se dejo toda la noche a 4°C. Se sonicé con dos pulsos de 9 s a 100 W. Se extrajo una vez con
fenol, una segunda vez con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y por ultimo con
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se precipité con 0.1 vol de NaAc 3 M pH 5.2 y 2.5 vol etanol
96%. Se resuspendié en TE tras secar al vacio de forma que quedo a una concentracion final de10
mg/ml. Finalmente, se desnaturalizé hirviéndolo 20 min y se enfrié en hielo. Se congelaron en
pequeiias alicuotas. El tamafio medio de los fragmentos deberia estar en torno a 7 kb para que la
eficiencia de transformacidn de la levadura sea éptima.

11.5. Preparacion de RNA de levaduras

Se siguid el método de extraccion con fenol dcido descrito por Kohrer y Dombey
(1991). A partir de 10 ml de cultivo en fase exponencial (D.O.q,,= 0.5-0.7) se recogieron las
células por centrifugacion y se lavaron con H2O. Posteriormente se resuspendieron en 0.4 ml
de tampon TES y 0.4 ml de fenol 4cido (saturado con HO), tras lo cual se agitaron
fuertemente en agitador excéntrico durante al menos 10 s La mezcla se incubé durante 45 min
a 65°C con agitacion ocasional. Tras la incubacién, se dejé 5 min en hielo, se centrifugd y la
fase acuosa fue transferida a otro tubo. Después se realizé una nueva extraccion con fenol
dcido y otra con cloroformo. El RNA se precipit6 con 0.1 vol de NaAc 3 M pH5.3 y 2 vol de
etanol 96%, se lavé con etanol 70% y se resuspendié en 50 ul de H2O. La concentracidn del
RNA se determiné mediante espectrofotometria, o por tincién con EtBr en geles de agarosa.
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Todo el proceso se llevé a cabo en hielo o a bajas temperaturas y el material pléstico utilizado
se manipulé siempre con guantes. El H20 y las soluciones acuosas utilizadas fueron

previamente tratadas con DEPC al 0.1% y autoclavadas.
Tampén TES: 10 mM Tris-HC1 pH7.5; 10 mM EDTA pHS8.0; SDS 0.5%

12. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Este método permite la amplificacién exponencial de fragmentos de DNA usando una
polimerasa termoestable y un par de oligonucleétidos que sirven como cebadores de la
enzima (Saiki et al., 1985). Se mezclaron en frio 42 ul de agua, 5 ul de tampon, 1 ul de
mezcla de ANTPs (10 mM cada uno), 1 1 de mezcla de cebadores 50 uM cada uno, 1 pl de
DNA molde y 1U de polimerasa. Se agité brevemente y se incubd en un termociclador
ProGene (Techne Ltd., Cambridge, United Kingdom). La reaccién tipo consta de 1 ciclo de 2
min a 94 °C/ 35 ciclos (a) 30 s a 94 °C, (b) 30 s a la temperatura de aparemiento y (¢) a 72 °C
(producto < 1.5 kb) 0 68 °C (producto = 1.5 kb) tantos min como kb tenga el producto/ 1
ciclo adicional como (¢). En caso de haber usado como molde células de levaduras, el tiempo
de elongacion se multiplicd por dos.

Tabla 2. Cebadores de PCR usados en esta tesis'?

Nombre Secuencia Origen
rDNAup TTGGAGAGGGCAACTTTGG (hH
DNAlow  CAGGATCGGTCGATTGTGC (1
THO3.1 CGGATTCATTGATGGCG 4)
THO3.2 AACCACCTACGACCGCAC 4)
THO3-3’ GATATCATCGATCTCGAGTCACCAAAGAACGTGAG 2)
THO3-5’a  ACTAGTATCGATGAATTCATGGACATGGCCAACCAG (2)
NAB2A GCATGCGGATCCCCCGGGCGAGACGTTTAT )
NAB?B TCTAGAATCGATCCCGGGTGATTGAAACCC @)
TH2H3’ GAGCGGCTCGAGTTACCTCTGGTACCTACTGACG (3)
TH2HS5’ TACGCTCGAGATGGCAGAACAGACGCTACTTTCC 3)
3THO3-HA GATATCATCGATCTCGAGTCACCAAAGAACGTGAG @)
5THO3-HA GGATCCTCTAGAGCTAGCTATCCCTATGACGTTCCCTCTCACGTTTTGTGGTCCA — (4)
TGGAAAAGAGAAG
TAPI GTTAATGAACGAATCACCAAGATGTTTCCTGCCCATTCTCACGTTTTGTGGTCCA  (4)
TGGAAAAGAGAAG
TAP2 CAGCATAATGTCGCTCCTTCTCTTCTATTTCCTATATATATCTACGACTCACTAT — (4)
AGGG

1. Los oligonucledtidos se disefiaron usando el programa Oligo 4.01. Se muestran en la orientacién 5° (izquierda) a 3’
(derecha).
2. Origen: (1) Chdvez y Aguilera, 1997; (2) Gallardo y Aguilera, 2001; (3) A.G.Rondédn; (4) Esta tesis

13. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS
13.1. Geles de agarosa

La electroforesis de 4cidos nucléicos e realizé en geles de agarosa segun lo descrito en
Sambrook et al. (1989).

13.1.1. Geles para DNA
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Los fragmentos de DNA se separaron segin su tamaflo por electroforesis en geles de
agarosa a una concentracién variable entre 0.6% y 1.5% en funcion del tamafio de los
fragmentos a analizar, con tampén TAE 1X y EtBr 5 pg/ml. El DNA se someti6 a un campo
eléctrico constante de 5 V/em de longitud del gel. Previamente, a las muestras de DNA se les
afiadio tampén de carga 1X. ’

Tampén TAE 1X: preparado a partir de TAE 50X: 2 M Tris-acetato; 0.05 M EDTA pHS8.0
Tampén de carga 1X: tampdn de carga 5X: 0.25% azul de bromofenol; 30% glicerol

13.1.2. Geles para RNA

El RNA de levaduras se separd en geles de agarosa al 1% en tampén MOPS 1X'y
formaldehido 0.664 M. El RNA se sometié a un campo eléctrico constante de 5 V/cm de gel,
con recircularizacion constante del tampon. Previamente, las muestras de RNA se prepararon
mezclando: 3 yl de RNA (unos 10 ug), 1.25 1 de tampén MOPS 10X, 2.25 ul formaldehido
12.3 My 6.25 ul de formamida. Después se calentaron 15 min a 65°C y se les afiadieron 2 ul
de tampdn de carga-formaldehido 10X .

Tampoén MOPS 1X; tampén MOPS 10X: 0.4 M MOPS pH7.0; 0.1 M NaAc; 0.1M EDTA
Tampoén de carga-formaldehido 10X: 1 mM EDTA pH8.0; 0.25% azul de bromofenol; 50% glicerol

13.2. Geles nativos de poliacrilamida.

Se prepard un gel al 3 0 5 % de acrilamida: bisacrilamida (29:1) en TBE 1X. Una vez
polimerizado se cargaron las muestras y se las someti6 a un campo eléctrico de 15mA durante 60 -
75 min a 4°C. Transcurrido ese tiempo se desmontd y se secoé sometiéndolo a vacio y a 80°C
durante 1 h

TBE 10X: 890mM Tris base; 890mM d4cido borico; 20 mM EDTA pH 8.0

14. ELECTROFORESIS DE CROMOSOMAS DE LEVADURA.

Los cromosomas de S.cerevisiae se separaron por electroforesis en campo pulsado
utilizando el sistema CHEFF-DRII de BIO-RAD, segtn el método de Carle y Olson (1985),
con las modificaciones de Chu et. al. (1986). Las muestras se prepararon a partir de células
cultivadas en YPED hasta fase estacionaria. Los cultivos se centrifugaron y las células se
resuspendieron en tampén CPES, se mezclaron con una solucidn de 1.2% agarosa bajo punto
de fusion en CPE y se gelificaron en bloques de 1x2x0.1cm. Estos bloques se incubaron en
CPE durante 4h a 30°C y posteriormente durante 12h a 50°C con una solucién de 1mg/ml de
proteinasa K en tamp6n TESP. Finalmente, los bloques se lavaron 6 veces con tampén TE ph
8 a 50°C. Las electroforesis se efectuaron en geles de agarosa al 1% en tampén 0.5xTBE, a
10°C'y 200 V durante 28h y 20 min. En las 16 primeras horas el campo cambi6 cada 60 s y en
las 12 h 20 min restantes, cada 90 s.

CPE: 40mM 4cido citrico pH6, 120mM fosfato sédico pH6, 20mM EDTA pHS.
CPES: 0.2 mg/ml de Zimoliasa 20T en tamp6n CPE osmoestabilizado con 1.2M Sorbitol.
TESP: 10mM Tris-HCI pH8, 450mM EDTA pHS, 1% SDS.

15. TRANSFERENCIA DE ACIDOS NUCLEICOS A MEMBRANAS

15.1. Transferencia de DNA
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Tras la electroforesis, el gel de agarosa se incubd en una solucién de HCI 0.25 M
durante 10-15 min. Después se lavé con H2O y se le sometid a un tratamiento de acuerdo al

tipo de membranas a las que se fuera a transferir el DNA.

15.1.1. Membranas neutras. El gel se incubd en solucién de desnaturalizacion
durante 30 min, se lavé con H20 vy se incub6 durante dos periodos de 15 min en solucién de
neutralizacion. La transferencia del DNA se efectio por capilaridad en tampén SSC 20X
durante 12-16 h (Southern, 1975) a una membrana de nailon HybondN (Amersham
International). Una vez transferido, se lavé la membrana con SSC 2X. El DNA se fij6

covalentemente irradiando con luz ultravioleta (70000 pJ/cmZ2) por ambas caras.

Soluciéon de desnaturalizacion: 1.5 M NaCl; 0.5 M NaOH
Solucién de neutralizacion: 1.5 M NaCl; 0.5 M Tris-HCI pH7.2; 1| mM EDTA
SSC 20X: 3 M NaCl; 0.4 M Na-citrato; ajustado a pH7.0 con NaOH

15.1.2. Membranas cargadas positivamente. El gel se incubé en NaOH 0.4 M
durante 30 min. La transferencia y fijacién del DNA se efectué por capilaridad en solucién de
NaOH 0.4 M, durante 12-16 h a una membrana de nailon cargada positivamente HybondN+
(Amersham International). Una vez transferido el DNA, se lavé la membrana con SSC 2X.

15.2. Transferencia de RNA

Tras la electroforesis, el gel de agarosa se incub6 en H20 a 65°C durante 2 intervalos
de 5 min para eliminar el formaldehido. A continuacién se incubé en una solucién
desnaturalizante durante 20 min y en solucién neutralizante durante otros 20 min. Finalmente
se incubd en SSC 20X durante 30 min. Este tratamiento se realizo a temperatura ambiente y
con agitacion. La transferencia del RNA se efectud por capilaridad en tampén SSC 20X
durante 12-16 h Una vez transferido, se lavé la membrana con SSC 2X. El RNA se fijé
covalentemente irradiando con luz ultravioleta (70000 uJ/cm?2) sobre ambas caras. Para
comprobar la eficiencia de la transferencia se tifié la membrana con solucién de azul de
metileno durante 2-3 min a temperatura ambiente. Para destefiir la membrana se traté con
SSPE 0.2X-SDS 1%. Las membranas se guardaron entre papel Whatman a temperatura
ambiente hasta su uso.

Solucién desnaturalizante: S0mM NaOH, 10 mM NaCl

Solucién neutralizante: 10 mM Tris-HCI pH7.5

Solucion de Azul de metileno: 0.3 M NaOAc pH5.5; 0.02% azul de metileno
SSPE 0.2X: SSPE 20X: 3 M NaCl; 0.2 M NaHpPOy4; 20 mM EDTA

16. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS
16.1. Hibridacién de DNA con sonda radiactiva a 42°C (Southern)

Las membranas se prehibridaron durante 1-4h a 42°C con agitacidén constante en
solucion de hibridacién de DNA. La hibridacion se realizé durante 12-16 h a 42°C anadiendo
a la solucién anterior la sonda marcada con a32P-dCTP previamente desnaturalizada por
calor. Trés la hibridacion 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 dltima vez durante 30
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min con SSC 0.2X-SDS 0.1% a 65 °C. Finalmente, se envolvieron los filtros en papel celofan
y se expusieron a peliculas de autorradiografia.

Solucién de hibridacién de DNA: 25 mM NaPO4 pH6.5; 50% formamida desionizada; SSC 6X; reactivo

Denhardt’s 5X; SDS 0.5%; DNA de esperma de salmén 100pg/ml previamente desnaturalizado
Denhardt 100X: 0.02 g/mt Ficoll 400; 0.02 g/ml polivinilpirrolidona; 0.02 g/ml BSA

16.2. Hibridaciéon de RNA con sonda radiactiva a 42°C (Northern)

Las membranas se pre-hibridaron durante 1-4 h a 42°C en agitacién constante en
solucién de hibridacién de RNA. La hibridacién se realizé durante 12-16 h a 42°C afiadiendo
a la solucién anterior la sonda marcada con a32P-dCTP previamente desnaturalizada por
calor. Tras la hibridacion se lavé el filtro 2x5 min con SSC 2X-SDS 0.5% a temperatura
ambiente, 2x5 min con SSC 2X-SDS 0.1% a temperatura ambiente, 30 min a 50°C con la
misma solucién y una udltima 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.

Solucién de hibridaciéon de RNA: formamida desionizada 50%; SSPE 5X; reactivo Denhardt’s 1X; 0.1% SDS;
DNA de esperma de salmén 100ug/ml previamente desnaturalizado

16.3. Hibridacion de DNA 6 RNA con sonda radiactiva a 65°C

Las membranas se prehibridaron durante 1-4 h a 65°C en agitacion constante en
solucion de hibridacion (NaPO4 0.5M pH7; SDS 7%). La hibridacién se realizé durante 12-
16 h a 65°C afadiendo a la solucién anterior la sonda marcada con a.32P-dCTP previamente
desnaturalizada por calor. Tras la hibridacién se lavé el filtro una vez durante 5 min con
solucion de lavado (SSPE 0.1X; EDTA 5SmM; SDS 0.5%) a temperatura ambiente y una vez
durante 1 h con la misma solucién de lavado a 65°C. Finalmente, se envolvieron los filtros en
papel celofan y se expusieron a peliculas de autorradiografia.

16.4. Rehibridacion de filtros

La rehibridaciéon de membranas con nuevas sondas se llevd a cabo tras eliminar la
sonda previamente hibridada mediante dos tratamientos sucesivos con SSC 0.1X-SDS 0.1%
hirviendo o bien mediante dos lavados durante 10 min con solucién de deshibridacion.

Solucién de deshibridacion: 0.1M NaOH; 0.1% SDS: 10mM TrisHCI pHS8; 1mM EDTA

16.5. Cuantificacion de bandas

La cantidad de sonda marcada unida al RNA se cuantificé en un analizador de
radiacion B FUJIX FLLA3000. La cantidad de RNA se normalizé respecto al RNAr 28S con
una sonda de 589 pb obtenida por PCR usando los cebadores publicados (Chédvez and
Aguilera, 1997).

17. MARCAJE DE SONDAS

17.1. Marcaje de sondas de DNA por “random primer”’
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Las sondas de DNA se marcaron con o’°P-dCTP segun el protocolo basico para
sondas radiactivas. La reaccion de marcaje se realizé con 0.2-2 ug del fragmento de DNA
previamente desnaturalizado al cual se le afiadié 1 mM de hexanucleétidos no marcados, 5 pul
de una mezcla de dATP, dGTP, dTTP 0.5 mM y 20 uCi de o*P-dCTP y 2 unidades de DNA
polimerasa Klenow. La reaccién se incub6 a 37°C durante 1-2 hs en un vol final de 50 pl.
Los nucleétidos no incorporados en la reaccion se eliminaron pasando el total del vol a través
de una columna de Sephadex G50-TE 3 min a 3000 r.p.m.

Sephadex G50-TE: 5 g de Sephadex G50 en 75 ml de TE

17.2. Marcaje de sondas de RNA

Las sondas de RNA se obtuvieron mediante transcripcion in vitro desde el promotor
del fago T7 del vector pBluescript. Para ello se digirieron 2 pg de plasmido purificado, con
una enzima cuya diana se encontrara a la distancia deseada. La digestién se corrié en un gel
de agarosa. Se aislo la banda con el kit GFX™ (Amersham) y se utiliz6 como molde. La
transcripcidn se llevé a cabo en 40 ul finales de tampén de transcripcion 1x; 10 mM DTT; 0,5
mM ATP, UTP y GTP; 5 uM CTP; 15 uCi de o*P-CTP; 1,5 ul RNAguard y 16 U de RNA
polimerasa del fago T7. La reaccién se incub6 a 37°C durante 1 h Después se le anadié 5-10
U de DNasa I libre de RNasas y se incubd otros 15 min a 37°C. Se par6 afiadiendo 0,5 ul de
EDTA 0,5 M. Los nucledtidos no incorporados en la reaccion se eliminaron pasando el total
del vol a través de una columna de Sephadex G50-TE.

Tampén de transcripcion 10X: 400 mM Tris-HCI pH 7,5; 240 mM MgCl,; 20 mM espemidina; 0,1% Tritén
X-100);

17.2. Marcaje de oligos con digoxigenina

Se siguid el protocolo descrito en Amberg et al. (1992) con pequeiias modificaciones.
Un oligonucleético de 16 residuos de deoxitimidina (dT),, sintetizado por INVITROGEN, se
marcé en su extremo 3’ con digoxigenina-11-dUTP (ROCHE). La reaccion llevada a cabo
por una transferasa terminal contiene 0.5 nmoles de (dT),, 25 nmoles de digoxigenina, 150
unidades de transferasa terminal y 1 umol de dTTP. Se dej6 15 min a 37°C y luego se
precipit6 para llevarlo a un vol final de 0.5ml de agua.

18. ENSAYO DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
18.1. Ensayo de actividad B-galactosidasa
18.1.1. En cultivo

Se realiz6 siguiendo el protocolo para células permeabilizadas descrito por Guarente
(1983). Las células, una vez cultivadas en las condiciones oportunas, se lavaron con H2O y se
resuspendieron en 1 ml de tampdn Z obteniéndose una suspension con una D.0.600: D. El
ensayo se realizé afiadiendo un volumen v (ml) de la suspension celular a un volumen final de
I ml de tampdn Z. Las células se permeabilizaron con 25 ul de SDS 0.1% y 50 ul de
cloroformo y vorteando durante 10-15 s. Tras una incubacién de 5 min a 30°C, se afiadieron
0.2 ml de una solucién de 4 mg/ml de o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG) en tamp6n
Z. Después de un tiempo t (min), determinado por el momento en que la solucién adquirié un
color amarillo, a 30°C, la reaccion se paré afiadiendo 0.5 ml de NapCO3 IM. Los restos
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celulares se eliminaron por centrifugacion y se determiné la D.0.420nm del sobrenadante.
Las unidades (U) de actividad B-galactosidasa se definen segun la férmula: U = D.0.420nm
x 1000/D x v x t.

Tampén Z: 60 mM NagHPO4, 40 mM NaHpPO4, 10 mM KCl, 1 mM MgS04, 50 mM B-mercaptoetanol

18.1.2. En placa.

Se crecieron los zig-zags en el medio necesario para la expresién del promotor hasta
obtener colonias aisladas de aproximadamente 2 mm de didmetro. Se prepar6 el agar de
cobertera y se vertid sobre la placa 10 ml de agar de cobertera. Se esper6 un tiempo hasta que
las colonias que posefan actividad p-galactosidasa se volvieron azules permaneciendo blancas
las que carecian del enzima. Este tiempo variaba segun el fondo genético de la estirpe. Las
diferencias se apreciaban mejor si se guardaban las placas a 4°C.

Agar de cobertera: | % agarosa, 0,25 M tampén fosfato sédico precalentado a 60°C, 0.1% SDS 'y 0.4 mg/ml
X-gal

18.2. Ensayo de actividad fosfatasa acida

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 H2O y se
resuspendieron en |1 ml de tampén acetato 50 mM pH4, obteniéndose una suspensién con
una D.0.600: D. El ensayo se realiz6 afadiendo un vol v (ml) de la suspension celular a un
vol final de 0.45 ml de tamp6n acetato. Seguidamente se aiadieron 50 ul de una solucién de 5
mg/ml de p-nitrofenilfosfato a en tampon acetato. Después de 10 min a 37°C se paré la
reaccion afiadiendo 0.12 ml de 4cido tricloroacético al 25% y 0.6 ml de NapCO3 en
saturacion. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacién y se determind la
D.0.405nm del sobrenadante. Las unidades (U) de actividad fosfatasa dcida se definieron
segun la formula: U = gmoles de p-nitrofenol/ 10 x D x v.

19. ANALISIS DE PROTEINAS.

19.1. Inducciéon de proteinas y preparacién de extractos de proteinas en E. coli.

Para inducir la expresion de la proteina de fusion (His), Thpl, las células de E. coli
BL2I(DE3) transformadas con el plasmido pT7-HA-THP1, segiin el método de TSS, se cultivaron
en LB+Amp hasta una D.O.,,,=0.8-0.9. Se afiadié IPTG a la concentracién final de 0.5mM vy se
incubd durante 4h mds a 37°C con agitacion. Los extractos de proteinas de E. coli se obtuvieron
segln el procedimiento descrito por Laemmli (1970). Las células recogidas por centrifugacion, se
resuspendieron en tampon de muestras de Laemmli (1x). Las muestras se hirvieron durante 5-10
min antes de cargarse en los geles de SDS-poliacrilamida.

Tampén Laemmli: 0.0625M Tris HCI pH 6.8; 10% glicerol, 2% SDS; 5% 2-mercaptoetanol, 0.05% (p/v) Azul de
bromofenol.

19.2. Purificacion de la proteina (His)HATHP1 a partir de E.coli.

La proteina (His),HA-Thpl se purificé en condiciones nativas utilizando la resina Ni-NTA
(QTAGEN) segun las instrucciones del fabricante. Se preparé un extracto a partir de un litro de
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BL21 transformada con el plasmido de expresiéon después de 4 h de induccion. Para ello se
recogieron las células por centrifugacién y se lavaron con al tampdn de lisis. Las células se
rompieron mecdnicamente en un mortero tras congelarlas con nitrégeno liquido. Los restos
celulares se eliminaron por centrifugacion. Se tomaron muestras del sobranadante y del precipitado
para su posterior andlisis. Se equilibrd la resina en el tampdn de lisis y se afiadi6 con el extracto
clarificado. La mezcla se incubé en agitacién suave a 4°C toda la noche. La proteina que no se unio
a la resina se eliminé por gravedad cargando la mezcla en un soporte de BIORAD. Se recogi6 una
muestra de la fraccién eluida. La columna se lavé dos veces con un vol igual al de extracto del
tampon de lavado. Se tomé una muestra de cada lavado. A continuacion se eluyeron las proteinas
unidas a la resina pasando por la columna el tampén de elucion. Se hicieron cinco eluciones de un
vol igual al de la matriz. De cada elucién se tomé una muestra. Todas las muestras recogidas a lo
largo de la purificacién se corrieron en un gel de SDS-poliacrilamida. Las eluciones se almacenaron
a—80°C.

Tampon de lisis: 50mM NaH,PO,; 300mM NaCl; 10mM imidazol; pH8
Tampdén de lavado: 50mM NaH,PO,; 300mM NaCl; 20mM imidazol; pH8
Tampén de elucion: S0mM NaH,PO,; 300mM NaCl; 250mM imidazol; pH8

19.3. Purificacién de proteinas desde levaduras: método TAP

Este método se usé para purificar complejos protéicos de levadura. Se basa en el
protocolo descrito por Rigaut et al. (1999). Para ello reemplazamos la copia silvestre de
THP] por la fusion THPI-TAP obtenida por PCR usando los oligos TAP1 and TAP2. La
purificacion del complejo se hizo a partir de un cultivo en medio rico de 12 1. Este se recogid
a D.O.gnm=2. Las células se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 min y luego se lavaron dos
veces con agua fria. Los precipitados se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -
80°C. Para romper las células éstas se resuspendieron en un vol de tampdén A (tampén de
lisis) a temperatura ambiente. A partir de este punto todo se hizo a 4°C para evitar la
degradacién de las proteinas. Las células se rompieron con bolitas de vidrio (SIGMA) en un
homogenizador (B.BRAUN MELSUNGEN AG) mediante tres pulsos se 15 s con intervalos
de 10 s. Los lisados fueron ultracentrifugados a 100.000g durante una h a 4°C. El
sobrenadante se incubd toda la noche a 4°C con IgG conjugada a sefarosa previamente
equilibrada en el mismo tampdn de lisis. Al dia siguiente se empaquetd la columna en un
soporte de BIORAD y se lavé con tampdén A y tampén de corte. Luego se incubd en 1 ml de
tampon de corte con 100U de enzima de restriccion TEV (INVITROGEN) durante 4 hs a
16°C y 3 hs més a 4°C. Las proteinas eluidas se incubaron en tampén B con calmudulina
conjugada a una matriz de durante toda la noche a 4°C. Las proteinas se eluyeron con tampén
de elucion y se precipitaron con TCA. Las muestras asi concentradas se corrieron en un gel de
SDS-poliacrilamida de gradiente (4-20%) y se tiiié con plata para su visualizacion.

Tampén A (tampoén de lisis): SOmM Tris-HCI pH7.5, 100mM NaCl, 1.5mM MgCl,, 0.15% NP40, 0.5M
PMSF, 2mM benzamidina, 1uM leupeptina, 2uM pepstatina A, 4uM quimiostatina, 2.6uM aprotinina.

Tampén de corte: 10mM Tris-Cl pH8, 150mM NaCl, 0.1% NP40, 0.5mM EDTA, |mM DTT.

Tampén B: 10mM fB-mercaptoetanol, 10mM Tris-Cl pH8, 150mM NaCl, ImM Mg-acetato, 1mM imidazol,
2mM CaCl,, 0.1% NP40.

Tamp6n de elucién: 10mM f-mercaptoetanol, 10mM Tris-Cl pH8, 150mM NaCl, lmM Mg-acetato, ImM
imidazol, SmM EGTA, 0.1% NP40.

19.4. Precipitacion de proteinas.

Para precipitar proteinas se afiadié 1/4 del vol final de TCA (4cido tricloroacético) al
100% y se dejo 1 h a 4°C. Luego se centrifugd 30 min a 13.000 rpm en frio y se hicieron dos
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lavados de 5 min: primero se lavé con acetona y 0.05N HCl y luego s6lo con acetona. Se dejo
secar el pellet y se resuspendié en tampodn de carga de proteinas.

19.5. Geles desnaturalizantes de proteinas (SDS-poliacrilamida).

Para la electroforesis de proteinas se utilizé el método de geles de SDS desarrollado
por Laemmli (1970). La separacion de proteinas se realiza en un sistema discontinuo con un
gel de apilamiento y un gel de separacién. Los geles se prepararon a partir de un stock al 30%
de acrilamida:bisacrilamida (29:1) al porcentaje adecuado segun el tamafio de la proteina a
estudiar. Las muestras diluidas al 1:1 en tamp6n de carga Laemmli 2x se hirvieron 3 min para
desnaturalizar las proteinas y se cargaron. Los geles se corrieron a un voltaje constante de
200 voltios hasta que el frente alcanzé el borde del gel. Como marcador de tamafo se utilizo
el marcador de amplio rango para geles de SDS- poliacrilamida suministrado por BIORAD.
El sistema de cubeta empleado fue Mini-PROTEAN 3 Cell de BIORAD.

Gel de apilamiento: 125mM Tris-HCI pH6,8; 0.1% SDS; 0.1% APS (persulfato aménico) y 0.1% TEMED
(N,N.N’,N’-tetrametiletilenediamina) para polimerizar.

Gel de separacion: 375 mM Tris-HCI pH 8.8; 0,1 % SDS; 0.1% APS y 0.1% TEMED para polimerizar.

Tampén de corrida: 25mM Tris pH8.3; 194 mM glicina; 0,1% SDS

19.6. Métodos de detecciéon de proteinas.
19.6.1 .Tincién con azul de Coomassie.

Inmediatamente después de la electroforesis los geles se bafiaron durante 30 min en una
solucion de Azul de Coomassie (Coomassie brillant blue) al 0,25%; 50% metanol; 10% acido
acético glacial. Los geles se destifien lavandolos 2 veces 30 min con la solucién A (50% metanol;
10% acido acético glacial) y 1 h en soluciéon B (30 % metanol; 7.5 % 4cido acético glacial). Antes
de secarlos se deshidratan en 10% dcido acético glacial durante 30 min.

19.6.2. Tincién con nitrato de plata.

Los geles se fijaron en una solucion de 50% metanol,12% 4cido acético glacial y 0,074% de
formaldehido durante 1-12 hs. Se lavaron con etanol al 50% durante 30 min y se pasaron a una
solucion de 0,2 g/LL Na,S,0,.5H,O durante un minuto. Se lavaron tres veces con agua destilada (20
s cada lavado) y se dejaron impregnarse en 2g/L. AgNO;; 0,1% formaldehido durante 45-120 min
(dependiendo del grosor del gel y de la cantidad de proteinas) en oscuridad. Se lavaron dos veces
con agua destilada y se revel6 con 60 g/L. Na,CO,; 4 mg/L Na,S,0,.5H,0; 0,074 % formaldehido
hasta que las bandas de las proteinas aparecen nitidas. El revelado se paré colocando el gel en 4cido
acético al 1% durante 30 min. Los geles se lavaron y se secaron a 80°C en condiciones de vacio. Es
importante usar agua milliQ en todas las soluciones y lavados.

19.7. Secuenciacion de proteinas.

Para la secuenciacion de proteinas se corrieron en un gel de SDS-poliacrilamida. Es muy
importante que todo el material a usar esté limpio y los guantes sin polvo de talco. El gel se tifié con
Azul de Coomassie y se recortd la banda ajustdndose al tamafio de ésta. La muestra metida en un

eppendorf se seco usando un “speed-vac” y en esas condiciones se mandé para su secuenciacion.

19.8. Analisis western.
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El método, originalmente descrito por Towbin (1979), permite caracterizar los
antigenos correspondientes a un anticuerpo y determinar la presencia y cantidad relativa de
éstos. Los extractos protéicos se resolvieron por electroforesis y se transfirieron a filtros de
nitrocelulosa. La membrana se incubd con el anticuerpo y, tras eliminar los anticuerpos no
unidos, éstos se detectaron sobre el filtro. Se usaron varios sistemas de deteccién de
anticuerpos: anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina y a peroxidasa.

19.8.1. Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa.

La transferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa (Inmobilon-P,
MILLIPORE) se realizé en un aparato de transferencia semi-seca (BIORAD). Tras la
electroforesis se equilibré el gel en el tampdn de transferencia durante 15 min a temperatura
ambiente. La membrana se activé sumergiéndola en 100% metanol unos 15 s, se lavo dos
veces en agua milliQ y se equilibr6 en el tampdn de transferencia. La membrana activada se
colocé sobre el gel al que previamente se le habia cortado la fase de apilamiento, y ambos se
introdujeron entre dos filtros Watmann (Extra Thick, BIORAD) cortados al tamafio del gel.
La transferencia se realiz6 colocando el conjunto entre el catodo y el 4nodo. Se aplicé una
corriente de 20V durante 25 min. Al desmontar el sistema, si la transferencia fué efectiva el
marcador pretefiido se veia en la membrana. La membrana se tifié con colorante Ponceau S,
para ver las proteinas transferidas.

Tampén de transferencia (10x): 0,25M Tris base; 1,92M Glicina; pH 8,3
Solucién Ponceau S: 0.5% Ponceau S en 1% de édcido acético.

19.8.2. Immunodeteccion con anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina.

Las membranas se incubaron con solucién de bloqueo toda la noche a 4°C. A la
mafilana siguiente se hicieron los siguientes lavados: 2x5 min con TBSCT y 1 lavado de 5 min
con TBSC. Una vez bloqueadas y lavadas, las membranes se incubaron con el anticuerpo
especifico purificado y a la dilucién apropiada (determinada previamente) en TBSC durante
30 min a temperatura ambiente. De nuevo se lavaron como se indica anteriormente. A
continuacion las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa
alcalina diluido en TBSC (dilucién aconsejada por el fabricante) durante 1 h a temperatura
ambiente. Tras los lavados se revelaron afiadiendo la solucidon cromogénica hasta que las
bandas se hacen claramente visibles. La reaccidn es progresiva lo que facilita el control de la
misma ajustando el tiempo de desarrollo. Se paré lavando con solucién de parado y la
membrana se guardé en oscuridad.

Solucién de bloqueo: TBSC, 1% w/v albiimina de suero bovino (BSA).

TBSC: 20mM Tris-HC1 pH 7.5, 120mM NaCl, ImM CaCl,

TBSCT: TBSC, 0.05% (v/v) Tween 20

Solucion cromogénica: se prepara inmediatamente antes de su uso aiiadiendo 66 pL de solucién NBT y 33 uL
de solucién BCIP a 10 mi de tampén de fosfatasa alcalina.

Solucién NBT: Se disuelven 50 mg NBT (Nitro-blue tetrazolium, Sigma) en 1ml de dimetilformamida al 70%.
Se guarda a -20°C.

Solucién BCIP: Se disuelven 50 mg de BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, Sigma) en 1 ml de
dimetilformamida al 100%. Se guarda a -20°C.

Tampén de fosfatasa alcalina: 100mM Tris-HC1 pH 9.5, 100mM NaCl, 5mM MgCl,, ImM CaCl,.

Solucién de parado: 20mM Tris-HCI; ImM CaCl,.

19.8.3. Immunodeteccién con anticuerpos conjugados a peroxidasa y
quimioluminiscencia.
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Una vez bloqueadas las membranas se incubaron, con una dilucién apropiada de
primer anticuerpo en la solucién de bloqueo, 1 h a temperatura ambiente o toda la noche a
4°C en agitacidn suave. Se recogi6 el primer anticuerpo y se lavé la membrana cuatro veces
(5 min cada una) con el tampén de lavado para eliminar el anticuerpo que no se hubiese
unido. Luego se incubé con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa durante lh a
temperatura ambiente. De nuevo se lavé cuatro veces (5 min cada vez) con el tampén de
lavado. Para detectar la sefial del anticuerpo mediante quimioluminiscencia catalizada por
peroxidasa, se mezclaron adecuadamente los sustratos de la reaccion (reactivos A y B) de
ECL Western blotting reagents, preparando un vol final de 0.125 ml/cm® de membrana. Se
aiadié esta mezcla sobre la membrana y se incubd durante 2 min. Inmediatamente se expuso
a una pelicula radiogréfica. El tiempo se exposicién varié segin las muestras.

Solucién de bloqueo: 5% leche desnatada en polvo; 0,1 % Tween 20 en PBS (140mM NaCl, 2,7mM KCl,
10mM Na,HPO,, 1.8mM KH,PO, pH 7.,3).
Tampén de lavado: 0.1% Tween 20 en PBS

20. ENSAYOS DE RETARDO EN GEL.

Los ensayos de retardo en gel se realizaron segin lo descrito por Santos-Rosa et al.,
(1998). La proteina Thpl purificada de E. coli se dializé en el tampo6n de union. Distintas
cantidades de proteina ya dializada se incubaron a 30°C durante 30 min en un vol final de 20
ul, con 2 ul de sonda de RNA (90 nt) marcada mediante transcripcion “run-off”, o de DNA
(200nt) sintetizada por PCR y marcada por fosforilacién de los extremos. Cada mezcla
ademas lleva 0.2U/ml de inhibidor de ribonucleasas. Para los ensayos de competicion se
utilizaron las mismas sondas de RNA y DNA frias (sin nucle6tidos marcados
radiactivamente) y un oligonucledtido de 60 nt sintetizado por ROCHE como sonda de DNA
de cadena sencilla. Las muestras se cargaron en un gel nativo de bisacrilamida:acrilamida
(1:29) al 3%. Para controlar el progreso de la electroforesis se cargaron 5 ul de tampén de
carga en un pocillo vacio. El gel se corrié a 15 mV durante 60 o 75 min hasta que el azul de
bromofenol distaba aproximadamente 15 cm de los pocillos y luego se secé a 80°C en
condiciones de vacio. Se expuso para obtener los radiogramas como se ha descrito
anteriormente y se cuantificé con el FUJIX FLA3000.

Tampén de unién: 20mM HEPES-HCI pH 7.5: 7.5mM MgCl,; 60mM NaCl; 0,05 mg/ml BSA; 10% glicerol;
ImM DTT.

21. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PROTEINAS FUSIONADAS A GFP.

Se inocularon varios transformantes en 5 ml de SC-histidina con metionina al 1%. Se
recogio el cultivo en fase exponencial y se lavo con agua. Se resuspendieron las células en
50uL de glicerol y se tifieron los nucleos con DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol) a una
concentracion final de lug/ml. La visualizacién se hizo en un microscopio Olympus AHBT3.

22. TRANSPORTE DE mRNA.

Se siguid el protocolo descrito por Amberg er al. (1992) con pequefias
modificaciones. Se inocularon las células en 5 ml de medio rico y se dejaron toda la noche
creciendo a 30°C. A la mafana siguiente se diluyeron en el mismo medio y se esper6 hasta
que alcanzaron una D.O.,,= 0.8. Entonces se dividié el cultivo en dos: uno se dej6 a la
misma temperatura y el otro se pasé a 37°C. A las 4 h se fijé el cultivo con formaldehido al
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10% y se incubd una h més. Se lavaron las células dos veces en tamp6n KPO, 0.1M pH6.5
centrifugdndolas a bajas rpm para mantenerlas lo més intactas posible. Luego se lavaron una
vez con tampén de lavado. El precipitado se resuspendié en 0.5 ml de tampén de lavado. Se
guardaron a 4°C durante toda la noche. A continuacién se le afiadieron 30 ul de zimoliasa
100T 10mg/ml y se dejaron a 30°C un tiempo variable (30-45 min). Para saber cuando
estaban listas se miraron al microscopio éptico. Se lavaron una vez con tampoén de lavado, se
resuspendieron en 0.2 ul del mismo tampén y se dejaron en hielo. Por otro lado se preparé el
portaobjetos cubierto de teflén afiadiéndole polilisina 0.1% durante 10 min en un ambiente
himedo. Se lavaron 4-5 veces con agua y se pusieron 20 ul de células en un pocillo. Se
incubaron a temperatura ambiente y a los 10 min se eliminaron por aspiracion las cé€lulas que
no se habian adherido al portaobjetos. Se introdujo el portaobjetos en metanol a -80°C durante
6 min y acto seguido en acetona a -80°C durante 30 s. Para que se secase sin que condensara
el liquido sobre las muestras se colocé sobre la tapa inclinada de un bafio caliente. Luego las
células se equilibraron durante 2 min a 23°C con trietanolamina 0.1M pH 8 preparado justo
antes de usar y se bloquearon con tampoén de bloqueo durante 10 min a la misma temperatura.
A continuacién se incubaron las células durante 5 min en 2xSSC y en tampo6n de
prehibridacion durante 1 h a 37° en un ambiente himedo. La hibridacién se realiz6 en el
mismo tampon con 500 pg de un oligo(dT),, (ROCHE) marcado con digoxigenina durante 12-
14 hs a 37°C en un ambiente himedo. A continuacién se hicieron una serie de lavados:
2xSSC 1 h a 23°C; 1xSSC 1 h a 23°C; 0.5xSSC 30 min a 37°C; 0.5xSSC 30 min a 23°C. Se
equilibraron las células en ABW1 durante 5 min a 23°C y se bloquearon en ABWI1+FCS
(suero fetal vacuno) al 5% inactivado con calor +Tritén X-100 0.3% durante 1 h a 23°C.
Luego se le aftadi6 el anticuerpo fluorescente anti-digoxigenina Fab (Roche) diluido 1:4 en
ABWI+FCS y se dej6 a 23°C durante 4 hs. El anticuerpo se eliminé con dos lavados (10 y 30
min) con ABW1 a 23°C y otros dos con ABW2 a la misma temperatura. Los nucleos se
tifieron con DAPI (10 ng/ml in ABW2) durante 5 min. Antes de colocar el cubreobjetos se
lavo dos veces con ABW2 y se le afladi6 una gota de glicerol 90%+ p-fenilenediamina
Img/ml PBS. Las muestras se guardaron a -20°C y en oscuridad.

Tampén de lavado: 0.1M KPO, pH6.5; 1.2M Sorbitol

Tampén de bloqueo: 0.1M trietanolamina ph8; 0.25% 4cido anhidrido

Tampdén de prehibridacién: 50% formamida; 10% dextrano sulfato; 4xSSC; 0.02% polivinilpirrolidona; 0.02%
BSA: 0.02% Ficoll-400; 125 mg/ml tRNA; 500 mg/ml DNA de esperma de salmén sonicado y desnaturalizado
ABW1:0.1M Tris pH 9; 0.15M NaCl

ABW2: 0.1M Tris pH 9.5 ; 0.1M NaCl ; 50mM MgC},

23. CUANTIFICACION DE DNA POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Se tomé 1 ml de un cultivo en fase exponencial de crecimiento (D.O.,,=0.6), se
centrifugaron las células, se lavaron con agua y se resuspendieron en 1 ml de etanol 70%,
incubdndose a -20°C durante 30 min. Se tomaron 20 ul de esta muestra y se resuspendieron
en 1 ml de citrato sédico 50mM, se centrifugé y el precipitado se resuspendié en 0.5 ml del
mismo tampon con 100 ug/ml de RNAasa. Después de incubar durante 2 h a 37°C se anadié a
la muestra 0.5 ml de citrato sédico 50mM con 4 pug/ml de ioduro de propidio y se incubd a
temperatura ambiente durante 30 min. A continuacién se sonicaron las células brevemente
para desagregarlas y se midi6 el contenido en DNA utilizando para ello un equipo FACScan.
El contenido en DNA se determiné midiendo la fluorescencia emitida por el ioduro de
propidio intercalado en el mismo al ser excitado por el laser del citémetro de flujo.
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